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Abstrak — Artikel ini menyediakan panduan komprehensif mengenai pemprosesan dan pelekapan spesimen lalat pasir
phlebotomine, yang merupakan prosedur penting dalam pengecaman spesies serta pengesanan dan pengasingan
patogen. Panduan ini membincangkan pelbagai teknik yang sesuai diaplikasikan dalam kondisi lapangan dan makmal,
termasuk arahan terperinci mengenai pengumpulan, pengendalian, penutupan, dan eutanasia lalat pasir (mengesyorkan
pengunaan penyejukbekuan kering atau CO: berbanding bahan kimia), serta strategi konservasi, seperti storan sejuk
dan pengawetan dalam etanol. Kualiti penyediaan struktur anatomi tertentu (organ genital, kepala, dan sayap) adalah
penting bagi memastikan pemerhatian mikroskopik yang tepat, dan perkara ini dihuraikan dengan jelas dalam artikel
ini. Artikel ini juga membentangkan pemprosesan sampel secara terperinci, termasuk proses penjernihan menggunakan
agen seperti kalium hidroksida yang diikuti dengan larutan Marc-André. Dalam proses pelekapan, pelbagai medium
dinilai secara perbandingan dengan memberi tumpuan kepada sifat optik dan potensi pengawetan jangka panjang.
Penggunaan cecair Hoyer (turut dikenali sebagai gam kloral) adalah disyorkan bagi tujuan pemerhatian pantas,
khususnya bagi struktur spermateka, kerana mempunyai kejernihan yang tinggi, walaupun medium ini tidak sesuai
untuk penyimpanan jangka panjang. Medium lain yang turut dibincangkan termasuk alkohol polivinil, Euparal® (untuk
toleransi air yang terhad), dan balsam Kanada (medium larut hidrokarbon), dengan dua medium terakhir menawarkan
keupayaan pengawetan jangka panjang. Pendekatan inovatif dalam biologi molekul, termasuk penjujukan DNA dan
MALDI-ToF, turut dibincangkan dengan penekanan terhadap keperluan pengendalian teliti dalam pemprosesan
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sampel. Tambahan pula, klip video pendek yang memaparkan beberapa teknik pelekapan, berserta terjemahan dalam
pelbagai bahasa, turut disediakan bagi membolehkan panduan ini memenuhi keperluan dan jangkaan yang meluas
komuniti saintifik di peringkat global.

Kata Kunci: Pelekapan, lalat pasir phlebotomine, cecair Hoyer, larutan Marc-André, gam kloral, alkohol polivinil,
Euparal®, balsam Kanada, pengasingan Leishmania, kondisi lapangan, kultur, pembedahan, biologi molekul, MALDI-
ToF, spesimen rujuk

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.

Pengenalan

Lalat pasir phlebotomine merupakan serangga diptera
kecil yang tergolong dalam famili Psychodidae, subfamili
Phlebotominae, dengan sekurang-kurangnya 1,063 spesies
yang diketahui [21]. Serangga ini merupakan vektor penting
bagi patogen (Leishmania, arbovirus, dan Bartonella) yang
bertanggungjawab terhadap penyakit yang dikenali sebagai
leishmaniasis, jangkitan arbovirus, dan bartonellosis.
Pengecaman spesies lalat pasir ini bergantung terutamanya
pada pemeriksaan mikroskopik terperinci, yang dibantu
oleh pengumpulan spesimen yang teliti, penyimpanan yang
sesuai, dan pelekapan pada slaid mikroskop secara cermat,
yang memerlukan beberapa teknik khusus dengan masing-
masing mempunyai kelebihan dan hadnya tersendiri.

Pengecaman lalat pasir phlebotomine dewasa
memerlukan kepada pemerhatian kedua-dua struktur luaran
(contohnya, antena, palpi, genitalia jantan) dan struktur
dalaman (contohnya, farinks, sibarium, dan spermateka).
Pembedahan dan pengasingan struktur dalaman ini
memudahkan pemerhatian terperinci dan seterusnya
memastikan pengecaman yang tepat. Oleh sebab itu,
berbeza dengan nyamuk atau pepijat cium, lalat pasir
phlebotomine memerlukan pelekapan di antara slaid
mikroskop dan kaca penutup sebelum pengecaman spesies
dapat dilakukan. Sehingga tahun 1980-an, pemerhatian
mikroskopik merupakan satu-satunya kaedah yang tersedia
untuk pengecaman spesies lalat pasir, dan kaedah ini kekal

sebagai pendekatan yang paling meluas digunakan sehingga
hari ini. Justeru, pemilihan kaedah pemprosesan dan
penyediaan spesimen adalah tidak rumit dan berasaskan dua
pendekatan utama: pelekapan definitif untuk pengawetan
jangka panjang spesimen; atau pelekapan pantas untuk
pengecaman spesies menggunakan medium yang tidak
menjamin pengawetan jangka panjang. Dalam proses
pelekapan akhir, contohnya menggunakan resin seperti
balsam Kanada, prosedur ini memerlukan tempoh masa
yang panjang kerana spesimen perlu melalui proses
penyahhidratan sepenuhnya. Selain itu, indeks biasan
medium ini tidak sentiasa optimum, sekali gus
menyukarkan pemerhatian mikroskopik yang jelas dan
mudah terhadap struktur spermateka. Sebaliknya,
pelekapan dalam medium berakua, seperti cecair Hoyer,
adalah lebih cepat dan membolehkan visualisasi spermateka
yang terbias dengan lebih jelas, namun medium ini tidak
sesuai untuk pengawetan jangka panjang kerana cenderung
menyerap kelembapan daripada atmosfera. Bagi mengatasi
kekurangan tersebut, slaid mikroskop boleh dikedapkan
dengan pengilat kuku setelah kering sepenuhnya. Pilihan
timbal balas ini masih wujud hingga kini, dan secara
langsung mempengaruhi pemilihan kaedah pelekapan
mengikut keperluan dan tujuan penyediaan spesimen. Sejak
tahun 1980-an, kajian pengecaman spesies lalat pasir telah
menggabungkan kaedah morfologi dan pendekatan
biokimia. Kaedah terawal yang digunakan ialah analisis
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hidrokarbon kutikel, yang kemudiannya digantikan dengan
teknik biologi molekul seperti DNA Polimorfisme
Teramplifikasi Rawak (RAPD), Polimorfisme Panjang
Serpihan Penyekatan (RFLP), amplifikasi DNA dan
penjujukan berasaskan kaedah Sanger serta Penjujukan
Generasi Baharu (NGS). Kini, pendekatan molekul tersebut
turut dilengkapi dengan kaedah proteomik seperti MALDI-
ToF bagi meningkatkan ketepatan pengecaman spesies lalat
pasir. Tambahan pula, pengecaman spesies secara molekul
boleh digabungkan dengan pengesanan patogen seperti
Leishmania, Trypanosoma, Bartonella dan Phlebovirus
dengan menggunakan teknik Tindak Balas Berantai
Polimerase (PCR), sama ada secara konvensional (end-
point) atau masa nyata (real-time), yang seterusnya
memerlukan penyesuaian terhadap protokol pensampelan
serta kaedah penyimpanan spesimen mengikut objektif
kajian yang ditetapkan [3,32]. Selain ciri morfologi yang
digunakan secara tradisional untuk tujuan diskriminasi
spesies lalat pasir, pendekatan morfologi lain juga boleh
digunakan, misalnya geomorfometri sayap. Oleh yang
demikian, berdasarkan pengalaman penulis sendiri dan data
literasi, tujuan penyiasatan ini adalah untuk menyediakan
garis panduan standard bagi pemprosesan dan pelekapan
lalat pasir phlebotomine dewasa, bagi mengoptimumkan
analisis morfologi dan molekul. Pengekalan sebahagian
struktur luaran lalat pasir, walaupun tidak digunakan dalam
pengecaman morfologi, adalah perlu bagi membolehkan
pelaksanaan analisis lanjutan seperti biologi molekul atau
MALDI-ToF, sekali gus menekankan kepentingan
pemilihan protokol yang tepat dan bersesuaian. Dalam
artikel ini, kami memberi penekanan mengenai kaedah
anestesia dan eutanasia lalat pasir yang ditangkap dalam
keaadaan hidup, strategi penyimpanan, serta teknik
pelekapan, sama ada untuk pengecaman pantas atau tujuan
konservasi jangka panjang yang membolehkan analisis
lanjut dilaksanakan.

Mukadimah: Semua pertimbangan keselamatan dan
pematuhan peraturan hendaklah dibuat dengan
merujuk kepada Lembaran Data Keselamatan (Safety
Data Sheets, SDS) yang berkaitan.

Semua bahan kimia yang dinyatakan dalam garis
panduan ini mesti dikendalikan di bawah syarat
keselamatan yang ketat. Jawatankuasa Kesihatan dan
Keselamatan di setiap fasiliti penyelidikan boleh dirujuk
bagi mendapatkan maklumat bukan sahaja mengenai
bahaya bahan kimia tersebut, tetapi juga berkaitan prosedur
pengendalian dan pelupusan sisa. Walau bagaimanapun,
pematuhan terhadap arahan keselamatan berhubung
penggunaan dan pelupusannya adalah mandotori. Perlu
diambil perhatian bahawa adalah menjadi tanggungjawab
semua pengguna untuk memastikan pematuhan terhadap
amalan makmal yang baik dan selamat serta mematuhi
undang-undang dan peraturan yang berkuat kuasa di negara
atau institusi penyelidikan masing-masing. Selain itu,

sesetengah bahan kimia atau komponennya, seperti kloral
hidrat, adalah tertakluk kepada peraturan kawal selia di
beberapa negara. Senarai singkatan yang digunakan dalam

manuskrip ini disediakan dalam Jadual 1.

Jadual 1: Senarai singkatan.

BME Medium asas Eagle
CDC IIZ:rsle;ta kiawalan dan Pencegahan
CMCP Kamfor-monoklorofenol
CMR danreprovokst e
COI1 Gen subunit I sitokrom c oksidase
CytB Gen sitokrom b
DNA Asid deoksiribonukleik
ELISA Asai imunojerapan Berpaut Enzim
EtOH Etanol
M199 Medium 199

Spektrometer jisim masa terbang
MALDI-ToF MS penyaherapan/pengionan laser

dibantu matriks

MEM Medium penting minimum
NGS Penjujukan Generasi Baharu
NNN Medium Novy-MacNeal-Nicolle
PCR Tindak balas berantai polimerase
RDP Laos Republik Demokratik Rakyat Laos
PNOC Gen prepronociceptin
qPCR PCR kuantitatif (real-time PCR)
RAPD E;\IV::I kPohmorﬁsme Teramplifikasi
RFLP gg:;}r]réizfti;rrlne Panjang Serpihan
RI Indeks biasan
RNA Asid ribonukleik
RNases Ribonuklease
RNASS Larutan penstabilan RNA
RT-PCR PCR transkripsi songsang
TFA Asid trifluoroasetik

1. Penangkapan lalat pasir

Lalat pasir dewasa boleh dikumpul dalam keadaan hidup

atau mati menggunakan pelbagai kaedah seperti perangkap
cahaya miniatur CDC, perangkap berpelekat, aspirator
menggunakan perangkap Shannon, atau secara langsung
daripada tempat rehat di persekitaran (contohnya, tempat
perlindungan haiwan). Kaedah-kaedah ini melibatkan
pemasangan perangkap di habitat yang sesuai, penggunaan
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cahaya atau bahan penarik lain (seperti CO- atau umpan
kimia) untuk menarik lalat pasir, serta pengumpulan
spesimen bagi tujuan analisis lanjut, seperti yang telah
dilaporkan dalam beberapa penerbitan [2, 3, 32, 36, 49].
Penangkapan lalat pasir secara hidup membolehkan
pelaksanaan pelbagai analisis lanjutan, manakala
pengumpulan spesimen yang telah mati boleh menghalang
pengasingan strain Leishmania atau virus. Di samping itu,
beberapa teknik penangkapan, seperti penggunaan kertas
berpelekat, sering mengakibatkan kehilangan bahagian
tubuh lalat pasir seperti antena, palpus, sayap atau kaki.
Tambahan pula, salutan minyak kastor pada kertas
berpelekat akan melekat pada lalat pasir dan perlu
disingkirkan pada peringkat awal pemprosesan, lazimnya
melalui perendaman selama kira-kira 15 minit dalam
campuran etanol dan dietil eter pada nisbah yang sama.

2. Eutanasia spesimen

Selepas proses kutipan, lalat pasir yang hidup perlu
dipengsankan secara eutanasia. Beberapa kaedah kutipan
(contohnya, kertas berpelekat, perangkap cahaya CDC yang
dilengkapi dengan bekas berisi detergen atau etanol),
mengakibatkan lalat pasir telah mati semasa proses kutipan.
Biologi molekul boleh digunakan ke atas spesimen yang
dikutip secara langsung ke dalam etanol dan terhadap
spesimen lain jika disimpan dalam etanol secepat mungkin.
Walau bagaimanapun, tiada satu pun kaedah eutanasia yang
membolehkan pemprosesan serangga menggunakan
MALDI-ToF. Selain itu, sesetengah kaedah eutanasia boleh
menyebabkan kehilangan sebahagian ciri morfologi pada
badan serangga. Oleh itu, penggunaan agen eutanasia
standard yang sesuai adalah penting bagi memastikan
pengecaman spesies yang tepat atau penyimpanan jangka
panjang sebagai spesimen rujukan (iaitu spesimen yang
dipelihara dan disimpan untuk rujukan atau perbandingan
masa depan). Bahan kimia seperti etil asetat, etil eter,
tetrachloroetana, dan kloroform boleh diserap ke dalam
kapas dan diletakkan dalam bekas yang mengandungi lalat
pasir untuk tujuan euthanasia. Agen eutanasia ini mesti
dikendalikan dengan berhati-hati mengikut saranan
pengilang kerana sifat toksiknya. Walau bagaimanapun,
kami tidak mengesyorkan penggunaan kloroform untuk
proses ecuthanasia lalat pasir kerana, berdasarkan
pengalaman kami, bahan kimia ini kurang sesuai untuk
kajian biologi molekul. Memandangkan sifat berbahaya
semula jadi semua bahan kimia ini serta keraguan terhadap
kesesuaian penggunaannya dalam analisis molekul,
penggunaan bahan kimia tersebut secara amnya tidak
digalakkan. Kaedah yang paling menyeluruh digunakan dan
dapat mengekalkan morfologi spesimen, DNA, atau protein
adalah kaedah pembekuan kering (dry freezing) spesimen.
Spesimen mesti dibekukan dalam tempoh yang mencukupi
untuk memastikan mereka sepenuhnya telah dipengsankan
secara eutanasia, tetapi tidak terlalu lama sehingga mereka
(1) menjadi kering atau (ii) mengalami kerosakan terhadap
kebolehan hidup Leishmania, sekiranya matlamatnya

adalah untuk mengasingkan parasit tersebut secara in vitro
daripada saluran pencernaan lalat pasir. Oleh itu, kami
mengesyorkan tempoh penyejukbekuan selama 15
hingga 20 minit pada suhu -20°C, dengan pemantauan
secara berkala untuk memastikan spesimen hanya
dipengsankan secara eutanasia tanpa mematikan
parasit Leishmania. Jika penyejuk beku tidak tersedia,
serangga  boleh  dipengsankan secara  eutanasia
menggunakan CO.. Dalam keadaan lapangan di mana
silinder CO: tidak boleh digunakan, spesimen boleh
dipengsankan menggunakan bekas CO: komersial kecil
yang digunakan dalam ‘Soda siphons’ (dispenser
minuman), walaupun terdapat kemungkinan sekatan
pengangkutannya melalui udara. Sebagai langkah terakhir,
serangga juga boleh dipengsankan melalui pendedahan
kepada asap rokok. Lalat pasir ditangkap dalam keadaan
hidup dalam perangkap CDC, dikutip menggunakan
aspirator, seterusnya disimpan dalam tiub kaca, dan
didedahkan kepada asap rokok yang dapat mengakibatkan
lalat pasir pengsan dalam beberapa saat. Kaedah ini sesuai
digunakan dalam semua keadaan lapangan, termasuk situasi
pengasingan yang sukar. Namun demikian, tiub kaca
tersebut tidak sesuai digunakan untuk tujuan pengumpulan
dan pengendalian lalat pasir hidup tanpa pembersihan
menyeluruh, kerana residu asap terperangkap pada
permukaan kaca. Walau bagaimanapun, aspirator yang
sama tanpa dibersihkan masih boleh digunakan untuk
proses eutanasia lalat pasir dari perangkap lain bagi tujuan
fiksasi. Adalah juga penting untuk memastikan semua
spesimen telah dikeluarkan daripada aspirator. Semua
kaedah ini adalah sesuai untuk pengasingan Leishmania
melalui pembedahan gut lalat pasir.

3. Penyimpanan spesimen sebelum

pemprosesan
Terdapat lima kaedah utama bagi fiksasi spesimen
sebelum pemprosesan:

3.1.  Penyejukbekuan

Kaedah ini paling sesuai dijalankan pada suhu -20°C
atau, lebih disarankan, pada suhu -80°C. Kini, kaedah
penyimpanan ini lebih banyak digunakan berbanding
penyimpanan dalam nitrogen cecair. Dalam semua keadaan,
krioawetan perlu dilaksanakan secepat mungkin selepas
proses spesimen dipengsankan. Storan sejuk dalam
penyejuk beku memberi kelebihan dalam pengawetan yang
menyeluruh terhadap serangga serta dapat mengekalkan
keutuhan RNA, DNA, dan protein sepenuhnya sepanjang
tempoh penyimpanan. Sebaliknya, nitrogen cecair boleh
merosakkan sayap, kaki, palpus, dan antena, sering
mengakibatkan terputus dan kadangkala kehilangan ciri
morfologi utama. Penyimpanan kering dalam penyejuk
beku memberi kesan yang kurang traumatik terhadap
spesimen, tetapi tidak ideal untuk mengekalkan organ halus
pada spesimen. Penting untuk diperhatikan bahawa semasa
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proses nyahsejuk bekuan, sayap, antena, palpus, atau kaki
mungkin melekat pada tiub dan akhirnya terkoyak akibat
kondensasi. Walau bagaimanapun, pengawetan melalui
penyejukbekuan kurang praktikal untuk dilaksanakan
dalam kajian lapangan kerana memerlukan akses kepada
penyejuk beku atau bekas nitrogen cecair. Penyimpanan
dalam penyejuk beku adalah sepenuhnya serasi dengan
pengesanan patogen menggunakan kaedah molekul tanpa
mengurangkan sensitiviti, walaupun pengesanan dan
pengasingan virus RNA memerlukan penyejukbekuan pada
suhu -80°C atau dalam nitrogen cecair jika penyimpanan
jangka panjang diperlukan. Namun, penyejukbekuan
spesimen tidak membolehkan pengasingan Leishmania
dilaksanakan melalui pembedahan gut, kecuali jika lalat
pasir direndam terlebih dahulu dalam fasa wap dan
kemudian dalam nitrogen cecair (contohnya dalam wvail
yang diletakkan dalam penstokan), bagi mensimulasikan
proses krioawetan Leishmania.

3.2.  Penyimpanan dalam alkohol (etanol atau
alkohol Isopropil)

Kaedah ini merupakan antara yang paling banyak
digunakan untuk penyimpanan lalat pasir. Kaedah ini juga
mudah dilaksanakan di lapangan, termasuk dalam keadaan
sukar tanpa akses kepada makmal. Pengawetan dalam
alkohol amat sesuai untuk kajian morfologi, kerana organ
halus seperti sayap, kaki, antena, atau palpus akan kekal
utuh sekiranya tiub penyimpanan bebas daripada
gelembung udara. Oleh itu, kami menyarankan agar tiub
dikedap dengan kapas kecil bagi mengeluarkan sebarang
gelembung udara dan meletakkan label di atas palam kapas
(Rajah 1). Kadar kepekatan alkohol yang sesuai masih
menjadi perdebatan. Secara amnya, kepekatan di bawah
70% tidak digalakkan [45, 66]. Kepekatan tinggi dapat
mengekalkan keutuhan DNA dengan lebih berkesan dan
untuk tempoh yang lebih lama, namun akan menjadikan
spesimen lebih rapuh untuk kajian morfologi. Penggunaan
etanol 96% (campuran azeotrop) dapat memastikan
kestabilan kepekatan sepanjang masa, terutamanya di
kawasan beriklim lembap seperti negara tropika, walaupun
etanol 95% biasanya lebih mudah diperoleh. Tanpa mengira
kepekatan, DNA umumnya terpelihara dengan baik dalam
etanol, walaupun kurang berkesan berbanding kaedah
penyejukbekuan, terutamanya untuk teknik molekul jenis
NGS. Protein pula menunjukkan kestabilan yang rendah,
khususnya dalam aplikasi proteomik seperti MALDI-ToF.
Lalat pasir yang diawet dalam alkohol selama beberapa
bulan masih boleh dikenal pasti secara morfologi, tetapi
tidak boleh digunakan untuk menghasilkan spektrum
protein rujukan. Penyimpanan dalam alkohol atau keadaan
kering boleh dipertingkatkan dengan pembekuan sampel
pada suhu -20°C. Penyejukbekuan pada suhu -20°C
terutamanya akan meningkatkan pengawetan molekul
(contohnya asid nukleik) dengan memperlahankan
pemerosotan, serta memberikan manfaat tambahan bagi
pengawetan morfologi dengan mengurangkan penguraian

tisu dari semasa ke semasa, walaupun kesannya terhadap
morfologi lebih terhad berbanding terhadap integriti
molekul. Penyimpanan dalam etanol juga boleh digunakan
untuk pengesanan DNA dan virus RNA dengan
menggunakan etanol sekurang-kurangnya 70% untuk
tempoh penyimpanan pendek yang kurang daripada
beberapa bulan. Selain itu, alkohol isopropil mudah
diperoleh di beberapa negara dan mampu mengekalkan
keutuhan DNA tetapi menyebabkan spesimen menjadi
kaku. Alkohol ini tidak mudah terbakar seperti etanol, sekali
gus mudah untuk diangkut. Apabila diperlukan, lalat pasir
yang diawet dalam nitrogen cecair atau bekuan kering boleh
dipindahkan ke dalam alkohol, dengan risiko
menggabungkan kelemahan kedua-dua kaedah tersebut.

S
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W

Rajah 1: Lalat pasir diawet dalam etanol.

3.3.  Penyimpanan dalam larutan penstabil
RNA (RNASS)

Reagen berasaskan akua ini digunakan secara meluas,
bersifat tidak toksik, dan direka bentuk untuk menstabilkan
serta melindungi RNA dalam sampel tisu dan sel segar.
Reagen ini bertindak dengan menembusi spesimen dengan
cepat dan menyahaktifkan RNase (enzim yang menguraikan
RNA), sekali gus menghalang pemerosotan RNA tanpa
memerlukan penyejukbekuan segera. Penyimpanan dalam
RNASS secara amnya berkesan dalam mengekalkan
morfologi keseluruhan tisu dan struktur sel untuk penilaian
histologi seterusnya. Walaupun RNASS dioptimumkan
untuk penstabilan RNA dan bukannya sebagai bahan
fiksasi, penyimpanan dalam tempoh jangka pendek hingga
sederhana lazimnya masih mengekalkan keutuhan struktur
spesimen dengan baik. RNASS membolehkan sampel
disimpan pada suhu bilik sehingga 7 hari, pada suhu 4°C
selama beberapa minggu, atau pada suhu —20°C hingga
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—80°C untuk penyimpanan jangka panjang. Kaedah ini amat
berguna dalam kerja lapangan atau persekitaran klinikal
yang mempunyai kemudahan rantaian sejuk yang terhad.
Bagi tujuan pengekstrakan RNA, sampel lazimnya perlu
dikeluarkan terlebih dahulu daripada reagen tersebut
sebelum diproses mengikut protokol standard.

3.4.  Pengawetan kering pada suhu bilik

Kekurangan utama kaedah lama ini apabila digunakan
pada spesimen in foto (seluruhnya dilekap) ialah tidak dapat
mengawet organ halus seperti sayap, kaki, antena, dan
palpus dengan baik. Walau bagaimanapun, kajian
proteomik menggunakan MALDI-ToF masih boleh
dijalankan sekiranya penyahhidratan dilakukan semasa
proses fiksasi menggunakan bahan pengering jenis gel
silika. Sebaliknya, analisis molekul yang menyasarkan
DNA akan sukar dilakukan pada sampel ini kerana DNA
sering terserpih dan kuantitinya adalah rendah, yang akan
menjadikan analisis lebih mencabar berbanding sampel
segar atau beku, terutamanya bagi genom nuklear. Teknik
terkini seperti museomik boleh diaplikasikan pada sampel
jenis ini [34]. Oleh itu, kaedah penyimpanan ini tidak
digalakkan kecuali tiada alternatif lain. Kaedah ini boleh
digabungkan dengan storan sejuk dengan meletakkan tiub
dalam penyejuk beku pada suhu —20°C atau —80°C.
Cabaran utama kaedah ini adalah memastikan pelekapan
yang sesuai bagi spesimen atau bahagian badan yang
diperlukan untuk pengecaman spesies. Bagi tujuan ini,
proses penghidratan semula adalah penting, dan kami
mencadangkan penggunaan larutan Triton X-100. Tempoh
penghidratan semula adalah berbeza, daripada beberapa jam
hingga beberapa hari, dengan pemantauan rapi secara
berkala. Setelah tempoh penghidratan semula lengkap,
spesimen harus dibilas dalam alat mandian air sebanyak tiga
kali secara berturut-turut.

3.5. Pengawetan pada Kkertas turas

Kelebihan utama penggunaan kertas turas ialah
kestabilan jangka panjang DNA genomik dalam sel yang
tidak ditetap, seluruh badan yang dikeringkan, atau sel
darah yang disimpan pada suhu bilik. Kertas turas
disediakan dalam saiz kad kecil, sekali gus membolehkan
penyimpanan beberapa ratus sampel pada suhu bilik dalam
isipadu bersamaan saiz kotak kecil. Matriks kertas turas
diisitepukan dengan agen yang boleh menyahaslikan agen
jangkitan, dan seterusnya menjadikan sampel pada kertas
turas tidak lagi dianggap sebagai bahaya biologi. Hal ini
membolehkan penyimpanan dan pengangkutan sampel
tanpa memerlukan langkah keselamatan bahaya biologi
yang khusus [68].

4. Pembedahan spesimen

Berbeza dengan kebanyakan serangga lain yang dikenal
pasti berdasarkan ciri luaran yang dapat diperhatikan pada
setiap serangga yang dipin secara in foto, lalat pasir
memerlukan pembedahan dan pelekapan pada slaid
mikroskop untuk mengkaji ciri anatomi bagi pengecaman
spesies yang tepat. Tanpa mengambil kira mengenai
prosedur persediaan dan pelekapan yang dipilih, teknik
pembedahan yang sama akan turut digunakan (Rajah 2 & 3)
(https://zenodo.org/records/18198006).

Penggunaan Triton X100: larutan berakua bukan ion

Perlu diambil perhatian bahawa proses pelekapan ini
hanya melibatkan spesimen yang baru ditangkap atau
disimpan dengan baik. Kebanyakan pengumpul menyimpan
sampel serangga secara kering (untuk kegunaan MALDI-
ToF) atau dalam alkohol untuk jangka masa bertahun-tahun.
Malangnya, pengawetan dalam alkohol tidak optimum
untuk tempoh yang panjang, dan artropod yang disimpan
dengan cara ini menjadi sukar untuk disediakan bagi
pemeriksaan mikroskopik. Kejadian yang sering berlaku
ialah pereputan plastik yang mengandungi sampel, diikuti
oleh penyejatan alkohol. Dalam kedua-dua kes, tiada
pilihan kerana sampel terlalu lama dalam alkohol atau
menjadi kering. Oleh itu, timbul idea untuk menggunakan
agen pembasah yang merupakan bukan detergen kuat.
Triton X-100 ialah dalam bentuk larutan berakua bukan ion
(4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) larutan fenil-polietilena glikol,
atau t-oktilfenoksipolietoksietanol), etilena glikol tert-
oktilfenil eter), yang banyak digunakan sebagai detergen
dalam sel dan biologi molekul. Larutan ini menyebabkan
peningkatan terhadap kebolehtelapan sel dan membran
nukleus.

Berikut merupakan prosedur menggunakan Triton X-
100 bukan ion dalam larutan berakua 0.5%:

—  Sampel kering diisitepukan dengan alcohol mutlak.

— Tambahkan larutan Triton X-100 berkepekatan 0.5%
pada isipadu yang mencukupi supaya keseluruhan
sampel terendam sepenuhnya.

— Biarkan sampel berada dalam larutan selama 5 minit
hingga beberapa hari, dengan pemantauan berkala.
Semua artropod hendaklah terpisah sepenuhnya dalam
larutan tersebut.

— Larutan Triton X-100 kemudian disingkirkan dan
digantikan dengan larutan kalium hidroksida.
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Rajah 2: Bahan-bahan yang diperlukan untuk pelekapan lalat pasir: A: Penutup kaca bulat (diameter 10mm atau 12mm); B:
Plat 24-telaga dan jarum berkait (sekiranya minyak cengkih atau esen Euparal® digunakan untuk memproses lalat pasir, jangan
gunakan plat akrilik kerana tindak balas kimia boleh berlaku dan spesimen akan rosak); C: Slaid kaca yang sesuai untuk
pelabelan; D: perincian hujung jarum berkait; E: Jarum yang dipasang pada picagari; F: kaca tilik atau bekas setara yang dapat
memegang lalat pasir untuk dilekapkan pada slaid; G: forseps Dumont; H: pipet plastik; I: pipet kaca yang dibengkokkan melalui

pemanasan bagi memudahkan pemindahan cecair ke dalam telaga.

Rajah 3: Plat 24-telaga, setiap telaga mengandungi
bahagian kepala dan hujung abdomen lalat pasir.

4.1. Kepala

Pembedahan boleh dilakukan menggunakan jarum halus
atau pin entomologi di bawah mikroskop stereo (Rajah 2 &
3). Antara jarum yang paling lazim digunakan ialah: 26G x
1/2" (0.45 x 13 mm), 30G x 1/2" (0.3 x 13 mm), or 25G x
5/8" (0.5 x 16 mm). Bagi penyediaan spesimen untuk tujuan
pengecaman, sekurang-kurangnya kepala perlu dipisahkan
daripada badan dan dilekap dalam kedudukan ventral

menghadap ke atas untuk memaparkan sibarium dan
farinks, manakala toraks dan abdomen dilekap dalam
kedudukan lateral selepas proses pembedahan. Pelekapan
kepala dalam kedudukan ventro-dorsal bagi memastikan
foramen oksipital berorientasikan ke atas, sekali gus
membolehkan sibarium diperhatikan secara langsung.
Akses kepada ciri-ciri anatomi ini menjadi lebih mudah
apabila kepala dipisahkan sepenuhnya daripada badan.

4.2. Sayap dan toraks

Bahagian sayap hendaklah dilekap dalam kedudukan
mendatar. Setiap bahagian sayap boleh dipisahkan pada
pangkalnya dan dilekap secara berasingan, atau satu
bahagian sayap sahaja dilekap manakala satu lagi dibiarkan
melekat pada toraks. Jika analisis morfometri geometri
adalah dirancang, sayap kanan dan kiri hendaklah dikenal
pasti dan dilabel dengan tepat sebelum proses pelekapan
dilakukan. Toraks terbahagi kepada beberapa bahagian, dan
setiap bahagian mengandungi maklumat taksonomi yang
sangat penting [20, 64]. Secara umumnya, toraks dilekap
dalam kedudukan lateral bagi membolehkan pemerhatian
terhadap ketotaksi dan taburan warna. Kehadiran parut seta
pada kawasan tertentu toraks boleh digunakan untuk
membezakan beberapa spesies dalam genus Brumptomyia.
Taburan warna boleh digunakan untuk membezakan lalat
pasir Neotropika pada peringkat genus (contohnya
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Bichromomyia), siri spesies (contohnya Pintomyia), atau
bahkan spesies dalam genus yang sama (contohnya
Micropygomyia,  Nyssomyia,  Psathyromyia, dan
Psychodopygus) [20]. Oleh itu, sekiranya toraks tidak
digunakan untuk analisis molekul, toraks hendaklah dilekap
dengan cara yang tidak menyebabkan kerosakan pada
struktur tersebut. Perlu diperhatikan bahawa aspek yang
penting bukanlah keamatan warna, tetapi taburan warna
pada toraks. Justeru, proses penjernihan tidak akan
menghilangkan pigmen atau corak taburan warna pada
toraks.

4.3.  Genitalia

Perhatian khusus perlu diberikan semasa pelekapan
organ genital bagi kedua-dua jantan dan betina, kerana
organ ini amat penting untuk pengecaman genus, subgenus,
dan spesies lalat pasir. Kedua-dua jantina memiliki organ
genital yang berpasangan.

4.3.1. Jantan

Genitalia adalah organ luaran dan terdiri daripada
forceps  berpasangan, masing-masing mengandungi
artikulasi gonokoksit-gonostil pada bahagian dorsal dan
lobus epandrium pada bahagian ventral. Gonostil
mempunyai duri dan kadang-kadang seta, yang perlu boleh
dikira dan kedudukan sisipannya mesti dapat dilihat dengan
jelas. Penting untuk memerhatikan permukaan dalam
gonokoksit, yang mungkin mempunyai sekumpulan seta
sessile atau yang dibawa oleh lobus (= tuberkel) [22]. Para
penyelidik yang kurang berpengalaman dalam pembedahan
boleh melakukan pelekapan lateral mudah tanpa
memisahkan  genitalia daripada hujung abdomen
(https://zenodo.org/records/18311158). Dalam kes ini,
superposisi bagi kedua-dua bahagian genitalia mungkin
menyukarkan pengiraan setae dalaman gonokoksit,
contohnya, namun langkah ini mengelakkan kerosakan
pada genitalia akibat pembedahan yang gagal. Para
penyelidik yang lebih berpengalaman boleh mencuba
membuka genitalia kepada dua bahagian bagi
memisahkannya. Untuk melakukan ini, sisi berbucu jarum
(jenis jarum reaksi intradermal) mesti dimasukkan,
memisahkan tanpa memotong sepenuhnya genitalia bagi
membahagikan set perhimpunan gonokoksit-gonostil
(https://zenodo.org/records/18311158). Dengan cara ini,
pemerhatian pada permukaan dalaman menjadi lebih
mudah. Susunan ini juga memudahkan pemerhatian
parameres dan selongsong parameral, yang tidak lagi
bertindih. Bagi pelekapan lateral, yang menyebabkan
superposisi organ, spesimen tersebut mesti dibersihkan
sepenuhnya.

4.3.2. Betina

Perkakas genital adalah organ dalaman yang terdiri
daripada spermateka. Jika pembedahan tidak dilakukan,
spermateka mesti diperhatikan melalui tegumen dengan
pelekapan abdomen dalam kedudukan ventral. Tanpa
mengira medium pelekapan yang digunakan, spermateka

secara amnya dapat diperhatikan dengan tepat, terutamanya
jika permukaannya tidak licin dan telah dijelaskan. Namun,
pemerhatian spermateka yang licin dan dindingnya nipis
boleh menjadi sukar dalam medium yang kurang refraktil.
Selain itu, pemerhatian pangkalan saluran spermateka
adalah penting bagi pengecaman spesies, seperti pada
subgenus Larroussius [35, 37, 38], yang merupakan vektor
utama bagi Leishmania infantum di Dunia Lama. Tanpa
pemerhatian ini, pengecaman spesimen adalah mustahil.
Bagi mengatasi kesukaran pemerhatian, pelekapan furka
genital-spermateka boleh dikeluarkan daripada abdomen
(https://zenodo.org/records/18311106). Spermateka
biasanya sukar diperhatikan semasa pembedahan, namun
furka genital secara relatifnya mudah dikesan.
Memandangkan saluran spermateka membuka ke dalam
furka genital, pengasingan furka ini biasanya membolehkan
spermateka diasingkan. Sekiranya spermateka secara tidak
sengaja terpotong semasa proses tersebut, spermateka tidak
hilang dan masih boleh diperhatikan dalam integumen
abdomen (Rajah 4).

4.4. Pembedahan gut tengah bagi pengasingan
Leishmania

Pembedahan saluran pencernaan adalah penting untuk
mengesan dan mengasingkan Leishmania pada lalat pasir
betina. Prosedur ini boleh dijalankan sama ada di lapangan
atau makmal bagi menilai kemampuan vektor. Adalah
disarankan untuk menggunakan lalat pasir betina yang baru
dipengsankan secara eutanasia. Basuh lalat pasir betina
dengan air atau larutan saline yang mengandungi detergen
ringan bagi menyingkirkan bulu-bulu berlebihan. Langkah
ini membantu mengekalkan keadaan aseptik semasa
pengasingan Leishmania, sementara ciri morfologi yang
diperlukan untuk pengecaman spesies dapat dikekalkan.

Bagi tujuan mencari dan mengasing Leishmania,
keluarkan gut tengah dengan berhati-hati dan letakkan di
atas satu titisan larutan saline steril (NaCl 0.9%). Setelah
mengamati parasit yang bergerak di bawah mikroskop
cahaya (pembesaran yang disyorkan: ~200x%), gunakan
picagari insulin atau mikropipet untuk memindahkannya ke
dalam medium kultur (untuk maklumat lanjut lihat Bab
4.4.3).

Kepala dan genitalia betina dilekap secara langsung
dalam larutan Marc-André untuk dijernihkan. Penting:
jangan biarkan larutan Marc-André bersentuhan dengan
Leishmania sama ada secara langsung atau tidak langsung
melalui alat atau jarum, kerana larutan tersebut mampu
mematikan parasit.

Pembedahan lalat pasir betina boleh dilakukan pada satu
atau dua slaid; kedua-dua kaedah mempunyai kelebihan dan
keterbatasan masing-masing (Rajah 5;
https://zenodo.org/records/18311154).
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4.4.1. Kaedah dua slaid

Pilihan pertama melibatkan penggunaan dua slaid
berasingan: satu mengandungi larutan saline steril untuk
mengekstrak gut tengah, dan satu lagi untuk melekap kepala
dan spermateka dalam larutan Marc-André. Namun, di
lapangan, adalah perkara biasa bagi dua hingga tiga
individu melakukan pembedahan lalat pasir dan
menyerahkan hasilnya kepada seorang penyelidik yang
bertanggungjawab untuk pengecaman spesies serta
penilaian jangkitan Leishmania dalam gut. Pengurusan
kaedah dua slaid boleh menimbulkan masalah penjejakan
sampel dan, khususnya, menyukarkan pengesahan dengan
tepat lalat pasir mana yang dijangkiti sekiranya gut yang
positif dikesan (https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.2. Kaedah satu slaid

Penggunaan kaedah satu slaid dapat memastikan
kebolehjejakan  keputusan. Namun begitu, beberapa
langkah berjaga-jaga perlu diambil. Bagi memaksimumkan
tahap kesterilan, operator mesti membersihkan tangan
secara berkala menggunakan gel hidroalkohol. Slaid yang

Rajah 4: Spermateka dibedah dan dilekap dalam cecair Marc-André daripada spesimen sega}.A: Idiophlebotomus lbngiforceps
(RDP Laos); B: Sergentomyia minuta (Perancis); C: Phlebotomus ariasi (Perancis); D: Sergentomyia anodontis (RDP Laos).

tidak berkabus dan kaca penutup slaid berbentuk segi empat
(22 x 22 mm) yang dibalut dengan kerajang aluminium dan
disterilkan menggunakan haba kering (ketuhar Poupinel)
perlu digunakan, berserta jarum steril untuk setiap
pembedahan (cadangan: 25G @ 0.5 mm X 16 mm). Lalat
pasir diletakkan di atas titisan larutan saline steril di tengah
slaid. Kepala dipisahkan sementara pemotongan dibuat
antara tergit dan sternit abdomen ke-6 dan ke-7 tanpa
memotong saluran pencernaan (Jika spermateka dijangka
melebihi panjang biasa, pemotongan boleh dipindahkan ke
posisi lebih tinggi). Kemudian, toraks mesti dipegang pegun
menggunakan jarum, manakala segmen posterior terakhir
abdomen ditarik perlahan dengan jarum kedua bagi
mengekstrak bahagian gut. Sekiranya kaedah ini gagal,
hujung abdomen boleh disekat menggunakan jarum dan
saluran pencernaan ditarik dari bahagian anterior. Jika
masih gagal, gut perlu dikeluarkan dengan menyingkirkan
sebahagian besar tegumen sekelilingnya. Setelah gut
dikeluarkan, segmen abdomen terakhir dipisahkan dengan
memotong saluran pencernaan. Gut kemudian diletakkan di
titisan larutan saline steril baru di salah satu hujung slaid
dan ditutup perlahan dengan penutup slaid steril.
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Kepala dan segmen abdomen terakhir dipindahkan ke
titisan kecil larutan Marc-André di hujung lain slaid bagi
memastikan tiada sentuhan dengan Leishmania. Kepala
diposisikan dengan betul (foramen oksipital menghala ke
atas), dan spermateka diasingkan bersama furka genital
seperti yang telah diterangkan, kemudian ditutup dengan
penutup slaid bulat kecil (@ 12 mm, berbeza dengan kaca
penutup slaid segi empat steril). Baki bahagian badan lalat
pasir dan sayap dibiarkan dalam titisan saline di tengah slaid
(https://zenodo.org/records/18311154). Sekiranya ditemui
positif atau bagi tujuan eksplorasi taksonomi, toraks dan
abdomen boleh disimpan untuk analisis molekul atau
proteomik, manakala sayap boleh dilekap dalam medium
berakua. Bagi mengekalkan pelekapan, jumlah larutan
Marc-André yang berlebihan boleh diganti dengan medium
pelekapan berakua seperti gam kloral (=Hoyer) atau
medium berasaskan alkohol polivinil.

Terdapat video terperinci yang memaparkan prosedur
ini (pembedahan gut tengah lalat pasir:
https://zenodo.org/records/18303014 dan pembedahan
kelenjar air liur lalat pasir:
https://zenodo.org/records/18302850), maka  prosedur
tersebut tidak akan dihuraikan di sini.

4.43. Pengasingan dan pengkulturan parasit
Leishmania daripada gut lalat pasir

Pengasingan parasit daripada pembedahan lalat pasir
betina yang dijangkiti merupakan prosedur halus yang
memerlukan kemahiran tinggi dan disarankan untuk mula
dipraktikkan pada spesimen bebas parasit terlebih dahulu.
Selepas pembedahan, gut dipindahkan ke titisan baru
larutan saline steril (0.9%) atau larutan Locke untuk prpses
pembilasan [4]. Gut yang telah dibedah boleh diproses
dengan dua cara: i) Pemeriksaan di bawah mikroskop
cahaya untuk memerhatikan peringkat berbeza bagi
promastigot Leishmania dan lokalisasinya, dengan

perhatian khusus pada injap stomodeal, dan ii) membuka
gut bagi memudahkan lalauan keluar promastigot untuk
proses kultur secara besar-besaran [4]. Penemuan lalat pasir
yang dijangkiti di lapangan adalah secara relatifnya jarang,
oleh itu, sesi latihan yang baik akan meningkatkan peluang
kejayaan pengasingan.

Sekiranya parasit Leishmania diperhatikan dalam gut,
jarum steril baharu harus digunakan dan sedikit larutan
saline steril ditambahkan di sekeliling kaca penutup slaid
melalui tindakan kapilari bagi melepaskan parasit tersebut.
Gut harus dibuka secara berhati-hati dan cepat untuk
melepaskan parasit ke dalam saline. Menggunakan
mikropipet 100 pL atau picagari tuberkulin, parasit dikutip
dan diinokulat ke dalam medium kultur yang dilabel dengan
betul.

Pengkulturan in vitro promastigot Leishmania:
Promastigot Leishmania yang telah diasingkan pada
peringkat awal dipelihara pada condong agar-agar darah
SNB-9 atau dalam medium pepejal Novy, McNeal, Nicolle
(NNN) [16], yang dilapisi sama ada dengan medium alfa-
MEM steril [16, 65] atau medium M199. Kedua-dua
medium ditambah dengan 10% serum anak lembu fetus
(FCS) steril yang dinyahaktif haba (bagi meningkatkan
pertumbuhan parasit), 1% vitamin BME, 2% air kencing
manusia steril (disterilkan menggunakan penapis picagari
Filtropur® S 0.2 um), serta 250 pg/mL amikasin (atau 50
pg/mL gentamisin, atau campuran antibiotik dan asid amino
yang mengandungi L-glutamin 200 mM, penisilin 10 000
U, dan streptomisin 10 mg/mL)[47]. Selepas tiga hari,
sekiranya tiada kontaminasi, kultur dipindahkan ke medium
penyejukbekuan yang disediakan dengan betul dan
disimpan pada suhu —80 °C selama 1 hingga 2 tahun atau
dalam nitrogen cecair pada suhu —196 °C bagi tujuan
pengawetan jangka panjang serta kegunaan eksperimen
pada masa hadapan [7].
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Rajah 5: Kaedah pengasingan Leishmania.

4.5. Kelenjar air liur

Pembedahan kelenjar air liur lalat pasir merupakan
teknik asas untuk mengkaji interaksi vektor—patogen,
khususnya bagi pengesanan arbovirus seperti Phlebovirus
(contohnya virus Toscana) [44, 75]. Disebabkan saiz lalat
pasir yang sangat kecil, prosedur ini memerlukan ketelitian
tinggi di bawah mikroskop stereo dengan menggunakan
forseps halus atau jarum mikrodiseksi untuk mengasingkan
kelenjar liur yang rapuh tanpa menyebabkan pecah atau
kontaminasi (https://zenodo.org/records/18302850) [51,
61]. Pengawetan keutuhan kelenjar adalah penting bagi
memastikan ketepatan analisis molekul seterusnya dapat

|

Biologi Molekul ~Pengecaman  —» Pelekapan

spesies semula secara
pantas boleh

dilakukan
dalam bahan

pelekap
sementara

4

dijalankan. Selepas diekstrak, kelenjar boleh dihomogenkan
dan dianalisis menggunakan RT-PCR, qPCR atau
imunoasai bagi mengesan RNA virus atau antigen [12].
Kehadiran virus dalam kelenjar air liur, dan bukan hanya
dalam gut atau hemosel, mengesahkan bahawa patogen
telah melengkapkan tempoh inkubasi ekstrinsik dan
berpotensi ditularkan semasa proses pengambilan darah
[71].

Proses pembedahan ini secara teknikalnya adalah
mencabar kerana saiz kelenjar liur lalat pasir yang sangat
kecil dan memerlukan kepakaran yang tinggi bagi
mengelakkan pemerosotan sampel [1, 51]. Selain itu, beban
virus yang berkemungkinan rendah, justeru memerlukan
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kaedah pengesanan yang sangat sensitif seperti PCR
bersarang (nested PCR) atau penjujukan berkapasiti tinggi
(high-throughput sequencing) [54]. Risiko kontaminasi
turut menekankan keperluan penggunaan teknik aseptik
yang ketat.

Di samping cabaran teknikal, faktor biologi juga
mempengaruhi kejayaan pengesanan; kompetensi vektor
berbeza antara spesies lalat pasir, dan kadar jangkitan
berubah mengikut keadaan ekologi serta musim [33, 61].

Pengesanan virus dalam kelenjar air liur lalat pasir
memberikan maklumat penting mengenai risiko penularan,
sekali gus membolehkan pelaksanaan pengawasan dan
langkah kawalan yang lebih tertumpu [15]. Contohnya,
pengesanan virus Toscana dalam lalat pasir di kawasan
endemik telah mempengaruhi protokol diagnostik dan
panduan kesihatan awam [18]. Selain itu, kajian interaksi
virus—air liur berupaya menyingkap sasaran novel bagi
pembangunan vaksin atau terapi penghalang penulara [15,
18]. Kelenjar air liur lalat pasir juga boleh digunakan
sebagai sumber antigen untuk mengukur antibodi hos
terhadap air liur lalat pasir menggunakan kaedah imunologi,
terutamanya ELISA. Kaedah ini membolehkan penilaian
pendedahan hos kepada gigitan lalat pasir, seterusnya
menyokong penilaian keberkesanan langkah kawalan
vektor [25] dan risiko penularan Leishmania [40].

4.6. Pengecaman sumber darah hos

Betina dalam keadaan kenyang yang diperoleh daripada
tangkapan perlu dibedah menggunakan peralatan pakai
buang bagi mengelakkan kontaminasi silang. Abdomen
mereka diperiksa di bawah mikroskop stereo untuk menilai
peringkat pencernaan darah. Adalah disyorkan untuk
memilih hanya betina dengan abdomen berwarna merah,

coklat kemerahan, atau merah gelap, tanpa tanda
pembentukan telur. Potong hujung abdomen termasuk
spermateka bagi membolehkan pengecaman morfologi
betina selepas proses penjernihan. Bahagian utama
abdomen (tanpa spermateka) kemudian dimasukkan ke
dalam tiub Eppendorf® dan disimpan pada suhu —20 °C
sehingga analisis selanjutnya dilakukan. Penanda genetik
yang lazim digunakan untuk pengecaman sumber darah hos,
seperti PNOC [5, 30, 50], CytB [67], atau COI [13], telah
lama diguna pakai dan diterangkan secara meluas dalam
sastera; oleh itu, penanda genetik ini tidak akan dihuraikan
secara lanjut dalam kertas ini (Rajah 6). Sebagai alternatif,
pemetaan peptida menggunakan MALDI-ToF boleh
digunakan untuk mengenal pasti darah hos [31]. Kajian
eksperimen menunjukkan bahawa teknik ini membolehkan
pengecaman darah hos dalam tempoh masa yang lebih
panjang selepas pengambilan darah, menjadikannya kaedah
yang sesuai, terutamanya bagi analisis betina yang kenyang
dengan tahap pencernaan darah hos yang lebih maju.
Sampel disyorkan disimpan pada suhu —20 °C atau 4 °C,
walaupun keputusan yang baik juga boleh diperoleh
daripada sampel yang disimpan pada suhu bilik untuk
tempoh singkat. Abdomen betina yang kenyang perlu
dibedah  daripada badan sebelum analisis dan
dihomogenkan dalam air suling. Bahagian badan lalat pasir
yang selebihnya masih boleh digunakan untuk analisis
molekul dan morfologi lain. Selepas alikuot diambil
daripada homogenat untuk pemetaan peptida MALDI-ToF,
baki homogenat boleh digunakan untuk pengasingan DNA
bagi mengesahkan pengecaman darah hos dan/atau untuk
saringan kehadiran Leishmania sp. Keseluruhan masa
persediaan dan analisis sampel adalah sangat singkat jika
dibandingkan dengan teknik molekul berasaskan DNA.
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Rajah 6: Pemprosesan lalat pasir untuk aplikasi biologi molekul, proteomik, dan/atau virologi.

5. Pemprosesan spesimen untuk Kkajian
morfologi (Rajah 3, 6, 7 & 8; Lampiran 1,
2,3 & 4)

Bahagian ini menerangkan prinsip penyediaan spesimen
lalat pasir untuk pelekapan yang hanya bertujuan kajian
morfologi, diikuti dengan penyesuaian bagi aplikasi di luar
morfologi. Walau bagaimanapun, pemahaman terhadap
metodologi ini adalah penting kerana prosedur boleh
disesuaikan mengikut jenis sampel tertentu apabila perlu.

Rawatan melibatkan langkah-langkah pengosongan dan
pengisian secara berturutan menggunakan pipet Pasteur
yang dilengkapi dengan mentol getah fleksibel. Bekas kaca
berbentuk dasar bulat sangat disyorkan kerana
memudahkan operasi ini dengan ketara. Kaca bersifat lengai
terhadap semua reagen. Bagi mengelakkan penyejatan
reagen, bekas harus dilengkapi dengan penutup dan tidak
diisi secara berlebihan untuk mengelakkan tumpahan
semasa menutup atau membuka, serta menghalang habuk
jatuh ke atas sampel. Bahan kimia yang diperlukan untuk
proses penjernihan dan pemprosesan ditunjukkan dalam
Jadual 2.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0

Kertas berpelekat

|

Etanol — Etil eter

CDC - Aspirator

!

Pengsankan

50%/50% l
3
H,0 KOH 10%
15-30° semalaman

}

H,0
30
2x
Marc-André
semalaman
Pelekapan dalam u > H,0 ——» EtOH 70%
medium berakua 15-30° ) 30
i~ Ml André g :
EE {tanpai:“:nyim;nan) o ;
LM EtOH 90% EtOH 95% L K
E E 30 30° E K
KN l K K
AT PVA atau Berlese+— A
P A (boleh dilekap semula) Esen Euparal <+—— EtOH 100% p A
A R . L
N A I l N
Tl
Pelekapan Pelekapan resin

balsam Kanada

Euparal®

Rajah 7: Kaedah klasik untuk memproses lalat pasir.

Jadual 2: Komposisi reagen yang digunakan.

Kalium hidroksida 10%
Kalium hidroksida 10 g
Air suling cukup untuk menjadikan jumlah 100 mL

Medium pelekapan gam kloral (Medium Hoyer)
Air suling 50 mL

Kloral hidrat 200 g,

Gam Arab 50 g

Gliserol 20 mL

Larutan Marc-André
Kloral hidrat 40 g
Asid asetik glasier 30 mL

Asid fuchsin 1% dalam air suling
Asid fuchsin (dalam bentuk serbuk) 1 g
Air suling 99 mL

Larutan Marc-André berwarna dengan asid fuchsin

Larutan Marc-André 10mL
Asid fuchsin 1% 50 pL

Medium Enecé
Kolofoni putih tulen 22 g,
Gam damar larut alkohol 12 g
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Air suling 30 mL

Etanol tulen 20 mL

Kapur barus 10 g

Esen turpentin 10 mL
Eukaliptol 26 mL

5.1.  Proses penjernihan

Sebelum spesimen lalat pasir dapat disediakan sebagai
pelekapan tetap pada slaid mikroskop, spesimen mesti
terlebih ~ dahulu  dijernihkan  melalui  pemacatan
menggunakan kaedah dan agen penjernihan yang sesuai
(contohnya, larutan asid asetik 10% atau larutan Marc-
André termasuk kloral hidrat, yang merupakan bahan terhad
di banyak negara) bagi menjadikannya telus. Proses
penjernihan ini menyingkirkan tisu badan, lemak,
rembesan, dan lilin, menjadikan spesimen lutcahaya, yang
akan memudahkan pemerhatian struktur eksoskeleton
(contohnya, kedudukan sisip seta), ciri permukaan
(contohnya, warna), dan ciri dalaman yang kelihatan
melalui tegumen (contohnya, spermateka).

Proses penjernihan dua langkah, yang melibatkan
penggunaan bes kuat dahulu (seperti kalium hidroksida),
diikuti oleh asid lemah (contohnya asid asetik dalam larutan
Marc-André), mempunyai tujuan biokimia yang berbeza
[74]. Bes memecahkan tisu lembut, seperti protein, lemak,
dan otot melalui saponifikasi dan penyahaslian protein,
sambil mengekalkan eksoskeleton kitin untuk kejelasan
struktur. Asid lemah seterusnya menecutralkan sisa alkali,
mencegah pemerosotan lanjut, dan memutihkan kitin untuk
meningkatkan ketelusan [74], walaupun membasuh
spesimen dua kali dalam air suling selama 15 minit mungkin
sudah mencukupi untuk meneutralkan bes. Rawatan bersiri
ini menggabungkan penyingkiran tisu yang berkesan
dengan pengawetan lembut bagi memastikan keutuhan
spesimen optimum untuk pemerhatian mikroskopik.

Dua bilasan selama 20 minit dalam air suling disyorkan
sebelum meneruskan ke langkah seterusnya.

5.1.1. Lisis tisu lembut (Rajah 8)

Hidroksida natrium (NaOH) atau hidroksida kalium
(KOH) merupakan agen kemasan kimia yang biasa
digunakan, dengan kepekatan dan tempoh penggunaan yang
berbeza bergantung kepada saiz dan kerapuhan spesimen.
Teknik standard dan paling berkesan melibatkan lisis tisu
lembut dengan merendam lalat pasir semalaman dalam
larutan bes kuat (10% KOH atau NaOH). Kepekatan boleh
ditingkatkan untuk mengurangkan tempoh rawatan
(contohnya, KOH 20% selama 6 jam) dan boleh dipanaskan
pada suhu 37°C.

5.1.2. Proses hasil penjernihan dengan atau tanpa
pewarnaan

Langkah ini diikuti dengan rawatan pencerahan,
biasanya menggunakan gabungan asid asetik dan kloral
hidrat (contohnya, larutan Marc-André). Selepas proses

penjernihan, spesimen mesti dibasuh dengan teliti dalam
mandian air sekurang-kurangnya dua kali berturut-turut
selama 20 minit setiap satu bagi menghilangkan sisa kimia.

Larutan Marc-André adalah agen penjernihan yang
lazim digunakan untuk penyediaan spesimen lalat pasir.
Keberkesanannya  terletak  pada  kemampuannya
memudahkan proses penjernihan sambil meminimumkan
kerosakan ketara pada struktur halus seperti sayap dan
antena.

Larutan ini harus disediakan secara segar atau disimpan
dalam bekas yang kedap untuk mengelakkan penyejatan
atau pemerosotan. Penggunaan larutan Marc-André amat
sesuai apabila digabungkan dengan teknik pencerahan
tambahan atau pewarnaan bagi menonjolkan butiran
morfologi tertentu. Butiran komposisi dan penyediaannya
disediakan dalam Lampiran 2.

Bagi spesimen lutcahaya yang tinggi, pewarnaan
mungkin diperlukan untuk meningkatkan keterlihatan
sebelum pelekapan. Terdapat pelbagai jenis pewarna,
masing-masing mensasarkan komponen kimia tertentu
dalam organisma. Adalah penting untuk memilih pewarna
yang serasi dengan kedua-dua spesimen dan medium
pelekapan yang digunakan.

Metodologi asas ini boleh disesuaikan mengikut
keperluan, contohnya dengan memasukkan 0.1% asid
fuchsin ke dalam larutan Marc-André untuk tujuan
pewarnaan. Selain itu, spesimen yang disimpan dalam
larutan  berakua dan bertujuan untuk pelekapan
menggunakan resin memerlukan proses penyahhidratan
(rujuk Seksyen 5.2 mengenai Penyahhidratan), kerana
kebanyakan medium pelekapan resin semula jadi atau
sintetik tidak serasi dengan air. New (1974) mencatatkan
bahawa sesetengah pewarna boleh mengalami pemerosotan
dalam medium pelekapan tertentu [53]. Sebagai contoh,
asid fuchsin, yang lazim digunakan bersama balsam
Kanada, turut boleh ditetapkan dalam Euparal®. Walau
bagaimanapun, spesimen yang diwarnai dengan asid
fuchsin berpotensi mengalami pemudaran yang ketara
apabila sisa minyak cengkih daripada proses penjernihan
akhir masih kekal pada spesimen. Spesimen yang disimpan
dalam minyak cengkih cenderung mengalami pemudaran
yang ketara dalam beberapa hari.
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Rajah 8: Perlekapan semula slaid. A: slaid yang rosak dan kering, dilekap dalam Hoyer; B: pandangan mikroskopik lalat pasir
yang kering; C: pandangan mikroskopik lalat pasir lain yang rosak; D: kebuk lembap yang mengandungi slaid kering; E: kepala,
and F: badan spesimen B selepas pelekapan semula dalam Euparal®; G: kepala, and H: badan spesimen C yang rosak selepas
pelekapan semula dalam Euparal®.
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5.2.  Penyahhidratan

Proses penyahhidratan dijalankan dengan memindahkan
spesimen secara berperingkat melalui siri larutan etanol
bertingkat: 50%, 70%, 80%, 90% atau 95%, dan akhirnya
100%, dengan setiap rendaman berlangsung sekurang-
kurangnya 20 minit. Memandangkan etanol menguap
dengan cepat, bekas hendaklah ditutup dengan rapat semasa
pemprosesan. Setelah spesimen benar-benar ternyah-hidrat,
pemprosesan boleh dihentikan sementara selama beberapa
hari dalam esen Euparal®, yang lebih sering dipilih
berbanding minyak cengkih. Kreosot bic, yang pernah
digunakan secara meluas untuk tujuan ini, kini telah
dilarang sepenuhnya kerana sifat toksiknya.

Proses penyahhidratan mesti memastikan cecair dalam
spesimen serasi dengan medium pelekapan bagi
mengelakkan kelegapan, keruntuhan osmotik, atau herotan
yang boleh menjadikan spesimen tidak sesuai untuk kajian
taksonomi.

5.3.  Medium pelekapan
5.3.1. Pemilihan dan aplikasi bagi penyediaan
spesimen

Medium pelekapan sebaiknya mempunyai indeks biasan
yang sehampir mungkin dengan kaca, iaitu kira-kira 1.5.
Medium tersebut mestilah tidak berwarna, jernih, dan kekal
lutsinar sepenuhnya selepas pengeringan serta sepanjang
tempoh penyimpanan. Medium juga perlu serasi dengan
pewarna yang digunakan dan berupaya menembusi serta
meresap ke dalam semua tisu spesimen. Selain itu, medium
tidak boleh mengering terlalu cepat atau membentuk kabus
semasa proses pelekapan, serta tidak mengalami
pengecutan selepas pelekapan. Pemilihan medium
pelekapan yang sesuai merupakan aspek asas dalam
penyediaan spesimen kerana tiada satu medium yang sesuai
untuk semua tujuan. Oleh itu, pemilihan perlu
mempertimbangkan beberapa faktor utama berikut:

- Sifat optik. Indeks biasan medium pelekapan
hendaklah memberikan kontras dan pembiasan yang
mencukupi bagi menonjolkan ciri anatomi penting yang
digunakan dalam pengecaman taksonomi atau penerangan
morfologi, seperti spermateka, askoyd, sensila Newstead,
gigi sibarial menegak, dan gigi farinks. Keterlihatan
struktur ini bergantung secara langsung kepada sifat optik
medium pelekapan.

- Pengawetan. Medium pelekapan bagi spesimen rujuk
atau bahan untuk koleksi kekal perlu mempunyai kestabilan
dan ketahanan jangka panjang. Sebaliknya, bagi kajian
inventori atau tinjauan epidemiologi, medium sementara
atau separa kekal lazimnya mencukupi kerana pengawetan
jangka panjang tidak menjadi keutamaan.

5.3.2. Keperluan bagi medium pelekapan

Pakar sering membangunkan teknik pelekapan khusus
dan kompleks yang disesuaikan dengan keperluan
penyelidikan tertentu. Walau bagaimanapun, kaedah ini

kerap mengabaikan aspek seperti kualiti arkib, keserasian,
standardisasi, kemudahan pengendalian, dan pengawetan
jangka panjang. Kekurangan standardisasi ini menyukarkan
penggabungan koleksi sumbangan serta usaha penjagaan
jangka panjang.

Aplikasi saintifik menuntut keperluan yang berbeza bagi
medium pelekapan. Ahli taksonomi sering meletakkan
keseluruhan spesimen dan lebih memilih medium yang
dapat memekatkan organ dalaman secara perlahan untuk
meningkatkan keterlihatan struktur kutikel. Indeks biasan
cahaya medium harus berbeza secukupnya daripada
spesimen dan slaid kaca untuk memaksimumkan kejelasan
optik.  Medium  pelekapan  komersial  lazimnya
diformulasikan dengan indeks biasan yang hampir sama
dengan kaca bagi meminimakan pembiasan dan penyebaran
cahaya melalui sistem slaid-medium—penutup kaca. Walau
bagaimanapun, dalam mikroskopi cahaya terang
(brightfield), kontras semula jadi bagi spesimen yang tidak
diwarnai boleh diperbaiki dengan memilih medium
pelekapan yang mempunyai indeks biasan yang sedikit
berbeza daripada spesimen, sekali gus meningkatkan
keterlihatan spesimen berbanding latar belakang.

5.3.3. Jenis-jenis medium pelekapan (Jadual 3 & 4)

Mikroskopi memerlukan indeks biasan (refractive
index, RI) bagi medium pelekapan untuk menentukan
bagaimana cahaya diselekohkan melalui slaid, medium, dan
spesimen. Apabila RI selaras rapat dengan kaca penutup
(=1.515), cahaya bergerak secara seragam, mengurangkan
hamburan dan pengherotan optik, seterusnya meningkatkan
resolusi dan keterlihatan struktur halus. Sebaliknya,
ketidakpadanan RI boleh menyebabkan kekaburan, halo,
atau menyukarkan pemerhatian ciri yang tidak diwarnai.
Pemilihan medium pelekapan yang tepat adalah penting
untuk mengoptimumkan kontras, kejelasan, dan kualiti ime;j
keseluruhan bagi spesimen tertentu disebabkan perbezaan
RI antara pelbagai medium.

Indeks biasan medium pelekapan memberi kesan ketara
terhadap keterlihatan struktur halus semasa penyediaan lalat
pasir untuk pelekapan pada slaid. Ciri halus dan
bersklerotisasi ringan pada lalat pasir, termasuk armatur
sibarial, spermateka, segmen antena, dan urat sayap, boleh
menjadi sukar untuk diperhatikan dalam medium pelekapan
dengan indeks biasan yang tinggi.

Bagi lalat pasir, medium yang biasa digunakan termasuk
medium gam-kloral sebagai medium berasaskan air, dan
balsam Kanada serta resin Enecé - Nelson Cerqueira (NC)
sebagai medium berasaskan pelarut. Rawlins [60]
mengkategorikan medium pelekapan kepada dua jenis: (1)
medium kekal: mengeras dari masa ke masa dan sesuai
untuk pengawetan jangka panjang, dan (2) medium separa
kekal: tidak mengeras sepenuhnya dan biasanya digunakan
untuk tujuan sementara.

Medium pelekapan boleh berbentuk cecair, berasaskan
gam, atau resin, dan larut dalam air, alkohol, atau pelarut
lain (contohnya, toluena, xilena) (Jadual 3). Setelah
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diaplikasikan, medium perlu dikedap daripada kesan
atmosfera dengan menggunakan medium penggelangan
yang tidak larut. Bagi membezakan dengan jelas antara jenis
medium pelekapan, kategori berikut boleh digunakan:

a. Medium berakua. Medium ini mudah larut dalam
air, menjadikannya sesuai untuk pelekapan sementara atau
separa kekal. Medium tersebut biasanya mudah
dikendalikan, namun mungkin memerlukan proses
pengedapan bagi mengelakkan pendedahan kepada
kelembapan atmosfera (contohnya, medium berasaskan
gam kloral dan alkohol polivinil), terutamanya di kawasan
tropika yang lembap.

b. Medium toleransi air terhad. Medium ini kurang
terjejas oleh air, namun masih memerlukan perlindungan
daripada kelembapan berlebihan. Medium ini turut
menawarkan kestabilan jangka panjang yang lebih baik

Jadual 3: Komposisi medium pelekapan yang terpilih.

berbanding medium larut air dan sering digunakan untuk
pelekapan separa kekal.

c. Medium larut hidrokarbon. Medium ini larut dalam
pelarut organik seperti xilena, toluene, atau esen (pelarut
Enecé). Medium ini turut direka bentuk untuk pelekapan
kekal dengan menawarkan kestabilan jangka panjang yang
sangat baik, serta tahan terhadap kelembapan dan
pemerosotan, menjadikannya sesuai untuk tujuan arkib
(contohnya, balsam Kanada neutral).

Secara ringkas, medium larut air sesuai untuk pelekapan
sementara atau apabila spesimen perlu dikeluarkan dengan
mudah; medium toleransi air terhad sesuai untuk pelekapan
separa kekal dengan ketahanan sederhana; manakala
medium larut hidrokarbon lebih menjadi pilihan untuk
pelekapan kekal yang Dbertujuan untuk arkib dan
penyimpanan jangka panjang.

Medium Pelarut Prapolimer atau polimer Catatan
pelekapan berpotensi
Hoyer = gam kloral  gliserol, air Sebatian gam arab Agen pemaseratan: kloral
hidrat
CMCP-9 air (CMCP-9: 51-60%) Alkohol  polivinil yang telah CMC(P)-9: kelikatan rendah:
(=selulosa dihidrolisis sepenuhnya (CMCP-9: kelikatan tinggi
karboksimetil 0-5%)
berfenol)
DMHF (dimetil  air N,N'- dimetilol dimetil
hydantoin hidrat (di-metilol DMH)
formaldehid) Oligomer berjejantas eter/metilena
Rangka polimer DMH-formaldehid
bersilang
balsam Kanada xilena; Komponen separa balsam (abienol, asid abietik, asid peneutralan: Karbonat

meruap dalam balsam (A-
karena, asid levopimarik,
limonena, mirsena, asid
palustrik, p-felandrena, o-
pinen, B-pinen)

isopimarik, asid sandarakopimarik)

Euparal® eukaliptol, paraldehid; Sebatian gam  sandarak  (asid
komponen separa meruap komunik, manool, asid
dalam gam sandarak polikomunik, asid
(limonena, a-pinen, B-pinen) sandarakopimarik, 12-asetoksi-

sandarakopimarik, sugiol, asid
torulosik, torulosol, totarol)

Enecé Etanol; dengan kapur barus, Sebatian gam damar dan kolofoni

eukaliptol dan esen terpentin

(rosin)

kalium ; resin daripada
Abies balsamea (Linné,
1758)

agen penjernihan:  metil
salisilat; warna hijau dalam
Euparal®: garam tembaga
(tembaga abietinat); resin
sandarak daripada
Tetraclinis articulata
(Vahl, 1791)




Jadual 4: Kelebihan dan kekurangan medium pelekapan yang digunakan untuk slaid mikroskop telah dinilai berdasarkan
sastera serta pemerhatian tidak diterbitkan oleh pelbagai penyelidik [52].

Nama Kelebihan Kekurangan
*Balsam Medium ini sangat tahan lama, dengan jangka Medium ini mengandungi komponen berbahaya dan
Kanada hayat melebihi 150 tahun. mesti dikendalikan di bawah tukup wasap.
Slaid boleh dilekap menggunakan minyak cengkih N\ jemerlukan siri penyahhidratan yang lengkap dan
atau fenol sebagai agen pelekapan. memakan masa.

Penyahhidratan dengan etanol dan pemindahan
menggunakan xilena atau minyak cengkih boleh
menjadikan sesetengah taksa rapuh; alternatif lain
seperti isopropanol, n-butanol, Cellosolve™, 1,4-
dioksana, Histoclear, atau terpineol mungkin
mengurangkan keretakan.

Spesimen boleh menjadi kehitaman jika xilena diganti
dengan fenol atau jika terdapat sisa kalium
hidroksida.

Indeks biasan tinggi boleh menutupi struktur yang
tidak  diwarnakan, manakala pengeringan
sepenuhnya boleh mengambil masa bertahun-
tahun tanpa pengeringan menggunakan plat panas.

Medium akan menjadi kekuningan dan gelap dari
masa ke masa, terutamanya apabila dijernihkan
dengan minyak cengkih.

Sesetengah pewarna menjadi lemah, dan pewarna
kation mungkin pudar jika medium menjadi
berasid, keadaan ini boleh berlaku secara spontan
dari masa ke masa.

DMHF Kelutsinaran tinggi. Berpotensi menjadi kekuningan dari masa ke masa.
(dimetil Indeks biasan yang baik. Boleh mengubah sesetengah pewarna.
hidantoin - Membolehkan struktur spesimen dilihat dengan Tidak sesuai untuk pewarna yang sensitif terhadap
formaldehid) . .
jelas. formaldehid.
Menawarkan kestabilan yang agak baik bagi Gelembung udara mungkin terbentuk dan proses
persediaan slaid. pengeringan mengambil masa yang agak lama.
Serasi dengan pelbagai teknik pewarnaan. Medium pelekapan ini sensitif terhadap kelembapan.
Memberikan perlindungan yang baik kepada Proses pelekapan sukar untuk diterbalikkan.
sampel. Formaldehid merupakan bahan toksik, merengsa, dan
Memastikan lekatan yang baik antara slaid dan bersifat karsinogenik.
kaca penutup slaid.
*Euparal Medium ini tahan lama dengan jangka hayat Mengandungi komponen berbahaya dan mesti
(lutsinar) melebihi 50 tahun. dikendalikan di bawah tukup wasap.

Pelekapan boleh dilakukan langsung
daripada etanol 80% mengikut cadangan
pengeluar.

Medium ini tidak menutupi struktur yang tidak
diwarnakan serta tidak menguning atau
menjadi rapuh dari masa ke masa.

Mempunyai indeks biasan yang lebih sesuai
berbanding balsam Kanada bagi spesimen

se€cara

Penyahhidratan menggunakan etanol dan pemindahan
melalui esen Euparal boleh menyebabkan
sesetengah  taksa menjadi rapuh, namun
penggunaan isopropanol sebagai alternatif boleh
membantu mengurangkan masalah tersebut.
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Cecair Hoyer

CMCP-9

= selulosa
karboksimetil
berfenol)

Eukitt™

Enecé

Diptera.

Berfungsi dengan baik untuk spesimen yang lebih
tebal kerana pengecutan yang minimum dan
proses pengeringan tanpa pembentukan
gelembung.

Kekal larut dalam etanol 95%, membolehkan
pelekapan semula slaid dilakukan walaupun
selepas bertahun-tahun.

Spesimen boleh dilekap dalam keadaan hidup atau
secara langsung daripada air, etanol, atau
formaldehid.

Proses pemaseratan menghasilkan kualiti kutikel
yang sangat baik. Mempunyai indeks biasan
yang sesuai dan boleh dipertingkatkan dengan
pewarnaan iodin untuk meningkatkan kontras.

Asid  asetik  dalam  formulanya  boleh
mengembangkan apendaj artropod.
Sesetengah spesimen boleh kekal stabil selama
40 hingga 60 tahun. Larut air yang
membolehkan pelekapan semula dilakukan
dengan mudah.

Spesimen boleh dilekap secara langsung daripada
medium seperti air, etanol, gliserol, atau
larutan yang mengandungi formaldehid, dan
organ dalaman spesimen boleh dimaserat
apabila perlu bagi memudahkan pemeriksaan
umum atau penyediaan sampel.

Medium ini tahan lama dengan jangka hayat
melebihi 30 tahun. Serasi dengan pelbagai

pelarut untuk pelekapan seperti aseton,
benzena, kloroform, dioksan, eter,
isopropanol, metil benzoat, terpineol, toluena
dan xilena.

Kering dengan cepat, mempunyai pH yang sedikit
berasid, dan tidak menunjukkan penggelapan
yang ketara apabila meningkat usia.

Sesuai digunakan dengan pelbagai pewarna seperti
fuksin, hematoksilin, metil hijau, metil ungu
dan metilena biru.

Spesimen boleh dilekap semula selepas beberapa
tahun dengan merendam slaid dalam xilena
untuk tempoh yang panjang.

Medium yang sangat tahan lama, dengan jangka

Spesimen tumbuhan yang halus boleh runtuh
melainkan medium ditambahkan secara beransur-
ansur, yang menjadikan proses ini memakan masa.

Rongga dan hablur boleh terbentuk dalam tempoh
kurang daripada 10 tahun.

Proses pemaseratan boleh menjadi berlebihan
bergantung pada kepekatan kloral hidrat dan
tempoh pendedahan.

Komponen medium mungkin berpisah, dan
penggranulan halus boleh muncul dalam tempoh
beberapa bulan atau tahun.

Medium menjadi kehitaman juga pernah dilaporkan.

Medium ini boleh membentuk hablur dan menjadi
gelap dari masa ke masa, serta kadangkala
memaserat spesimen melebihi tahap yang
dikehendaki. Jika slaid tidak digelangkan dengan
teliti, spesimen yang lebih tebal tidak sesuai
dilekap dalam medium ini kerana spesimen boleh
mengecut dan menghasilkan ruang di sekeliling
tepi kaca penutup slaid. Medium ini juga tidak
sesuai untuk spesimen yang diwarnakan atau
bahan berkalsium, dan masa pengeringannya lebih
lama berbanding CMC.

Medium ini mengandungi komponen berbahaya dan
mesti dikendalikan di bawah tukup wasap.

Memerlukan siri penyahhidratan yang lengkap dan
memakan masa.

Tidak sesuai untuk spesimen yang lebih tebal kerana
pengecutan dan pembentukan gelembung gas.

Kaca penutup slaid mungkin terkeluar dari tempatnya
dari masa ke masa melainkan slaid kaca
dibersihkan dengan baik dan dikedap dengan
sempurna. Kemungkinan berlaku polimerisasi
tidak sempurna pada kawasan serat kolagen.

Memerlukan siri penyahhidratan yang lengkap dan
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hayat sekurang-kurangnya 50 tahun.

Tidak bertukar menjadi gelap dari masa ke masa.
Bersifat boleh tempa, yang membolehkan
pembedahan  serangga dalam  medium

memakan masa.

Penyahhidratan ~ menggunakan  etanol  diikuti
pemindahan melalui minyak cengkih boleh
menyebabkan sesetengah spesimen menjadi

dilakukan serta menyediakan masa yang rapuh.

mencukupi  untuk  menyusun
morfologi dengan tepat.
Kos rendah.

struktur  Proses penjernihan serangga masih berlaku, walaupun

dengan kadar yang sangat perlahan; keadaan ini
boleh menyukarkan pemerhatian struktur yang
sangat kecil, seperti sensila, askoid, dan setae
ringkas.

5.3.4. Penerangan mengenai medium pelekapan yang
disyorkan (Jadual 3 & 4)

Medium bagi pemerhatian sementara

Gam Kloral = cecair/ medium/larutan Hoyer (RI =
1.48)

Cecair Marc André merupakan medium terbaik untuk
pemerhatian jangka pendek (beberapa jam, dan mungkin
lebih lama jika slaid disimpan dalam kebuk lembap)
terhadap spermateka, termasuk untuk tujuan fotografi
(Rajah 4) atau lukisan. Pengawetan spermateka yang telah
diperhatikan memerlukan pelekapan semula dalam medium
berakua yang membolehkan penyimpanan jangka
sederhana. Penyahhidratan bagi pelekapan semula dalam
resin tidak digalakkan kerana berisiko menyebabkan
kehilangan spesimen. Proses penyahhidratan bagi
pemasangan semula dalam medium resin bukanlah
mustahil, namun tidak disyorkan kerana berisiko
menyebabkan kehilangan spesimen. Gam kloral dan cecair
Hoyer dianggap sinonim. Medium ini lazim digunakan
untuk pemerhatian organ dalaman kerana kesesuaiannya
dengan air, kaedah penggunaannya yang mudah dan cepat,
serta indeks biasannya yang memudahkan pemeriksaan
struktur halus seperti spermateka. Walau bagaimanapun,
gam kloral mempunyai beberapa kekurangan yang ketara
sekiranya tidak disediakan dengan sempurna atau tidak
disimpan dalam keadaan kelembapan terkawal. Antara
masalah yang boleh berlaku ialah penghabluran, perubahan
warna, dan kehilangan kelikatan. Penggelangan kaca
penutup slaid tidak menyelesaikan masalah ini kerana
medium pelekapan boleh mengalami perubahan warna yang
ketara (kadangkala hampir hitam) akibat interaksi dengan
medium penggelangan tersebut, terutamanya jika Euparal®
digunakan. Medium Hoyer dianggap sebagai medium yang
paling terbaik dari segi optik untuk lalat pasir
Phlebotominae dan secara tradisional telah digunakan bagi
tujuan tersebut. Medium ini terdiri daripada beberapa
formulasi yang berkait rapat, termasuk gam arab, gliserol,
dan kloral hidrat. Pelbagai formulasi telah disalah tafsir dan
disalah petik [74].

Walaupun medium Hoyer merupakan medium yang
baik untuk pemerhatian spermateka dalam lalat pasir,
namun medium tidak sesuai untuk pengawetan jangka
panjang. Medium ini sesuai digunakan untuk pemerhatian
jangka pendek, termasuk fotografi, lukisan atau ime;j.

Medium berakua sesuai untuk pelekapan sementara, namun
tidak dapat menjamin pengawetan jangka panjang.
Sebaliknya, pelekapan menggunakan medium resin
memberikan ketahanan yang sangat baik dan boleh bertahan
sehingga berabad-abad lamanya, tetapi boleh mengaburkan
perincian halus spermateka kerana sifat pembiasannya
sering hilang.

Medium Hoyer boleh mengalami pemerosotan dari
semasa ke semasa akibat penyahhidratan (Rajah 8), yang
membawa kepada pembentukan hablur kecil kloral hidrat
yang putih dan legap. Walaupun demikian, spesimen masih
boleh diperoleh semula daripada slaid yang telah terhablur
kerana kutikel kekal utuh secara kimia, walaupun kerosakan
fizikal tertentu mungkin berlaku akibat pertumbuhan
hablur. Dalam sesetengah keadaan, slaid yang telah
terhablur boleh dipulihkan dengan penghidratan semula
medium pelekapan dalam persekitaran hangat dan lembap
dengan penambahan timol bagi mencegah pertumbuhan
kulat. Sebagai alternatif, spesimen boleh dikeluarkan
daripada gam kloral dengan merendamnya dalam air,
kemudian dinyah-hidratkan dalam asid asetik glasial
sebelum dilekap semula dalam balsam Kanada.

DMHF (dimetil hidantoin formaldehid) (RI 1.48)

Medium berasaskan air ini [72] menunjukkan prestasi
optik yang sangat baik, serupa dengan Berlese, dan mudah
digunakan seperti Berlese. Walau bagaimanapun, berbeza
dengan Berlese, medium ini tidak menjadi hitam atau
terhablur. Medium ini sesuai digunakan untuk lalat pasir
serta serta Psychodidae lain.

CMCP (kamfor-mono-klorofenol) (RI = 1.41)

Medium pelekapan berasaskan gliserin larut air ini
digunakan untuk menghasilkan slaid yang lutsinar, kekal
bagi spesimen halus, termasuk lalat pasir. Kelebihan
medium pelekapan ini ialah spesimen boleh dilekap secara
langsung daripada air atau etanol. Medium ini cepat
melembutkan dan menjernihkan lalat pasir, melembutkan
kutikel bagi membolehkan penempatan spesimen yang
tepat, terutamanya berguna untuk mengembangkan sayap
atau membedah genitalia. Walaupun dilaporkan dapat
membolehkan penyimpanan jangka panjang, tempoh
sebenar pengawetannya masih belum diketahui. Had utama
medium pelekapan ini terletak pada komponennya yang
mengandungi fenol, sebatian toksik dan bahan perengsa
yang memerlukan pengendalian yang teliti.
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Medium bagi pelekapan kekal

Balsam Kanada (RI = 1.52-1.54)

Balsam Kanada pertama kali diterangkan sebagai
medium pelekapan yang sesuai untuk mikroskopi cahaya
ditransmisikan oleh Andrew Pritchard pada tahun 1830-an.
Medium ini kekal sebagai salah satu medium yang paling
banyak digunakan kerana kualiti arkibnya yang terbukti,
dengan lebih 150 tahun penggunaan berjaya. Berbeza
dengan medium Hoyer, balsam Kanada tidak mengalami
penghabluran atau penyerapan kelembapan. Walau
bagaimanapun, balsam Kanada mempunyai autofluoresens
yang kuat, yang kadangkala boleh menjadi kelemahan bagi
sesetengah teknik mikroskopi [60]. Penggunaan pelarut
tidak toksik sebagai pengganti xilena dapat mengurangkan
risiko keselamatan semasa penyediaan, namun juga
mungkin menimbulkan kekangan seperti pengeringan lebih
lama dan penggelapan medium lebih awal.

Euparal® (RI = 1.48)

Euparal® merupakan alternatif yang banyak digunakan
kepada balsam Kanada untuk pelekapan kekal kerana
menawarkan kestabilan jangka panjang yang baik serta
indeks biasan yang setanding. Euparal® mempunyai ciri-ciri
berikut: (1) Keperluan penyahhidratan: sebelum
pemindahan akhir medium pelekapan, spesimen mesti
dinyah-hidratkan, biasanya bermula daripada etanol 95%
hingga etanol mutlak, dan (2) Masa pemprosesan yang
panjang: pelekapan akhir dalam medium resin, sama ada
balsam Kanada atau FEuparal®, memerlukan proses
penyahhidratan, yang memanjangkan keseluruhan tempoh
pemprosesan  spesimen.  Apabila  penyahhidratan
menggunakan pelarut organik tidak boleh dilaksanakan,
sampel yang diekstrak daripada etanol mutlak boleh
diletakkan terlebih dahulu dalam larutan perantaraan yang
terdiri daripada campuran sama rata Euparal® dan esen
Euparal sebelum pelekapan akhir.

Enecé (RI = 1.467)

Enecé ialah medium pelekapan berasaskan resin yang
terutamanya digunakan untuk serangga kecil dan amat
popular di Brazil. Bes bagi medium ini adalah kolofoni dan
gam damar yang dilarutkan dalam alkohol, bersama kapur
barus, esen turpentin, dan eukaliptol. Cerqueira [11]
menerangkan Enecé sebagai alternatif kepada balsam
Kanada bagi pelekapan slaid kekal bagi larva, eksuvia
peringkat muda, dan bahkan nyamuk dewasa, dan sejak itu
medium ini telah digunakan secara meluas untuk pelekapan
lalat pasir. Enecé menawarkan alternatif yang kos efektif
untuk pelekapan kekal, dengan kestabilan jangka panjang
serta tempoh pengeringan yang mencukupi, membolehkan
pembedahan dan penyusunan tepat struktur morfologi.

5.4. Penyediaan dan pengeringan slaid
Pengeringan slaid yang dilekap dengan betul adalah
kritikal untuk memastikan kestabilan jangka panjang dan
pengawetan spesimen. Slaid perlu dikeringkan sepenuhnya
sebelum dipertimbangkan untuk penyimpanan jangka
panjang. Bagi mendapatkan keputusan yang optimum, slaid

yang dilekap dengan medium pelekapan kekal perlu
dikeringkan secara mendatar selama 2—3 minggu, manakala
slaid yang disediakan dengan medium separa kekal
mungkin hanya memerlukan 1-2 minggu. Penggunaan
inkubator pada suhu yang sesuai bagi medium pelekapan
yang digunakan, dengan mengelakkan haba berlebihan
yang boleh merosakkan spesimen, adalah disyorkan untuk
memastikan proses pengeringan yang berkesan. Julat suhu
antara 30°C hingga 37°C adalah disarankan. Langkah
pengeringan ini amat penting untuk mengelakkan
peledingan pada slaid, kemerosotan spesimen, atau
ketidakstabilan medium pelekapan semasa penyimpanan.

Medium pelekapan yang digunakan dalam penyediaan
slaid hendaklah sentiasa dicatat pada label slaid. Jika boleh,
label juga harus menyenaraikan resipi khusus yang
digunakan, bersama nama penyedia dan tarikh penyediaan.
Slaid yang pada awalnya disediakan sebagai pelekapan
sementara dan tidak bertujuan untuk pengawetan jangka
panjang. Walau bagaimanapun, jika status spesimen
berubah, contohnya ditetapkan sebagai sebahagian daripada
siri “rujuk”, medium pelekapan yang lebih kekal harus
digunakan bagi memastikan pengawetan spesimen untuk
kajian taksonomi pada masa hadapan.

5.5. Teknik pelekapan alternatif : pelekapan
pada kad.

Pelekapan pada kad merupakan satu teknik yang
digunakan bagi beberapa kumpulan serangga, sama ada
dipin secara langsung pada kad entomologi atau digamkan
pada permukaannya. Walau bagaimanapun,
memandangkan saiz lalat pasir yang sangat kecil serta
keperluan untuk memerhati organ dalaman bagi tujuan
pengecaman spesies melalui proses penjernihan (lihat item
5), kaedah ini tidak sama sekali sesuai digunakan untuk
tujuan pelekapan spesimen lalat pasir.

5.6. Pelekapan semula spesimen yang rosak
Bagi spesimen nadir dan bernilai, pendekatan dua
langkah disyorkan seperti yang ditunjukkan dalam video :
https://zenodo.org/records/18315029. 1)  menghidrat
semula spesimen tanpa peleraian semula untuk
membolehkan  pemerhatian  preliminari  dilakukan.
Pemegang untuk beberapa slaid mikroskop perlu diletakkan
di dalam piring Petri sebagai sokongan. Slaid yang hendak
dihidrat semula kemudian diletakkan di atas pemegang
tersebut, dan piring Petri diisi dengan beberapa milimeter
pelarut bagi mewujudkan kebuk lembap, dengan
memastikan slaid itu sendiri tidak bersentuhan langsung
dengan pelarut (Rajah 8D). Tempoh penghidratan semula
boleh berbeza, daripada sehari hingga beberapa hari,
bergantung kepada keadaan spesimen. Pemantauan harian
dan kesabaran adalah penting. Setelah slaid cukup terhidrat
semula, slaid tersebut boleh dikeluarkan daripada kebuk
lembap dan diletakkan dalam inkubator selama beberapa
jam sebelum pemerhatian mikroskopik, fotografi, atau
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lukisan. 2) untuk dilekap semula, slaid boleh dikembalikan
ke kebuk lembap untuk beberapa jam tambahan atau
semalaman. Peleraian semula hendaklah dilakukan di
bawah mikroskop binokular. Dengan menggunakan jarum
halus, kaca penutup perlu dibuang secara berhati-hati bagi
memastikan tiada unsur lalat pasir yang kekal melekat
(https://zenodo.org/records/18315029). Seterusnya, unsur
lalat pasir yang telah dibedah hendaklah dikutip dan dibilas
dengan air dalam telaga kecil, seperti yang digunakan untuk
pengekstrakan DNA/RNA memusnah (lihat di bawah),
sebelum pendehidratan dan pelekapan semula dalam
medium resin. Semasa peleraian semula slaid, adalah
penting untuk mengenal pasti medium pelekapan asal bagi
memilih pelarut yang bersesuaian. Bagi medium pelekapan
berasaskan air, pelarut yang harus digunakan ialah air. Jika
medium pelekapan berasaskan resin (contohnya, balsam
Kanada atau Euparal®), xilena perlu digunakan, di bawah
tukup wasap dan dengan peralatan pelindung diri yang
sesuai, termasuk penutup muka.

Pelekapan semula spesimen rujuk atau koleksi hanya
boleh dilakukan dengan kebenaran kurator dan/atau institusi
yang memiliki spesimen tersebut.

6. Pengecaman spesies
6.1.  Morfologi

Pengecaman lalat pasir terutamanya bergantung pada
pemerhatian ciri morfologi, termasuk bentuk toraks, sayap,
genitalia, sisip seta, dan hubungan morfometrik tertentu
antara pelbagai struktur. Para penyelidik menggunakan
kunci taksonomi, koleksi rujukan, dan penerangan spesies
asal untuk membandingkan spesimen yang dikumpul
dengan taksa yang diketahui. Ciri diagnostik utama, seperti
urat sayap, morfologi kepala pada kedua-dua jantina,
struktur genitalia jantan, dan konfigurasi spermateka betina,
amat berguna untuk penentuan spesies. Pengecaman yang
tepat biasanya memerlukan pemerhatian mikroskopik
terperinci, menggunakan mikroskop majmuk untuk struktur
halus seperti genitalia dan spermateka, atau mikroskop
stereo bagi ciri morfologi yang lebih meluas. Kemajuan
terkini dalam teknologi pengimejan telah memudahkan
penggunaan imej digital bagi pengecaman lalat pasir.
Gambar resolusi tinggi atau ilustrasi digital ciri utama boleh
dibandingkan dengan bahan rujukan atau dianalisis
menggunakan sistem pengecaman berasaskan komputer,
meningkatkan ketepatan dan kebolehcapaian dalam
taksonomi morfologi.

6.2.  Geometri sayap

Geometri sayap merupakan ciri penting yang digunakan
dalam pengecaman dan pengelasan pelbagai spesies lalat
pasir. Sayap lalat pasir mempunyai corak dan struktur yang
unik, biasanya panjang dan sempit dengan peruratan yang
tersusun dengan baik (Rajah 9 & 10). Susunan urat pada
sayap membentuk corak tersendiri yang berbeza antara
genus dan spesies, menyediakan ciri diagnostik yang

berguna untuk proses pengecaman. Oleh itu, kajian
mengenai geometri sayap memberikan maklumat penting
bagi tujuan taksonomi.

6.3.  Morfometri geometri sayap

Para penyelidik menggunakan pelbagai teknik,
termasuk morfometri geometri, untuk menganalisis dan
membandingkan bentuk serta saiz sayap di antara spesies
atau populasi lalat pasir yang berbeza. Kajian terhadap
geometri sayap memberikan maklumat penting mengenai
tingkah laku, keutamaan habitat, dan kemampuan untuk
terbang.

Dalam pendekatan morfometri geometri, sayap
dipembedah dengan teliti, diwarnakan (jika perlu), dan
dilekap secara mendatar pada slaid. Slaid yang telah
disediakan kemudian difotograf di bawah mikroskop stereo,
didigitalkan, dan dianalisis secara morfometrik. Prosedur
ini telah diterangkan dengan terperinci dalam sastera [6, 27,
42,56, 57, 59], berserta cadangan bahawa sayap kanan atau
kiri digunakan secara konsisten bagi organ berpasangan
untuk mengelakkan kesan alometrik negatif yang
berpotensi[62].

Rajah 9: Sayap Trichophoromyia ininii yang belum
diproses

g, SR —
e
: e
g

Rajah 10: Sayap Phlebotomus ariasi yang telah
diwarnakan

Penyediaan sayap untuk analisis morfometri geometri

Bagi visualisasi urat sayap yang optimum, sayap harus
dibersihkan daripada sisik dan diwarnakan mengikut
kesesuaian. Untuk penyediaan sayap, mulakan dengan
mengisi telaga kecil dengan reagen yang diperlukan
(metilen biru, etanol, air, dan pengganti xilena). Sayap yang
diawet dalam etanol 70% pada suhu bilik diambil dengan
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menelangkupkan tiub Eppendorf dan mengosongkannya ke
dalam telaga, kemudian angkat sayap secara membujur
menggunakan jarum halus melengkung. Lalukan sayap
secara singkat dari etanol ke air dan kembali ke etanol untuk
menyingkirkan bulu halus. Rendam sayap dalam metilen
biru selama 6 minit, dengan memastikan sayap terapung
semasa pewarnaan. Angkat sayap dengan berhati-hati dan
rendam dalam pengganti xilena selama 2 minit (lebih
kurang satu per tiga daripada tempoh perendaman dalam
metilen biru). Ketukan lembut jarum pada dinding telaga
boleh membantu sayap mendap, manakala xilena bertindak
mengekalkan pewarnaan.Akhir sekali, sayap diangkat dan
diletakkan pada titisan kecil Euparal® di atas slaid
mikroskop. Di bawah kanta pembesar, sayap dibuka dengan
perlahan dan kaca penutup slaid diletakkan dengan berhati-
hati. Fotografi harus diambil dengan segera sebelum
Euparal® mengeras, kerana penyesuaian posisi sayap di
bawah kaca penutup mungkin diperlukan untuk penjajaran
yang optimum.

6.4.  Teknik biologi molekul

Selain daripada kaedah morfologi, teknik molekul
semakin penting dalam penyelidikan entomologi, termasuk
kajian taksonomi, genetik populasi, dan filogenetik, serta
untuk pengesanan DNA/RNA patogen dan penentuan
sumber darah hos, yang relevan dalam bidang epidemiologi
[70]. Penjujukan DNA boleh digunakan untuk pengesahan
spesies atau membezakan spesies yang berkait rapat,
menyediakan kaedah pengecaman yang lebih tepat dan
boleh dipercayai. Selain itu, teknik molekul canggih seperti
PCR, penjujukan DNA, NGS, dan MALDI-ToF MS
semakin menonjol untuk pengecaman spesies yang cepat
dan tepat, melengkapi kaedah morfologi tradisional [46].
Walaupun terdapat kemajuan ini, pengecaman morfologi
kekal sebagai piawai rujukan bagi taksonomi dan asas bagi
tafsiran data molekul.

6.4.1. Pengekstrakan asid nukleik memusnah

Pengekstrakan asid nukleik merupakan langkah rutin
dalam banyak kajian biologi, dan pelbagai kaedah telah
dibangunkan untuk mengasingkan DNA daripada bahan
biologi [48]. Terdapat banyak kit pengekstrakan DNA yang
tersedia secara komersial direka bentuk untuk memudahkan
proses ini [14]. Walau bagaimanapun, kaedah yang lazim
digunakan untuk penyediaan spesimen artropod bagi
pengecaman morfologi sering mengganggu analisis DNA,
kerana teknik ini mungkin merosakkan atau memusnahkan
ciri fizikal kritikal spesimen [10]. Kebanyakan protokol
pengekstrakan DNA untuk tisu serangga bersifat memusnah
secara semula jadi [43], menimbulkan kebimbangan khusus
bagi spesimen bersaiz kecil, di mana pengambilan sampel
walaupun terhad boleh menjejaskan ciri morfologi penting
[72]. Jenis dan keadaan spesimen memainkan peranan
utama dalam pemilihan kaedah pengasingan DNA yang
sesuai [29].

Keperluan untuk pengecaman lalat pasir yang tepat,
pemahaman tentang dinamik populasi, serta pengurangan
impak terhadap bukan sasaran telah mendorong
pembangunan alat diagnostik molekul [23]. Pendekatan
molekul kini kerap digunakan untuk melengkapkan kaedah
taksonomi morfologi dalam pengecaman lalat pasir.
Sebagai contoh, pendekatan standard untuk pengekodan bar
serangga melibatkan pengekstrakan DNA, penjujukan, dan
kehilangan spesimen asal. Oleh itu, terdapat keperluan
mendesak untuk meneroka kaedah pengekstrakan DNA
yang tidak memusnah, yang mengekalkan bahan biologi
serta keutuhan morfologi spesimen.

Pelbagai kaedah pengekstrakan asid nukleik telah
digunakan pada lalat pasir. Kuantiti atau kualiti asid nukleik
yang diperlukan bergantung kepada analisis molekul
seterusnya, kerana setiap teknik mempunyai keperluan
kepekaan dan ketulenan yang berbeza [9]. Sebagai contoh,
mata lalat pasir telah didapati boleh menrencat
penggandaan PCR [69]. Selain daripada saringan patogen,
DNA lalat pasir secara rutin diekstrak untuk tujuan
pengecaman spesies. Pelbagai kaedah pengekstrakan boleh
digunakan, walaupun hasil dan kualitinya berbeza mengikut
teknik. Sesetengah protokol pengilang telah diubah suai
oleh penyelidik untuk lalat pasir [8], bagi meningkatkan
hasil dan/atau kualiti asid nukleik yang diekstrak [8, 9, 69],
manakala adaptasi lain, yang dibangunkan untuk taksa
artropod lain, juga boleh digunakan pada lalat pasir [58, 76].
Pengecaman spesies melalui PCR yang mensasarkan
serpihan mitokondria kecil (COI atau CytB) umumnya
serasi dengan kaedah pengekstrakan yang melibatkan
penyerpihan DNA tinggi. Sebaliknya, teknik NGS jangka
panjang lain (Oxford Nanopore dan PacBio) memerlukan
penyerpihan minimum dan DNA berkualiti tinggi.

Pengekstrakan menggunakan kolum putar umumnya
menghasilkan serpihan DNA genomik sehingga 60 kb,
manakala  pengekstrakan fenol-kloroform boleh
menghasilkan serpihan DNA sehingga 150 kb [77]. Jadual
5 meringkaskan pelbagai teknik pengekstrakan DNA lalat
pasir dan menunjukkan sama ada adaptasi metodologi telah
dilakukan untuk serangga ini. Hasil (yield) tidak
ditunjukkan kerana bergantung kepada saiz spesimen dan
kaedah penyediaan. Ruangan modifikasi merujuk kepada
adaptasi protokol pengekstrakan untuk lalat pasir atau
artropod kecil lain.

Pemilihan kaedah pengekstrakan perlu mengambil kira
beberapa kriteria, seperti bilangan sampel, tempoh
pengekstrakan, dan teknik yang digunakan pada peringkat
seterusnya. Walaupun teknik NGS memerlukan DNA
genomik dengan berat molekul yang tinggi, semua kaedah
yang dibentangkan di sini boleh digunakan untuk aplikasi
berasaskan PCR standard.

Selain itu, beberapa kajian telah meneroka kaedah
pengekstrakan DNA yang tidak memusnah untuk artropod
terestrial bersaiz kecil, spesimen muzium yang disimpan
kering, dan artropod berbadan lembut [19, 26, 28, 55, 63].
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Jadual 5: Kos purata, aplikasi, dan penyesuaian protokol
bagi pengekstrakan DNA genomik (gDNA) lalat pasir
Phlebotomine.

manakala spesimen yang diproses menggunakan kit
pengekstrakan DNA HotSHOT cukup jelas untuk dilekap
dalam medium berakua, atau lebih baik, dalam resin selepas
penyahhidratan, mengikut protokol yang diperincikan

sampel

Protokol Kos Aplikasi  Penyesuaian Mpeleoxautikel inil[¢fh Bahadlpameoix yarensaiahduskstrak
protokol bagi kemudiannya boleh diproses éelb lanjut umtmk analisis
artropod seterusnya, seperti PCR, bagi mengganplakeropananda
bersaiz kecil genetik tertentu. Kaedah pengekstrakan asadmpebleik yang
tidak memusnah amat penting untuk menglejiezirogenetik
lalat pasir, termasuk pengenalpastian agewrupenyebab
Kolum putar 2.5-3.55 PCR, 9 Liepepydkii yang smgki® dibawzr, Dengan mengekalkan
USS$ [39] NGS %] uu keviodien  spesifi3®], penyehilils dapat emperoleh
Fenol- PCR, dcmpklumat genetik yang berpg@, sambil mengekalkan
Horofom 0.24USS [69]  \(Gs [9] T Qrﬂa%i%iy@?fl kajiagczgnbahan.
Kaedah <0.01 HotSHOT
HotSHOT USS [69] PCR ] 65. MAIDETOMs R ]
Pemendapan 0.12'$ [69] PCR _ H3COHME€LDI—'JEEFZ ektr ogier jisim masa terbang
garam penyaherapan/pengionan laser dibantu matriks) ialah teknik
Kaedah Chelgrasaskan speRdihdd Jisim direka engesan
Chelex 0.02 5 [41] PCR [41,76] dan mengandli§id Mdﬁl]proteige%ik (“C;I)HEIZB;
biologi. Teknik MALDI-ToF semakin diiktiraf sebagai alat
6.4.2. Pengekstrakan DNA yang tidak memusnah penting untuk pengecaman artropod yang mempunyai

Salah satu cabaran utama dalam analisis molekul
artropod, terutamanya lalat pasir, ialah pengawetan
spesimen bagi tujuan integrasi ke dalam koleksi
entomologi. Kebanyakan protokol pengekstrakan DNA
memerlukan pemaseratan tisu, seterusnya menjejaskan
pengawetan spesimen asal. Kaedah pengekstrakan asid
nukleik yang tidak memusnah direka bentuk untuk
mengekstrak bahan genetik tanpa merosakkan sampel
secara fizikal, menjejaskan kebolehhidupannya, atau
mengubah morfologinya. Kaedah ini amat bernilai bagi
spesimen yang berharga atau terhad, seperti lalat pasir,
kerana mengekalkan keutuhan struktur adalah penting
untuk tujuan taksonomi, morfologi, atau diagnostik pada
masa hadapan. Salah satu teknik yang kerap digunakan ialah
kaedah mandian tidak memusnah, dengan cara lalat pasir
dipegunkan dan direndam perlahan-lahan dalam buffer lisis
yang mengandungi proteinase K.

Teknik vektolisis ringan telah berjaya digunakan pada
lalat pasir, terutamanya spesimen rujuk [24]. Teknik ini
menggunakan kit kolum putar konvensional (dalam kes ini,
kit Darah Dneasy dan Tisu, QIAGEN, Hilden, Jerman)
dengan adaptasi bagi mendapatkan DNA tanpa
memusnahkan spesimen. Langkah-langkah lisis yang
diubah suai (jumlah buffer lisis dan penambahan langkah
penyejubekuaan) [17] membolehkan pembebasan asid
nukleik dengan meminimumkan kerosakan morfologi [24].

Bagi lalat pasir, kit pengekstrakan DNA HotSHOT
(Bento Bioworks Ltd, London, United Kingdom) juga boleh
digunakan [73], kerana cepat dan kos yang rendah,
membolehkan pemprosesan sampel secara pantas dan
berhemat. Spesimen entomologi yang ditujukan untuk
pengecaman morfologi boleh dicuci selepas diproses.
Spesimen yang diproses menggunakan kit Darah Dneasy
dan Tisu perlu dibersihkan dengan larutan Marc-Andreé,

kepentingan dalam bidang perubatan dan veterinar. Teknik
ini telah terbukti berkesan dalam mengenal pasti pelbagai
peringkat perkembangan lalat pasir, termasuk peringkat
belum matang serta sumber darah hos pada betina yang
kenyang darah, dan telah berjaya digunakan untuk
membezakan spesies lalat pasir jantan dan betina di bawah
pelbagai keadaan penyimpanan dan penghomogenatan [28,
30, 73, 74]. Kaedah ini juga menawarkan keupayaan
diskriminasi yang tinggi pada peringkat subgenus, spesies
dan populasi. Teknik ini membolehkan penyelidik
memperoleh pengecaman spesies secara cepat dan tepat,
yang amat diperlukan untuk memahami taburan lalat pasir,
tingkah laku lalat pasir serta peranannya dalam penularan
penyakit. Dengan membezakan spesies berdasarkan profil
protein, MALDI-ToF memainkan peranan penting dalam
kajian epidemiologi dan strategi kawalan vektor. Walau
bagaimanapun, terdapat dua kekangan utama yang
mengehadkan penggunaan rutin teknik ini. Kekangan
pertama ialah ketersediaan peralatan spektrometri jisim,
yang kosnya sangat tinggi dan sukar diperoleh khusus untuk
tujuan pengecaman spesies lalat pasir (atau vektor artropod
secara umum). Namun begitu, kekangan ini berpotensi
diatasi melalui akses masa penggunaan pada instrumen
spektrometer jisim yang kini telah menjadi peralatan
penyelidikan standard di fasiliti proteomik dan/atau
diagnostik klinikal. Kekangan kedua ialah perwakilan data
rujukan lalat pasir yang masih rendah dalam pangkalan data
capaian terbuka, sekali gus memerlukan pembinaan
pangkalan data dalaman yang mengandungi spektrum
rujukan berdasarkan spesimen yang telah dikenal pasti
secara jelas, sebaiknya melalui gabungan penilaian
morfologi dan penjujukan penanda genetik yang sesuai
(COI, cytB atau penanda lain). Kekangan ini diharapkan
dapat diatasi dalam masa terdekat melalui kemasukan
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secara berperingkat data rujukan lalat pasir yang sebelum
ini disimpan secara dalaman ke dalam Platform MSI yang
dikendalikan oleh Assistance Publique—Hopitaux de Paris,
Sorbonne University, Perancis, serta koleksi
BCCM/IHEM/Sciensano di Brussels, Belgium
(https://msi.happy-dev.fr/). Apabila pemprofilan protein
MALDI-ToF dirancang untuk digunakan, sampel sebaiknya
disimpan dalam keadaan beku kering atau dalam etanol
70% gred molekul, dan tidak terdedah kepada suhu ambien.
Memandangkan ketiadaan garis panduan universal bagi
penyediaan sampel, pengguna disarankan menggunakan
larutan berakua yang mengandungi 60% asetonitril dan
0.3% TFA dengan asid sinapinik (30 mg/mL) sebagai
matriks MALDI-ToF, bagi memastikan spektrum protein
yang dihasilkan dapat dibandingkan dengan data lalat pasir
yang telah diterbitkan sebelum ini.

Penyediaan Sampel untuk MALDI-ToF MS (Rajah 7)

Spesimen serangga yang disimpan di bawah pelbagai
keadaan penyimpanan hendaklah terlebih dahulu
dikeringkan secara pengeringan udara pada suhu bilik
sebelum proses pembedahan dilakukan. Bahagian kepala
dan abdomen dikeluarkan bagi mendapatkan bahagian
badan yang mengandungi ciri morfologi penting untuk
proses pelekapan pada slaid dan analisis morfologi.
Bahagian toraks digunakan untuk analisis MALDI-ToF,
manakala baki abdomen boleh diawet untuk pengekstrakan
DNA. Bagi tujuan pemprofilan protein, toraks
dihomogenkan secara manual dalam tuib mikro 1.5 mL
menggunakan 10 pL larutan penghomogenatan dengan
bantuan penumbuk pakai buang dan pelet. Dua jenis larutan
penghomogenatan lazim digunakan, iaitu air suling steril
dan asid formik 25%.

7. Kesimpulan

Dalam usaha ini, kajian kami menumpukan kepada
penyediaan kaedah pelekapan lalat pasir yang paling
berkesan bagi para penyelidik, disesuaikan mengikut
objektif penyelidikan tertentu, bagi —memudahkan
pengecaman spesies secara tepat serta pengesanan patogen.
Tiada satu kaedah tunggal yang bersifat universal;
sebaliknya, terdapat pelbagai kaedah, masing-masing
dengan kelebihan dan keterbatasannya. Dalam lampiran,
kami menyediakan protokol terperinci bagi pelbagai teknik
pelekapan yang digunakan dalam penyediaan dan
pengecaman spesies lalat pasir. Protokol ini, termasuk video
panduan yang mengandungi prosedur langkah-demi-
langkah yang disesuaikan dengan objektif berbeza bagi
memastikan hasil dapatan yang tepat dan diyakini. Dengan
menyediakan sumber komprehensif ini, kami berhasrat
untuk membantu penyelidik memilih dan melaksanakan
teknik pelekapan yang paling sesuai mengikut keperluan
penyelidikan mereka.
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Lampiran 1: Asas teori biokimia.

Arthropod yang dibincangkan ialah lalat pasir. Walau
bagaimanapun, idea ini boleh diperluaskan kepada
arthropod lain yang sering ditemui, yang pengecaman
spesiesnya hanya boleh dibuat melalui ciri morfologi
dalaman. Secara kebetulan, sesetengah organ dalaman
adalah  sebahagiannya terkitin dan morfologinya
memberikan maklumat yang bernilai. Hal ini menyebabkan
pemerhatian terhadap pam makanan, spermateka, dan
salurannya menjadi sangat menarik. Sepanjang penggunaan
semua reagen yang kami akan kaji, harus diingati bahawa
dari fiksasi serangga hingga pemasangan, kami hanya
menggunakan tindak balas redoks. Satu-satunya langkah
berjaga-jaga atau panduan yang perlu diikuti ialah
mengelakkan pencampuran reagen penurunan dengan
reagen pengoksida.

Alkohol etil; etanol:

Bahan ini akan digunakan dalam pelbagai cara. Molekul
alkohol mempunyai daya tarikan yang kuat terhadap air dan
seterusnya menunjukkan kesan penyahhidratan. Walau
bagaimanapun, alkohol dengan kepekatan rendah (iaitu
terlalu  tinggi kandungan air) boleh menyebabkan
pemerosotan asid nukleik (air adalah musuh bagi asid
nukleik).

Apabila serangga direndam dalam etanol, yang bukan
sahaja bertujuan untuk mengawet spesimen, tetapi juga
untuk menetapkan tisu. Dalam histologi, biasanya kita
membezakan dua konsep penting: kadar penembusan dan
kadar fiksasi. Difahami bahawa bahan pengawet yang baik
mestilah menembusi tisu dengan cepat sebelum
menetapkannya. Bagi etanol 96%, pekali penembusan
adalah kira-kira 1.05 (untuk perbandingan, bagi larutan asid
pikrat berakua 0.75%, pekali penembusan ialah 0.45,
manakala bagi larutan dikromat kalium 3%, pekali
penembusan ialah 1.45).

Keinginan untuk mengawet serangga dan arthropod lain
secara kekal dalam etanol adalah satu realiti bagi ahli
entomologi. Idea ini wajar dipuji, terutamanya untuk
menyimpan tangkapan lapangan bagi kajian seterusnya atau
untuk penyelidik masa hadapan. Walau bagaimanapun,
perkara ini tidak praktikal bagi ahli sitologi atau histologi.
Dengan menyimpan sampel terlalu lama dalam bahan
penetap, sampel mungkin menjadi hampir mustahil untuk
diproses semula. Justeru, sampel yang berusia lebih
daripada 10 tahun sukar atau bahkan mustahil untuk
digunakan.

Pertimbangan lain ialah nisbah antara jisim arthropod yang
hendak ditetapkan dengan isipadu bahan penetap. Dalam
amalan zoologi atau perubatan, adalah disyorkan untuk
merancang isipadu bahan penetap sekurang-kurangnya 60
kali ganda daripada isipadu spesimen yang hendak
ditetapkan. Dalam praktik, bagi mikro-arthropod, untuk satu
isipadu spesimen yang hendak ditetapkan, tambahkan
sekurang-kurangnya 45 kali isipadu etanol. Perlu diingat
bahawa kekuatan alkohol akan berkurang apabila alkohol

tersebut menyerap semua air yang terdapat dalam tisu

arthropod.

Kesimpulannya:

- Alkohol etil merupakan agen kimia penurunan
(Justeru tidak sesuai digunakan bersama bahan
penetap pengoksida);

- Menyebabkan protein mengendap dengan pantas dan
menyahaslikannya;

- Melarutkan beberapa lipid kompleks dan mendakan
glikogen;

- Menyebabkan tisu mengecut dengan ketara dan
mengeraskannya.

Larutan kalium berbes atau natrium hidroksida:
Penggunaan larutan ini dalam entomologi kebanyakannya
tertumpu kepada kalium hidroksida (KOH) tanpa rasional
yang jelas. Natrium hidroksida (NaOH) [E524] terdapat
dalam larutan pada kepekatan atau normaliti yang berbeza,
dan boleh didapati dalam bentuk pelet atau serbuk berkilau.
Kelemahan utama natrium hidroksida ialah sangat
higroskopik (lebih daripada KOH). Apabila bertindak balas
dengan protein, protein akan larut, manakala dengan lipid,
lipid ditukar menjadi sabun keras melalui proses
saponifikasi (perbezaan utama dengan KOH ialah KOH
menghasilkan sabun cecair semasa saponifikasi).

Kalium hidroksida [E525] terdapat dalam bentuk larutan
pekat, tetapi kelebihan utamanya ialah tersedia dalam
bentuk pelet kira-kira 0.1 g, yang sangat memudahkan
penyediaan larutan cair walaupun tanpa neraca yang tepat.
Contohnya, 1 pelet 0.1 g dalam 1 mL air suling
menghasilkan larutan 10%. Kelebihan kedua penggunaan
KOH dalam bentuk pelet ialah ketahanannya yang lebih
rendah terhadap pengkarbonatan (larutan KOH mempunyai
keafinan tinggi untuk penetapan CO., seterusnya
menghasilkan garam karbonat).

Bes kuat ini digunakan untuk melarutkan asid lemak dengan
menukarkannya menjadi sabun larut air. Perlu diingat
bahawa bahan penetap seperti etanol telah melarutkan
sebahagian lemak dalam sampel. Walau bagaimanapun,
apabila sampel diletakkan semula dalam medium berakua
bersama bes kuat, asid lemak (lebih kurang kompleks) akan
menjadi mendakan. Oleh itu, bes kuat menjalankan proses
saponifikasi sejuk. Dalam beberapa kes, apabila tisu adipos
berlebihan, contohnya pada betina, menaikkan suhu kepada
35-40°C dapat mempercepatkan tindak balas, atau jika
tidak, masa sentuhan pada suhu bilik perlu dipanjangkan.

Larutan berwarna asid / Larutan Marc-André tanpa
warna:

Di sini, kita akan mengulas kelebihan dan kekangan
penggunaan larutan Marc-André. Larutan ini terdiri
daripada kloral hidrat (triklorasetaldehid monohidrat), asid
asetat, dan air. Larutan ini bersifat sangat pengoksida
(campuran asid dan aldehid). Larutan ini juga akan
meneutralkan lebihan kalium hidroksida yang mungkin
masih terdapat dalam sampel, tanpa memendakkan sabun
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beralkali yang terbentuk semasa penggunaan kalium
hidroksida. Larutan pengoksida ini juga bertindak ke atas
fungsi alkohol sekunder glukosamina yang terbentuk dalam
kitin dengan mengoksidanya, seterusnya melembutkan
kitin. Tindakannya yang lain ialah melarutkan beberapa
garam mineral yang terdapat dalam sampel.

Apabila larutan Marc-André diwarnakan terlebih dahulu
dengan asid fuksin (dalam keadaan teroksida), larutan ini
akan dapat menetap pada fungsi alkohol sekunder struktur
tersebut. Selepas tempoh sentuhan larutan Marc-André dan
keadaan pewarnaan sampel, bilasan hanya dilakukan
menggunakan etanol. Dengan itu, kita memulakan fasa
penyahhidratan sampel.

Kelebihan:
- Meneutralkan lebihan larutan beralkali
- Melembutkan kitin
- Mewarnakan kitin untuk memudahkan penilaian
struktur dalaman yang berkitin.

Kekangan:

Kloral hidrat bersifat hipnotik dan pernah digunakan dalam
perubatan manusia. Penggunaannya mesti di bawah tukup
kimia (chemical hood), dan rang undang-undang berkaitan
risiko bahan kimia mesti dipatuhi.

Larutan Penyahhidratan:

Pengalaman menunjukkan bahawa bagi sampel yang sangat
kecil, tidak berkesan untuk mengikuti urutan mandi alkohol
dengan kepekatan yang meningkat. Jika sampel besar,
proses bermula dengan etanol 80%, kemudian 90%, 95%,
dan akhirnya etanol mutlak. Bagi sampel yang sangat kecil,
gunakan mandi dengan etanol 90% diikuti dengan
perendaman dalam etanol mutlak. Pada tahap ini, perlu
sentiasa diingat bahawa etanol mutlak cenderung untuk
menetapkan air yang terdapat dalam atmosfera.

Tradisi dalam makmal entomologi ialah menamatkan
penyahhidratan sampel dengan mandi kreosot bic. Kini,
esen ini, yang dahulunya digunakan secara meluas sebagai
racun perosak, antikulat, dan pengawet kayu, sangat tidak
digalakkan kerana baunya (hidrokarbon aromatik berpolisi)
dan bahan ini turut dianggap sebagai reprotoksik,
karsinogenik, pencemar organik berterusan, serta berbahaya
kepada organisma akuatik.

Satu penyelesaian yang dicadangkan untuk pelekapan
sampel ialah Euparal® dan esen Euparal (dihuraikan dalam
perenggan seterusnya). Campuran Euparal® dan esen
Euparal diterima dengan baik bagi sampel yang diperoleh
selepas mandian etanol 90%.

Lampiran 2: Komposisi reagen yang digunakan.
Kalium hidroksida 10%

Kalium hidroksida 10 g
Air suling cukup untuk menjadikan jumlah 100 mL

Medium pelekapan gam kloral (medium Hoyer)
Air suling 50 mL
Kloral hidrat 200 g
Gam arab 50 g
Gliserol 20 mL

Larutan Marc-André
Kloral hidrat 40 g
Asid asetik glasier 30 mL
Air suling 30 mL

Asid Fuchsin 1% dalam air suling
Serbuk asid fuchsin 1 g
Air suling 99 mL

Larutan Marc-André berwarna dengan asid fuchsin
Larutan Marc-André 10 mL
Asid fuchsin 1% 50 L

Lampiran 3: Euparal®, balsam Kanada, alkohol
polivinil, atau larutan lain untuk pelekapan

Alkohol polivinil: Ini merupakan medium pelekapan yang
ideal apabila bahan yang diperlukan untuk proses
penyahhidratan yang sempurna tidak tersedia. Alkohol
polivinil kemudiannya dicampurkan dengan laktophenol
Amman. Walau bagaimanapun, Walau bagaimanapun,
kelemahan utama pada penyediaan ini adalah sama ada
menjadi kering atau berlaku penghabluran alkohol polivinil
akibat penyejatan air, atau menjadi gelap apabila fenol
teroksida. Teknik ini masih sesuai digunakan untuk
pelekapan jangka pendek.

Balsam Kanada: Penggunaannya untuk pelekapan di
antara slaid dan kaca penutup yang memerlukan proses
penyahhidratan terhadap spesimen yang hendak dilekapkan.
Walau bagaimanapun, penggunaan xilena atau toluena
bukanlah tanpa kesulitan.

Medium Enecé: Untuk pelekapan di antara slaid dan kaca
penutup, seperti balsam Kanada, medium ini memerlukan
penyahhidratan spesimen. Formulasi Enecé: kolofoni putih
tulen (22 g); gam damar larut alkohol (12 g); alkohol mutlak
(20 mL); kapur barus (10 g); esen turpentin (10 mL); dan
eukaliptol (26 mL). Bagi kaedah penyediaannya, satu bekas
seperti kelalang Erlenmeyer diperlukan, masukkan alkohol
mutlak dan kapur barus. Seterusnya, tambahkan kolofoni
dan gam damar. Kelalang kemudian ditutup rapat dengan
penyumbat dan digoncang, dan selepas itu dipanaskan
dengan teknik bain-marie pada suhu rendah supaya
campuran tidak mendidih. Setelah kandungan menjadi cair
sepenuhnya, esen turpentin ditambah, kemudian campuran
dituras ketika masih panas, dan akhirnya eukaliptol
ditambahkan ke dalam turasan. Apabila medium bertukar
menjadi kurang likat, cairkan dengan Enecé yang
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mempunyai campuran berikut: alkohol mutlak (30 mL);
kapur barus (17 g); esen turpentin (15 mL); dan eukaliptol
(38 mL) (Cerqueira, 1943).

Euparal®: Ini ialah sejenis resin yang diperoleh daripada
pokok sipres Atlas, Tetraclinis articulata (Vahl, 1791), dan
telah dikaji serta dibangunkan pada tahun 1906 oleh Gilson.
Kelebihan utamanya ialah resin ini tidak mempolimer.
Spesimen yang dilekapkan di antara slaid dan kaca penutup
boleh dipisahkan semula dengan mudah melalui tindak
balas alkohol atau, yang lebih berkesan, menggunakan esen
Euparal®. Resin ini, yang juga dikenali sebagai damar
sandarak, terlarut dengan etanol pada kepekatan 80% dan ke
atas.

Penggunaan Triton X100: larutan berakua bukan ion:
Triton X-100 ialah dalam bentuk larutan berakua bukan ion
(4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) larutan fenil-polietilena glikol,
atau t-oktilfenoksipolietoksietanol), etilena glikol tert-
oktilfenil eter), yang banyak digunakan sebagai detergen
dalam sel dan biologi molekul. Larutan ini menyebabkan
peningkatan terhadap kebolehtelapan sel dan membran
nukleus. Spesimen serangga yang diawet dalam alkohol
selama bertahun-tahun adalah lazim ditemui. Walau
bagaimanapun, pengawetan dalam alkohol bukanlah kaedah
yang optimum, dan artropoda yang diawet dengan cara ini
menjadi sangat sukar untuk disediakan bagi pemeriksaan
mikroskopik. Bekas plastik yang mengandungi spesimen
juga sering mengalami pereputan, diikuti oleh penyejatan
alkohol.  Dalam  kedua-dua  keadaan, rendaman
berpanjangan dalam alkohol atau pengeringan spesimen
menimbulkan masalah yang ketara. Pada tahun 2008,
Jonque menerbitkan satu catatan mengenai proses
penghidratan semula labah-labah menggunakan agen
pembasah seperti Agepon yang digunakan dalam
pemprosesan filem fotografi [26]. Hal ini mencetuskan idea
untuk menggunakan agen pembasah yang bukan merupakan
detergen yang kuat.

Berikut merupakan prosedur menggunakan Triton X-100
bukan ion dalam larutan berakua 0.5%:

- Sampel kering diisitepukan dengan alcohol mutlak.

- Tambahkan larutan Triton X-100 berkepekatan 0.5%
pada isipadu yang mencukupi supaya keseluruhan
sampel terendam sepenuhnya.

- Biarkan sampel berada dalam larutan selama 5 minit
hingga beberapa hari, dengan pemantauan berkala.
Semua artropod hendaklah terpisah sepenuhnya dalam
larutan tersebut.

- Larutan Triton X-100 kemudian disingkirkan dan
digantikan dengan larutan kalium hidroksida.

Teknik ini kemudiannya dijalankan seperti yang
diterangkan di atas.

Lampiran 4: Langkah demi langkah untuk pelekapan
menggunakan medium Euparal® atau balsam Kanada
1. Spesimen mesti dinyahhidratkan (rupa keruh atau

berwarna susu menunjukkan penyahhidratan yang tidak
mencukupi).

2. Penyahhidratan boleh dicapai melalui peningkatan
kepekatan alkohol etil secara berperingkat.

3. Spesimen boleh dipindahkan daripada alkohol 99% atau
alkohol mutlak kepada agen penjernih.

Prosedur:

1. Penempatan lalat pasir dewasa dalam etanol 70%.

2. Singkirkan etanol dan gantikan dengan larutan KOH
10%. Tutup lalat pasir dengan slaid kaca.

3. Maserat sechingga serangga menjadi lutsinar.

4. Singkirkan larutan KOH.

5. Rendamkan spesimen dengan air suling dan biarkan
selama 30—45 minit.

6. Singkirkan air dan ulangi basuhan dengan air suling
setelah 30 minit (Tempoh ini bergantung kepada bilangan
spesimen: semakin banyak spesimen diproses serentak,
semakin lama masa diperlukan; semakin sedikit,
terutamanya jika diproses secara individu, masa boleh
dipendekkan).

7. Singkirkan air.

8. Tambah larutan Marc-André (berpotensi untuk
diwarnakan dengan asid fuksin) dan biarkan selama 24 jam
(1 hari).

9. Singkirkan larutan Marc-André.

10. Rendamkan spesimen dengan air suling dan biarkan
selama 30—45 minit.

11. Singkirkan air dan ulangi basuhan dengan air suling
selama 30 minit.

12. Singkirkan air.

13. Tambah etanol 70% dan lakukan pembedahan spesimen.
a. Bagi bahagian kepala dan abdomen, tarik perlahan bagi
memisahkan kepala atau abdomen daripada toraks.

b. Bagi bahagian toraks, tanggalkan sayap dengan
memegang toraks menggunakan sepasang forsep dan
menarik pada pangkal apendaj dengan sepasang forsep yang
lain. Pembedahan sagital boleh dilakukan dengan
membelah toraks kepada bahagian kiri dan kanan,
bergantung pada kawasan yang menjadi fokus pemerhatian.
14. Spesimen dinyahhidratkan secara berperingkat melalui
siri larutan alcohol etil berakua: bermula pada kepekatan
50% — 80% — 95% sehingga etanol mutlak.

15. Spesimen dinyahhidratkan melalui dua kali
pembasuhan, masing-masing selama 10  minit,
menggunakan etanol 100%.

16. Singkirkan etanol dan rendam spesimen dengan minyak
cengkih selama 15 minit pada suhu bilik.

17. Pindahkan spesimen daripada minyak cengkih ke dalam
titisan Euparal® atau balsam Kanada pada slaid kaca yang
baru.

18. Susun mengikut keperluan: Kepala, toraks dan abdomen
lalat pasir boleh dibedah menggunakan jarum halus atau
forsep di bawah mikroskop stereo. Kepala mesti dipisahkan
daripada badan untuk dilekap dalam kedudukan ventro-
dorsal, iaitu foramen oksipital mesti menghala ke atas
supaya sibarium dapat dilihat secara jelas.
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Pembedahan dijalankan dalam medium pelekapan lalat
pasir.

19. Biarkan spesimen sehingga permukaan menjadi melekit.
20. Basahkan kaca penutup yang bersih dengan alkohol
mutlak. Letakkan kaca penutup ke atas balsam Kanada
secara menyerong.

21. Simpan slaid dalam kotak kering yang telah dikhaskan
untuk penyimpanan
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