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साराशं- यस लखेल ेफ्लेबोटोमाइन भुसुनाका भुसुनाहरूको प्रशोधन तथा माउिन्टङको ला�ग एक �वस्ततृ मागर्दशर्न प्रदान 

गदर्छ, जुन प्रजा�त प�हचान र रोगजनक प�ा लगाउन र पथृ�ककरणको ला�ग मह�वपूणर् छ। यसल ेके्षत्र र प्रयोगशाला 

से�टङ दवुैको ला�ग उपयुक्त प्र�व�धहरूको दायराको बारेमा छलफल गदर्छ। यस �दशा�नद�शमा भुसनुाका भुसुनाहरूको 

सङ्कलन, ह्यान्ड�लङ, कभ�रङ, र मान� (रसायनहरूमा सुख्खा �फ्रिजङ वा CO2 �सफा�रस गन�) साथ ैइथेनॉलमा कोल्ड 

स्टोरेज र संरक्षण जस्ता संरक्षण रणनी�तहरूमा �वस्ततृ �नद�शनहरू समावशे छन।् �निश्चत शार��रक संरचनाहरू 

(जननांग अंगहरू, टाउको र पखेटा) को तयार�को गुणस्तर �तनीहरूको उ�चत सू�म अवलोकनको ला�ग आवश्यक छ र 

यस कायर्मा वणर्न ग�रएको छ। लेखल े �वस्ततृ भुसुना प्रशोधन प�न प्रस्तुत गदर्छ, जसमा पोटा�सयम हाइर्ड्रोक्साइड 

(Potassium hydroxide) त्यसप�छ माकर् -आन्दे्र घोल (Marc-André solution) जस्ता एजेन्टहरू प्रयोग गरेर सफा 

गन� प्र�क्रया समावेश ग�रएको छ। माउिन्टङ प्र�क्रयाल े�व�भन्न �म�डयाहरूको तुलना गदर्छ, �तनीहरूको अिप्टकल गुणहरू 

र संरक्षण क्षमतालाई जोड �दन्छ। होयर तरल (Hoyer fluid जसलाइर् क्लोरल गम–Chloral gum प�न भ�नन्छ), 

यसको पारदश�ताको कारण, �वशषे गर� स्पमार्�थकाको (spermathecae) द्रतु अवलोकनको ला�ग �सफा�रस ग�रन्छ, 

यद्य�प यो द�घर्काल�न भण्डारणको ला�ग उपयुक्त छैन। छलफल ग�रएका अन्य माध्यमहरूमा पो�ल�भनाइल अल्कोहल 

(polyvenyl alcohol), युपरल® (Euparol®) (सी�मत पानी सहनशीलताको ला�ग), र कनाडा बाल्सम (Canada 

balsam) (Hydrocarbon-घुलनशील माध्यम) समावेश छन,् जसमा प�छल्ला दईुल ेद�घर्काल�न संरक्षण क्षमताहरू प्रदान 

गदर्छ। भुसुना प्रशोधनमा �वशेष ध्यान आवश्यक पन� DNA अनुक्रमण र MALDI-ToF जस्ता नवीन आण�वक 

जीव�वज्ञानका दृिष्टकोणहरूलाई प�न सम्बोधन ग�रएको छ। यसबाहेक, �व�भन्न माउिन्टंग प्र�व�धहरू �चत्रण गन� छोटो 

�भ�डयो िक्लपहरू साथै ३३ �व�भन्न भाषाहरूमा अनुवादहरू प्रदान ग�रएको छ, जसल ेगदार् यो �नद��शका �वश्वव्यापी 



वैज्ञा�नक समुदायको �व�वध आवश्यकताहरू र अपेक्षाहरू पूरा गनर् मदत गदर्छ। 

मुख्य शब्दहरू: 

माउिन्टङ, फ्लेबोटोमाइन भुसनुा, होयर तरल, माकर् -आन्दे्र घोल, क्लोरल गम, पो�ल�भनाइल अल्कोहल, युपरल®, कनाडा 

बाल्सम, लेशमा�नया पथृ�ककरण, के्षत्र अवस्था, सवंधर्न, �वच्छेदन, आण�वक जीव�वज्ञान, MALDI-ToF, प्रकार-

भुसुनाहरू 

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

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

 

प�रचय 
फ्लेबोटोमाइन भुसुनाहरू साना �डप्टेरन क�राहरू हुन ्जुन 

साइको�डडे प�रवार, उपप�रवार फ्लेबोटो�मनेसँग सम्बिन्धत 
छन ् जसमा किम्तमा १,०६३ ज्ञात प्रजा�तहरू छन ् [21]। 
�तनीहरू रोगजनकहरूका मह�वपूणर् भेक्टरहरू हुन ्
(लेशमे�नया, आब�भाइरस र बाट�नेला) क्रमशः 
लेशमे�नया�सस, अब�भाइरस सकं्रमण र बाट�नेलो�सस भ�नने 
रोगहरूको ला�ग िजम्मेवार छन।् �तनीहरूको प�हचान 
मुख्यतया सावधानीपूवर्क सङ्कलन, उपयुक्त भण्डारण, र 
सावधानीपूवर्क स्लाइड माउिन्टङद्वारा सहज बनाइएको 
�वस्ततृ सू�म पर�क्षणमा आधा�रत हुन्छ, जसमा धेरै �व�शष्ट 
प्र�व�धहरू आवश्यक पदर्छ, प्रत्येकको आफ्नै फाइदा र 
सी�मतताहरू छन।् 

वयस्क फ्लेबोटोमाइन भुसुनाको प�हचान बाह्य (जस्तै, 
एन्टेना, पाल्पी, पुरुष जननेिन्द्रय) र आन्त�रक संरचनाहरू 
(जस्तै ग्रसनी, �सबे�रयम, र स्पमार्�थका) दवुैको अवलोकनमा 
�नभर्र गदर्छ। प�छल्लोको �वच्छेदन र पथृ�ककरणले 
�तनीहरूको अवलोकनलाई सहज बनाउँछ र फलस्वरूप, सह� 
प�हचान गनर् मदत गदर्छ। त्यसकारण, लामखुट्टे वा चुसाहा 
क�राहरू जस्तो नभई, फ्लेबोटोमाइन भुसुनाहरूलाई 

�तनीहरूको प�हचान गनुर् अ�घ स्लाइड र कभर िस्लपको 
बीचमा माउन्ट गनर् आवश्यक पदर्छ। 

सन ् १९८० को दशकसम्म, फ्लेबोटोमाइन भुसुनाको 
प�हचानको ला�ग उपलब्ध एक मात्र �व�ध सू�म अवलोकन 
�थयो, र यो आज सबैभन्दा व्यापक रूपमा प्रयोग हुने 
दृिष्टकोण हो। प्र�क्रया र तयार�को छनोट त्यसैले अपेक्षाकृत 
सरल �थयो र मुख्यतया दइुर् उद्देश्यका ला�ग ग�रन्थ्यो: 
एका�तर, भुसुनाको द�घर्काल�न संरक्षणको ला�ग ग�रने 
�निश्चत माउिन्टंग, र अक��तर, द�घर्काल�न संरक्षण 
सु�निश्चत नगन� माध्यममा प�हचानको ला�ग द्रतु माउिन्टंग। 
उदाहरणका ला�ग, अिन्तम चरणामा क्यानाडा बाल्सम जस्ता 
रेिजनमा माउिन्टंग गदार् धेरै समय लाग्ने र भुसुनाहरूको 
पूणर् �नजर्ल�करण गनर् आवश्यक पदर्छ। यसबाहेक, यस 
माध्यमको अपवतर्क सूचकांक स्पमार्�थकाको सिजलो 
अवलोकनको ला�ग सधैं इष्टतम हँुदैन। यसको �वपर�त, 
जल�य माध्यम (जस्तै, होयर तरल) मा माउिन्टंग �छटो 
हुन्छ र अपवतर्क स्पमार्�थकाको राम्रो दृश्यावलोकन गनर् 
अनुम�त �दन्छ, तर यो जल�य माध्यम भएकोल े यसल े
वायुमण्डलबाट पानी अवशो�षत गन� गछर् र माउिन्टंगहरूको 
द�घर्काल�न संरक्षण गनर् स�कंदैन । एउटा �वकल्प भनेको 



स्लाइडलाई पूणर् रूपमा सु�कसकेप�छ नेल पा�लसले �सल गनुर् 
हो। यो लाभ-हा�नको छनोट आजसम्म प�न कायम छ, जसले 
तयार�को उद्देश्य अनुरुप माउिन्टंग �व�धको छनोटमा प्रभाव 
पा�ररहेको हुन्छ। १९८० को दशकदे�ख, भसुुना प�हचान 
अध्ययनहरूल ेआकार�वज्ञान र जैव रासाय�नक दृिष्टकोणहरू 
संयोजन गरेका छन।् प�हलो क्यु�टक्युलर हाइड्रोकाबर्न 
�वश्लषेण �थयो, जुन चाँडै आण�वक जीव�वज्ञान प्र�व�धहरू 
(अथार्त,् अ�नय�मत प्रव�धर्त बहुरूपी DNA (RAPD), द्वारा 
प्र�तस्थापन ग�रएको �थयो।प्र�तबन्ध खण्ड लम्बाइ बहुरूपता 
(RFLP), DNA प्रवधर्न, र Sanger �व�ध प्रयोग गरेर 
अनुक्रमण, साथै अक� पुस्ता अनुक्रमण (NGS)। आज, 
आण�वक पद्ध�तहरू MALDI-ToF जस्ता प्रो�टयो�मक 
�व�धहरू द्वाले पूरक बनइर्रहेका छन।् यसबाहेक, आण�वक 
प्रजा�त प�हचानलाई PCR (Leishmania, Trypanosoma, 
Bartonella, र Phlebovirus) द्वारा रोगजनकहरूको 
प�हचानसँग प�न जोड्न स�कन्छ �कन�क यी सबैलाई 
अिन्तम-�बन्द ु र वास्त�वक-समय PCR दवुै पद्ध�तहरू 
द्वारा प�ा लगाउन स�कन्छ, यसका ला�ग भसुुनाहरूको 
भुसुना छनोट र भण्डारण प्र�क्रयालाई तो�कएको ल�यहरूमा 
अनुकूलन गनर् आवश्यक पदर्छ [3, 32]। प्रजा�त छुट्याउन 
परम्परागत रूपमा प्रयोग ग�रने आकृ�तक (रूपात्मक) 
�वशेषताहरू बाहेक, अन्य आकृ�तक पद्ध�तहरू प�न प्रयोग 
गनर् स�कन्छ (जस्तै, पखेटाको ज्या�मतीय मापन—�वङ्ग 
िजयोमफ�मेट्र�))। 

लेखकहरूको आफ्नै अनुभव र प�हल्यै प्रका�सत 
तथ्यांकका आधारका, यस अनुसन्धानको उद्देश्य वयस्क 
फ्लेबोटोमाइन भुसुनाहरूलाइर् माउन्ट गन� तथा प्रशोधन गन� 
प्र�क्रयाका ला�ग मानक�कृत �नद��शका प्रदान गनुर् �थयो, 
ता�क आकृ�तक (रूपात्मक) तथा आण�वक �वश्लेषणहरूलाई 
अ�धकतम रूपमा अनुकूल बनाउन स�कयोस।् 

के�ह �वश्लषेण (जस्तै, आण�वक जीव�वज्ञान वा MALDI-
ToF) गनर्को ला�ग भुसुनाको त्यो भाग रा� स�कन्छ जुन 
आकृ�तक प�हचानको ला�ग आवश्यक छैन, जसले महत्वपूणर् 
प्रोटोकल छनोटको आवश्यकता उजागर गदर्छ। 
यस लेखमा, हामी जी�वत रूपमा समा�तएका भुसुनाहरूको 
बेहोस गन� (एनस्थे�सया) र मान� (युथने�शया) �व�धहरू, 
�तनीहरूको संग्रहण, र माउन्ट गन� प्र�क्रयामा केिन्द्रत छौं, 
ता�क �तनीहरूको �छटो प�हचान गनर् स�कयोस ् वा 
द�घर्काल�न संरक्षण सम्भव होस ् र प�छ ग�रने 
अध्ययनहरूका ला�ग उपयोग गनर् स�कयोस।् 
 

प्रस्तावना: सुरक्षा र �नयामक �वचारहरूले 

सम्बिन्धत सुरक्षा डटेा पानाहरू (SDS) लाई 
सन्दभर् गनुर् आवश्यक छ।  

यस �नद��शकामा प्रस्तुत ग�रएका सबै रसायनहरू कडा 
सुरक्षा सतर्हरू अन्तगर्त ह्यान्डल ग�रनुपदर्छ। अनुसन्धान 
ग�रने संस्थाहरूको स्वास्थ्य र सुरक्षा स�म�तहरूले तपाईंलाई 
यी रसाय�नक पदाथर् जो�खमका बारेमा मात्र नभई �तनीहरूको 
ह्यान्ड�लङ प्र�क्रया र फोहोर व्यवस्थापन सम्बिन्ध जानकार� 
प�न प्रदान गनर् उपलब्ध छन।् यद्य�प, �तनीहरूको प्रयोग र 
व्यवस्थापन सम्बन्धी सुरक्षा �नद�शनहरू पालना गनुर् 
अ�नवायर् छ। ध्यान �दनुपन� कुरा, राम्रो र सुर�क्षत प्रयोगशाला 
अभ्यासहरू र �तनीहरूको देश वा अनुसन्धान संस्थाको लाग ू
हुने कानून र �नयमहरूको पालना सु�निश्चत गनुर् सबै 
प्रयोगकतार्हरूको िजम्मेवार� हो। यसबाहेक, केह� रसायनहरू, 
वा �तनीहरूका घटकहरू (अथार्त,् क्लोरल हाइडे्रट, Chloral 
hydrate) केह� देशहरूमा �नयमन ग�रन्छ। यस 
�दशा�नद�शमा प्रयोग ग�रएका स�ंक्षप्त नामहरूको सूची 
ता�लका १ मा प्रदान ग�रएको छ। 

 
ता�लका १: सं�क्षप्त नामहरूको सूची। 

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

CMR Carcinogenic, mutagenic, reprotoxic 
substance 

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

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

MEM Minimum essential media 
NGS Next-generation sequencing 
NNN Novy-MacNeal-Nicolle medium 
PCR Polymerase chain reaction 
Lao PDR Lao People’s Democratic Republic 
PNOC Prepronociceptin gene 
qPCR Quantitative PCR (real-time PCR) 
RAPD Random amplified polymorphic DNA 
RFLP Restriction fragment length polymorphism 
RI Refractive index 
RNA Ribonucleic acid 
RNases Ribonucleases 
RNASS RNA stabilization solution 
RT-PCR Reverse transcription PCR 
TFA Trifluoroacetic acid 



१. भुसुना समात्ने प्र�क्रया 
 

वयस्क भुसुनाहरूलाई �व�भन्न �व�धहरू जस्तै CDC लघु 
प्रकाश पासो, टाँ�सने पासो, र श्यानन पासो प्रयोग गरेर, 
एिस्परेटरहरू प्रयोग गरेर वा �सधै वातावरणमा आराम गन� 
ठाउँहरू (जस्तै, जनावरहरूको आश्रयस्थल) बाट जी�वत वा 
मतृ सङ्कलन गनर् स�कन्छ। यी �व�धहरूमा उपयुक्त 
बासस्थानमा पासो रा�े, प्रकाश वा अन्य आक�षर्त गन� 
माध्यमहरू (CO2 वा रासाय�नक प्रलोभनहरू) द्वारा 
भुसुनाहरूलाई आक�षर्त गन� र �तनीहरूलाइर् थप �वश्लेषणको 
ला�ग सङ्कलन गनुर् समावेश हुन्छ, जुन �व�भन्न 
प्रकाशनहरूमा वणर्न ग�रएको छ [2, 3, 32, 36, 49]। 

जी�वत भुसुना समात्नाले सब ैप�छल्ला चरणहरूमा हुने 
प्रयोगहरू गनर् स�कन्छ भने मतृ अवस्थाको भुसुना सङ्कलन 
गनार्ले लेशमे�नया वा भाइरस प्रजा�तहरू अलग गन� काम 
असम्भव हुन्छ। केह� भुसुना समात्ने प्र�व�धहरू, जस्तै 
�चप�चपा टाँ�सने कागजहरूमा भुसुनाका अंगहरू (एन्टेना, 
पाल्प्स, पखेटा, वा खुट्टा) हराऊने हुन्छ। साथै, क्यास्टर 
तेलले ले�पएको �चप�चपा कागजहरूमा भुसुनाहरू टाँ�सन्छन ्
र प्रशोधन सुरुहुनु अ�घ सामान्यतया बराबर अनुपातमा 
इथेनॉल र डाइथाइल ईथरको �मश्रणमा १५ �मनेटको �भजाएर 
यस्तो �चल्लो हटाउनु पदर्छ। 

२. भुसुनाहरू मान� प्र�क्रया (युथने�शया) 

सङ्कलन प�छ, जी�वत भुसुनाहरूलाई मान� काम गनुर्पछर्। 
केह� सङ्कलन �व�धहरू (जस्तै, टाँ�सने कागजहरू, �डटज�न्ट 
वा इथेनॉल भएको जार युक्त CDC प्रकाश जालहरू) प्रयोग 
गदार् भुसुनाहरू मतृ रूपमा सङ्कलन हुन्छन।् यस�र सङ्कलन 
ग�रएकाहरूलाई �सधै इथेनॉलमा र अन्यमा य�द �तनीहरूलाई 
सकेसम्म चाँडो इथेनॉलमा भण्डारण ग�रयो भने उनीहरूको 
आण�वक जीव�वज्ञान अध्ययनका ला�ग सहज हुन्छ। 

यद्य�प, यी कुनै प�न मान� �व�धले MALDI-ToF द्वारा 
क�रा प्रशोधनको ला�ग अनुम�त �दँदैन। साथै, केह� मान� 
�व�धहरूले केह� �निश्चत आकृ�तहरू नष्ट गनर् सक्छन।् 
त्यसैले उ�चत प�हचान वा द�घर्काल�न भण्डारण सु�निश्चत 
गनर्का ला�ग उपयुक्त मानक मान� एजेन्ट प्रयोग गनुर् 
आवश्यक छ। भौचर भुसुनाहरू (अथार्त,् भ�वष्यको सन्दभर् 
वा तुलनाको ला�ग सरं�क्षत र भण्डारण ग�रएका भुसुनाहरू)। 
इथाइल एसीटेट (ethyl acetate), इथाइल इथर (ethyl 
ether), टेट्राक्लोरोइथेन (tetrachloroethane), र क्लोरोफमर् 
(chloroform) जस्ता रसायनहरू कपासमा �भजाएर 

भुसुनाहरू रा�खएको पात्रमा राखेर भुसुनाहरू मानर् स�कन्छ। 
यी मान� रसायनहरू �वषाक्त हुनाले प्रयोग गदार् �नमार्ताको 
�सफा�रसहरू पालना गनुर् आवश्यक हुन्छ। तर, हामी 
क्लोरोफमर् प्रयोग गरेर भुसुनाहरू मानर् �सफा�रस गद�नौं, 
�कनभने यो हाम्रो अनुभवमा आण�वक जीव�वज्ञान 
अध्ययनहरूसँग राम्रोसँग मेल खाँदैन। यी सबै पदाथर्हरूको 
जो�खमपूणर् प्रकृ�त र आण�वक �वश्लेषणका ला�ग �तनीहरूको 
उपयुक्तता शकंा योग्य भएकाले, यी रासाय�नक पदाथर्हरूको 
प्रयोग सामान्यतया �नरूत्सा�हत ग�रन्छ। 

आकार �वज्ञान, डीएनए वा प्रो�टनलाई सुर�क्षत रा�े 
सबैभन्दा व्यापक रूपमा प्रयोग हुने �व�ध भनेको 
भुसुनाहरूलाई सुख्खा �फ्रज गनुर् हो। भुसुनाहरूलाई पूणर् रूपमा 
बेहोस बनाउन पयार्प्त लामो समयसम्म �फ्रज गनुर्पछर्, तर 
त्य�त लामो समयसम्म प�न होइन �क �तनीहरू (i) �तनीहरू 
सुकेर �ब�ग्रन्छन,् वा (ii) को व्यवहायर्तामा सम्झौता गछर्न,् 
य�द उद्देश्य भुसुनाको पाचन मागर्बाट लेशमे�नया अलग 
गन� हो भने �तनीहरूको जी�वत क्षमतामा असर पछर्। 
त्यसकारण हामी �नय�मत रूपमा �नगरानी गद� -२० �डग्री 
सेिल्सयसमा १५ दे�ख २० �मनेटको �फ्रिजङ अव�ध �सफा�रस 
गछ�, ता�क भुसुना बेहोस होस तर लेशमे�नया परजीवीहरू 
प�न नमरोस। 

य�द �फ्रजर उपलब्ध छैन भने, वैकिल्पक रूपमा CO2 
प्रयोग गरेर क�राहरूलाई बेहोस पानर् स�कन्छ। CO2 
�स�लन्डरहरू प्रयोग गनर् नस�कने क्षेत्रको अवस्थामा, 'सोडा 
साइफन' (पेय �डस्पेन्सर) मा प्रयोग हुने साना व्यावसा�यक 
CO2 कन्टेनरहरू प्रयोग गरेर भुसुनाहरू मानर् स�कन्छ, तर 
हवाइर् यातायातबाट �तनीहरूको ढुवानी प्र�तबिन्धत हुन 
सक्छन।् अिन्तम उपायको रूपमा, सुत�जन्य धुवाँको 
सम्पकर् मा ल्याएर प�न क�राहरूलाई मानर् स�कन्छ। 
भुसुनाहरूलाई CDC पासोमा िजउँदै समा�तन्छ, एिस्परेटरको 
मदतले सङ्कलन ग�रन्छ, �ससाको ट्यूबमा रा�खन्छ, र 
सुत�जन्य धुवाँको सम्पकर् मा ल्याएप�छ �तनीहरूलाई केह� 
सेकेन्डमै मा�रन्छन्र। यो �व�ध सबै क्षेत्रका अवस्थाहरूमा लागू 
हुन्छ, �बशेष ग�र क�ठन आइसोलेसनमा रहेका  क्षेत्रहरूमा 
प�न। यद्य�प, �ससाको ट्यूब धुवाँले भ�रएको हुनाले, यसलाई 
पूणर् रूपमा सफा नगर� प�छ सङ्कलन ग�रने जी�वत 
भुसुनाहरू रा�का ला�ग प्रयोग गनर् स�कँदैन। यद्य�प, धुवा ँ
लागेका एउटै अशुद्ध एिस्परेटर अन्य पासोहरूबाट 
भुसुनाहरूलाई सकंलन गनर् र बेहोस गनर् प्रयोग गनर् स�कन्छ। 
एिस्परेटरबाट सब ैभुसुनाहरू हटाइएका छन ्�क छैनन ्भनेर 
जाँच गनर् प�न आवश्यक छ। यी �व�धहरू भुसुनाको पेट 



�वच्छेदन माफर् त लेशमे�नयाको पथृक्करणका ला�ग प�न 
उपयुक्त छन।् 

 

३. भुसुना प्रशोधन गनुर् अ�घ भण्डारण 

प्रशोधन गनुर् अ�घ �फक्सेसनका पाँच मुख्य त�रकाहरू छन:् 

३.१. �चसो 

यो �व�ध -२०°C वा, प्राथ�मकतामा, -८०°C मा राम्रोसँग 
ग�रन्छ। यी भण्डारण �व�धहरू अब तरल नाइट्रोजन भण्डारण 
भन्दा बढ� व्यापक रूपमा प्रयोग ग�रन्छ। सब ैअवस्थामा, 
भुसुनाहरूलाई बेहोस गरेप�छ क्रायो�प्रजभ�सन सकेसम्म चाँडो 
गनुर्पछर्। �फ्रजरहरूमा कोल्ड स्टोरेजले भण्डारण अव�धभर 
पूणर् रूपमा भुसुनाहरू, साथै आरएनए, डीएनए, र 
प्रोट�नहरूलाई पूणर् रूपमा संरक्षण गन� गदर्छ। यसको सट्टा, 
तरल नाइट्रोजनले पखेटा, खुट्टा, पाल्प्स र एन्टेनालाई 
गम्भीर रूपमा क्ष�त पुर् याउन सक्छ, प्रायः �तनीहरू झछर्न र 
क�हलेकाह� ंप्रमुख आकृ�तक संरचना हराउने हुन्छ। सुख्खा 
�फ्रजर भण्डारण भुसुनाहरूको ला�ग क्ष�तजन्य हुन्छ, तर 
�तनीहरूको कमजोर अंगहरू संरक्षणको ला�ग उपयूक्त हँुदैन। 
मह�वपूणर् कुरा, पग्लने समयमा, पखेटा, एन्टेना, पाल्प्स, वा 
खुट्टाहरू शीशीहरूमा टाँ�सन सक्छन ्र अन्ततः संक्षेपणको 
कारणले टुटेर झनर् सक्छन।् यद्य�प, क्षेत्रीय अध्ययनहरूमा 
�फ्रिजङद्वारा संरक्षण सधैं सम्भव हँुदैन �कनभने यसलाई 
�फ्रजर वा तरल नाइट्रोजन कन्टेनरमा पहँुच चा�हन्छ। �फ्रजर 
भण्डारण संवेदनशीलता गुमाउनु �बना आण�वक उपकरणहरू 
प्रयोग गरेर रोगजनक प�ा लगाउन पूणर् रूपमा उपयुक्त छ, 
यद्य�प आरएनए भाइरस प�ा लगाउने र अलगाव गनर् -
80°C मा वा द�घर्काल�न भण्डारण आवश्यक भएमा तरल 
नाइट्रोजनमा �फ्रज गनर् आवश्यक पदर्छ। लेशमे�नयाको 
क्रायो�प्रजभ�सनको अनुकरण गद�, य�द भुसुनाहरूलाई प�हले 
वाष्प चरणमा र त्यसप�छ तरल नाइट्रोजनमा (उदाहरणका 
ला�ग स्ट�कङमा रा�खएको शीशीहरूमा) डुबाइएन भने �फ्रज 
ग�रएका भुसुनाहरूको पेट �वच्छेदन माफर् त लेशमे�नयालाई 
पथृक्करण गनर् स�कंदैन। 

३.२. अल्कोहलमा भण्डारण (इथेनॉल वा 
आइसोप्रोपाइल अल्कोहल)  

भुसुनाहरू भण्डारण गनर् यो सम्भवतः सबैभन्दा व्यापक 
रूपमा प्रयोग हुने �व�ध हो। प्रयोगशालाको पहँुच नभएका 
क�ठन प�रिस्थ�तहरूमा प�न यसलाई प्रयोग गनर् सिजलो छ। 

भण्डारण ट्यूबमा हावाको बुलबलुे नभएसम्म कमजोर अंगहरू 
(पखेटा, खुट्टा, एन्टेना, वा पाल्प्स) अक्षणु्ण रहन्छन,् त्यसैले 
हामी हावाको बुलबुले हटाउन र कपासको प्लगको मा�थ 
लेबल रा� ट्यूब�भत्र सानो कपासको बलल े बन्द गनर् 
�सफा�रस गछ� (�चत्र १)। उपयुक्त अल्कोहल सांद्रतामा 
सबैको आफ्नै प्राथ�मकता हुन सक्छ। सामान्यतया, ७०% 
भन्दा कम सांद्रता �सफा�रस ग�रँदैन [४५, ६६]। उच्च 
सांद्रताले DNA लाई अझ प्रभावकार� रूपमा र लामो 
समयसम्म सुर�क्षत राख्छ तर आकृ�तक प�हचानको 
अध्ययनहरूको ला�ग भुसुनाहरूलाई अझ कमजोर र भंगुर 
बनाउँछ। ९६% इथेनॉल (एिजयोट्रोप �मश्रण) को प्रयोगले 
समयसँगै सांद्रताको िस्थरता सु�निश्चत गदर्छ, �वशेष गर� 
उष्णक�टबंधीय देशहरू जस्ता आद्रर् क्षेत्रहरूमा, यद्य�प ९५% 
इथेनॉल प्राप्त गनर् प्रायः सिजलो हुन्छ। सांद्रताको बावजुद, 
DNA सामान्यतया इथेनॉलमा राम्रोसँग संर�क्षत हुन्छ 
(यद्य�प �फ्रिजङ �व�धहरू भन्दा कम प्रभावकार� रूपमा, 
�वशेष गर� NGS-प्रकारको आण�वक �व�धहरूको ला�ग)। 
प्रो�टनहरू धेरै कम िस्थर हुन्छन,् �वशेष गर� प्रो�टयो�मक्सको 
ला�ग, जस्तै MALDI-ToF अनुप्रयोगहरूमा। केह� म�हनाको 
ला�ग अल्कोहलमा संर�क्षत भसुुनाहरू अझै प�न आकृ�तक 
रूपमा प�हचान गनर् स�कन्छ, तर यी भुसुनाहरूबाट सन्दभर् 
प्रोट�न स्पेक्ट्रा (reference protein spectra) उत्पन्न गनुर् 
असम्भव हुन्छ। अल्कोहल वा सुख्खा अवस्थामा भण्डारण 
ग�रएको भुसुनाहरूलाइर् य�द -२० �डग्री सेिल्सयसमा रा� 
स�कयो भने  �ब�ध अझ प�रष्कृत हुन्छ। -२० �डग्री 
सेिल्सयसमा जमेकोल े मुख्यतया क्षयीकरण �ढलो गरेर 
आण�वक संरक्षण (जस्तै, न्यूिक्लक ए�सड) लाई सुधार गदर्छ 
र समयसँगै तन्तुको ब्रेकडाउन घटाएर रूपात्मक संरक्षणको 
ला�ग माध्य�मक लाभ प�न प्रदान गदर्छ, यद्य�प 
आकारशास्त्रमा प्रभाव आण�वक अखण्डता भन्दा बढ� सी�मत 
हुन्छ। केह� म�हना भन्दा कम समयमा छोटो भण्डारण 
अव�धको ला�ग किम्तमा ७०% को सांद्रतामा इथेनॉल प्रयोग 
गदार् DNA र RNA भाइरस प�ा लगाउनको ला�ग इथेनॉलमा 
प�न भण्डारण गनर् स�कन्छ। साथै, आइसोप्रोपाइल अल्कोहल 
केह� देशहरूमा सिजलै उपलब्ध हुन सक्छ र DNA सुर�क्षत 
गदर्छ, तर भुसुनाहरूलाई कडा बनाउँछ। यो इथेनॉल जस्तै 
ज्वलनशील छैन र त्यसैले सिजलै ढुवानी गनर् स�कन्छ। 
आवश्यक भएमा, तरल नाइट्रोजन वा सुख्खा-जमेकोमा 
संर�क्षत भुसुनाहरूलाई अल्कोहलमा स्थानान्तरण गनर् 
स�कन्छ, जसले गदार् दवुै �व�धहरूको कमजोर�हरू घटाउन 
स�कन्छ। 



 

�चत्र १: इथेनॉलमा संर�क्षत भसुुनाहरू। 

३.३. आरएनएमा भण्डारणिस्थर�करण समाधान 
(RNASS) 

यो जल�य अ�भकमर्क व्यापक रूपमा प्रयोग ग�रन्छ, 
�वषाक्त हुदैन, र ताजा तन्तु र को�शका भुसुनाहरूमा RNA 
िस्थर र सुर�क्षत गनर् �डजाइन ग�रएको हुन्छ। यसले 
भुसुनाहरूमा द्रतु रूपमा प्रवेश गरेर RNases (RNA-
degrading enzymes) लाई �निष्क्रय पान� कायर् गदर्छ, 
जसले गदार् तत्काल �फ्रिजङको आवश्यकता �बना RNA 
क्षयीकरणलाई रोक्छ। RNASS मा भण्डारण सामान्यतया 
डाउनस्ट्र�म �हस्टोलोिजकल मलू्याङ्कनको ला�ग समग्र तन्तु 
र सेलुलर आकार�वज्ञान संरक्षण गनर् प्रभावकार� हुन्छ। 
RNASS �फक्सेसनको सट्टा RNA िस्थर�करणको ला�ग 
अनुकू�लत ग�रएको छ, छोटो दे�ख मध्यम अव�धको 
भण्डारणले सामान्यतया संरचनात्मक अखण्डता राम्रोसँग 
कायम राख्छ। RNASS ल े भुसुनाहरूलाई कोठाको 
तापक्रममा ७ �दनसम्म, धेरै हप्ताको ला�ग ४°C मा, वा 
द�घर्काल�न संरक्षणको ला�ग -२०°C/-८०°C मा भण्डारण गनर् 
अनुम�त �दन्छ। यो �व�ध �वशेषगर� क्षेत्रीय कायर् (�फल्डवकर् ) 
वा �च�कत्सक�य प�रवशेमा, जहाँ कोल्ड चेन पूवार्धार सी�मत 
हुन्छ, अत्यन्त उपयोगी हुन्छ। RNA छुट्याउनका ला�ग 
सामान्यतया भुसुनाहरू अ�भकमर्कबाट �नकालेर मानक 
प्रोटोकलअनुसार प्रशोधन गनुर्पछर्। 

३.४. कोठाको तापक्रममा सखु्खा सरंक्षण 

यो एउटा पुरानो �व�ध हो जुन, जब इन-टोटो नमुना (माउन्ट 

ग�रएको सम्पूणर्) मा लागू ग�रन्छ, पखेटा, खुट्टा, एन्टेना 
र पाल्प्स जस्ता कमजोर अंगहरूलाई कमजोर रूपमा सरंक्षण 
गन� प्रमुख बेफाइदा हुन्छ। यद्य�प, �स�लका जेल-प्रकारको 
डे�सकेन्टको साथ �फक्सेसनमा �नजर्ल�करण ग�रन्छ भने 
MALDI-ToF प्रयोग गरेर प्रोटो�मक अध्ययनहरू सम्भव 
रहन्छन।् यसको �वप�रत, DNA लाई ल�क्षत गन� आण�वक 
�वश्लषेणहरू यी भुसुनाहरूमा गनर् गाह्रो हुन्छ, �कनभने DNA 
प्रायः खिण्डत र कम मात्रामा हुन्छ, जसको गदार् �वश्लषेणहरू 
ताजा वा जमेको भुसुनाहरू भन्दा बढ� चुनौतीपूणर् हुन्छ, 
�वशेष गर� आण�वक जीनोमहरूको ला�ग। यद्य�प, यस 
प्रकारका भुसुनाहरूमा म्युिजयो�मक्स जस्ता हालका 
प्र�व�धहरू प्रयोग गनर् स�कन्छ [34]। त्यसकारण, अन्य 
�वकल्प उपलब्ध भएसम्म यो भण्डारण �व�ध �सफा�रस 
ग�रदैन। यसर� सुख्खा संरक्षण ग�रएका भुसुनाहरूलाइर् -२०°C 
वा -८०°C मा �फ्रजरमा राखेर यसलाई कोल्ड स्टोरेज गनर् 
स�कन्छ। मुख्य चुनौती भनेको प�हचानको ला�ग आवश्यक 
भुसुनाहरू वा शर�रका अंगहरूको उपयुक्त माउिन्टङ प्राप्त 
गनुर् हो। यो प्राप्त गनर्, पुनजर्ल�करण आवश्यक हुन्छ । हामी 
Triton X-100 प्रयोग गनर् �सफा�रस गछ�। �नय�मत रूपमा 
सावधानीपूवर्क �नगरानी गदार्, पुनजर्ल�करणको अव�ध केह� 
घण्टादे�ख धेरै �दनसम्मको हुन सक्छ। पुनजर्ल�करण प�छ, 
भुसुनाहरूलाई लगातार तीन पटक पानीमा पखाल्नु पछर्। 

३.५. �फल्टर पेपरहरूमा सरंक्षण 

�फल्टर पेपरको मुख्य फाइदा भनेको कोठाको तापक्रममा 
भण्डारण ग�रएका नबनाइएका, सुकेका सम्पूणर् शर�रका 
कोषहरू वा रक्त कोषहरू �भत्र जीनो�मक डीएनएको 
द�घर्काल�न िस्थरता हो। �फल्टर पेपर सानो काडर् साइजमा 
प्रदान ग�रएको छ, जसल े गदार् कोठाको तापक्रममा सानो 
टेबल ड्राइभरको आकारमा सयौं भुसुनाहरू भण्डारण गनर् 
सम्भव हुन्छ। �फल्टर पपेर म्या�ट्रक्समा संक्रामक 
एजेन्टहरूलाई �वकृत गन� एजेन्टहरू हुन्छन,् र यसर� संरक्षण 
ग�रएका भुसुनाहरूलाई अब जै�वक जो�खम मा�नदैन यसल े
चयनात्मक जै�वक जो�खम सावधानीहरू �बना भुसुनाहरूको 
भण्डारण र ढुवानी गनर् स�कन्छ [68]। 

४. भुसुना �वच्छेदन 

धेरै अन्य क�राहरू भन्दा फरक, जुन व्यिक्तगत 
क�राहरूमा दे� स�कने बाह्य वणर्हरूको आधारमा प�हचान 
ग�रन्छ, भुसुनाहरूलाई प्रजा�तको सह� प�हचानको ला�ग 
शार��रक �वशेषताहरू अध्ययन गनर् �वच्छेदन र स्लाइड-
माउिन्टंग आवश्यक पदर्छ। छनौट ग�रएको तयार� र 



माउिन्टंग प्र�क्रयाको पवार्ह नगर�, उह� �वच्छेदन प्र�व�ध 
प्रयोग ग�रन्छ (�चत्र २ र ३) 
(https://zenodo.org/records/18198006)। 

Triton X100 को प्रयोग: गरै-आय�नक जल�य घोल 

ध्यान �दनुहोस ् �क माउिन्टङले भखर्रै समा�तएका वा 
पयार्प्त रूपमा भण्डारण ग�रएका भुसुनाहरूसँग सम्बिन्धत 
छ। धेरै जसो सङ्कलकहरूले क�राका भुसुनाहरू सुक्खा 
(MALDI-ToF प्रयोगको ला�ग) वा धेरै वषर्सम्म अल्कोहलमा 
भण्डारण गछर्न।् दभुार्ग्यवश, अल्कोहलमा संरक्षण वष�को 
अव�धमा इष्टतम हँुदैन, र यस त�रकाले संर�क्षत आथ्र�पडहरू 
सू�म पर�क्षणको ला�ग तयार गनर् धेरै गाह्रो हुन्छन।् प्रायः 
हुने एउटा घटना भनेको भुसुनाहरू भएको प्लािस्टकको 
क्षयीकरण हो, त्यसप�छ अल्कोहलको वाष्पीकरण हुन्छ। दवुै 
अवस्थामा, हामीसँग कुनै �वकल्प छैन �कनभने भुसुनाहरू 
अल्कोहलमा धेरै लामो समयसम्म रहन्छन ् वा सुक्छन।् 
त्यसैले �भजाउने एजेन्टहरू प्रयोग गन� �वचार आयो जुन 
ब�लयो �डटज�न्ट होइनन।् Triton X100 गैर-आय�नक 
जल�य घोल (4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) phenyl-
polyethylene glycol solution, वा t-
octylphenoxypolyethoxyethanol, polyethylene 
glycol tert-octylphenyl ether) को रूपमा छ, जुन 
को�शका र आण�वक जीव�वज्ञानमा �डटज�न्टको रूपमा 
व्यापक रूपमा प्रयोग ग�रन्छ। यसले को�शका र आण�वक 
�झल्ल�हरूको पारगम्यता सहज बनाउँछ। 

तल ०.५% जल�य घोलमा गैर-आय�नक ट्राइटन X१०० 
प्रयोग गन� प्र�क्रया �दइएको छ: 

- सुख्खा भुसुना भुसुना लाई पूणर् अल्कोहलल े
�भजाउनुहोस।् 

- पूणर् भुसुना भुसुना डुबाउनको ला�ग आवश्यक मात्रामा 
ट्राइटन X१०० घोल ०.५% थप्नुहोस।् 

- यो प्र�क्रयालाई लगभग ५ �मनेटदे�ख धेरै �दनसम्म 
चलाउन �दनुहोस,् �नय�मत रूपमा �नगरानी गनुर्होस।् 
सबै आथ्र�पोडहरू घोलमा पूणर् रूपमा अलग हुनुपछर्। 

- Triton X100 घोल हटाउनुहोस ् र पोटा�सयम 
हाइड्रोक्साइड घोलले बदल्नुहोस।् 

 

४.१. टाउको 

स्टे�रयोमाइक्रोस्कोप अन्तगर्त म�सना सुई वा क�ट�वज्ञान 
�पनहरू प्रयोग गरेर �वच्छेदन गनर् स�कन्छ (�चत्र २ र ३)। 
सबैभन्दा बढ� प्रयोग हुने सुईहरूमा समावेश छन:् २६G x 
१/२" (०.४५ × १३ �ममी), ३०G × १/२" (०.३ × १३ 
�ममी), वा २५G × ५/८" (०.५ × १६ �ममी)। प�हचानको 
ला�ग भुसुना तयार गनर्, किम्तमा, टाउकोलाई शर�रबाट 
अलग ग�रन्छ र �सबे�रयम र ग्रसनी दे�खन भेन्ट्रल साइड 
मा�थ पारेर माउन्ट ग�रन्छ, जब�क छाती र पेट �वच्छेदन 
प�छ साइड वा तेस� पारेर माउन्ट ग�रन्छ। टाउकोलाई 
भेन्ट्रो-डोसर्ल िस्थ�तमा माउन्ट गनार्ल ेओ�स�पटल फोरेमेन 
मा�थ�तर हुन्छ, जसले गदार् �सबे�रयम प्रत्यक्ष रूपमा हेनर् 
स�कन्छ। टाउको पूणर् रूपमा अलग ग�रएको छ भने यी 
शार��रक आकृ�तहरू हेनर् सिजलो हुन्छ। 

४.२. पखेटा र छाती 

पखेटाहरू समतल माउन्ट ग�रनुपछर्। प्रत्येक पखेटालाई 
यसको फेदबाट छुट्याएर स्वतन्त्र रूपमा माउन्ट गनर् 
स�कन्छ, वा एउटालाई एक्ल ैर अक�लाई छातीमा जो�डएको 
अवस्थामा माउन्ट गनर् स�कन्छ। य�द ज्या�मतीय मोफ�मेट्र� 
�वश्लेषण गन� योजना ग�रएको छ भने, माउन्ट गनुर् अ�घ 
दायाँ र बाया ँपखेटाहरूलाई सह� रूपमा प�हचान र लेबल गनर् 
आवश्यक हुन्छ। छातीलाई धेरै भागहरूमा �वभािजत ग�रएको 
हुन्छ, र प्रत्येकमा प्रजा�त वग�करण र प�हचानका धेरै 
मह�वपूणर् जानकार� हुन्छ [20, 64]। सामान्यतया, यो 
चेटोट्याक्सी (रौं/काँडाहरूको व्यवस्था) र रंग �वतरणको जाँच 
गनर् अनुम�त �दन तेस� (lateral view) माउन्ट ग�रन्छ। 
छातीको केह� क्षेत्रहरूमा ब्रस्टलको दागको उपिस्थ�त 
ब्रम्पटो�मया (Brumptomyia) जीनसका केह� प्रजा�तहरू 
छुट्याउन प्रयोग गनर् स�कन्छ। रंग �वतरण जीनस स्तरमा 
�नयोट्रो�पकल भुसुनाहरू (जस्तै, Bichromomyia), प्रजा�त 
श्रृंखला (जस्तै, Pintomyia), वा एउटै जीनसका प्रजा�तहरू 
(जस्तै, Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia, 
and Psychodopygus) [20] छुट्याउन प्रयोग गनर् 
स�कन्छ। तसथर्, य�द छाती आण�वक �वश्लषेणको ला�ग 
प्रयोग ग�रँदैन भने, यसलाई क्ष�त नपुगोस ्भनेर माउन्ट 
गनुर्पछर्। मह�वपूणर् कुरा, यो ध्यान �दनुपछर् �क रङहरूको 
तीव्रता मह�वपूणर् छैन, तर छातीभ�र �तनीहरूको �वतरण 
मह�वपूणर् हुन्छ। त्यसकारण, स्पष्ट�करण प्र�क्रयाल े
�पग्मने्टेसन वा यसको ढाँचालाई हटाउने छैन। 

https://zenodo.org/records/18198006


४.३. जननेिन्द्रय 

भाले र पोथी दवुैमा जननेिन्द्रयहरू �मलाउँदा �वशेष 
सावधानी अपनाउनु पछर्, �कन�क �तनीहरू जेनेरा, सबजेनेरा 
र प्रजा�तहरू प�हचान गनर् मह�वपूणर् हुन्छन।् दवु ै
�लङ्गहरूमा, जननेिन्द्रयहरू जोडीमा हुन्छन।् 

 

�चत्र ३: भुसुनाहरूको टाउको र पेटको टुप्पो भएको २४ वटा 
कँुडाहरू भएको प्लेट। 

४.३.१. भालेहरू 

जननेिन्द्रयहरू बाह्य हुन्छन ् र जोडी फोस�प्स �मलेर 
बनेका हुन्छन,् प्रत्येकमा यसको पषृ्ठ�य भागमा 
गोनोकोक्साइट-गोनोस्टाइल आ�टर्क्युलेसन र यसको भेन्ट्रल 
भागमा एप्यािन्ड्रयल लोब हुन्छ। गोनोस्टाइलमा काँडा 
(स्पाइन) हुन्छन ् र क�हलेकाह�ं सेटे (setae) हुन्छ, जुन 
गणना गनर् स�कने हुनुपछर् र जसको सिम्मलन िस्थ�त स्पष्ट 
रूपमा दे�खनुपछर्। गोनोकोक्साइटको �भत्री सतहलाई 
ध्यानपूवर्क अवलोकन गनुर् मह�वपूणर् हुन्छ, जसमा सेसाइल 
सेटेको टुफ्ट वा लोब (= ट्युबरकल) हुन सक्छन ् [22]। 
�वच्छेदनमा कम अनुभव भएका सहकम�हरूल ेपेटको छेउबाट 
जननेिन्द्रयलाई अलग नगर� साधारण पाश्वर् (lateral) 
माउिन्टङ गनर् सक्छन ्
(https://zenodo.org/records/18311158)। यस 
अवस्थामा, जननेिन्द्रयको दईु भागहरूको सुपरपोिजसनल े
उदाहरणका ला�ग, गोनोकोक्साइटको आन्त�रक सेटे गणना 
गनर् गाह्रो हुन सक्छ, तर यसले असफल �वच्छेदन माफर् त 
जननेिन्द्रयलाई क्ष�त पुर् याउनबाट जोगाउँछ। अ�धक अनुभवी 

�चत्र २: भुसुना जडान गनर् आवश्यक सामग्रीहरू: A: गोलो काँचका कभरिस्लपहरू (१० वा १२ �ममी व्यास); B: २४-
वेल प्लेट र हुक ग�रएको सुई (य�द तपाईंले भुसुना प्रशोधन गनर् ल्वाङको तेल वा युपरल® एसेन्स प्रयोग गनुर्हुन्छ 
भने, ए�क्र�लक प्लेटहरू प्रयोग नगनुर्होस ्�कनभने यसले रासाय�नक प्र�त�क्रया गदर्छ र भुसुनाहरू क्ष�तग्रस्त हुनेछन)्; 
C: शीशा स्लाइडहरू लेब�लङको ला�ग उपयुक्त; D: सुईको हुकको �ववरण; E: �स�रन्जमा जो�डएका सुईहरू; F: भुसुना 
रा�े अवतल काँच प्लेट वा सो सरहको कन्टेनर; G: डुमोन्ट फोस�प्स; H: प्लािस्टकको �पपटे; I: कँुडाहरू (वेल्स) �भत्र 
तरल सानर् सिजलो बनाउन तातो �दएर बाङ्गो बनाइएको काँचको �पपेट। 

https://zenodo.org/records/18311158


सहकम�हरूल े �वभािजत गनर् जननेिन्द्रयलाई दईु भागमा 
खोल्ने प्रयास गनर् सक्छन।् यस्तो गनर्, सुईको बेभल्ड साइड 
(इन्ट्राडमर्ल �रयाक्सन सुई प्रकार) प्रयोग गरेर, जननांगलाई 
पूणर् रूपमा काटेर अलग नगर� गोनोकोक्साइट-गोनोस्टाइल 
एसेम्बल�हरू (https://zenodo.org/records/18311158) 
�वभािजत गनर् स�कन्छ। यस त�रकाले, �तनीहरूको आन्त�रक 
अनुहारहरूको अवलोकन सिजलो हुनेछ। यो एसेम्बल�ल े
प्यारामेर र प्यारामेरल शीथहरूको अवलोकनलाई प�न सहज 
बनाउँछ, जुन अब ओभरल्याप हँुदैनन।् पाश्वर् (lateral) 
माउिन्टङको ला�ग, जसल े अंग सुपरपोिजसनलाई बढावा 
�दन्छ, भुसुनाहरू पूणर् रूपमा सफा गनुर्पछर्। 
 
४.३.२. पोथीहरू 

जननेिन्द्रय अंग आन्त�रक हुन्छ, स्पमार्�थका द्वारा 
बनेको हुन्छ। �वच्छेदनको अनुपिस्थ�तमा, �तनीहरूलाई 
टेग्युमेन्टहरू माफर् त र पेटलाई भेन्ट्रल िस्थ�तमा माउन्ट गरेर 
अवलोकन गनुर्पछर्। जुन माउिन्टंग माध्यम छनौट गरे प�न, 
स्पमार्�थका आफैं लाई सामान्यतया सह� रूपमा अवलोकन गनर् 
स�कन्छ, �वशेष गर� य�द यो �चल्लो र सफा छैन भने। 
यद्य�प, कमजोर अपवतर्क �म�डयामा �चल्लो, पातलो-तह 
भएको स्पमार्�थका हेनर् गाह� हुन सक्छ। यसबाहेक, पुरानो 
संसारमा लेशमे�नया इन्फ्यान्टम (Leishmania infantum) 
को मुख्य भेक्टरहरू, सबजेनस लारो�सयस (Larroussius) 
[35, 37, 38] जस्ता प्रजा�त प�हचानको ला�ग स्पमार्�थका 
नल�हरूको आधार अवलोकन गनुर् आवश्यक हुन्छ। यो 
अवलोकन �बना, भुसुना प�हचान असम्भव हुन्छ। यी 
संरचनाहरू अवलोकन गनर्  क�ठन नहोस भने जननेिन्द्रय 
फकार्-स्पमार्�थका माउिन्टंग पेटबाट हटाउनु पछर् 
(https://zenodo.org/records/18311106)। �वच्छेदनको 
समयमा स्पमार्�थका अवलोकन गनर् सामान्यतया गाह्रो हुन्छ, 
तर जननेिन्द्रय फकार् प�ा लगाउन अपेक्षाकृत सिजलो हुन्छ। 
स्पमार्�थका न�लकाहरू जननांग फकार्मा खुल्ने भएकोले, यो 
फकार्को पथृक�करणले सामान्यतया स्पमार्�थकालाइर् पथृक 
गनर् सहज हुन्छ। य�द यो प्र�क्रयाको क्रममा स्पमार्�थका 
गिल्तल ेका�टए भने, �तनीहरू हराउँदैनन ्र अझै प�न पेटको 
�भत्री भाग �भत्र अवलोकन गनर् स�कन्छ (�चत्र ४)। 

४.४. लेशमे�नया पथृक्करणका ला�ग �मडगट 
�डसेक्शन 

पोथी भुसुनामा लेशमे�नया प�ा लगाउन र अलग गनर् 
पाचन पथको �वच्छेदन आवश्यक छ। भेक्टो�रयल क्षमताको 

मूल्याङ्कन गनर् यो प्र�क्रया क्षेत्र र प्रयोगशाला दवु ै
से�टङहरूमा गनर् स�कन्छ। 

भखर्रै बेहोश (युथनाइज) ग�रएका पोथीहरूमा काम गनर् 
�सफा�रस ग�रन्छ। पोथीहरूलाई पानी वा हल्का �डटज�न्ट 
भएको नु�नलो घोलले धुनुहोस ्जसल ेगदार् अ�त�रक्त रौंहरू 
हट्छन।् यो चरणले लेशमे�नया आइसोलेसनको ला�ग 
एसेिप्टक अवस्था कायम रा� मद्दत गछर्, जब�क 
प�हचानको ला�ग आवश्यक रूपात्मक �वशेषताहरू संरक्षण 
प�न गदर्छ। लेशमे�नया फेला पानर् र अलग गनर्, �मडगटलाई 
सावधानीपूवर्क हटाउनुहोस ् र यसलाई �नमर्ल�कृत नु�नलो 
घोल (०.९% NaCl) को एक थोपामा रा�ुहोस।् प्रकाश 
माइक्रोस्कोप मु�न ग�तशील परजीवीहरू अवलोकन गरेप�छ 
(�सफा�रस ग�रएको म्यािग्न�फकेसन: ~२००×), �तनीहरूलाई 
संवधर्न माध्यममा स्थानान्तरण गनर् इन्सु�लन �स�रन्ज वा 
माइक्रो�पपेट प्रयोग गनुर्होस ्(थप �ववरणहरूको ला�ग अध्याय 
४.४.३ हेनुर्होस)्। 

टाउको र जननेिन्द्रयहरूलाई सफा गनर् �सधै माकर् -एन्डे्र 
फ्लुइडमा माउन्ट गनुर्होस।् मह�वपूणर्: प्रत्यक्ष वा अप्रत्यक्ष 
रूपमा माकर् -एन्डे्र फ्लुइडलाई क�हल्यै प�न लेशमे�नयाको 
सम्पकर् मा नल्याउनुहोस - �कन�क यो परजीवीहरूको ला�ग 
घातक हुन्छ। 

पोथी भुसुनाको �वच्छेदन एउटा वा दईुटा स्लाइडमा गनर् 
स�कन्छ; दवु ै�वकल्पका फाइदा र सी�मतताहरू छन ् (�चत्र 
५;https://zenodo.org/records/18311154)। 

४.४.१. दईु-स्लाइड �व�ध 

प�हलो �वकल्पमा दईु छुट्टाछुट्टै स्लाइडहरूमा काम गन� 
�व�ध समावेश छ: एउटामा �मडगट �नकाल्न �नमर्ल�कृत 
सलाइन समावेश ग�रएको छ, र अक�मा माकर् -एन्डे्र फ्लुइडमा 
टाउको र स्पमार्�थका माउन्ट गन�। यद्य�प, क्षेत्रको 
अवस्थामा, दईु वा तीन व्यिक्तहरूले भुसुनाको �वच्छेदन 
गछर्न ्र आन्द्रामा लेशमे�नया संक्रमण र भुसुनाको प्रजा�त 
प�हचान र मूल्याङ्कनको ला�ग सामानत्या िजम्मेवार एकल 
अनुसन्धानकतार्लाई  स्लायडहरू पठाउइन्छ। दईु स्लाइडहरू 
व्यवस्थापन गनुर्पन� हुनाले भुसुना टे्रसे�ब�लट�मा समस्याहरू 
�नम्त्याउन सक्छ र �वशेष गर�, य�द लेशमे�नया संक्रमण 
भएको पेट प�ा लाग्यो भने कुन भुसुनामा संक्रमण भएको 
�थयो भनेर �निश्चत रूपमा �नधार्रण गनर् गाह्रो हुन सक्छ 
(https://zenodo.org/records/18311154)। 

https://zenodo.org/records/18311158
https://zenodo.org/records/18311106
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४.४.२. एकल-स्लाइड �व�ध 

एउटै स्लाइड प्रयोग गनार्ले न�तजाहरूको टे्रसे�ब�लट� 
सु�निश्चत हुन्छ। यद्य�प, धेरै सावधानीहरू अपनाउनु पछर्। 
यस चरणको समयमा �कटाणुर�हत वातावरण बनाउन, 
अपरेटरहरूल े �नय�मत रूपमा हाइड्रोअल्कोहो�लक जेलले 
आफ्नो हात सफा गनुर्पछर्। प्रत्येक �वच्छेदनको ला�ग 
�नमर्ल�कृत सुईहरू स�हत (सुझाव: २५G Ø ०.५ �ममी × १६ 
�ममी), नन-फ्रोस्टेड स्लाइडहरू र एल्यु�म�नयम पन्नीमा 
बे�रएको र सुख्खा तापल े �नमर्ल�कृत पा�रएको (पाउ�पनेल 
ओभन प्रयोग गरेर) वगार्कार कभरिस्लपहरू (२२ x २२ �ममी) 
प्रयोग गनुर्पछर् । भुसुनालाई स्लाइडको बीचमा �नमर्ल�कृत 
सलाइनको थोपामा रा�खएको छ। प�हल े टाउको का�टन्छ 
त्यसप�छ पाचन पथ नका�टकन छैठौं र सातौं पेटको 
टगार्इट्स र स्टनार्इट्स बीच चीरा बनाइँन्छ (य�द धेरै लामो 
स्पमार्�थका अपे�क्षत छ भने उच्च कट बनाउन स�कन्छ)। 

त्यसप�छ, छातीलाई सुईले िस्थर गनुर्पछर्, र पेट �नकाल्नको 
ला�ग पेटको पछा�डको खण्डहरू अक� सुईले �बस्तारै 
ता�नन्छ। य�द यो असफल भयो भने, पेटको छेउलाई सुईले 
अवरुद्ध गन� र पाचन पथको अगा�डको भागबाट ताननु् पन� 
हुन्छ। य�द यो फे�र असफल भयो भने, यसको व�रप�र बाँक� 
रहेको भागलाई सकेसम्म हटाएर आन्द्रा �नकाल्नुपछर्। आन्द्रा 
हटाएप�छ, पेटका पछा�डका भागहरूलाई पाचन पथबाट काटेर 
अलग गनुर्पछर्। त्यसप�छ आन्द्रालाई स्लाइडको एक छेउमा 
रा�खएको �नमर्ल�कृत सलाइनको नया ँथोपामा रा�खन्छ, र 
त्यसप�छ �बस्तारै �नमर्ल�कृत कभरिस्लपले ढा�कन्छ। टाउको 
र पेटका अिन्तम भागहरूलाई स्लाइडको अक� छेउमा 
रा�खएको माकर् -एन्डे्र तरल पदाथर्को सानो थोपामा 
स्थानान्तरण ग�रन्छ, जसल े गदार् लेशमे�नयासँग कुनै 
सम्पकर्  हँुदैन। टाउको सह� रूपमा उन्मुख हुन्छ (ओ�स�पटल 
फोरेमेन मा�थ�तर), र स्पमार्�थकालाइर् मा�थ उल्लेख ग�रए 
अनुसार जननांग फकार्सँग अलग ग�रन्छ र सानो गोलो 

�चत्र ४: ताजा भुसुनाहरूबाट स्पमार्�थका �वच्छेदन गर� माकर् -आन्दे्र तरल पदाथर्मा रा�खयो। A: इ�डयोफ्लेबोटोमस 
लङ्�गफोस�प्स (Idiophlebotomus longiforceps) (लाओ पीडीआर); B: सज�न्टो�मया �मनेटा (Sergentomyia minuta) 
(फ्रान्स); C: फ्लेबोटोमस ए�रयासी (Phlebotomus ariasi) (फ्रान्स); D: सज�न्टो�मया एनोडोिन्टस (Sergentomyia 
anodontis) (लाओ पीडीआर)। 



कभरिस्लप (Ø १२ �ममी, �नमर्ल�कृत वगार्कार 
कभरिस्लपहरूसँग भ्र�मत नहुने) ले ढा�कन्छ। बाँक� भुसुनाको 
शव र पखेटाहरू स्लाइडको बीचमा रहेको लाइनको थोपामा 
रहन्छन ् (https://zenodo.org/records/18311154)। 
लेसमे�नया दे�खएको अवस्थामा, वा वग�करण अन्वेषणको 
ला�ग, छाती र पेटलाई आण�वक वा प्रोटो�मक अध्ययनको 
ला�ग संर�क्षत गनर् स�कन्छ, र पखेटाहरूलाई जल�य 
माध्यममा माउन्ट गनर् स�कन्छ। माउन्टलाई संर�क्षत गनर्, 
माकर् -एन्डे्र तरल पदाथर्को अ�त�रक्त मात्रालाई क्लोरल गम 
(=होयर) वा पो�ल�भनाइल अल्कोहल-आधा�रत माध्यम 
जस्ता जल�य माउिन्टंग माध्यमले प्र�तस्थापन गनर् स�कन्छ। 

यी प्र�क्रयाहरू प्रदशर्न गन� �वस्ततृ �भ�डयोहरू उपलब्ध 
छन ् (भुसुनाको �मडगट �डसेक्शन: 
https://zenodo.org/records/18303014 र भुसुनाको लार 
ग्रन्थी �वच्छेदन: 
https://zenodo.org/records/18302850), त्यसैल े
�तनीहरूलाई यहाँ व्याख्या ग�रने छैन। 

४.४.३. भसुनुाको आन्द्राबाट लेशमे�नया परजीवी 
पथृक्करण र सवंधर्न 

संक्र�मत पोथी भुसुनाको �वच्छेदनबाट परजीवी अलगाव 
एक नाजुक प्र�क्रया हो जसमा उच्च सीप आवश्यक पदर्छ र 
सुरुमा परजीवी-मुक्त भुसुनाहरूमा प�हले अभ्यास गनुर्पछर्। 
�वच्छेदन प�छ, आन्द्राहरूलाई �नमर्ल�कृत नुन पानीको 
(०.९%) को ताजा थोपा वा धुनको ला�ग लकको घोलमा 
(Locke’s solution) स्थानान्तरण ग�रन्छ [4]। त्यसप�छ 
�वच्छे�दत आन्द्राहरूलाई दईु त�रकाले प्रशोधन गनर् स�कन्छ: 
i) स्टोमो�डयल भल्भमा �वशेष ध्यान �दएर लेशमे�नया 
प्रोमािस्टगोट्सका �व�भन्न चरणहरू र �तनीहरूको स्थान 
अवलोकन गनर् प्रकाश माइक्रोस्कोपको सहायताले जाँच गन�, 
र ii) प्रोमािस्टगोट्स बा�हर �नस्कनको ला�ग आन्द्रा खोल्ने 
जसल ेबहृत रूपमा संबधर्न गनर् सहज बनाउँछ [4]। क्षेत्रीय 
अवस्थामा संक्र�मत भुसुनाको खोजी अपेक्षाकृत दलुर्भ घटना 
हो तर प�न राम्रो अभ्यास गन�हरूल े सफलता पूवर्क 
परजीवीलाइर् पथृक्करण गन� सम्भावना अ�धक हुन्छ। 

य�द लेशमे�नया परजीवीहरू आन्द्रामा दे�खएमा, नयाँ 
�नमर्ल�कृत सुईहरू प्रयोग गनुर्पछर् र �तनीहरूलाई छोड्नको 
ला�ग के�शका कायर्द्वारा कभरिस्लप व�रप�र थोरै मात्रामा 
�नमर्ल�कृत सलाइन पानी थप्नुपछर्। परजीवीहरूलाई 
सलाइनमा छोड्नको ला�ग आन्द्रालाई सावधानीपूवर्क र �छटो 
च्यात्नुपछर्। १०० µL माइक्रो�पपेट वा ट्युबरकु�लन �स�रन्ज 

प्रयोग गरेर, परजीवीहरूलाई सङ्कलन गनुर्होस ्र �तनीहरूलाई 
राम्रोसँग लेबल ग�रएको कल्चर माध्यममा राख्रनुहोस।् 

इन �भट्रो लेशमे�नया प्रोमािस्टगोट्सको संवधर्न: पथृक 
ग�रएका परजीवीहरूलाई सुरुमा SNB-9 ब्लड अगर 
स्लोपहरूमा (blood agar slopes) वा नोभी (Novy), म्याक 
नील, �नकोल (Mc Neal, Nicolle - NNN) ठोस माध्यम 
[16] मा रा�खन्छ जसलाई या त �नमर्ल�कृत अल्फा-MEM 
माध्यम [16, 65] वा M199 माध्यमले मा�थबाट ढा�कन्छ, 
जसमध्ये प्रत्येकलाई �नम्न तत्वहरू पूरकका रूपमा 
�मसाइर्एका हुन्छन १०% ताप-�निष्क्रय �नमर्ल�कृत भ्रूण 
बाछोको सीरम [FCS] (परजीवी वदृ्�ध बढाउन), १% BME 
�भटा�मन, २% �नमर्ल�कृत मानव �पसाब (�स�रजं �फल्टर 
Filtropur® प्रयोग गरेर �नमर्ल�कृत ग�रएको S ०.२ µm), 
२५० μg/mL amikacin (वा ५० µg/mL gentamicin, वा 
एिन्टबायो�टक र ए�मनो ए�सडको �मश्रण (L-glutamine 
२०० mM-penicillin १० ००० U-streptomycin १० 
mg/mL) [47]। तीन �दन प�छ, य�द कुनै संक्रमण छैन 
भने, कल्चरहरूलाई राम्रोसँग तयार पा�रएको �फ्रिजङ 
माध्यममा �नलम्बन ग�रन्छ र प�छ -८०°C मा १ दे�ख २ 
वषर्को ला�ग वा द�घर्काल�न संरक्षण र भ�वष्यको प्रयोगात्मक 
प्रयोगको ला�ग -१९६°C तरल नाइट्रोजनमा मा भण्डारण 
ग�रन्छ [7]। 

४.५. लार ग्रन्थीहरू 

भुसुनाको लार ग्रन्थीहरूको �वच्छेदन भेक्टर-रोगजनक 
अन्तर�क्रया अध्ययन गन� एक आधारभूत प्र�व�ध हो, �वशेष 
गर� फ्लेबोभाइरस (जस्तै, टोस्काना भाइरस) जस्ता 
आब�भाइरसहरू प�ा लगाउनको ला�ग [44, 75]। भसुुनाको 
सानो आकारको कारणले गदार्, यो प्र�क्रयालाई 
स्टे�रयोमाइक्रोस्कोपको सहायताल े म�सना फोस�प्स वा 
माइक्रो�डसेक्शन सुईहरू प्रयोग गरेर नाजुक लार ग्रन्थीहरूलाई 
फुट्ने वा प्रदषूण नगर� छुट्याउन स�कन्छ 
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61]। 
भरपद� डाउनस्ट्र�म आण�वक �वश्लेषण सु�निश्चत गनर् पूरै 
ग्रं�थ जोगाउनु मह�वपूणर् हुन्छ। एक पटक �नकालेप�छ, 
ग्रं�थहरूलाई एकरूप (होमोजेनाइज) बनाउन स�कन्छ र RT-
PCR, qPCR, वा इम्युनोएस े माफर् त भाइरल RNA वा 
एिन्टजेनहरू प�ा लगाउन पर�क्षण गनर् स�कन्छ [12]। केवल 
आन्द्रा वा हेमो�सलमा मात्र नभएर लार ग्रन्थीहरूमा 
भाइरसहरूको उपिस्थ�तले परजीवीहरूल े यसको बाह्य 
इन्क्युबेशन अव�ध पूरा गरेको छ भन्ने पुिष्ट गदर्छ र 
भुसुनाले रगत चुस्ने क्रममा उक्त रोगजनक स्वस्थ्य  

https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18302850
https://zenodo.org/records/18302850


ब्यिक्तमा प्रसारण गन� क्षमता राख्दछ [71]। 

भुसुनाको लार ग्रन्थीहरूको सानो आकारको कारणल ेगदार् 
�वच्छेदन प्र�क्रया प्रा�व�धक रूपमा क�ठन हुन्छ, भुसुनाको 
नमूना �बग्रनबाट बचाउन मह�वपूणर् �वशेषज्ञता चा�हन्छ [1, 
51]। अझ, भाइरल भार कम भएकोबेला नेस्टेड PCR वा 
उच्च-थु्रपुट अनुक्रमण [54] जस्ता अत्य�धक संवेदनशील प�ा 

लगाउने �व�धहरू प्रयोग गनुर् आवश्यक हुन्छ। प्रद�ूषत हुने 
जस्ता जो�खमहरूल े �नमर्ल�कृत बनाउने प्र�व�धहरूको 
आवश्यकतालाई अझ जोड �दन्छ। प्रा�व�धक अवरोधहरूभन्दा 
बा�हर, जै�वक कारकहरूले प�न रोगजनक प�ा लगाउने 
सफलतालाई प्रभाव पाछर्न;् भके्टर क्षमता भुसुना प्रजा�तहरू 
बीच फरक फरक हुन्छ, र संक्रमण दरहरू प�न पा�रिस्थ�तक 
र मौसमी अवस्थाहरूले गदार् थपघट हुन्छन ्[33, 61]। 

�चत्र ५: लेशमे�नया पथृक्करण �व�ध। 



लार ग्रन्थीहरूमा भाइरस प�ा लगाउनाले प्रसारण 
जो�खमहरूमा महत्वपूणर् अन्तदृर्िष्ट प्रदान गदर्छ, ल�क्षत 
�नगरानी र �नयन्त्रण उपायहरू छनोट गनर् मद्दत गदर्छ 
[15]। उदाहरणका ला�ग, भुसुनामा टोस्काना भाइरस प�हचान 
गनार्ले स्थानीय क्षेत्रहरूमा �नदान प्रोटोकल र सावर्ज�नक 
स्वास्थ्य सल्लाहहरू [18] सू�चत गनर् मद्दत गरेको छ। 
यसबाहेक, भाइरस-लार अन्तर�क्रयाको अध्ययनल ेप्रसारण-
अवरुद्ध गन� खोपहरू वा उपचारात्मक �वकल्पहरूको ला�ग 
नया ँल�यहरू प्रदान गनर् सक्छ [15, 18]। 

भुसुनाको लार ग्रिन्थहरूलाई इम्युनोलोिजकल �व�धहरू, 
�वशेष गर� ELISA प्रयोग गरेर भुसुनाको लार �वरुद्ध होस्ट 
एिन्टबडीहरू मापन गनर् एिन्टजेनको स्रोतको रूपमा प�न 
प्रयोग गनर् स�कन्छ। यो �व�धले भुसुनाको टोकाइमा होस्ट 
एक्सपोजरको मूल्याङ्कनलाई गनर् सक्षम बनाउँछ, यसर� 
भेक्टर �नयन्त्रण �व�धहरूको प्रभावका�रताको [25] र 
लेशमे�नया प्रसारणको जो�खमको प�न मूल्याङ्कन गनर् 
सहयोग गदर्छ [40]। 

४.६. रगतको स्रोतको प�हचान 

क्याप्चरबाट अलग ग�रएका रगत खाएका पोथीहरूलाई 
पारस्प�रक-द�ूषत हुनबाट रोक्नको ला�ग एकल-प्रयोग 
उपकरण प्रयोग गरेर �वच्छेदन गनुर्पछर्। रगतको खाना 
पाचनको चरण मूल्याङ्कन गनर् स्टे�रयोमाइक्रोस्कोपको 
सहायताले �तनीहरूको पेटको भाग जाँच गनुर्पछर्। अण्डा बन्ने 
कुनै संकेत नदेखाउने, रातो, रातो-खैरो, वा गाढा रातो पेट 
भएका पोथीहरूलाई मात्र चयन गनर् �सफा�रस ग�रन्छ। सफा 
गरेप�छ पोथीको स्वरूप वा प्रजा�त प�हचान गनर् स्पमार्�थका 
स�हत पेटको टुप्पो हटाउनुहोस।् त्यसप�छ पेटको मुख्य भाग 
(स्पमार्�थका �बना) Eppendorf® ट्यूबहरूमा रा�ुपछर् र थप 
�वश्लषेण नभएसम्म -20°C मा भण्डारण गनुर्पछर्। PNOC 
[5, 30, 50], CytB [67], वा COI [13] जस्ता रगतको 
खाना प�हचानको ला�ग सामान्यतया प्रयोग हुने आनुवं�शक 
माकर् रहरू, राम्रोसँग स्था�पत छन ्र अन्य प्रका�शत लेखहरूमा 
व्यापक रूपमा वणर्न ग�रएका छन;् त्यसैल,े �तनीहरूलाई यस 
पेपरमा थप �वस्ततृ रूपमा वणर्न ग�रने छैन (�चत्र 6)। 
वैकिल्पक रूपमा, रगतको स्रोत प�हचान गनर्, MALDI-ToF 
पेप्टाइड म्या�पङ  गनर् स�कन्छ [31]। यो प्रयोगात्मक रूपमा 
प्रदशर्न ग�रएको छ �क यो प्र�व�धल ेरगत खाएप�छ लामो 
समय �भत्र रगतको स्रोत प�हचान गनर् सक्षम बनाउँछ; 
त्यसकारण, �वशेष गर� स्पष्ट रूपमा बढ� उन्नत होस्ट रगत 
पाचन भएका रगत चुसेका पोथी भुसुनाहरूको �वश्लषेणको 
ला�ग यो छनौटको उपयुक्त �व�ध हो । भुसुनाहरू आदशर् 

रूपमा -२०°C वा ४°C मा भण्डारण ग�रनुपछर्, तर छोटो 
समयको ला�ग कोठाको तापक्रममा भण्डारण ग�रएका 
भुसुनाहरूबाट प�न राम्रो न�तजा प्राप्त गनर् स�कन्छ। 
इन्गोज्डर् म�हलाको पेट �वश्लषेणको केह� समय अ�घ शर�रको 
बाँक� भागबाट �वच्छेदन ग�रनुपछर् र आसुत पानीमा एकरूप 
बनाउनुपछर्। भुसुनाको शर�रको बाँक� भाग अन्य आण�वक 
र रूपात्मक �वश्लषेणहरूको ला�ग उपलब्ध रहन्छ। MALDI-
ToF पेप्टाइड म्या�पङको ला�ग होमोजनेटबाट ए�लकोट 
�लइसकेप�छ, बाँक�लाई होस्ट रगत प�हचान पुिष्ट गनर् र/वा 
लेशमा�नया एसपीको उपिस्थ�तको ला�ग िस्क्रन गनर् डीएनए 
अलगावको ला�ग प्रयोग गनर् स�कन्छ। डीएनए-आधा�रत 
आण�वक प्र�व�धहरूको तुलनामा भुसुना तयार� र �वश्लषेणको 
समग्र समय धेरै छोटो छ। 

५. रूपात्मक अध्ययनको ला�ग भुसुना प्रशोधन 
(�चत्र ३, ६, ७ र ८; प�र�शष्ट १, २, ३ र ४) 

यस खण्डले केवल आकार�वज्ञान अध्ययनको ला�ग 
माउन्ट गनर्को ला�ग भुसनुाको नमूना तयार गन� 
�सद्धान्तहरूको रूपरेखा प्रस्तुत गदर्छ, त्यसप�छ 
आकार�वज्ञानभन्दा बा�हरका अनुप्रयोगहरूको ला�ग अनुकूलन 
ग�रन्छ। यद्य�प, यो पद्ध�त बुझ्नु मह�वपूणर् छ, �कन�क 
यसले आवश्यक पदार् �व�शष्ट भुसुना प्रकारहरूको ला�ग 
प्र�क्रयाहरूलाई अनुकू�लत गनर् सक्षम बनाउँछ। 

उपचारमा ल�चलो रबर बल्बहरू युक्त पाश्चर �पपेट्स 
प्रयोग गरेर क्र�मक खाल� गन� र भन� चरणहरू समावेश छन।् 
गोलो तल भएका शीशाका कन्टेनरहरूलाई कडाइका साथ 
�सफा�रस ग�रन्छ �कनभने �तनीहरूल ेयी कायर्हरूलाई धेरै 
सहज बनाउँछन।् शीशा सब ैअ�भकमर्कहरूको ला�ग �निष्क्रय 
हुन्छ। अ�भकमर्क वाष्पीकरण रोक्नको ला�ग र भुसुनाहरूलाइर् 
धुलो पनर्बाट जोगाउँन, कन्टेनरहरूमा ढक्कनहरू जडान 
गनुर्पछर् र क�हल्यै प�न ओभर�फल गनुर् हँुदैन, जसल ेगदार् 
बन्द गदार् वा खोल्दा ओभरफ्लो होस।् सफा गन� र प्रशोधन 
गनर् आवश्यक रसायनहरू ता�लका २ मा देखाइएको छ। 

५.१. सफा गन� 

भुसुनाहरूलाई स्थायी स्लाइड माउन्टको रूपमा तयार गनुर् 
अ�घ, �तनीहरूलाई पारदश� बनाउनको ला�ग उपयुक्त �व�ध 
र िक्लय�रङ्ग एजेन्ट (जस्तै, ए�स�टक ए�सड १०% घोल वा 
माकर् -एन्डे्र घोल स�हत क्लोरल हाइडे्रट, जुन धेरै देशहरूमा 
प्र�तबिन्धत रसायन हो) प्रयोग गरेर म्यासेरेसनद्वारा सफा 
गनुर्पछर्। िक्लय�रङ्ग प्र�क्रयाले शर�रका तन्तुहरू, बोसो, 



स्रावहरू र मोमलाई हटाउँछ, भुसुनालाई पारदश� बनाउँछ, 
जसल े गदार् एक्सोस्केलेटल संरचनाहरू (जस्तै, सेटे 
सिम्मलन), सतहका �वशेषताहरू (जस्तै, रंग) र टेग्युमेन्ट 
(जस्तै, स्पमार्�थका) माफर् त दे�खने आन्त�रक �वशेषताहरूको 
जाँच गनर् सिजलो हुन्छ। 

दईु-चरण सफा गन� प्र�क्रया, जसमा प�हले ब�लयो क्षार 
(जस्तै पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड) प्रयोग ग�रन्छ, त्यसप�छ 
कमजोर ए�सड (जस्तै माकर् -एन्डे्र घोलमा ए�स�टक ए�सड) 
प्रयोग ग�रन्छ, यसले �व�शष्ट जैव रासाय�नक उद्देश्यहरू 
पूरा गदर्छ [74]। क्षारले प्रोट�न, बोसो र मांसपेशीहरू जस्ता 
नरम तन्तुहरूलाई सेपो�न�फकेशन र प्रोट�न �डनेचुरेशन 
माफर् त तोड्छ, जसल ेसंरचनात्मक स्पष्टताको ला�ग �च�टन 
एक्सोस्केलेटनलाई अक्षुण्ण छोड्छ। त्यसप�छको कमजोर 

ए�सडले कुनै प�न बाँक� रहेका क्षारलाई बेअसर गछर्, थप 
क्षयलाई रोक्छ, र पारद�शर्ता बढाउन �च�टनलाई ब्ल�च गछर् 
[74], यद्य�प १५ �मनेटको ला�ग आसुत पानीमा दईु पटक 
भुसुनाहरूलाइर् धोएर क्षारलाई बेअसर गनर् पयार्प्त हुन सक्छ। 
यो क्र�मक उपचारल े असरदार रूपमा तन्तु हटाउने र 
आवश्यक भागहरू संर�क्षत ग�र सू�म पर�क्षणको ला�ग 
उपयुक्त अखण्ड भुसुनाको उपलब्धता सु�निश्चत गदर्छ। 

अक� चरणमा जानु अ�घ आसुत पानीमा दईु पटक २० 
�मनेट सम्म पखाल्न �सफा�रस ग�रन्छ। 

 

  

�चत्र ६:  आण�वक जीव�वज्ञान, प्रो�टयो�मक्स, र/वा भाइरोलोजी अनुप्रयोगहरूको ला�ग भुसनुा प्रशोधन। 

 

 



५.१.१. नरम तन्तकुो �वघटन (�चत्र ८) 

सो�डयम हाइड्रोक्साइड (NaOH) वा पोटा�सयम 
हाइड्रोक्साइड (KOH) सामान्यतया प्रयोग हुने रासाय�नक 
म्यासेरे�टङ एजेन्टहरू हुन,् जुन भुसुनाहरूको आकार र 
नाजुकताको आधारमा फरक सांद्रता र अव�धमा प्रयोग 
ग�रन्छ। मानक र सबैभन्दा प्रभावकार� प्र�व�धमा भुसुनालाई 
ब�लयो क्षारमा (१०% KOH वा NaOH) रातभर �भजाएर 
नरम तन्तुहरूलाई �भजाएर रा�ु समावेश ग�रएको छ। 
उपचार अव�ध घटाउन (अथार्त,् ६ घण्टाको ला�ग KOH 
२०%) साथै ३७°C मा तताउन र सांद्रता बढाउन स�कन्छ। 

५.१.२. रंगाएर वा नरंगाइर् पारदश� बनाउने प्र�क्रया 

यो चरण प�छ लाइट�नङ उपचार ग�रन्छ, जसमा 
सामान्यतया ए�स�टक ए�सड र क्लोरल हाइडे्रट (जस्तै, माकर् -
एन्डे्र घोल) �मलाइन्छ। सफा ग�रसकेप�छ, अव�शष्ट 
रसायनहरू हटाउनको ला�ग भुसुनाहरूलाई किम्तमा दईुवटा 
लगातार २० �मनेट पानीले राम्रर� पखाल्नुपछर्। 

 

 

�चत्र ७: भुसुना प्रशोधन गन� पारम्प�रक �व�ध। 
 



 

�चत्र ८: स्लाइड पुन: माउिन्टंग। A: होयरमा जडान ग�रएका क्ष�तग्रस्त र सुकेका स्लाइडहरू; B: सुकेको भुसुनाको 
सू�म दृश्य; C: अक� क्ष�तग्रस्त भुसुनाको सू�म दृश्य; D: सुकेको स्लाइड भएको �भजकेो कोठा; E: टाउको, र F: 
युपरल® मा पुन: माउन्ट गरेप�छ भुसुना B को शर�र; G: टाउको, र H: युपरल® मा पुन: माउन्ट गरेप�छ क्ष�तग्रस्त 
भुसुना C को शर�र। 

 

 
 
 
 



माकर् -एन्डे्र घोल, सामान्यतया भुसुनाको नमूना तयार गनर् 
प्रयोग हुने िक्लय�रङ्ग एजेन्ट हो। यसको प्रभावका�रता 
पखेटा र एन्टेना जस्ता कमजोर संरचनाहरूमा उल्लेखनीय 
क्ष�त कम गद� िक्लय�रङ्ग प्र�क्रयालाई सहज बनाउनमा 
�न�हत छ। 

वाष्पीकरण वा क्षय रोक्नको ला�ग घोललाई ताजा रूपमा 
तयार पा�रएको वा राम्रर� बन्द ग�रएको कन्टेनरमा भण्डारण 
गनुर्पछर्। माकर् -एन्डे्र घोलको प्रयोग �वशेष रूपात्मक 
�ववरणहरू बढाउन उज्यालो पान� वा रंगाउने प्र�व�धहरूसँग 
�मलाउँदा �वशेष रूपमा फाइदाजनक हुन्छ। यसको संरचना 
र तयार�को �ववरण प�र�शष्ट २ मा �दइएको छ। 

अत्य�धक पारदश� भुसुनाहरूको ला�ग, माउन्ट गनुर् अ�घ 
दृश्यता सुधार गनर् रंगाउन आवश्यक हुन सक्छ। धेरै रंगहरू 
उपलब्ध छन,् र प्रत्येकल े जीवको �व�शष्ट रासाय�नक 
घटकहरूलाई ल�क्षत गदर्छ। भुसुना र छनौट ग�रएको 
माउिन्टंग माध्यम दवुैसँग �मल्दो रंगाउने माध्यम चयन गनुर् 
मह�वपूणर् छ। यो आधारभूत �व�धलाई आवश्यकता अनुसार 
अनुकू�लत गनर् स�कन्छ, उदाहरणका ला�ग, रंगाउनको ला�ग 
माकर् -एन्डे्र घोलमा ०.१% ए�सड फुच�सन समावेश गरेर। थप 
रूपमा, जल�य घोलमा संर�क्षत र रेिजनस माउन्टहरूको ला�ग 
अ�भप्रे�रत भुसुनाहरूलाई �नजर्ल�करण आवश्यक पदर्छ 

(�डहाइडे्रसनमा खण्ड ५.२ हेनुर्होस)्, �कन�क धेरैजसो प्राकृ�तक 
र �सथें�टक रेिजन माउिन्टंग �म�डया पानीसँग असंगत 
हुन्छन।् न्यू (१९७४) ले उल्लखे गरेको छ �क केह� रंगाउने 
पदाथर्हरू �निश्चत माउिन्टंग �म�डयामा �बग्रन सक्छन ्[53]। 
उदाहरणका ला�ग, क्यानाडा बाल्समसँग सामान्यतया प्रयोग 
हुने ए�सड फुच�सन, युपरल® मा प�न �फक्स गनर् स�कन्छ। 
यद्य�प, ए�सड फुच�सन-रंग ग�रएका भुसुनाहरू �फक्का हुने 
सम्भावना हुन्छ, �वशेष गर� जब अिन्तम सफा गन� तरल 
पदाथर्को रूपमा प्रयोग हुने ल्वाङको तेलको अवशेषहरू 
रहन्छन।् ल्वाङको तेलमा भण्डारण ग�रएका भुसुनाहरूले केह� 
�दन �भत्र �फक्का दे�खन सक्छन।् 

५.२. �डहाइड्रसेन 

�नजर्ल�करण क्रमशः भुसुनाहरूलाई ग्रेडेड इथेनॉल घोल 
शङृ्खला माफर् त स्थानान्तरण गरेर ग�रन्छ: ५०%, ७०%, 
८०%, ९०%, वा ९५% र अन्तमा १००%, प्रत्येक बाथ 
किम्तमा २० �मनेटसम्म रहन्छ। इथेनॉल चाँडै वाष्पीकरण 
हुने भएकोल,े प्रशोधनको क्रममा कन्टेनरलाई राम्रर� बन्द 
गनुर्पछर्। एक पटक भुसुना पणूर् रूपमा �नजर्�लत भएप�छ 
तपाईंले Euparal® एसेन्समा केह� �दनको ला�ग रा� 
सक्नुहुन्छ, जुन ल्वाङको तेल भन्दा राम्रो हुन्छ। यस 

ता�लका २: प्रयोग ग�रएका अ�भकमर्कहरूको संरचना। 
  
पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड १०% आसुत पानीमा १% फुच�सन ए�सड 
पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड १० ग्राम ए�सड फुच�सन (पाउडरको रूपमा) १ ग्राम 
आसुत पानी क्यूएस १०० �म�ल�लटर आसुत पानी ९९ �म�ल�लटर 
  
गम क्लोरल माउिन्टङ �म�डया (होयर �म�डया) माकर् -आन्दे्रको घोलमा ए�सड फुच�सनले रंग लगाइएको 
आसुत पानी ५० �म�ल�लटर माकर् -आन्दे्र घोल १० �मल�ल�टर 
क्लोरल हाइडे्रट २०० ग्राम फुच�सन १% ५० µL 
गम अरबीक ५० ग्राम  
िग्लसरॉल २० एमएल  
  
माकर् -आन्दे्र घोल इर्�नस (Enecê) 
क्लोरल हाइडे्रट ४० ग्राम शुद्ध सेतो कोलोफोनी २२ ग्राम 
ग्ले�सयल ए�स�टक ए�सड ३० �मल� अल्कोहलमा घुलनशील कोपल गम १२ ग्राम 
आसुत पानी ३० �म�ल�लटर अ�तशुद्द इथेनॉल २० एमएल 
 कपूर १० ग्राम 
 टप�न्टाइन एसेन्स १० एमएल 
 युके�लप्टोल २६ एमएल 

 



उद्देश्यको ला�ग एक पटक व्यापक रूपमा प्रयोग ग�रएको 
�बच �क्रयोसोट, अब यसको �वषाक्तताको कारण पूणर् रूपमा 
प्र�तबिन्धत छ। 

�नजर्ल�करण प्र�क्रयाले भुसुना �भत्रको तरल पदाथर् 
माउिन्टंग माध्यमसँग उपयुक्त छ भनी सु�निश्चत गनुर्पछर् 
ता�क अस्पष्टता, ओस्मो�टक पतन, वा �वकृ�त रोक्न 
स�कयोस ् जसल े भुसुनालाई वग�करण र प�हचानको 
अध्ययनको ला�ग अनुपयुक्त बनाउन सक्छ। 

५.३. माउिन्टङ �म�डया 

५.३.१. भसुनुाको नमनुा तयार�को ला�ग छनोट र 
प्रयोग 

माउिन्टङ माध्यमको अपवतर्न सूचकांक आदशर् रूपमा 
शीशाको ज�तको हुनुपछर्, जुन लगभग १.५ हुन्छ। यो रंगह�न, 
स्पष्ट हुनुपछर्, र सुकेप�छ र समयसँगै पूणर् रूपमा पारदश� 
रहनुपछर्। यो प्रयोग ग�रएका दागहरूसँग �मल्दो हुनुपछर् र 
भुसुनाको सब ै तन्तुहरूमा प्रवेश गनर् र फैलाउन सक्षम 
हुनुपछर्। यो धेरै �छटो सुक्नु हँुदैन वा माउिन्टङ गदार् धंुधला 
बन्नु हँुदैन। माउिन्टङ प�छ यो संकु�चत हुनु हँुदैन। उपयुक्त 
माउिन्टङ माध्यमको छनोट भसुुना तयार�को आधारभूत पक्ष 
हो, �कन�क कुनै प�न एकल माध्यम सब ैउद्देश्यका ला�ग 
आदशर् हँुदैन। छनोटले धेरै मुख्य कारकहरूलाई सन्तुलनमा 
रा�ुपछर्: 

- अिप्टकल गुणहरू – माउिन्टंग माध्यमको अपवतर्न 
सूचकांकले वग�करण प�हचान वा रूपात्मक �ववरणको ला�ग 
प्रयोग हुने महत्वपूणर् शार��रक �वशेषताहरूको पयार्प्त 
कन्ट्रास्ट र अपवतर्न प्रदान गनुर्पछर्, जस्तै स्पमार्�थका, 
एस्कोइड्स, न्यूस्टेड सेिन्सला, ठाडो �सबे�रयल दाँत, र ग्रसनी 
दाँत। यी संरचनाहरूको दृश्यता �सधै माउिन्टंग माध्यमको 
अिप्टकल गुणहरूमा �नभर्र गदर्छ। 

- संरक्षण – स्थायी सङ्कलनको ला�ग अ�भप्रे�रत प्रकारका 
भुसुनाहरू वा सामग्रीहरूको ला�ग, माध्यमले द�घर्काल�न 
िस्थरता र स्था�यत्व प्रदान गनुर्पछर्। यसको �वपर�त, सूची 
अध्ययन वा महामार� �वज्ञान सव�क्षणहरूको ला�ग, जहाँ 
द�घर्काल�न संरक्षण कम मह�वपूणर् हुन्छ, अस्थायी वा अधर्-
स्थायी माउिन्टङ �म�डया पयार्प्त हुन सक्छ। 

५.३.२. माउिन्टङ �म�डयाका ला�ग आवश्यकताहरू 

�वशेषज्ञहरूले प्रायः �व�शष्ट अनुसन्धान आवश्यकताहरू 

अनुरूप अनुकू�लत र ज�टल माउिन्टङ प्र�व�धहरू �वकास 
गछर्न।् यद्य�प, यी �व�धहरूले प्रायः अ�भलेखीय गुणस्तर, 
अनुकूलता, मानक�करण, वा ह्यान्ड�लङको सहजता र 
द�घर्काल�न संरक्षण जस्ता पक्षहरूलाई बेवास्ता गछर्न।् 
मानक�करणको यो अभावल े दान ग�रएको संग्रह र 
द�घर्काल�न क्युरेसन प्रयासहरूको एक�करणलाई ज�टल 
बनाउँछ। 

वैज्ञा�नक अनुप्रयोगहरूले माउिन्टङ �म�डयाको ला�ग 
फरक आवश्यकताहरू लागू गछर्न।् वग�करण�वद्हरूल ेप्रायः 
सम्पूणर् भुसुनाहरू माउन्ट गछर्न ्र क्यु�टक्युलर संरचनाहरूको 
दृश्यता बढाउन �भत्री अंगहरूलाई �बस्तारै म्यासेरेट गन� 
�म�डयालाई प्राथ�मकता �दन्छन।् अिप्टकल स्पष्टता 
अ�धकतम बनाउन अपवतर्क सूचकांक भुसुना र शीशाको 
स्लाइड भन्दा पयार्प्त फरक हुनुपछर्। व्यावसा�यक माउिन्टङ 
�म�डयाको अपवतर्क सूचकांक सामान्यतया स्लाइड-माउिन्टङ 
माध्यम-कभरिस्लप प्रणाल� माफर् त प्रकाश अपवतर्न र 
छरपस्टलाई कम गनर् शीशाको अपवतर्क सूचकाकंसंग �मल्दो 
हुने गर� तयार ग�रन्छ। यद्य�प, ब्राइट�फल्ड 
माइक्रोस्कोपीमा, नरंगाइर्एको भुसुनाको प्राकृ�तक 
कन्ट्रास्टलाई जानाजानी भसुुनाको भन्दा अ�ल फरक 
अपवतर्क सूचकांक भएको माउिन्टंग माध्यम छनौट गरेर 
हेरफेर गनर् स�कन्छ, जसल ेगदार् पषृ्ठभू�ममा यसको दृश्यता 
सुधार हुन्छ। 

५.३.३. माउिन्टङ �म�डयाका प्रकारहरू (ता�लकाहरू ३ 
र ४) 

स्लाइड, माध्यम र भुसुनाको नमुना माफर् त प्रकाश कसर� 
बां�गन्छ भनेर �नधार्रण गनर् माइक्रोस्कोपीलाई माउिन्टङ 
माध्यमको अपवतर्क सूचकांक (RI) आवश्यक पदर्छ। जब RI 
कभरिस्लप �गलास (≈≠.५१५) सँग निजकबाट पङ्िक्त बद्ध 
हुन्छ, प्रकाश समान रूपमा जान्छ, स्क्याट�रङ र अिप्टकल 
�वकृ�तहरू घटाउँछ, जसल े गदार् राम्रो संरचनाहरूको 
�रजोल्युसन र दृश्यतामा सुधार हुन्छ। यसको �वपर�त, RI 
न�मल्दा �चत्र ध�मलो, व�रप�र घेरा (halo) दे�खन सक्छ, 
वा रंग नलगाइर्एका संरचनाहरू अस्पष्ट हुन सक्छन।् 
�व�भन्न �म�डयाको �व�शष्ट RI को कारणल े �दइएको 
भुसुनाको ला�ग कन्ट्रास्ट, स्पष्टता, र समग्र छ�व गुणस्तर 
अनुकूलन गनर् सह� माउिन्टङ माध्यमको चयन मह�वपूणर् 
हुन्छ। 

स्लाइड माउिन्टङको ला�ग भसुुना तयार गदार् म�सना 
संरचनाहरू क�त राम्रोसँग दे� स�कन्छ भन्ने कुरामा 



माउिन्टङ माध्यमको अपवतर्न सूचकांकले मह�वपूणर् प्रभाव 
पाछर्। भुसुनाहरूको नाजुक र हल्का स्क्लेरोटाइज्ड 
�वशेषताहरू, जसमा �सबे�रयल आम�चर, स्पमार्�थका, 
एन्टेनाको खण्डहरू, र पखेटाको भेनेसन समावेश छ, उच्च 
अपवतर्न सूचकांक माउिन्टङ माध्यममा अवलोकन गनर् गाह्रो 
हुन सक्छ। 

भुसुनाका ला�ग, सामान्यतया प्रयोग हुने �वकल्पहरूमा 
पानीमा आधा�रत माउिन्टङ �म�डयाको रूपमा गम-क्लोरल 
�म�डया, र �वलायक-आधा�रत माध्यमको रूपमा क्यानडा 
बाल्सम र एनेस - नेल्सन सेक� रा (एनसी) (Enecê - Nelson 
Cerqueira (NC)) रेिजन समावेश छन।् रॉ�लन्स [60] ले 
माउिन्टङ �म�डयालाई दईु प्रकारमा वग�कृत गरे: (1) स्थायी 
�म�डया: यी समयसँगै कडा हुन्छन ्र द�घर्काल�न संरक्षणको 
ला�ग उपयुक्त हुन्छन,् र (2) अधर्-स्थायी �म�डया: यी कडा 
सेट हँुदैनन ्र सामान्यतया अस्थायी उद्देश्यका ला�ग प्रयोग 
ग�रन्छ। 

माउिन्टङ �म�डया तरल, गम-आधा�रत, वा रेिजनस हुन 
सक्छ, पानी, अल्कोहल वा अन्य �वलायकहरूमा घुलनशील 
(जस्तै, टोल्युइन, जाइ�लन) (ता�लका ३)। एक पटक प्रयोग 
ग�रसकेप�छ, �तनीहरूलाई वायुमण्डल�य प्रभावहरूबाट 
बचाउन अघुलनशील �स�लगं �म�डया प्रयोग गरेर �सल 
गनुर्पछर्। माउिन्टङ �म�डयाका प्रकारहरू बीच स्पष्ट रूपमा 
छुट्याउन, �नम्न रूपमा वग�करण गनर् स�कन्छ: 

क. जल�य माध्यम – यी �म�डयाहरू पानीमा सिजल ैघुल्छन,् 
जसल े गदार् �तनीहरूलाई अस्थायी वा अधर्-स्थायी 
माउन्टहरूको ला�ग उपयुक्त बनाउँछ। �तनीहरू सामान्यतया 
ह्यान्डल गनर् सिजलो हुन्छन,् तर वायुमण्डल�य आद्रर्ता 
(जस्तै, गम-क्लोरल �म�डया र पो�ल�भनाइल अल्कोहल) को 
सम्पकर् बाट बच्नको ला�ग �स�लङको आवश्यकता पनर् सक्छ, 
�वशेष गर� उष्णक�टबंधीय आद्रर् मौसममा। 

ख. सी�मत पानी सहन सक्ने माध्यमहरू – यी माध्यमहरू 
पानीबाट कम प्रभा�वत हुन्छन,् तर अझै प�न अत्य�धक 
आद्रर्ताबाट सुरक्षा चा�हन्छ। �तनीहरूल े पानीमा घुलनशील 
�वकल्पहरूको तुलनामा लामो समयसम्म िस्थरता प्रदान 
गछर्न ्र प्रायः अधर्-स्थायी माउन्टहरूमा प्रयोग ग�रन्छ। 

ग. हाइड्रोकाबर्न-घुलनशील माध्यम – यी �म�डयाहरू जाइ�लन 
वा टोल्युइन, वा essenecê (enecê �वलायक) जस्ता 
जै�वक �वलायकहरूमा घुलनशील हुन्छन।् �तनीहरू स्थायी 
माउिन्टंगको ला�ग �डजाइन ग�रएका छन ् र उत्कृष्ट 

द�घर्काल�न िस्थरता प्रदान गछर्न,् र आद्रर्ता र क्षयीकरण 
रोक्छन,् जसल े गदार् �तनीहरूलाई अ�भलेखीय उद्देश्यका 
ला�ग उपयुक्त मा�नन्छन ्(जस्तै, तटस्थ क्यानाडा बाल्सम)। 

संक्षेपमा, पानीमा घुलनशील �म�डया अस्थायी माउन्टहरू 
वा सिजल ैभसुुना हटाउन आवश्यक पन� केसहरूको ला�ग 
उ�म हुन्छ; सी�मत पानी-सहनशील �म�डया मध्यम 
�टकाउपन चा�हने अधर्-स्थायी माउन्टहरूको ला�ग उपयुक्त 
हुन्छ, र अ�भलेखीय र द�घर्काल�न भण्डारणको ला�ग 
बनाइएको स्थायी माउन्टहरूको ला�ग हाइड्रोकाबर्न-घुलनशील 
�म�डयालाई प्राथ�मकता �दइन्छ। 

५.३.४. �सफा�रस ग�रएको माउिन्टङ �म�डयाको 
�ववरण (ता�लका ३ र ४) 

अस्थायी अवलोकनको ला�ग �म�डया 

क्लोरल गम = होयर तरल पदाथर्/मध्यम/घलुन 
(आरआई = १.४८) 
माकर्  एन्डे्र घोल छोटो अव�धको ला�ग (केह� घण्टा, सायद 
केह� घण्टा य�द स्लाइड आद्रर् कक्षमा भण्डारण ग�रएको छ 
भने) स्पमार्�थका अवलोकनको ला�ग उ�म माध्यम हो, 
जसमा फोटोहरू (�चत्र ४) वा रेखा�चत्रहरू समावेश छन।् 
अवलोकन ग�रएको स्पमार्�थका संरक्षण गनर् मध्यम 
अव�धको भण्डारण गनर् स�कने जल�य माध्यममा पुन: 
माउन्ट गनर् आवश्यक हुन्छ। रेिजनमा पुन: माउन्ट गनर्को 
ला�ग �तनीहरूलाई �नजर्ल�करण गनुर् असम्भव नभए प�न 
�सफा�रस ग�रएको छैन (क्ष�तको जो�खम)। क्लोरल गम र 
होयर फ्लुइडलाई पयार्यवाची मा�नन्छ। यो माध्यम 
सामान्यतया यसको पानीको अनुकूलता, सरलता, द्रतु प्रयोग, 
र अपवतर्क सूचकांकको कारणल े आन्त�रक अंगहरू 
अवलोकन गनर् प्रयोग ग�रन्छ जसल े स्पमार्�थका जस्ता 
नाजुक संरचनाहरूको पर�क्षणलाई सहज बनाउँछ। यद्य�प, 
य�द पूणर् रूपमा तयार पा�रएको छैन वा �नयिन्त्रत आद्रर्ता 
अवस्थाहरूमा भण्डारण ग�रएको छैन भने क्लोरोल गममा 
मह�वपूणर् कमजोर�हरू छन।् �क्रस्टलाइजसेन, �वकृ�त, र 
�चप�चपापन यसका प्रमूख समस्याहरू हुन। कभरिस्लपमा 
घेरा लगाउनाले यी समस्याहरू समाधान गद�न, �कन�क घेरा 
लगाउने �मश्रणसंग माउन्ट गन� माध्यमको अन्तर�क्रयाको 
कारणल ेमाउिन्टंग �म�डया भार� रूपमा �फक्का (क�हलकेाह�ं 
लगभग कालो) हुन सक्छ, �वशेष गर� य�द युपरल® प्रयोग 
ग�रएको छ भने। 



होयर माध्यमलाई फ्लेबोटोमाइन भुसुनाको ला�ग 
अिप्टकल� उ�म मा�नएको छ र परम्परागत रूपमा यी 
उद्देश्यका ला�ग प्रयोग ग�रएको छ। माध्यममा गम अरे�बक, 
िग्लसरॉल र क्लोरल हाइडे्रट स�हत सम्बिन्धत �मश्रणहरू 
हुन्छन।् �व�भन्न �मश्रणहरूको गलत व्याख्या र गलत 
उद्धरण ग�रएको छ [74]। 

भुसुनाहरूमा स्पमार्�थका अवलोकन गनर् होयर राम्रो 
माध्यम भएताप�न, यो द�घर्काल�न संरक्षणको ला�ग उपयुक्त 

छैन। यो फोटोग्राफ, रेखा�चत्र, वा छ�वहरू स�हत छोटो 
अव�धको अवलोकनको ला�ग उपयुक्त हुन्छ। जल�य माध्यम 
अस्थायी माउन्टहरूको ला�ग उपयुक्त छ तर द�घर्काल�न 
संरक्षण सु�निश्चत गनर् सक्दैन। यसको �वप�रत, रेिजन 
माउिन्टंगले उत्कृष्ट स्था�यत्व प्रदान गदर्छ जुन प्रायः 
शताब्द�यौंसम्म रहन्छ, तर �तनीहरूको �र�फ्रन्जेन्स बारम्बार 
हराउने हँुदा स्पमार्�थकाको सू�म �ववरणहरूलाई प्रष्ट देखाउन 
सक्दैन। 

ता�लका ३: चयन ग�रएका माउिन्टङ �म�डयाको संरचना। 

माउिन्टङ माध्यम घोलक सम्भा�वत पूवर्-पो�लमर(हरू) वा 
पो�लमर 

�टप्पणीहरू 

होयर = क्लोरल गम िग्लसरॉल, पानी गम अर�बकका यौ�गकहरू म्यासेरे�टङ एजेन्ट: क्लोरल हाइडे्रट 
CMCP-9 (= 
काब�क्सी �मथाइल 
सेलुलोज �फनोल) 

पानी (CMCP-9: 
५१−६०%) 

पूणर् रूपमा हाइड्रोलाइज्ड 
पो�ल�भ�नल अल्कोहल (CMCP-
9: ०−५%) 

CMC(P)-9: कम �चप�चपाहट: उच्च 
�चप�चपाहट 

DMHF (डाइ�मथाइल 
हाइडेन्टोइन 
फॉमर्िल्डहाइड) 

पानी N,N′-डाइ�मथाइलोल डाइ�मथाइल 
हाइडान्टोइन (डाइ-�मथाइलोल 
DMH) 
इथर-/�म�थ�लन-�ब्रज्ड 
ओ�लगोमरहरू 
क्रस�लङ्क ग�रएको DMH-
फॉमर्िल्डहाइड पो�लमर नेटवकर्  

 

क्यानडा बाल्सम जाइ�लन; बाल्समका 
आं�शक रूपमा वाष्पशील 
घटकहरू (Δ³-carene, 
levopimaric acid, 
limonene, myrcene, 
palustric acid, β-
phellandrene, α- 
pinene, β-pinene) 

balsam (abienol, abietic 
ए�सड, isopimaric ए�सड, 
Sandaracopimaric ए�सड) 

तटस्थीकरण: पोटा�सयम काब�नेट; 
Abies balsamea बाट �नका�लएको 
रेिजन (Linné, 1758) 

युपरल® युके�लप्टोल, 
प्यारािल्डहाइड; गम 
स्यान्डाराकका आं�शक 
रूपमा वाष्पशील घटकहरू 
(�लमोनेन, α-पाइनेन, β-
पाइनेन) 

गम स्यान्डाराकका यौ�गकहरू 
(कम्यु�नक ए�सड, मानूल, 
पो�लकम्यु�नक ए�सड, 
स्यान्डाराको�पम�रक ए�सड, १२-
ए�सटोक्सी-स्यान्डाराको�पम�रक 
ए�सड, सु�गयोल, टोरुलो�सक 
ए�सड, टोरुलोसोल, टोटारोल) 
 

सफा गन� एजेन्ट: �मथाइल 
सै�ल�सलेट; युपरल® ह�रयो रंगमा: 
तामाको नुन (तामाको अ�बए�टनेट); 
टेट्रािक्ल�नस आ�टर्कुलाटा (वाहल, 
१७९१) बाट स्यान्डाराक रेिजन 
(Vahl, 1791) 

इर्�नस (Enecê) इथाइल अल्कोहल; कपूर, 
युके�लप्टोल र टप�न्टाइन 
एसेन्स स�हत 

कोपल गम र कोलोफोनी (रो�सन) 
का यौ�गकहरू 

 

 



 ता�लका ४: �व�भन्न व्यिक्तहरूद्वारा माइक्रोस्कोप स्लाइडहरू र अप्रका�शत अवलोकनहरूको बारेमा चयन ग�रएका माउिन्टङ 
�म�डयाका फाइदा र बेफाइदाहरू [52]। 

नाम फाइदाहरू बेफाइदाहरू 
* क्यानडा बाल्सम यो माध्यम अत्यन्तै �टकाउ छ, 

जसको आयु १५० वषर्भन्दा बढ� छ। 
स्लाइडहरू ल्वाङको तेल वा 
�फनोललाई माउिन्टङ एजेन्टको रूपमा 
प्रयोग गरेर माउन्ट गनर् स�कन्छ। 

हा�नकारक तत्वहरू हुन्छन ् र हुड मु�न ह्यान्डल 
गनुर्पछर्। 
पूणर्, समय खपत गन� �नजर्ल�करण श्रृंखला आवश्यक 
छ। 
इथानोलको �नजर्ल�करण र जाइ�लन वा ल्वाङको तेल 
माफर् त स्थानान्तरणले केह� ट्याक्सालाई टु�याउन 
सक्छ; �वकल्पहरू (जस्तै, आइसोप्रोपानोल, एन-
बुटानोल, सेलोसोल्भ™, १,४-डाइअक्सेन, �हस्टोक्लेयर, 
टेर�पनोल) ले टु�क्रने समस्या कम गनर् सक्छ। 
य�द जाइ�लनलाई �फनोलले प्र�तस्थापन ग�रयो वा 
अव�शष्ट पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड रह्यो भने 
भुसुनाहरू कालो हुन सक्छन।् 
उच्च अपवतर्न सूचकांकले नरंगाइर्एको संरचनाहरूलाई 
अस्पष्ट पानर् सक्छ। 
हट-प्लेटमा सुकाइर्एन भने पूणर् रूपमा सुकाउन वष� 
लाग्न सक्छ। 
माध्यमको रंग समयसँगै पहेंलो र गाढा हँुदै जान्छ, 
�वशेष गर� ल्वाङको तेलले सफा गदार्। 
केह� रंगहरू कमजोर हुन्छन,् र य�द माध्यम अम्ल�य 
भयो भने क्याट�नक रङहरू समयसँगै स्वतःस्फूतर् 
रूपमा �फक्का हुन सक्छन।् 

DMHF (डाइ�मथाइल 
हाइडेन्टोइन फॉमर्िल्डहाइड) 

उच्च पारद�शर्ता 
राम्रो अपवतर्न सूचकांक 
संरचनाहरूको उत्कृष्ट दृश्यता 
�मश्रणहरूको िस्थरता एकदम राम्रो छ। 
धेरै रंगाउने प्र�व�धहरूसँग उपयुक्त 
स्लाइड र कभरिस्लप बीच राम्रो 
आसंजन 
भुसुनाहरूको राम्रो सुरक्षा 
 

समयसँगै पहेँलो हुन सक्ने सम्भावना 
केह� रंगहरू प�रवतर्न हुन सक्छ 
फमर्िल्डहाइड-संवेदनशील रंगहरूको ला�ग उपयुक्त 
छैन 
हावाका बुलबुले, सुक्ने समय �ढलो 
आद्रर्ताप्र�त संवेदनशील माउिन्टङ माध्यम 
माउिन्टङ उल्टाउन गाह्रो छ 
फमर्िल्डहाइड �वषाक्त, जलन गराउने, क्यान्सरजनक 
हुन्छ। 

* युपरल (पारदश�) ५० वषर्भन्दा बढ� आयु भएको �टकाउ 
माध्यम। 
८०% इथेनॉलबाट �सधै माउन्ट गनर् 
सम्भव छ (�नमार्ता �सफा�रस)। 
नरंगाइर्एका सरंचनालाई ओझेल पाद�न 
र समयसँगै पहेंलो वा सिजलै टुट्ने 
हँुदैन। 
�डप्टेराको ला�ग क्यानाडा बाल्सम 
भन्दा उपयुक्त अपवतर्न सूचकांक छ। 

 ं   �  
    

    
    

हा�नकारक तत्वहरू हुन्छन ् र हुड मु�न ह्यान्डल 
गनुर्पछर्। 
इथानोलको �नजर्ल�करण र युपरल एसेन्स माफर् त 
स्थानान्तरणले केह� ट्याक्सालाई टुट्ने बनाउन सक्छ, 
तर आइसोप्रोपानोल प्रयोग गदार् यो समस्या कम हुन 
सक्छ। 



 

ता�लका ४: बाकँ� 

नाम फाइदाहरू बेफाइदाहरू 
* युपरल (पारदश�) न्यूनतम संकुचन र बबल-र�हत 

सुकाउने भएकोले बाक्लो भुसनुाहरूको 
ला�ग राम्रोसँग काम गदर्छ। 
९५% इथेनॉलमा घुलनशील हुन्छ, 
जसले गदार् धेरै वषर् प�छ प�न पुन: 
माउन्ट गनर् स�कन्छ। 

 

होयर फ्लुइड भुसुनाहरू जी�वत वा �सधै पानी, 
इथेनॉल, वा फॉमर्िल्डहाइडबाट माउन्ट 
गनर् स�कन्छ। 
मेसेरेसनले उत्कृष्ट क्यु�टकल गुणस्तर 
उत्पादन गछर्। 
अनुकूल अपवतर्न सूचकांक छ र उच्च 
कन्ट्रास्टको ला�ग आयो�डन स्टे�नङको 
साथ बढाउन स�कन्छ। 
�मश्रणमा रहेको ए�स�टक ए�सडले 
आथ्र�पड एपेन्डेजहरू फैलाउन सक्छ। 
केह� भुसुनाहरू ४०-६० वषर्सम्म िस्थर 
रहन सक्छन।् 
पानीमा घुलनशील, सिजलै पुन: 
माउन्ट गनर् अनुम�त �दँन्छ। 

�बस्तारै माध्यम हा�लएन भने नाजुक भुसुनाहरू 
�बग्रन सक्छन,् यो त�रका धेरै समय लाग्ने हुन्छ। 
गुहा र �क्रस्टलहरू १० वषर् भन्दा कम समयमा बन्न 
सक्छन।् 
क्लोरल हाइडे्रटको सांद्रता र एक्सपोजर समयको 
आधारमा म्यासेरेसन अत्य�धक हुन सक्छ। 
माध्यमका घटकहरू अलग हुन सक्छन,् र म�सनो 
दाना म�हनौं वा वषर् �भत्र देखा पनर् सक्छ। 
�म�डया कालो हुन सक्ने प�न �रपोटर् ग�रएको छ। 

CMCP-9 (= काब�क्सी 
�मथाइल सेलुलोज �फनोल) 

भुसुनाहरू पानी, इथेनॉल, िग्लसरोल, 
वा फॉमर्िल्डहाइड युक्त घोल जस्ता 
माध्यमबाट �सधै माउन्ट गनर् 
स�कन्छ, र सामान्य पर�क्षण वा 
तयार�लाई सहज बनाउन आवश्यक 
पदार् �तनीहरूको आन्त�रक अंगहरूलाई 
म्यासेरेट गनर् स�कन्छ। 

यो माध्यमल े �क्रस्टलहरू �वकास गनर् सक्छ र 
समयसँगै गाढा हुन सक्छ, र यसले क�हलेकाह�ं 
भुसुनाहरूलाई उद्देश्यभन्दा बढ� म्यासेरेट गनर् सक्छ। 
स्लाइडलाई सावधानीपूवर्क �रंग नगरेसम्म, बाक्लो 
भुसुनाहरूलाइर् यसमा राम्रोसंग सुर�क्षत गनर् स�कदैन 
�कनभने �तनीहरू संकु�चत हुन सक्छन ् र 
कभरिस्लपको �कनारा व�रप�र खाल� ठाउँहरू �सजर्ना 
गनर् सक्छन।् यो रं�गएका भुसुनाहरू वा क्यािल्सफाइड 
सामग्रीहरूको ला�ग उपयुक्त छैन, र यसको सुक्ने 
समय CMC भन्दा �ढलो छ। 

यु�कट™ ३० वषर्भन्दा बढ� समयसम्म 
�टक्ने मध्यम। 
एसीटोन, बेिन्जन, क्लोरोफमर्, 
डाइअक्सन, ईथर, 
आइसोप्रोपानोल, �मथाइल 
बेन्जोएट, टेरपाइनोल, टोल्युइन 
र जाइ�लन स�हत माउिन्टङको 
ला�ग धेरै �वलायकहरूसँग 
उपयुक्त। 
ँ ै   ो ै �   

 
   

  
   

हा�नकारक तत्वहरू हुन्छन ्र हुड मु�न ह्यान्डल 
गनुर्पछर्। 
पूणर्, समय लाग्ने, �नजर्ल�करण श्रृंखला आवश्यक 
हुन्छ। 
संकुचन र ग्यास-बबल गठनको कारणले बाक्लो 
भुसुनाहरूको ला�ग उपयुक्त होइन। 
शीशा राम्रोसँग सफा र �सल नग�रए 
कभरिस्लपहरू समयसँगै छुट्ट�न सक्छन।् 
कोलाजेन फाइबर व�रप�र अपणूर् पो�लमराइजेशन 
े�   



�डहाइडे्रसनको कारणल े गदार् होयर माध्यम समयसँगै 
घट्दै जान्छ (�चत्र ८), जसल ेगदार् साना सेता, अपारदश� 
क्लो�रयल हाइडे्रट �क्रस्टलहरू बन्छन।् तैप�न, क्यु�टकल 
रासाय�नक रूपमा अक्षुण्ण रहँदा �क्रस्टलाइज्ड स्लाइडहरूबाट 
भुसुनाहरू पुन: प्राप्त गनर् स�कन्छ, यद्य�प बढ्दो 
�क्रस्टलहरूबाट केह� भौ�तक क्ष�त भने हुन सक्छ। केह� 
अवस्थामा, फंगल वदृ्�ध रोक्नको ला�ग थाइमोलको साथ 
न्यानो, ओ�सलो वातावरणमा माउिन्टङ माध्यमलाई पुन: 
हाइडे्रट गरेर �क्रस्टलाइज्ड स्लाइडहरू पुनस्थार्�पत गनर् 
स�कन्छ। वैकिल्पक रूपमा, भसुुनाहरूलाई गम क्लो�रयलबाट 
पानीमा �भजाउन स�कन्छ, �हमनद� ए�स�टक ए�सडमा 
�नजर्�लत गनर् स�कन्छ, र क्यानडा बाल्सममा पुन: माउन्ट 
गनर् स�कन्छ। 

 

DMHF (डाइ�मथाइल हाइडान्टोइन फॉमर्िल्डहाइड) 
(आरआई = १.४८) 

यो पानीमा आधा�रत माध्यम [72] ल े बल�ज जस्तै 
अिप्टकल� रूपमा धेरै राम्रो प्रदशर्न गदर्छ, र बल�ज जस्तै 
प्रयोग गनर् सिजलो छ। यद्य�प, बल�जको �वपर�त, यो कालो 
वा �क्रस्टलाइज हँुदैन। यो भुसुना र अन्य साइकोडायडेको 
ला�ग राम्रोसँग काम गदर्छ। 

CMCP (क्याम्फर-मोनो-क्लोरोफेनोल) (आरआई = 
१.४१) 

यो िग्लसर�नमा आधा�रत, पानीमा घुलनशील माउिन्टंग 
माध्यम हो जुन नाजुक भसुुनाहरूको पारदश�, स्थायी 
स्लाइडहरू �सजर्ना गनर् प्रयोग ग�रन्छ। यस माउिन्टंग 
माध्यमको फाइदा यो हो �क भुसुनाहरू �सधै पानी वा 

ता�लका ४: बाकँ� 

नाम फाइदाहरू बेफाइदाहरू 
यु�कट™ चाँडै सुक्छ र थोरै अम्ल�य pH 

हुन्छ। 
समयसँगै उल्लेखनीय रूपमा 
कालो हँुदैन। 
�व�भन्न दागहरू (जस्तै, 
फुच�सन, हेमेटोिक्स�लन, 
�मथाइल ह�रयो, �मथाइल 
बैजनी, �मथाइल�न नीलो) को 
ला�ग उपयुक्त। 
लामो समयसम्म जाइ�लनमा 
�भजाएर भुसुनाहरूलाई 
वष�प�छ पुन: माउन्ट गनर् 
स�कन्छ। 

दे�खन सक्छ। 

इर्�नस (Enecê) अत्य�धक �टकाउ माध्यम, 
किम्तमा ५० वषर् �टक्ने। 
समयसँगै अँध्यारो हँुदैन। 
यो बढ� ल�चलो छ, जसल े
माध्यममा क�राहरूको 
�वच्छेदन गनर् अनुम�त �दन्छ, 
साथै रूपात्मक संरचनाहरूको 
िस्थ�त �नधार्रण गनर् उ�चत 
समय प्रदान गदर्छ। 
कम लागत। 

पूणर्, समय खपत गन� �नजर्ल�करण श्रृंखला 
आवश्यक छ। 
इथानोलको �नजर्ल�करण र ल्वाङको तेल 
माफर् त स्थानान्तरणले केह� भुसुनाहरूलाई 
टु�याउन सक्छ। 
भुसुनाको नमूना धेरै �बस्तारै भए प�न पारदश� 
हँुदै जान्छ; यसले सेिन्सला, एस्कोइड्स र 
साधारण सेटे जस्ता धेरै साना संरचनाहरू हेनर् 
गाह्रो हुन सक्छ। 

 



इथेनॉलबाट माउन्ट गनर् स�कन्छ। यसले भुसुनालाई �छट्टै 
फैलाउँछ र सफा गछर्, भुसुनाको उ�चत िस्थ�त र स्वरूप 
दे�खन क्यु�टकललाई नरम बनाउँछ, जुन �वशेष गर� पखेटा 
फैलाउन वा जननांग �वच्छेदन गनर् उपयोगी हुन्छ। यद्य�प 
यसले द�घर्काल�न भण्डारण गनर् सक्षम हुने �रपोटर् ग�रएको 
भएता प�न संरक्षणको सह� अव�ध �निश्चत हुदैन। यस 
माउिन्टंग माध्यममा �फनोल हुन्छ जुन एक �वषाक्त र 
जलनकार� पदाथर् हो र यसलाई सावधानीपूवर्क ह्यान्ड�लङ 
गनुर् पन� हुन्छ। 

स्थायी माउिन्टङको ला�ग �म�डया 

क्यानडा बाल्सम (आरआई = १.५२-१.५४) 

क्यानाडा बाल्समलाई प�हलो पटक १८३० को दशकमा 
एन्ड्रयू �प्रचडर्ले प्रसा�रत प्रकाश माइक्रोस्कोपीको ला�ग 
उपयुक्त माउिन्टंग माध्यमको रूपमा वणर्न गरेका �थए। १५० 
वषर्भन्दा बढ� सफल प्रयोगको साथ, यसको प्रमा�णत 
अ�भलेखीय गुणस्तरको कारण यो सबैभन्दा व्यापक रूपमा 
प्रयोग हुने माध्यमहरू मध्ये एक हो। होयर फ्लुइड �म�डयाको 
�वपर�त, क्यानाडा बाल्समले आद्रर्तालाई �क्रस्टलाइज वा 
अवशो�षत गद�न। यद्य�प, क्यानाडा बाल्सम दृढ रूपमा 
अटोफ्लोरोसेन्ट हुन्छ, जुन क�हलेकाह�ं �निश्चत माइक्रोस्कोपी 
प्र�व�धहरूको ला�ग उपयुक्त नहुन सक्छ [60]। तयार�को 
क्रममा जाइ�लनको सट्टा गैर-�वषाक्त �वलायकहरू प्रयोग 
गनार्ले सुरक्षा जो�खमहरू कम गनर् स�कन्छ, तर यसका केह� 
कमजोर�हरू प�न छन,् जस्तै माध्यम �ढलो सुक्नु र चाडैँ 
गाढा वा कालो दे�खन थाल्नु। 

यपुरल®(आरआई = १.४८) 

युपरल® स्थायी माउिन्टङको ला�ग क्यानाडा बाल्समको 
व्यापक रूपमा प्रयोग हुने �वकल्प हो, जसल े उत्कृष्ट 
द�घर्काल�न िस्थरता र तुलनात्मक अपवतर्क सूचकांक प्रदान 
गदर्छ। युपरल® मा �नम्न �वशेषताहरू छन:् (१) �नजर्ल�करण 
आवश्यकता: माउिन्टङ माध्यमको अिन्तम स्थानान्तरण 
अ�घ, भुसुना �नजर्�लत हुनुपछर्, सामान्यतया ९५% बाट 
�नरपेक्ष इथेनॉलमा हाल्नु पन� हुन्छ, र (२) �वस्ता�रत प्रशोधन 
समय: रेिजनमा अिन्तम संयोजन, चाहे क्यानाडा बाल्सम 
होस ्वा युपरल®, लाई �नजर्ल�करण आवश्यक पदर्छ, जसल े
समग्र भुसुना प्रशोधन समयलाई लामो बनाउँछ। जब जै�वक 
�वलायकहरूसँग �नजर्ल�करण सम्भव हँुदैन, �नरपेक्ष 
इथेनॉलबाट �नका�लएका भुसुनाहरूलाई अिन्तम माउिन्टङ 
अ�घ युपरल® र युपरल सारको बराबर �मश्रण भएको 

मध्यवत� घोलमा रा� स�कन्छ। 

इर्�नस (आरआई = १.४६७) 

इर्�नस (Enecê) एक रेिजन-आधा�रत माउिन्टंग माध्यम 
हो जुन मुख्यतया साना क�राहरूको ला�ग प्रयोग ग�रन्छ र 
ब्रािजलमा �वशेष गर� लोक�प्रय छ। यसको आधारमा 
अल्कोहल, कपूर, टप�न्टाइनको सार, र युक�लप्टोलमा 
घुलनशील कोलोफोनी र गम कोपल हुन्छ। Cerqueira [11] 
ले इर्�नस (Enecê) लाई लाभार्को स्थायी स्लाइड, 
अप�रपक्वहरूको एक्सु�भया, र वयस्क लामखुट्टेहरू प�न 
माउन्ट गनर् क्यानाडा बाल्समको �वकल्पको रूपमा वणर्न 
गरे, र त्यसप�छ यसलाई भुसनुा माउन्ट गनर् व्यापक रूपमा 
प्रयोग ग�रएको पाइर्एको छ। इर्�नस (Enecê) स्थायी 
माउिन्टंगको ला�ग लागत प्रभावी �वकल्पको रूपमा प्रयोग 
ग�रन्छ। यसल ेद�घर्काल�न िस्थरता र पयार्प्त सुकाउने समय 
जस्ता गुणहरूले गदार् �वच्छेदन र रूपात्मक संरचनाहरूको 
सह� व्यवस्थापन गनर् सहज गदर्छ। 

५.४. स्लाइड तयार� र सकुाउने 

द�घर्काल�न िस्थरता र संरक्षण सु�निश्चत गनर् माउन्ट 
ग�रएका स्लाइडहरूलाई उ�चत रूपमा सुकाउनु मह�वपूणर् छ। 
द�घर्काल�न भण्डारणको बारेमा �वचार गनुर् अ�घ 
स्लाइडहरूलाई राम्रर� सुकाउनु पछर्। इष्टतम प�रणामहरूको 
ला�ग, स्थायी माउिन्टङ �म�डयासँग माउन्ट ग�रएका 
स्लाइडहरूलाई २-३ हप्ताको ला�ग तेस� राखेर सुकाउनु पछर्, 
जब�क अधर्-स्थायी �म�डयासँग तयार पा�रएका स्लाइडहरूलाई 
सुक्न केवल १-२ हप्ता मात्र लाग्न सक्छ। प्रभावकार� सुकाउने 
प्र�क्रया सु�निश्चत गनर्, भुसुनाहरूलाई क्ष�त पुर् याउन सक्ने 
अत्य�धक तातोबाट बचाउन, प्रयोग ग�रएको माउिन्टङ 
माध्यमको ला�ग उपयुक्त तापक्रममा सेट ग�रएको 
इन्क्यूबेटर प्रयोग गनर् �सफा�रस ग�रन्छ। ३०°C र ३७°C 
को तापमान दायरा �सफा�रस ग�रन्छ। यो सुकाउने प्र�क्रया 
अत्यन्त मह�वपूणर् हुन्छ, �कन�क यसल ेभण्डारणको समयमा 
स्लाइड बाङ्�गनु (warping), भुसुना �बग्रने (specimen 
deterioration), वा माउिन्टङ माध्यम अिस्थर हुनु जस्ता 
समस्याहरूबाट जोगाउँछ। 

स्लाइड तयार�मा प्रयोग ग�रने माउिन्टङ माध्यमलाई सधैं 
स्लाइड लेबलमा उल्लेख गनुर्पछर्। य�द सम्भव छ भने, 
लेबलमा प्रयोग ग�रएको �व�शष्ट रे�सपी, तयार�कतार्को नाम 
र तयार�को �म�त प�न समावशे हुनुपछर्। स्लाइडहरू सुरुमा 
अस्थायी माउन्टको रूपमा तयार ग�रन्छन ् र द�घर्काल�न 



संरक्षणको ला�ग होइनन।् यद्य�प, य�द भुसुनाको िस्थ�त 
प�रवतर्न हुन्छ, जस्तै "प्रकार" श्रृंखलाको भागको रूपमा 
तो�कएको छ भने, भ�वष्यमा प�हचान र वग�करण 
अध्ययनको ला�ग भुसुनाको संरक्षण सु�निश्चत गनर् थप 
स्थायी माउिन्टङ माध्यम प्रयोग गनुर्पछर्। 

५.५. वकैिल्पक माउिन्टङ प्र�व�धहरू: काडर् माउिन्टङ 

काडर् माउिन्टङ �कराहरूको धेरै समूहहरूको ला�ग प्रयोग 
ग�रने एक प्र�व�ध हो जसमा भुसुनाहरूलाई �सधै क�ट�वज्ञान 
काडर्हरूमा �पन गनर् स�कन्छ वा सतहमा टासँ्न स�कन्छ। 
�तनीहरूको सानो आकार र पारदश� बनाएर मात्र प�हचानको 
ला�ग आन्त�रक अंगहरू अवलोकन गनुर्पन� हँुदा (वस्तु ५ 
हेनुर्होस)्, यो �व�ध भुसुनाहरू माउन्ट गनर्को ला�ग �बल्कुल 
उपयुक्त छैन। 

५.६. क्ष�तग्रस्त भसुनुाहरू पनु: माउन्ट गद� 

दलुर्भ वा मूल्यवान भुसुनाहरूको ला�ग, 
https://zenodo.org/records/18315029 मा पहँुचयोग्य 
�भ�डयो अनुसार दईु-चरण प्र�व�ध �सफा�रस ग�रएको छ। १) 
प्रारिम्भक अवलोकनलाई अनुम�त �दनको ला�ग �तनीहरूलाई 
�वघटन नगर� पुन: हाइडे्रट गनुर्होस।् धेरै माइक्रोस्कोप 
स्लाइडहरूको ला�ग होल्डरलाई पेट्र� �डशमा रा�ुपछर्। 
त्यसप�छ पुन: हाइडे्रट ग�रने स्लाइड मा�थ रा�खन्छ, र पेट्र� 
�डशलाई आद्रर् कक्ष �सजर्ना गनर् केह� �म�ल�मटर �वलायकल े
भ�रन्छ, जसल ेस्लाइड आफैं  �वलायकको सम्पकर् मा नआओस ्
भनेर सु�निश्चत गदर्छ (�चत्र ८ D)। भुसुनाको अवस्थाको 
आधारमा पुनहार्इडे्रसनको ला�ग आवश्यक समय एक दे�ख 
धेरै �दनसम्म फरक हुन सक्छ। दै�नक अनुगमन र धैयर्ताको 
खाचँो पदर्छ। स्लाइड पयार्प्त रूपमा पुन: हाइडे्रट भएप�छ, 
यसलाई आद्रर् कक्षबाट हटाउन स�कन्छ र सू�म पर�क्षण, 
फोटो �खच्न वा �चत्र बनाउनु अ�घ केह� घण्टाको ला�ग 
इन्क्यूबेटरमा रा� स�कन्छ। २) पुन: माउन्ट गनर्, स्लाइडलाई 
केह� थप घण्टा वा रातभरको ला�ग आद्रर् कक्षमा रा� 
स�कन्छ। दरूबीन माइक्रोस्कोपको सहायताले �वच्छेदन 
गनुर्पछर्। म�सना सुईहरू प्रयोग गरेर, कभरिस्लपलाई 
सावधानीपूवर्क हटाउनु पछर्, र भुसुनाको कुनै प�न भाग 
टां�सएको छैन भनी सु�निश्चत गनुर् पदर्छ 
(https://zenodo.org/records/18315029)। त्यसप�छ, 
�नजर्ल�करण र रेिजन माध्यममा पुन: माउन्ट गनुर् अ�घ, 
भुसुना �वच्छेद ग�रएका भागहरूलाई संकलन गनुर्पछर् र साना 
कँुडाकार प्लेटमा पानील ेपखाल्नुपछर्, DNA/RNA नष्ट गरेर 
�नकाल्ने प्र�क्रयामा प्रयोग हुने जस्तै (तल हेनुर्होस)्। स्लाइड 

छुट्याउँदा, उपयुक्त �वलायक चयन गनर् मूल माउिन्टंग 
माध्यम प�हचान गनुर् मह�वपूणर् छ। जल�य माउिन्टंग 
�म�डयाको ला�ग, पानी प्रयोग गनुर्पछर्। य�द माउिन्टंग 
माध्यम रेिजन-आधा�रत छ (जस्तै, क्यानाडा बाल्सम वा 
युपरल®), भने फ्युम हुड मु�न र मास्क स�हत उपयुक्त 
व्यिक्तगत सुरक्षात्मक उपकरणहरूको साथ जाइ�लन प्रयोग 
गनुर्पछर्। 

प्रकार �वशेष वा सङ्क�लत भुसुनाहरूको पुन: माउिन्टङ 
गदार् क्युरेटर र/वा भुसुनाको स्वा�मत्व रहेको ससं्थाको 
सहम�तमा मात्र ग�रनुपछर्। 

६. भुसुना प�हचान 

६.१. आकृ�त �वज्ञान 

भुसुनाको प�हचान मुख्यतया �तनीहरूको आकारगत 
�वशेषताहरूको पर�क्षणमा �नभर्र गदर्छ, जसमा छातीको 
आकार, पखेटा, जननेिन्द्रय, सेटे, र �व�भन्न संरचनाहरू 
बीचको �व�शष्ट आकारगत सम्बन्धहरू समावेश छन।् 
अनुसन्धानकतार्हरूल ेज्ञात ट्याक्सासँग सङ्कलन ग�रएका 
भुसुनाहरूको तुलना गनर् वग�करण कुञ्जीहरू, सन्दभर् 
सगं्रहहरू, र मौ�लक प्रजा�त �ववरणहरू प्रयोग गछर्न।् दवु ै
�लङ्गहरूमा पखेटाको भेनेसन र टाउकोको आकारगत रूप, 
भाल े जननेिन्द्रयको संरचना, र पोथी स्पमार्�थकाहरूको 
किन्फगरेसन जस्ता प्रमुख �नदानात्मक �वशेषताहरू प्रजा�त 
�नधार्रणको ला�ग �वशेष रूपमा जानकार�मूलक हुन्छन।् सह� 
प�हचानको ला�ग प्रायः �वस्ततृ सू�म पर�क्षण आवश्यक 
पदर्छ, सामान्यतया जननेिन्द्रय र स्पमार्�थका जस्ता सू�म 
संरचनाहरू अवलोकन गनर् कम्पाउन्ड माइक्रोस्कोप प्रयोग 
ग�रन्छ, वा फरा�कलो आकारगत �वशेषताहरूको ला�ग 
स्टे�रयोमाइक्रोस्कोप प्रयोग ग�रन्छ। 

इमेिजङ प्र�व�धमा हालैका प्रग�तहरूल ेभुसुना प�हचानको 
ला�ग �डिजटल इमेिजङको प्रयोगलाई सहज बनाएको छ। 
उच्च-�रजोल्युसन तिस्बरहरू वा मुख्य सु�वधाहरूको �डिजटल 
�चत्रणहरूलाई सन्दभर् सामग्रीहरूसँग तुलना गनर् स�कन्छ वा 
कम्प्युटर-सहायता प्राप्त प�हचान प्रणाल�हरू प्रयोग गरेर 
�वश्लषेण गनर् स�कन्छ, जसल े गदार् आकार�वज्ञान 
वग�करणमा शुद्धता र पहँुच दवु ैसुधार हुन्छ। 

६.२. पखेटा ज्या�म�त 

पखेटा ज्या�म�त �व�भन्न भुसुना प्रजा�तहरूको प�हचान 
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र वग�करणमा प्रयोग ग�रने एक प्रमुख �वशेषता हो। 
भुसुनाका पखेटाहरूले एक अद्�वतीय ढाँचा र संरचना प्रदशर्न 
गछर्न,् सामान्यतया राम्रोसँग �वक�सत �शराका साथ लामो 
र साँघुरो हुन्छन ्(�चत्र ९ र १०)। नसाहरूको व्यवस्थाले एक 
�व�शष्ट ढाँचा बनाउँछ जुन जेनेरा र प्रजा�तहरू बीच फरक 
हुन सक्छ, र प�हचानको ला�ग बहुमूल्य �नदान गुणहरू 
प्रदान गदर्छ। फलस्वरूप, वग�करण उद्देश्यका ला�ग पखेटा 
ज्या�म�तको अध्ययनल ेबहुमूल्य अन्तदृर्िष्ट प्रदान गदर्छ। 

६.३. पखेटा ज्या�मतीय मोफ�मे�ट्रक्स 

अनुसन्धानकतार्हरूल े �व�भन्न भुसुनाका प्रजा�त वा 
जनसंख्यामा पखेटाको आकार र आकारको �वश्लषेण र तुलना 
गनर् ज्या�मतीय मोफ�मे�ट्रक्स जस्ता �व�भन्न प्र�व�धहरू 
प्रयोग गछर्न।् पखेटा ज्या�म�तको अध्ययनल े व्यवहार, 
बासस्थान प्राथ�मकताहरू, र उडान क्षमताहरूमा बहुमूल्य 
अन्तदृर्िष्ट प्रदान गदर्छ। 

ज्या�मतीय मोफ�मे�ट्रक प्र�व�धमा, पखेटाहरू 
सावधानीपूवर्क �वच्छेदन ग�रन्छ, रंगाइर्न्छ (य�द आवश्यक 
भएमा), र स्लाइडहरूमा समतल-माउन्ट ग�रन्छ। तयार 
ग�रएका स्लाइडहरू त्यसप�छ स्टे�रयोमाइक्रोस्कोप अन्तगर्त 
फोटो �ख�चन्छन,् �डिजटलाइज ग�रन्छन,् र मोफ�मे�ट्रक 
�वश्लषेणको अधीनमा रा�खन्छन।् यो प्र�क्रयालाई प�हल्यै 
प्रका�सत लेखहरूमा राम्रोसँग वणर्न ग�रएको छ [6, 27, 42, 
56, 57, 59], जोडी अंगहरूको ला�ग सम्भा�वत नकारात्मक 
एलोमे�ट्रक प्रभावहरूबाट बच्न सधैं दायाँ वा बाया ँ पखेटा 
मध्ये एउटै (एकरूप रूपमा) प्रयोग गनर् �सफा�रस ग�रएको 
छ [62]। 

 

�चत्र ९: ट्राइकोफोरो�मया इ�ननीको (Trichophoromyia 
ininii) अप्रशो�धत पखेटा। 

ज्या�मतीय मोफ�मे�ट्रक �वश्लेषणको ला�ग पखेटाको तयार� 

पखेटाका �शराहरू (veins) स्पष्ट रूपमा दे�खनका ला�ग, 

पखेटाबाट स्केलहरू हटाई सफा गनुर्पछर् र उपयुक्त रूपमा 
रङ्ग (stain) लगाउनुपछर्। पखेटा तयार गनर्, प�हले 
आवश्यक अ�भकमर्कहरू (�म�थ�लन नीलो, इथेनॉल, पानी र 
जाइ�लन �वकल्प) ले साना कँु भनुर्होस।् एपेनडोफर्  ट्यूबलाई 
उल्टो पारेर इनारमा�थ खाल� गरेर कोठाको तापक्रममा ७०% 
इथेनॉलमा संर�क्षत पखेटालाइर् राम्रो घुमाउरो सुई प्रयोग गरेर 
पखेटालाई अनुदैध्यर् रूपमा उठाउनुहोस।् �ब्रस्टलहरू हटाउनका 
ला�ग पखेटालाई इथेनॉलबाट पानीमा र पुन: इथेनॉलमा 
सानुर्होस।् पखेटालाई ६ �मनेटको ला�ग �म�थ�लन नीलोमा 
रा�ुहोस,् रंग लगाउदा यो तै�रन्छ भनी सु�निश्चत गनुर्होस।् 
पखेटालाई सावधानीपूवर्क पुन: प्राप्त गनुर्होस ्र २ �मनेटको 
ला�ग जाइ�लनमा डुबाउनुहोस ् (�म�थ�लन नीलोको लगभग 
एक �तहाइ समय)। इनारको �भ�ामा सुईको कोमल ट्यापल े
पखेटालाई िस्थर हुन मद्दत गनर् सक्छ; जाइ�लनले रंग ठ�क 
गनर् काम गछर्। अन्तमा, पखेटा उठाउनुहोस ्र यसलाई सू�म 
स्लाइडमा युपरल® को सानो थोपामा रा�ुहोस।् 
म्यािग्नफाइङ्ग लेन्स मु�न, �बस्तारै पखेटा खोल्नुहोस ् र 
सावधानीपूवर्क कभरिस्लप रा�ुहोस।् युपरल® सेट हुनुभन्दा 
प�हले तुरुन्तै तिस्बरहरू �खच्नुपछर्, �कन�क उ�म समरेखन 
प्राप्त गनर् कभरिस्लप मु�न पखेटाको िस्थ�तमा थोरै 
समायोजन आवश्यक पनर् सक्छ। 

 

�चत्र १०: फ्लेबोटोमस ए�रयासीको (Phlebotomus ariasi) 
रंगीन पखेटा। 

६.४. आण�वक जीव�वज्ञान प्र�व�धहरू 

रूपात्मक प्र�व�धहरूको अ�त�रक्त, क�टशास्त्रीय 
अनुसन्धानमा आण�वक �व�धहरू बढ्दो रूपमा आवश्यक 
छन,् जसमा वग�करण, जनसंख्या आनुवं�शक, र 
फाइलोजनेे�टक अध्ययनहरू, साथै DNA/RNA द्वारा 
रोगजनक प�ा लगाउने, र भुसुनामा रगतको खानाको स्रोत 
�नधार्रण गन�, महामार� �वज्ञानको क्षेत्रमा भेक्टर व्यवहार 
मह�वपूणर् हुने [70] समावेश छन।् DNA अनुक्रमण प्रजा�त 
पुिष्टकरणको ला�ग वा निजकबाट सम्बिन्धत प्रजा�तहरूलाई 
छुट्याउन प्रयोग गनर् स�कन्छ, जसले प�हचानलाइर् अझ 
सट�क र भरपद� माध्यम प्रदान गदर्छ। यसबाहेक, उन्नत 
आण�वक प्र�व�धहरू (जस्तै, PCR, DNA अनुक्रमण, NGS, 



आ�द) र MALDI-ToF MS ले परम्परागत रूपात्मक 
�व�धहरूको पूरक, सह� र द्रतु प्रजा�त प�हचानको ला�ग 
महत्वपूणर् [46]। यी प्रग�तहरूको बावजुद, रूपात्मक प�हचान 
वग�करणको ला�ग सन्दभर् मानक हुन्छ र यसकै आधारमा 
आण�वक डेटा व्याख्या ग�रएको हुन्छ। 

६.४.१. �वनाशकार� न्यिूक्लक ए�सड �नष्कषर्ण 

धेरै जै�वक अध्ययनहरूमा न्यूिक्लक ए�सड �नष्कषर्ण 
एक �नय�मत चरण हो, र जै�वक सामग्रीहरूबाट डीएनए 
अलग गनर् �व�भन्न �व�धहरू �वकास ग�रएको छ [48]। धेरै 
व्यावसा�यक रूपमा उपलब्ध डीएनए �नष्कषर्ण �कटहरू यस 
प्र�क्रयालाई सहज बनाउन �डजाइन ग�रएको छ [14]। 
यद्य�प, रूपात्मक प�हचानको ला�ग आथ्र�पड भुसुनाहरू 
तयार गनर् सामान्यतया प्रयोग ग�रने �व�धहरूले प्रायः डीएनए 
�वश्लषेणमा बाधा पुर् याउँछन,् �कन�क यी प्र�व�धहरूले 
भुसुनाको महत्वपूणर् भौ�तक �वशेषताहरूलाई क्ष�त पुर् याउन 
वा नष्ट गनर् सक्छन ् [10]। क�राको तन्तुहरूको ला�ग 
धेरैजसो डीएनए �नष्कषर्ण प्रोटोकलहरू �वनाशकार� प्रकृ�तका 
हुन्छन ् [43], जसले थोरै नमूना भुसुनाहरूको ला�ग �वशेष 
सावधानीको आवश्यकता देखाउँछ, जहाँ सी�मत भुसुनाको 
उपलब्धताले गदार् मह�वपूणर् रूपात्मक �वशेषताहरूमा 
सम्झौता गनुर् पन� हुन सक्छ [72]। उपयुक्त डीएनए अलगाव 
�व�ध चयन गनर् भुसुनाको प्रकार र अवस्थाले प्रमुख भू�मका 
खेल्छ [29]। 

भुसुनाहरूको सह� प�हचान, जनसंख्या ग�तशीलता बुझ्ने 
र गैर-ल�क्षत प्रभावहरूलाई कम गन� आवश्यकताले आण�वक 
�नदान उपकरणहरूको �वकासलाई प्र�ेरत गरेको छ [23]। 
भुसुनाहरू प�हचान गनर्को ला�ग रूपात्मक वग�करण 
�व�धहरूलाई पूरक बनाउन आण�वक �व�धहरू अब बारम्बार 
प्रयोग ग�रन्छ। उदाहरणका ला�ग, क�रा बारको�डङको ला�ग 
मानक �व�धहरूमा DNA �नष्कषर्ण, अनुक्रमण, र मूल 
भुसुनाको क्ष�त समावेश ग�रएको हुन्छ। यसर�, जै�वक 
सामग्री र यसको रूपात्मक अखण्डता दवुैलाई जोगाउने गैर-
�वनाशकार� DNA �नष्कषर्ण �व�धहरू अन्वेषण गनर् तत्काल 
आवश्यकता छ। 

भुसुनाहरूमा धेरै न्यूिक्लक ए�सड �नष्कषर्ण �व�धहरू लागू 
ग�रएका छन।् आवश्यक पन� न्यूिक्लक ए�सडको मात्रा वा 
गुणस्तर डाउनस्ट्र�म आण�वक �वश्लेषणमा �नभर्र गदर्छ, 
�कन�क �व�भन्न प्र�व�धहरूमा फरक संवेदनशीलता र शुद्धता 
आवश्यकताहरू हुन्छन ् [9]। उदाहरणका ला�ग, भुसुनाका 
आँखाहरूले PCR प्रवधर्नलाई रोक्छ भन्ने पाइएको छ [69]। 

रोगजनक िस्क्र�नङभन्दा बा�हर, भुसुना DNA �नय�मत 
रूपमा प्रजा�त प�हचान उद्देश्यका ला�ग �नका�लन्छ। 
�व�भन्न �नष्कषर्ण �व�धहरू प्रयोग गनर् स�कन्छ, यद्य�प 
प्र�व�धहरू बीच उत्पादन र गुणस्तर फरक हुन्छ। केह� 
�नमार्ताहरूको प्रोटोकलहरू भुसुना [8] को ला�ग 
अनुसन्धानकतार्हरू द्वारा अनुकू�लत ग�रएको छ, 
�नका�लएको न्यूिक्लक ए�सडहरूको उत्पादन र/वा गुणस्तर 
बढाउँदै [8, 9, 69], जब�क अन्य आथ्र�पड ट्याक्साको ला�ग 
�वक�सत अन्य अनुकूलनहरू भुसुनाहरूमा प�न प्रयोग गनर् 
स�कन्छ [58, 76]। साना माइटोकोिन्ड्रयल टुक्राहरू (COI वा 
CytB) लाई ल�क्षत गन� प�हचान PCR हरू सामान्यतया 
उच्च DNA खण्डन समावेश गन� �नष्कषर्ण �व�धहरूसँग 
उपयुक्त हुन्छन।् यसको �वपर�त, अन्य लामो-पठनीय NGS 
प्र�व�धहरू (अक्सफोडर् नानोपोर र प्याकबायो) लाई न्यूनतम 
खण्डन र उच्च-गुणस्तरको DNA चा�हन्छ। िस्पन स्तम्भ 
�नष्कषर्णले सामान्यतया ६० केबी सम्मको जीनो�मक डीएनए 
टुक्राहरू उत्पादन गछर्, जब�क �फनोल-क्लोरोफमर् �नकासीले 
१५० केबी सम्मको टुक्राहरू उत्पादन गनर् सक्छ [77]। भुसुना 
डीएनएको �व�भन्न �नष्कषर्ण प्र�व�धहरूको साराशं र यी 
क�राहरूको ला�ग �व�धगत अनुकूलनहरू ग�रएको छ �क छैन 
भनेर ता�लका ५ मा �दइर्एको छ। डीएनएको उपज मात्रा 
देखाइएको छैन, �कन�क �तनीहरू भुसुना आकार र तयार� 
�व�धमा �नभर्र गदर्छन।् प�रमाजर्न स्तम्भले भुसुना वा अन्य 
साना आथ्र�पोडहरूको ला�ग �नष्कषर्ण प्रोटोकलहरूको 
अनुकूलनलाई जनाउँछ। 

�नष्कषर्ण �व�धको छनोट गदार् धेरै मापदण्डहरू �वचार 
गनुर्पछर्, जस्तै भुसुनाहरूको संख्या, �नष्कषर्ण समय, र 
डाउनस्ट्र�मका ला�ग प्रयोग ग�रएको प्र�व�ध। NGS 
प्र�व�धहरूलाई उच्च आण�वक भार भएको जीनो�मक DNA 
आवश्यक पदर्छ, यहाँ प्रस्तुत ग�रएका सबै �व�धहरू मानक 
PCR-आधा�रत अनुप्रयोगहरूको ला�ग प्रयोग गनर् स�कन्छ। 

यसबाहेक, धेरै अध्ययनहरूले साना स्थल�य आथ्र�पोडहरू, 
सुख्खा-संर�क्षत संग्रहालयका भुसुनाहरू, र नरम-शर�र भएका 
आथ्र�पोडहरूको ला�ग गैर-�वनाशकार� डीएनए �नष्कषर्ण 
�व�धहरूको अन्वेषण गरेका छन ्[19, 26, 28, 55, 63]। 

६.४.२. गरै-�वनाशकार� न्यिूक्लक ए�सड �नष्कषर्ण 

आथ्र�पोडहरू, �वशेष गर� भुसुनाहरूको आण�वक 
�वश्लेषणमा प्रमुख चुनौतीहरू मध्ये एक भनेको क�टशास्त्रीय 
संग्रहको ला�ग भुसुनाहरूको संरक्षण गनुर् हो। धेरैजसो डीएनए 
�नष्कषर्ण प्रोटोकलहरूमा तन्तुको म्यासेरेसन आवश्यक हुन्छ, 



जसले गदार् मलू भुसुनाको संरक्षणमा सम्झौता हुन्छ। गैर-
�वनाशकार� न्यूिक्लक ए�सड �नष्कषर्ण �व�धहरू, भुसुनालाई 
भौ�तक रूपमा क्ष�त नगर�, यसको व्यवहायर्तालाई असर 
नगर� वा यसको आकार�वज्ञान प�रवतर्न नगर� आनुवं�शक 
सामग्री �नकाल्न �डजाइन ग�रएको हो। यी �व�धहरू �वशेष 
गर� बहुमूल्य वा सी�मत भुसुनाहरू, जो काम गदार् मूल्यवान 
हुन्छन,् जहाँ भ�वष्यको वग�करण, रूपात्मक वा �नदान 
उद्देश्यका ला�ग संरचनात्मक अखण्डता कायम रा�ु 
आवश्यक हुन्छ। सामान्यतया प्रयोग ग�रने गैर-�वनाशकार� 
प्र�व�ध �भजाउने �व�ध हो जसमा भुसुनाहरूलाई िस्थर 
ग�रन्छ, र प्रोट�नेज K भएको �ल�सस बफरमा �बस्तारै 
डुबाइन्छ। 

भुसुनाहरूमा, �वशेष गर� प्रकार �वशेष भुसुनाहरूमा हल्का-
भेक्टो�ल�सस प्र�व�ध सफलतापूवर्क लागू ग�रएको हुन्छ 
[24]। यो प्र�व�धले परम्परागत िस्पन स्तम्भ �कट (यस 
अवस्थामा, DNeasy रगत र �टस्यु �कट, QIAGEN, 
Hilden, जमर्नी) प्रयोग गदर्छ जसमा भुसुनालाई नष्ट नगर� 
DNA प्राप्त गनर् अनुकूलन हुन्छ। प�रमािजर्त लाइ�सस 
चरणहरू (लाइ�सस बफरको मात्रा र �फ्रिजङ चरणको थप) 
[17] ले न्यूिक्लक ए�सडहरू �रल�ज गनर् सहज हुन्छ, र 
मोफ�लॉिजकल क्ष�तलाई कम गदर्छ [24]। भुसुनाहरूको 
सन्दभर्मा, हटशट डीएनए �नष्कषर्ण �कट (बेन्टो बायोवक्सर् 
�ल�मटेड, लन्डन, युनाइटेड �कंगडम) [73] प्रयोग गनर् प�न 
सम्भव छ जुन द्रतु र सस्तो हुन्छ, जसले भुसुनाहरूको द्रतु 
र कम लागतको प्रशोधन गनर् सक्षम हुन्छ। मोफ�लॉिजकल 
प�हचानको ला�ग अ�भप्रे�रत भुसुनाहरू त्यसप�छ धुन 
स�कन्छ। DNeasy रगत र �टस्यु �कटसँग प्रशोधन 
ग�रएकाहरूलाई माकर् -एन्डे्र घोलले सफा गनुर्पछर्, जब�क 
हटशट डीएनए �नष्कषर्ण �कटसँग प्रशोधन ग�रएकाहरूलाई 

जल�य माध्यममा, वा अझ राम्रोसँग, �नजर्ल�करण प�छ 
रेिजनमा माउन्ट गनर् पयार्प्त रूपमा पारदश� बनाइर्एको हुन्छ, 
यस लेखमा �वस्ततृ प्रोटोकल अनुसार [73]। त्यसप�छ 
�नका�लएको आनुवं�शक सामग्रीलाई PCR जस्ता डाउनस्ट्र�म 
�वश्लेषणको ला�ग थप प्रशोधन गनर् स�कन्छ, जसले गदार् 
�व�शष्ट आनुव�ंशक माकर् रहरू बढ्छन।् भुसुनाहरूको 
आनुवं�शक �वशेषताहरूको अध्ययन गनर् गरै-�वनाशकार� 
न्यूिक्लक ए�सड �नष्कषर्ण �व�धहरू मह�वपूणर् छन,् जसमा 
�तनीहरूले बोक्न सक्ने सम्भा�वत रोग �नम्त्याउने एजेन्टहरू 
प�हचान गन� समावेश छ। भुसनुाको अखण्डता सुर�क्षत गरेर, 
अनुसन्धानकतार्हरूले थप �वश्लेषण वा अध्ययनहरूको ला�ग 
भुसुना राख्दै बहुमूल्य आनुवं�शक जानकार� प्राप्त गनर् 
स�कन्छ। 

६.५. MALDI-ToF MS का थप जानकार� 

MALDI-ToF MS (म्या�ट्रक्स-सहायता प्राप्त लेजर 
�डसोप्शर्न/आयनाइजेसन टाइम-अफ-फ्लाइट मास 
स्पेक्ट्रोमेट्र�) जै�वक भुसुनाहरूको अद्�वतीय प्रोट�न प्रोफाइल 
('औठंाछाप') प�ा लगाउन र �वश्लेषण गनर् �डजाइन ग�रएको 
मास स्पेक्ट्रोमेट्र�-आधा�रत प्र�व�ध हो। MALDI-ToF लाई 
�च�कत्सा र पशु �च�कत्सा मह�वका आथ्र�पोडहरूको 
प�हचानको ला�ग एक मह�वपूणर् उपकरणको रूपमा बढ्दो 
रूपमा मान्यता �दइँदैछ। यो प्र�व�ध भुसुनाका �व�भन्न 
�वकास चरणहरू, जसमा अप�रपक्व रूपहरू र पोथीहरूमा 
रगतको खानाको स्रोत, प�हचान गनर् प्रभावकार� सा�बत 
भएको छ, र भण्डारण र एकरूपता अवस्थाहरूमा भुसुनाका 
प्रजा�तहरूमा भाले र पोथी दवुै सफलतापूवर्क छुट्याउन 
स�कने दे�खएको छ [28, 30, 73, 74]। यो �व�धले 
उपजेनेरा, प्रजा�त र जनसंख्याको स्तरमा उच्च सफलतापूवर्क 
छुट्याउन स�कन्छ। यो प्र�व�धले अनुसन्धानकतार्हरूलाई द्रतु 

ता�लका ५: फ्लेबोटोमाइन भुसुनाको gDNA �नष्कषर्णको ला�ग औसत लागत, प्रयोग, र प्रोटोकल अनुकूलन 

प्रोटोकल लागत प्रयोग साना आथ्र�पोडहरूको ला�ग प्रोटोकल अनुकूलन 

घुमाउने स्तम्भ  
२.५ – ३.५५ अम�ेरक� डलर [39] 

पीसीआर, 
एनजीएस 

[9] 

फेनोल-क्लोरोफमर् 
०.२४ अमे�रक� डलर [69] 

पीसीआर, 
एनजीएस 

[9] 

हटशट  <०.०१ अमे�रक� डलर [69] पीसीआर - 
नुनद्वारा अवक्षेपण �व�ध 

०.१२ अमे�रक� डलर [69] पीसीआर - 

चेलेक्स ०.०२ अमे�रक� डलर [41] पीसीआर [41, 76] 
 



र सह� प्रजा�त प�हचान प्राप्त गनर् सक्षम बनाउँछ, जुन 
भुसुनाको �वतरण, व्यवहार र रोग प्रसारणमा �तनीहरूको 
भू�मका बुझ्नको ला�ग आवश्यक हुन्छ। प्रोट�न प्रोफाइलको 
आधारमा प्रजा�तहरू बीच �भन्नता छुट्याएर, MALDI-ToF 
ले महामार� �वज्ञान अध्ययन र भेक्टर �नयन्त्रण 
रणनी�तहरूमा मह�वपूणर् भू�मका खेल्छ। यस प्र�व�धका दईु 
मुख्य वतर्मान कमजोर�हरू छन ् जसले यसको �नय�मत 
प्रयोगलाई सी�मत गदर्छ। प�हलो भनेको मास स्पेक्ट्रोमेट्र� 
उपकरणको उपलब्धता हो, जुन भुसुनाको प्रजा�त प�हचानको 
उद्देश्यका ला�ग मात्र प्राप्त गनर् अत्यन्तै महँगो छ (वा 
सामान्यतया आथ्र�पड भेक्टरहरू)। भाग्यवश, प्रोटो�मक 
सु�वधाहरू र/वा िक्ल�नकल �नदानमा मानक अनुसन्धान 
उपकरण बनेका मास स्पेक्ट्रो�मटरहरूमा म�ेसन समय प्राप्त 
गरेर प�न यो �व�ध प्रयोग गनर् स�कन्छ। दोस्रो कुरा, खुला 
पहँुच डाटाबेसहरूमा उपलब्ध भुसुना सन्दभर् डेटाको कम 
प्र�त�न�धत्व हुनु, जसले गदार् आदशर् रूपमा उपयुक्त 
आनुवं�शक माकर् र (COI, cytB, वा अन्य) को रूपात्मक 
मूल्याङ्कन र अनुक्रमणको संयोजनद्वारा स्पष्ट रूपमा 
प�हचान ग�रएका भुसुनाहरूमा आधा�रत सन्दभर् स्पेक्ट्राको 
साथ इन-हाउस डाटाबेस �नमार्ण गनर् आवश्यक दे�खन्छ। 
आशा छ �क सी�मतता इन-हाउस भुसुना सन्दभर् डेटालाई 
सहायता पिब्लक-हो�पटक्स डे पे�रस (Assistance 
Publique-Hôpitaux de Paris), सोब�न �वश्व�वद्यालय, 
फ्रान्स (Sorbonne University) र 
BCCM/IHEM/Sciensano संग्रह, ब्रसेल्स, बेिल्जयम द्वारा 
सञ्चा�लत MSI प्लेटफमर् (https://msi.happy-dev.fr/) मा 
क्र�मक रूपमा समावेश गरेर समाधान ग�रनेछ। य�द 
MALDI-ToF प्रोट�न प्रोफाइ�लङ �व�ध प्रयोग गन� योजना 
बनाइएको छ, भुसुनाहरूलाई प्राथ�मकताका साथ सुख्खा-
फ्रोजन वा आण�वक ग्रेडको ७०% इथेनॉलमा भण्डारण 
गनुर्पछर् र प�रवेशको तापक्रममा रा� �मल्दैन।् नमुना 
तयार�को ला�ग �वश्वव्यापी �दशा�नद�शहरूको अभावमा, 
प्रयोगकतार्हरूलाई MALDI-ToF म्या�ट्रक्स तयार�को ला�ग 
जल�य ६०% ए�सटो�नट्राइल/०.३% TFA �सना�प�नक ए�सड 
(३० mg/mL) को घोल प्रयोग गनर् सल्लाह �दइन्छ ता�क 
उनीहरूको प्रो�टन स्पेक्ट्रालाई हालसम्म प्रका�शत भुसुनाको 
डेटासँग तुलना गनर् स�कयोस।् 

MALDI-ToF MS को ला�ग नमुना तयार� (�चत्र ७) 

�व�भन्न प�रिस्थ�तहरूमा भण्डारण ग�रएका क�राका 
भुसुनाहरूलाई प�हले कोठाको तापक्रममा हावामा सुकाइन्छ 
र �वच्छेदन ग�रन्छ। स्लाइड माउिन्टङ र रूपात्मक 

�वश्लषेणको ला�ग प्रमुख आकृ�तक �वशेषताहरू भएका 
शर�रका भागहरू प्राप्त गनर् टाउको र पेट हटाइन्छ। छातीलाई 
MALDI-ToF को ला�ग प्रयोग गनर् स�कन्छ र बाँक� पेटलाई 
DNA �नष्कषर्णको ला�ग संर�क्षत ग�रन्छ। प्रोट�न 
प्रोफाइ�लङको ला�ग, छातीलाई �डस्पोजेबल पेस्टल र पेलेटहरू 
प्रयोग गरेर १० µL समरूपीकरण घोलको साथ १.५-�मल� 
माइक्रोट्यूबहरूमा म्यानुअल रूपमा समरूपीकरण ग�रन्छ। 
दईु समरूपीकरण समाधानहरू सामान्यतया प्रयोग ग�रन्छ: 
�नज�वाणुकरण ग�रएको आसुत पानी र २५% फ�मर्क ए�सड। 

७. �नष्कषर् 

यस �नद��शकामा हामीले अनुसन्धानकतार्हरूलाई �वशेष 
अनुसन्धान उद्देश्यहरू अनुरूप, सह� प�हचान र रोगजनक 
प�ा लगाउन सहज बनाउन भुसुना माउन्ट गन� सबैभन्दा 
प्रभावकार� त�रकाहरू उपलब्ध गन� ल�य राखेकाछौं। कुनै 
एकल, �वश्वव्यापी रूपमा सव�त्कृष्ट �व�ध छैन। बरु, धेरै 
�व�धहरू उपलब्ध र प्रयोगमा छन,् र प्रत्येकको आफ्नै फाइदा 
र सी�मतताहरू छन।् 

सहायक सामग्रीमा, भुसुनाहरूको तयार� तथा प�हचानका 
ला�ग प्रयोग हुने �व�भन्न माउिन्टङ प्र�व�धहरू सम्बन्धी 
�वस्ततृ कायर्�व�धहरू प्रस्तुत ग�रएको छ। �नद�शनात्मक 
�भ�डयोहरू स�हत यी कायर्�व�धहरूले �व�भन्न उद्देश्यहरू 
अनुरूप चरणबद्ध रूपमा प्र�क्रयाहरू बुझ्न मदत गदर्छन।्  
यी कायर्�व�धहरू अनुसार प्र�क्रया पूरा गरेमा स�टक र भरपद� 
प�रणामहरू सु�निश्चत हुने गदर्छ। यस समग्र स्रोतको 
उपलब्धतामाफर् त, अनुसन्धानकतार्हरूलाई आफ्ना �व�शष्ट 
आवश्यकताअनुसार उपयुक्त माउिन्टङ प्र�व�धहरू चयन तथा 
कायार्न्वयन गनर् सहयोग पुर् याउने हाम्रो उद्देश्य हो। 

कृतज्ञता ज्ञापन 

लेखकहरूले बेलायतको लन्डनको प्राकृ�तक इ�तहास 
संग्रहालयका �रचडर् लेन र जो जे एडम्सलाई उनीहरूको 
उत्कृष्ट समीक्षाको ला�ग धन्यवाद �दन्छन,् जसले गदार् यस 
�नद��शकाको गुणस्तर बढेको छ। 

आ�थर्क सहायता 

लेखक AJA को अनुसन्धानलाई आ�थर्क सहयोग 
गरेकोमा हामी ब्रािज�लयन �वकास एजेन्सीहरू CNPq (केस 
नम्बर: ४०४३९५/२०२४-४) र Araucária Foundation (केस 
नम्बर: ४३३/२०२५ PDI) लाई धन्यवाद �दन्छौं। 

https://msi.happy-dev.fr/


�हत द्वन्द वा स्वाथर् संघषर् 

जेरोम डेपािक्वट (Jérôme Depaquit) प्यारासाइटका 
सह-सम्पादक हुन ्यद्यपी यस पाण्डु�ल�पको समीक्षा प्र�क्रया 
र �नणर्य �लने प्र�क्रयामा उनको कुनै प्रभाव �थएन। अन्य 
लेखकहरूल े प�न उनीहरूको कुनै स्वाथर्को संघषर् नभएको 
घोषणा गदर्छन।् 

डाटा उपलब्धता  

जेनोडोमा �भ�डयोहरू। 
�भ�डयो १: https://zenodo.org/records/18198006 
�भ�डयो २: https://zenodo.org/records/18311158 
�भ�डयो ३: https://zenodo.org/records/18311106 
�भ�डयो ४: https://zenodo.org/records/18311154 
�भ�डयो ५: https://zenodo.org/records/18303014 
�भ�डयो ६: https://zenodo.org/records/18302850 
�भ�डयो ७: https://zenodo.org/records/18315029 

पूरक सामग्री 

यस लेखको पूरक सामग्री यहाँ उपलब्ध छ।  

https://www.parasite-
journal.org/10.1051/parasite/2026009/olm  
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प�र�शष्ट १: जैव रासाय�नक सैद्धािन्तक आधारहरू। 
यस �नदर्�शकामा सम्बिन्धत आथ्र�पोडहरू भुसुनाहरू हुन।् 

तर, यसलाइर् अन्य धेरै सामान्य आथ्र�पोडहरूमा प�न �वस्तार 
गनर् स�कन्छ जसको प�हचान केवल आन्त�रक लक्षणहरू 
माफर् त मात्र गनर् स�कन्छ। सयंोगवश, केह� आन्त�रक अगंहरू 
आं�शक रूपमा �च�टनाइज्ड हुन्छन ्र �तनीहरूको आकृ�तले 
हामीलाई बहुमूल्य जानकार� प्रदान गदर्छ। यसैले खाद्य 
पम्पहरू, सपमार्�थका र �तनीहरूका न�लकाहरू अवलोकन 
गनर् धेरै रोचक छ। हामीले प्रयोग गन� सबै प्र�त�क्रयाशील 
पदाथर्हरू (reagents) सन्दभर् गदार्, क�राको िस्थर�करण 
(fixation) दे�ख अिन्तम तयार� (assembly) सम्म, 
मुख्यतः रेडॉक्स (redox) प्र�त�क्रयाहरूको प्रयोग ग�रन्छ 
भन्ने कुरा क�हल्यै भुल्न हँुदैन। एकमात्र सावधानी वा 
मागर्दशर्नको �वचार भनेको �रड्यू�सङ पदाथर् (reducing) र 
अिक्सडाइिजङ पदाथर् (oxidizing) हरूलाई सँगै �म�सन 
न�दनु हो। 
इथाइल अल्कोहल; इथेनॉल: 

अल्कोहल अणुहरू पानीप्र�त अत्यन्त आक�षर्त हुने 
भएकाले यसले �नजर्ल�करण (dehydrating) प्रभाव देखाउँछ। 
तर, कम सघनता भएको अल्कोहल (अथार्त ्पानी धेरै भएको) 
न्यूिक्लक ए�सडको �बग्रन (degradation) प्र�क्रयामा भू�मका 
खेल्छ, �कन�क पानी न्यूिक्लक ए�सडको शत्रु हो। 

जब क�राहरूलाई इथेनॉलमा रा�खन्छ, यो केवल 
�तनीहरूलाई संरक्षण गनर् मात्र होइन, तर तन्तुहरूलाई ठ�क 
गनर् प�न हो। �हस्टोलोजीमा, हामी सामान्यतया दईु 
मह�वपूणर् अवधारणाहरू छुट्याउँछौं: प्रवेश दर र �फक्सेशन 
दर। यो राम्रोसँग बु�झएको छ �क राम्रो संरक्षकले प�हल े
तन्तुहरूलाई �फक्स गनुर् अ�घ ग�हरो रूपमा प्रवेश गनुर्पछर्। 
९६% मा अल्कोहलको ला�ग, प्रवेश गुणांक लगभग १.०५ छ 
(तुलनामा, �प�क्रक ए�सडको ०.७५% जल�य घोलको ला�ग, 
प्रवेश गुणांक ०.४५ छ, जब�क ३% पोटा�सयम डाइक्रोमेट 
घोलको १.४५ छ)। 

क�राहरू र अन्य आथ्र�पोडहरूलाई इथेनॉलमा अ�निश्चत 
कालसम्म संरक्षण गन� चाहना क�ट�वज्ञानीहरूको ला�ग 
वास्त�वकता हो। प�छल्ला अध्ययनहरूको ला�ग वा 
भ�वष्यका अनुसन्धानकतार्हरूको ला�ग �फल्ड क्याप्चरहरू 
रा� चाहनु अझै प�न धेरै सम्मानजनक छ। यद्य�प, यो 
पद्ध�त साइटोलोिजस्ट वा �हस्टोलोिजस्टको ला�ग सम्भव 
छैन। भुसुनाहरूलाई �फक्से�टभमा धेरै लामो समयसम्म रा�े 
गरेमा, �तनीहरू पुन: काम गनर् व्यावहा�रक रूपमा असम्भव 
हुन सक्छन।् यह� कारणले गदार् १० वषर् भन्दा पुरानो 
भुसुनाहरू प्रयोग गनर् गाह्रो वा असम्भव प�न हुन्छन।् 

अक� �वचार भनेको �फक्स गनुर्पन� आथ्र�पडको �पण्ड र 

�फक्सेटरको आयतन बीचको अनुपात हो। प्राणीशास्त्र वा 
�च�कत्सा अभ्यासमा, �निश्चत गनुर्पन� टुक्राहरूको आयतन 
भन्दा ६० गुणा बढ� आयतनको योजना बनाउनु उ�चत हुन्छ। 
व्यवहा�रक रूपमा, सू�म-आथ्र�पडहरूको ला�ग, �निश्चत 
गनुर्पन� भुसुनाहरूको �दइएको मात्राको ला�ग, किम्तमा ४-५ 
मात्रामा अल्कोहल थप्नुहोस।् ध्यान रा�ुहोस ्�क अल्कोहलले 
आफ्नो शिक्त गुमाउनेछ �कन�क यसले आथ्र�पड तन्तुहरूमा 
रहेको सबै पानी हटाउँछ। 
�नष्कषर्मा: 

- इथाइल अल्कोहल �रड्यू�सङ रासाय�नक पदाथर् हो (त्यसैले 
अिक्सडे�टभ �फक्स�ेटभहरूसँग असंगत); 

- यसले प्रो�टनहरूलाई ऊजार्वान रूपमा अवक्षेपण गछर् र 
�तनीहरूलाई �वकृत बनाउँछ; 

- यसल े केह� ज�टल �ल�पडहरूलाई पगाल्छ र ग्लाइकोजेन 
अवक्षेपण गछर्; 

- यसल े तन्तुहरूको ब�लयो संकुचन गराउँछ र �तनीहरूलाई 
कडा बनाउँछ। 
क्षा�रय पोटा�सयम वा सो�डयम हाइड्रोक्साइड घोलहरू: 

क�ट �वज्ञानमा, स्पष्ट तकर्  �बना नै, यी घोलहरूको प्रयोग 
मुख्यतया पोटा�सयम हाइड्रोक्साइडमा केिन्द्रत छ। 

सो�डयम हाइड्रोक्साइड [E524] घोलमा पाइन्छ, या त 
फरक सांद्रतामा वा फरक सामान्यतामा। यो गोल� वा 
चमकमा आउँछ। यसको प्रमखु बेफाइदा यो हो �क यो धेरै 
हाइग्रोस्को�पक छ (KOH भन्दा बढ�)। जब यसले 
प्रोट�नहरूसँग प्र�त�क्रया गदर्छ, यसले �तनीहरूलाई पगाल्छ, 
र �ल�पडहरूसँग यसले सेपो�न�फकेशनको समयमा 
�तनीहरूलाई कडा साबुनमा रूपान्तरण गदर्छ (यो KOH सँग 
एक प्रमुख �भन्नता हो, जसले सेपो�न�फकेशनको समयमा 
तरल साबुन उत्पादन गदर्छ)। 
पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड [E525] एक गाढा घोलको रूपमा 
उपलब्ध हुन्छ, तर सबैभन्दा बढ�, यसको फाइदा लगभग 
०.१ ग्रामको गोल�हरूमा तयार पा�रएको छ, जसल ेसट�क 
सन्तुलन �न�दर्ष्ट नगदार् पातलो घोलको तयार�लाई धेरै सहज 
बनाउँछ। उदाहरणका ला�ग, १ एमएल �डिस्टल्ड पानीमा ०.१ 
ग्रामको १ गोल�ले १०% घोल उत्पादन गछर्। गोल�हरूको 
रूपमा पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड को दोस्रो फाइदा भनेको 
काब�नेशनको ला�ग यसको कम संवेदनशीलता हो (KOH 
घोलमा CO2 �फक्स गनर् उच्च आकषर्ण हुन्छ, जसले गदार् 
काब�नेट लवणहरू �सजर्ना हुन्छन)्। 

यी ब�लयो क्षारहरू फ्याट� ए�सडहरूलाई पानीमा 
घुलनशील साबुनमा रूपान्तरण गरेर घुलनशील बनाउन 
प्रयोग ग�रन्छ। यो याद रा�ु पछर् �क �फक्से�टभ, जस्तै 
इथेनॉलले, भुसुनामा केह� बोसोलाई घुलनशील बनाउँछ। 



यद्य�प, जल�य माध्यममा भुसुनालाई ब�लयो क्षारले 
प्र�तस्थापन गदार्, फ्याट� ए�सडहरू (कम वा बढ� ज�टल) 
अवक्षेपण हुनेछन।् त्यसैले ब�लयो क्षारले �चसो 
सेपो�न�फकेशन गछर्न।् केह� अवस्थामा, जब ए�डपोज 
तन्तुहरू बढ� हुन्छन,् उदाहरणका ला�ग पोथीहरूमा, 
प्र�त�क्रयालाई सहज बनाउन तापमान 35-40 �डग्री 
सेिल्सयसमा बढाउनु फाइदाजनक हुन्छ, वा अन्यथा कोठाको 
तापक्रममा बढ� समयसम्म रा�ु फाइदाजनक हुन्छ। 
रंगीन ए�सड घोल/रंगह�न माकर् -एन्ड्रे घोल: 

यहाँ, हामी माकर् -एन्डे्र घोलको प्रयोग गनुर्का फाइदा र 
कमजोर�हरूको �वश्लषेण गन�छौं। यो घोल क्लोरल हाइडे्रट 
(ट्राइक्लोरासेटािल्डहाइड मोनोहाइडे्रट), ए�स�टक ए�सड र 
पानीबाट बनेको हुन्छ। यो घोल धेरै अिक्सडाइिजंग (ए�सड 
र एिल्डहाइडको �मश्रण) हो। यसले पोटा�सयम 
हाइड्रोक्साइडको प्रयोगको क्रममा बनेको क्षार�य साबुनहरूलाई 
अवक्षेपण नगर� भुसुनाहरूमा रहन सक्ने अ�त�रक्त 
पोटा�सयम हाइड्रोक्साइडलाई बेअसर गछर्न।् यो 
अिक्सडाइिजंग घोलले �च�टनमा बन्ने ग्लुकोसामाइनहरूको 
अल्कोहलको अरू कायर्हरूमा प�न प्रभाव पाछर्न ् जुन 
�तनीहरूलाई अिक्सडाइज गरेर, र �च�टनलाई नरम पारेर। 
अक� कायर् भनेको उपिस्थत केह� ख�नज लवणहरूको �वघटन 
हो। 

जब माकर् -एन्डे्र घोललाई प�हले ए�सड फ्युच�सनले रंग 
लगाइन्छ (यसर� अिक्सडाइज्ड अवस्थामा), यो संरचनाको 
अल्कोहल प्रकायर्हरूमा �फक्स गनर् सक्षम हुनेछ। माकर् -एन्डे्र 
घोलको सम्पकर्  समय र भुसुनाहरूको रंगाइर्ने अवस्था प�छ, 
धुने काम केवल इथेनॉलले ग�रन्छ। यसर�, हामी भुसुनाहरूको 
�नजर्ल�करण चरण सुरु गछ�। 
फाइदाहरू: 
- अ�त�रक्त क्षा�रय घोलको तटस्थीकरण 
- �च�टनको फैलावट 
- �च�टनाइज्ड आन्त�रक संरचनाहरू राम्रोसँग दे�खन र 

मूल्याङ्कन गनर् �च�टनमा रंग लगाउने 
कमजोर�हरू: 

क्लोरल हाइडे्रट एक �नद्राजनक औस�ध हो र यसलाइर् 
मानव �च�कत्सामा प्रयोग ग�रएको हुन सक्छ। यसलाई 
रासाय�नक हुड अन्तगर्त प्रयोग गनुर्पछर्, र रासाय�नक 
जो�खम सम्बन्धी कानूनको पालना गनुर्पछर्। 
�नजर्ल�करण तरलहरू: 

अनुभवले देखाउँछ �क धेरै साना भुसुनाहरूको ला�ग, 
बढ्दो सांद्रता स�हत अल्कोहलमा डुबायने अनुक्रम पालना 
गनुर् उपयोगी हँुदैन। य�द भुसनुा ठूलो छ भने, हामी ८०% 
इथेनॉलबाट सुरू गछ�, त्यसप�छ ९०%, ९५% र अन्तमा 

�नरपेक्ष इथेनॉलबाट सक्छौ। धेरै साना भुसुनाहरू छन ्भने, 
९०% इथेनॉलमा डुबाउनुहोस ्र त्यसप�छ �नरपेक्ष इथेनॉलमा 
डुबाउनुहोस।् यस चरणमा, �नरपेक्ष इथेनॉलले वायुमण्डलमा 
पानीलाई िस्थर गनर् खोज्छ। 

क�ट �वज्ञान प्रयोगशालाहरूमा परम्परागत �बच �क्रयोसोट 
बाथको साथ भुसुनाहरूको �नजर्ल�करणलाई ग�रन्थ्यो। आज, 
क�टनाशक, एिन्टफंगल, र काठ संरक्षकको रूपमा व्यापक 
रूपमा प्रयोग हुने यो सार, यसको गन्ध (पो�लसाइिक्लक 
एरोमे�टक हाइड्रोकाबर्न) को कारणले गदार् यसको प्रयोग धेरै 
�नरुत्सा�हत ग�रएको छ। यसलाई प्रजननका ला�ग �वषाक्त 
(reprotoxic), क्यान्सरकारक (carcinogenic), 
द�घर्कालसम्म वातावरणमा �ट�करहने जै�वक प्रदषूक 
(persistent organic pollutant) तथा जल�य जीवहरूका 
ला�ग �वषाक्त (ecotoxic) मा�नन्छ। 

भुसुनाहरू माउन्ट गनर्को ला�ग हामीले तयार पान� एउटा 
समाधान भनेको युपरल® र युपरल सार हो (तलको 
अनुच्छेदमा वणर्न ग�रएको छ)। ९०% इथेनॉलमा डुबाएर 
रा�खएको वा �भजाएर �नका�लएको भुसुनाहरूको माउिन्टङ 
को ला�ग युपरल® र युपरल सारको �मश्रण धेरै राम्रो 
मा�नएको छ। 
  



प�र�शष्ट २: प्रयोग ग�रएका अ�भकमर्कहरूको संरचना। 
पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड १०% 
पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड १० ग्राम 
आसुत पानी क्यूएस १०० �म�ल�लटर 
 
गम क्लोरल माउिन्टङ माध्यम वा होयर माध्यम 
आसुत पानी ५० �म�ल�लटर 
क्लोरल हाइडे्रट २०० ग्राम 
गम अरे�बक ५० ग्राम 
िग्लसरॉल २० एमएल 
 
माकर् -आन्दे्र घोल 
क्लोरल हाइडे्रट ४० ग्राम 
ग्ले�सयल ए�स�टक ए�सड ३० �मल� 
आसुत पानी ३० �म�ल�लटर 
 
आसुत पानीमा १% फुच�सन ए�सड 
ए�सड फुच�सन पाउडर १ ग्राम 
आसुत पानी ९९ �म�ल�लटर 
 
फुच�सनले रं�गएको माकर् -आन्दे्र घोल 
माकर् -एन्डे्र घोल १० एमएल 
फुच�सन १% ५० μL 
 
प�र�शष्ट ३: युपरल®, क्यानाडा बाल्सम, पो�ल�भनाइल 
अल्कोहल वा माउिन्टङको ला�ग अन्य घोलहरू 

पो�ल�भनाइल अल्कोहल: उ�चत �नजर्ल�करणको ला�ग 
आवश्यक उत्पादनहरू उपलब्ध नभएको बेला यो आदशर् 
माउिन्टंग माध्यम हो। त्यसप�छ पो�ल�भनाइल अल्कोहललाई 
अम्मानको ल्याक्टोफेनोलसँग �मसाइन्छ। यद्य�प, यी 
संयोजनहरूमा पानीको वाष्पीकरणको कारणल े गदार् 
पो�ल�भनाइल अल्कोहल सुक्ने वा �क्रस्टलाइज हुने वा 
�फनोल अिक्सडाइज हँुदा कालो हुने प्रमुख बेफाइदाहरू 
हुन्छन।् यो छोटो अव�धको माउिन्टंगको ला�ग राम्रो प्र�व�ध 
हो। 
क्यानडा बाल्सम: स्लाइड र कभरिस्लप बीच माउन्ट गनर् 
यसको प्रयोगको ला�ग माउन्ट ग�रने भुसुनाहरूको 
�नजर्ल�करण आवश्यक पदर्छ। जाइ�लन वा टोल्युइनको 
प्रयोग असु�वधा �ब�हन भने छैन। 
इर्�नस (Enecê): स्लाइड र कभरिस्लप बीच माउन्ट गनर्, 
जस्तै क्यानाडा बाल्सम, यसलाई भुसुनाको �नजर्ल�करण 
आवश्यक पदर्छ। थप सूत्रीकरण: शुद्ध सेतो कोलोफोनी (२२ 
ग्राम); अल्कोहल-घुलनशील कोपल गम (१२ ग्राम), �नरपेक्ष 

अल्कोहल (२० एमएल), कपूर (१० ग्राम), टप�न्टाइन एसेन्स 
(१० एमएल), र युके�लप्टोल (२६ एमएल)। यसको तयार�को 
ला�ग, एल�नमेयर फ्लास्क जस्ता कन्टेनरमा, �नरपेक्ष 
अल्कोहल र कपूर रा�ुहोस।् त्यसप�छ कोलोफोनी र कोपल 
गम थप्नुहोस।् त्यसप�छ फ्लास्कलाई स्टपरले बन्द ग�रन्छ 
र हल्लाइन्छ, र त्यसप�छ मात्र यसलाई बेन-मेर�मा (bain-
marie) हल्का तापक्रममा तताइन्छ ता�क �मश्रण 
नउिम्लयोस।् सामग्रीहरू पूणर् रूपमा तरल भएप�छ, टप�न्टाइन 
एसेन्स थ�पन्छ, त्यसप�छ �मश्रण अझै तातो हँुदा �फल्टर 
ग�रन्छ, र अन्तमा, युके�लप्टोल �फल्टे्रटमा थ�पन्छ। जब 
माध्यम कम तरल हुन्छ, यसलाई Eenecê ले पातलो 
ग�रन्छ, जसमा �नम्न सूत्र हुन्छ: �नरपेक्ष अल्कोहल (३० 
एमएल), कपूर (१७ ग्राम), टप�न्टाइन एसेन्स (१५ एमएल), 
युके�लप्टोल (३८ एमएल) [11]। 
युपरल®: यो एटलस क्षेत्रमा पाइर्ने टेट्रािक्ल�नस आ�टर्कुलाटा 
(Tetraclinis articulata) (वाहल, १७९१) जातको धूपीबाट 
आउने रेिजन हो र यसलाई १९०६ मा �गलसनले अध्ययन र 
�वकास गरेका �थए। यसको मुख्य फाइदा यो हो �क यो 
पो�लमराइज हँुदैन। स्लाइड र कभर-िस्लपहरू बीच रा�खएका 
भुसुनाहरू अल्कोहल वा अझ राम्रोसँग युपरल® सारद्वारा 
सिजल ै पुन: प्राप्त गनर् स�कन्छ। यो रेिजन, जसलाई 
स्यान्डाराक वा गम जु�नपर प�न भ�नन्छ। यो ८०% 
इथेनॉलमा मज्जाले घुल्छ। 
ट्राइटन X१०० को उपयोग: गैर-आय�नक जल�य घोल: 
Triton X100 एक गैर-आय�नक जल�य घोल (4-(1,1,3,3-
tetramethylbutyl) �फनाइल-पो�ल�थल�न ग्लाइकोल घोल, 
वा t-octylphenoxypolyethoxyethanol, polyethylene 
glycol tert-octylphenyl ईथर) को रूपमा हुन्छ। यो कोषीय 
र आण�वक जीव�वज्ञानमा �डटज�न्टको रूपमा व्यापक रूपमा 
प्रयोग ग�रन्छ। यसले कोष र केन्द्रका �झल्ल�हरूको पारगम्य 
बनाउन सहयोग गदर्छ। 
धेरै वषर्सम्म भुसुनाका नमूनाहरू अल्कोहलमा संर�क्षत ग�रनु 
सामान्य मा�नन्छन।् दभुार्ग्यवश, अल्कोहलमा संरक्षण अ�त 
उपयुक्त भने हँुदैन, र यसर� संर�क्षत ग�रएका आथ्र�पोडहरू 
सू�म पर�क्षणको ला�ग तयार गनर् धेरै गाह्रो हुन्छन।् 
भुसुनाहरू भएको प्लािस्टक प्रायः �बग्रने हुन्छ, त्यसप�छ 
अल्कोहलको वाष्पीकरण सुरू हुन्छ। दवु ै अवस्थामा, 
अल्कोहलसँग लामो समयसम्म सम्पकर् मा रहनु वा भुसुनाहरू 
सुक्न सक्ने जो�खम हंुदा अल्कोहलले वास्त�वक समस्या 
खडा गछर्। २००८ मा, जोन्कल े फोटोग्रा�फक �फल्महरूको 
ला�ग प्रयोग ग�रने एजेपोन (Agepon) जस्ता �भजाउने 
एजेन्टको साथ माकुराहरूको पुनजर्ल�करणमा एउटा नोट 
प्रका�शत गरे [26]। यसले शिक्तशाल� �डटज�न्ट नभएका 



�भजाउने एजेन्टहरू प्रयोग गन� �वचारलाई �नम्त्यायो। 
तल ०.५% जल�य घोलमा ट्राइटन X१०० प्रयोग गन� प्र�क्रया 
�दइएको छ: 
- सुख्खा नमुनालाई पूणर् अल्कोहलले �भजाउनुहोस।् 
- सम्पूणर् नमुना डुबाउनको ला�ग आवश्यक मात्रामा ट्राइटन 

X१०० घोल ०.५% थप्नुहोस।् 
- लगभग ५ �मनेट वा सोभन्दा बढ� समयसम्म �भज्न 

�दनुहोस।् सब ैआथ्र�पोडहरू घोलमा छुट्ट�एको हुनुपछर्। 
- ट्राइटन X१०० घोल हटाउने र पोटा�सयम हाइड्रोक्साइड 

घोलले प्र�तस्थापन गनुर्होस।् 
त्यसप�छ मा�थ वणर्न ग�रए अनुसार प्र�व�ध अपनाउनुहोस।् 
प�र�शष्ट ४: युपरल®वा क्यानडा बाल्सम माउिन्टङ �म�डया 
चरणबद्ध रूपमा 
१. भुसुनाहरू �नजर्�लत हुनुपछर् (बादल वा दधु जस्तो दे�खनुल े

अपयार्प्त �नजर्ल�करणको संकेत गदर्छ)। 
२. इथाइल अल्कोहलको सांद्रता बढाएर �नजर्ल�करण गनर् 

स�कन्छ। 
३. भुसुनाहरू ९९% अल्कोहल वा पूणर् अल्कोहलबाट 

िक्लय�रङ्ग एजेन्टमा स्थानान्तरण गनर् स�कन्छ। 
प्र�क्रया: 
१. वयस्क भुसुनालाई ७०% इथेनॉलमा रा�ुहोस।् 
२. इथेनॉल हटाउनुहोस ् र १०% KOH ले हाल्नुहोस।् 

भुसुनालाई �ससाको स्लाइडले छोप्नुहोस।् 
३. भुसुनाहरू पारदश� नभएसम्म �थच्नुहोस।् 
४. KOH हटाउनुहोस।् 
५. भुसुनालाई आसुत पानील े �भजाउनुहोस ्र ३० दे�ख ४५ 

�मनेट पखर्नुहोस।् 
६. पानी �नकाल्नुहोस ्र ३० �मनेटसम्म आसुत पानील े

धुनुहोस ्(धेरै भुसुनाहरूको समय कायर्: सँगै प्रशोधन 
गनर् ज�त धेरै भुसुनाहरू हुन्छन,् यो समय त्य�त नै 
लामो हुनुपछर्। ज�त कम हुन्छन,् �वशेष गर� एकल 
रूपमा उपचार ग�रएकाहरूका ला�ग, यो समय त्य�त नै 
छोटो हुन सक्छ)) 

७. पानी �नकाल्नुहोस।् 
८. माकर् -एन्डे्र घोल (भएसम्म फुच�सन ए�सडले रं�गएको) 

हाल्नुहोस ्र २४ घण्टा (एक �दन) पखर्नुहोस।् 
९. माकर् -एन्डे्र घोल �नकाल्नुहोस।् 
१०. भुसुनालाई आसुत पानील े�भजाउनुहोस ्र ३० दे�ख ४५ 

�मनेट पखर्नुहोस।् 
११. पानी �नकाल्नुहोस ्र ३० �मनेटसम्म आसुत पानील ेफे�र 

�भजाउनुहोस।् 
१२. पानी �नकाल्नुहोस।् 
१३. ७०% इथेनॉल थप्नुहोस ्र भुसुनाको �वच्छेदन गनुर्होस।् 

क. टाउको र पटेको ला�ग, टाउको वा पेटलाई छातीबाट 
�बस्तारै तान्नुहोस।् 

ख. छातीको ला�ग, एक जोडी फोस�प्सल ेछाती समातेर र 
अक� जोडील े एपेन्डेजको आधारमा तानेर पखेटाहरू 
हटाउनुहोस।् सबैभन्दा चासोको अंगहरूमा �वशेष ध्यान 
�ददैं, छातीलाई बाया ँर दायाँ छेउमा �वभाजन गरेर, बाणु 
�वच्छेदन गनर् सम्भव छ। 

१४. जल�य इथाइल अल्कोहल घोलको श्रृंखला माफर् त 
�बस्ता�र, ५० - ८० - ९५% सम्म पूणर् इथेनॉल नपुगुन्जेल, 
�नजर्ल�करण गनुर्होस।् । 

१५. भुसुनाहरूलाई १००% इथेनॉलले १० �मनेटको अन्तरालमा 
दईु पटक धोएर �नजर्ल�करण गनुर्होस।् 

१६. इथेनॉल �नकाल्नुहोस ्र कोठाको तापक्रममा १५ �मनेटको 
ला�ग ल्वाङको तेलले भुसुनाहरू �भजाउनुहोस।् 

१७. ल्वाङको तेलबाट भुसनुाहरूलाई सफा स्लाइडमा 
Euparal® वा क्यानाडा बाल्समको थोपामा स्थानान्तरण 
गनुर्होस।् 

१८.इच्छा अनुसार �मलाउनुहोस:् स्यान्ड फ्लाईको टाउको, 
छाती र पेटलाई �वच्छेदन गन� माइक्रोस्कोप मु�न म�सना 
सुई वा फोस�प्स प्रयोग गरेर �वच्छेदन गनर् स�कन्छ। 
भेन्ट्रो-डोसर्ल िस्थ�तमा रा�को ला�ग टाउकोलाई शर�रबाट 
�वच्छेदन गनुर्पछर्, अथार्त,् ओ�स�पटल फोरेमेन मा�थ�तर 
उन्मुख हुनुपछर् ता�क �सबे�रयमलाई यसको माध्यमबाट 
प्रत्यक्ष रूपमा अवलोकन गनर् स�कयोस।् �वच्छेदन भुसुना 
माउन्ट गन� माध्यममा ग�रन्छ। 

१९. सतह टाँ�सने रहेसम्म भुसुनालाई त्यस ैछोड्नुहोस।् 
२०. सफा कभरिस्लपलाई पणूर् अल्कोहलले �भजाउनुहोस।् 

कभरिस्लपलाई क्यानाडा बाल्सममा �मलाएर रा�ुहोस।् 
२१. यस उद्देश्यको ला�ग बनाइएको सुक्खा बक्समा 

स्लाइडहरू भण्डार गनुर्होस।् 
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