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Abstrakt — Niniejszy artykut stanowi kompleksowy poradnik do preparatyki i tworzenia preparatow mikroskopowych
muchdéwek z podrodziny Phlebotominae, co ma kluczowe znaczenie dla identyfikacji gatunkowej oraz wykrywania i
izolacji patogenow. Omowiono w nim szereg technik odpowiednich zardwno do pracy w terenie, jak i w laboratorium.
Wytyczne zawieraja szczegOlowe instrukcje dotyczace odlowu, obchodzenia si¢ z okazami, zabezpieczania oraz
usmiercania owadow (zalecajac zamrazanie lub stosowanie CO2 zamiast §srodkow chemicznych), a takze strategie
konserwacji okazow, takie jak przechowywanie w niskich temperaturach czy w etanolu. W pracy opisano, jak istotna
dla poprawnej obserwacji mikroskopowej jest metodologia preparatyki konkretnych struktur anatomicznych (aparatow
kopulacyjnych, glowy i skrzydel). Artykut przedstawia rowniez szczegélowy proces przygotowania probek, w tym
etap wytrawiania z uzyciem odczynnikow takich jak wodorotlenek potasu (KOH), a nastepnie roztwor Marc-André. W
sekceji dotyczacej preparatyki porownano rézne media, ktadac nacisk na ich wtasciwosci optyczne i trwatos¢. Medium
Hoyera (znane rowniez jako guma chloralowa) jest zalecane do szybkich obserwacji, szczegolnie w przypadku
spermatek, ze wzgledu na jego przejrzystos¢, cho¢ nie nadaje si¢ on do dlugoterminowego przechowywania.
Omowiono takze inne media, w tym alkohol poliwinylowy (PVA), Euparal® (o ograniczonej tolerancji na wodg) oraz
balsam kanadyjski (medium rozpuszczalne w weglowodorach), przy czym dwa ostatnie zapewniaja mozliwosé
dlugotrwatego utrwalenia preparatow. W artykule poruszono takze nowoczesne podejScia z zakresu biologii
molekularnej, takie jak sekwencjonowanie DNA oraz technike MALDI-ToF, ktore wymagaja szczegdlnej uwagi
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podczas przygotowania probek. Ponadto dotaczono krotkie materiaty wideo ilustrujace rézne techniki preparatyki oraz
thumaczenia na 33 jezyki, co pozwala dotrze¢ do zréznicowanych potrzeb i oczekiwan globalnej spotecznosci
naukowe;j.

Stowa kluczowe: utrwalanie, Phlebotominae, medium Hoyer’a, roztwor Marc-André, guma chloralowa, alkohol
poliwinylowy, Euparal®, balsam kanadyjski, izolacja pasozytow Leishmania, warunki terenowe, hodowla, sekcja,
biologia molekularna, MALDI-ToF, okazy typowe.

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.

Wstep

Phlebotominae to podrodzina niewielkich muchéwek
(Diptera) nalezaca do rodziny ¢miankowatych
(Psychodidae). Grupa ta obejmuje 1063 opisane dotychczas
gatunki [21]. Sa one istotnymi wektorami patogenoéw
(pierwotniakéw z rodzaju Leishmania, arbowirusow oraz
bakterii Bartonella), wywolujace leiszmaniozg, choroby
arbowirusowe oraz bartonelozg. Identyfikacja gatunkowa
tych owadow opiera si¢ przede wszystkim na szczegdlowe;j
analizie morfologicznej spreparowanych okazoéw pod
mikroskopem, uwarunkowanej prawidlowym poborem
materialu w terenie, jego wlasciwym przechowywaniem
oraz precyzyjnym wykonaniem trwatych preparatow
mikroskopowych. Proces ten wymaga zastosowania
specyficznych technik badawczych, z ktorych kazda
charakteryzuje  si¢  odmiennymi  zaletami  oraz
ograniczeniami. Identyfikacja imagines Phlebotominae
opiera si¢ na analizie zardwno struktur zewnetrznych (np.
czutkéw, glaszczek, aparatu kopulacyjnego samcow), jaki
wewnetrznych (np. gardzieli pharynx, cibarium oraz
spermatek). Sekcja 1 izolacja struktur wewngtrznych
ulatwiajg ich obserwacj¢, a w konsekwencji — trafng
identyfikacje  gatunkowa. Z tego wzgledu, w
przeciwienstwie do komaréw czy pluskwiakow z
podrodziny Triatominae, Phlebotominac wymagaja
sporzadzenia preparatow mikroskopowych (okazoéw
zatopionych w medium, a nastgpnie zamknigtych migdzy

szkietkiem podstawowym a nakrywkowym) jeszcze przed
przystapieniem do identyfikacji. Do lat 80-tych XX wieku
analiza mikroskopowa byla jedyna dostgpng metoda
identyfikacji Phlebotominae 1 do dzi§ pozostaje
najpowszechniej  stosowanym  podejSciem.  Wybor
procedury przygotowania preparatu byt wowczas
stosunkowo prosty i sprowadzat si¢ tylko do dwodch
mozliwo$ci — wykonywano albo preparaty trwale,
umozliwiajace zabezpieczenie okazu na dhlugi okres, albo
preparaty tymczasowe, sporzadzane ,,na szybko” w medium
niezapewniajgcym takiej trwatosci. Wykonanie preparatow
trwalych, na przyktad w zywicach takich, jak balsam
kanadyjski, jest procesem czasochlonnym i1 wymaga
uprzedniej, catkowitej dehydratacji probek. Ponadto
wspotczynnik zalamania $wiatta tego medium nie zawsze
jest optymalny dla swobodnej obserwacji spermatek.
Zastosowanie uwodnionych mediow (np. medium Hoyera)
stanowi szybsza alternatywe i zapewnia lepszg wizualizacje
silnie zatamujacych $wiatlo struktur spermatek, jednak
uniemozliwia dlugotrwate przechowywanie ze wzgledu na
tendencje do absorpcji wilgoci z otoczenia. Rozwigzaniem
tego problemu moze by¢ uszczelnienie krawedzi szkietka
nakrywkowego lakierem do paznokci po catkowitym
wyschnigciu preparatu. Ten dylemat metodyczny (tzw. co$
za co$) pozostaje aktualny do dzi§ i determinuje wybor
techniki utrwalania w zalezno$ci od celu badawczego. Od
lat 80-tych XX wieku badania nad taksonomia
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Phlebotominae tacza analize¢ morfologiczng z metodami
biochemicznymi. Pierwsza z nich byla analiza
weglowodoréw  kutykularnych, ktoéra zostala szybko
wyparta przez techniki biologii molekularnej, takie jak
RAPD (losowa amplifikacja polimorficznego DNA), RFLP

(analiza polimorfizmu dtugosci fragmentow
restrykcyjnych), amplifikacja DNA polaczona
z  sekwencjonowaniem  metodg ~ Sangera  oraz

sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). Obecnie
podejscia  molekularne  sa  uzupelniane  metodami
proteomicznymi, m.in. MALDI-ToF. Ponadto molekularna
identyfikacja gatunkowa moze by¢ taczona z detekcja
patogenéw z wykorzystaniem PCR (m.in. Leishmania,
Trypanosoma, Bartonella oraz Phlebovirus). Poniewaz
drobnoustroje te moga by¢ wykrywane zar6wno za pomocg
klasycznego PCR (end-point), jak i PCR w czasie
rzeczywistym  (real-time = PCR), niezbedne  jest
dostosowanie protokotéw pobierania i przechowywania
probek do specyficznych zatozen projektu badawczego [3,
32].

W oparciu glownie na doswiadczeniu autoréOw oraz
danych literaturowych celem niniejszego opracowania jest
przedstawienie ustandaryzowanych wytycznych
dotyczacych przygotowania preparatoéw mikroskopowych
oraz obrobki materialu badawczego dorostych osobnikow
Phlebotominae, majacych na celu optymalizacj¢ analiz
morfologicznych i molekularnych.

Konieczno$¢ przeprowadzania okreslonych analiz,
takich jak badania z zakresu biologii molekularnej czy
identyfikacja metoda MALDI-ToF, wymaga zachowania
czegsci badanego osobnika, ktora nie jest niezbgdna do
identyfikacji morfologicznej. Podkresla to znaczenie
prawidlowego  doboru  odpowiedniego  protokotu
badawczego. W niniejszym artykule skupiono si¢ na
metodach znieczulania i u$miercania zywo schwytanych
Phlebotominae, zasadach ich przechowywania oraz
procedurach wykonywania preparatow mikroskopowych,
zarbwno na potrzeby szybkiej identyfikacji, jak
i dlugoterminowej konserwacji okazéw umozliwiajacej
prowadzenie dalszych badan.

Preambula: Wzgledy bezpieczenstwa i inne
regulacje powinny odnosi¢ si¢ do
odpowiednich kart charakterystyki (SDS).
Podczas korzystania z niniejszych wytycznych nalezy
odnosic¢ si¢ do odpowiednich kart charakterystyki substancji
chemicznych (SDS). Wszystkie chemikalia wymienione w
opracowaniu powinny by¢ stosowane z zachowaniem
odpowiednich zasad bezpieczenstwa. Komitety ds. BHP
w jednostkach badawczych udzielajg informacji nie tylko
na temat zagrozen zwigzanych z tymi substancjami, ale
takze w zakresie zasad ich uzytkowania oraz utylizacji.
Bezwzglednie  nalezy  przestrzegaé instrukcji
dotyczacych stosowania i utylizacji chemikaliéw. Nalezy
podkreslic, ze odpowiedzialnos¢ za  prawidlowe

postepowanie podczas prac laboratoryjnych oraz za
przestrzeganie przepisoOw i regulacji obowigzujacych w
danym kraju lub instytucji badawczej spoczywa na
wszystkich osobach z nich korzystajacych. Ponadto
niektore odczynniki lub substancje wchodzace w ich sktad

(np. wodzian chloralu) podlegaja w niektérych krajach
ograniczeniom prawnym. Wykaz skrotow uzytychw tekscie
zamieszczono w Tabeli 1.

Tabela 1: Wykaz skrotow.

BME Pozywka Eagle’a (Basal medium Eagle)
CcDC Centra Kontroli i Prewencji Choréb (Centers for
Disease Control and Prevention)
CMCP Kamforowy monochlorofenol
CMR Substancja rakotworcza, mutagenna lub dziatajaca
szkodliwie na ptodnos¢ i uktad rozrodczy
ColI Gen podjednostki I oksydazy cytochromu ¢
CytB Gen cytochromu b
DNA Kwas deoksyrybonukleinowy
ELISA Test immunoenzymatyczny ELISA
EtOH Etanol
M199 Medium 199
Spektrometria mas z jonizacja/desorpcja laserowa
MALDI- wspomagana matryca z analiza czasu przelotu
ToF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry)
Podloze hodowlane/Pozywka MEM (Minimum
MEM . .
essential media)
Sekwencjonowanie nowej generacji  (Next-
NGS . .
generation sequencing)
Podloze hodowlane/Pozywka Novy-MacNeal-
NNN .
Nicolle
PCR Reakcja tancuchowa polimerazy
Lao PDR Laotanska Republika Ludowo-Demokratyczna
PNOC Gen prepronocyceptyny
Ilosciowy PCR (PCR w czasie rzeczywistym; Real-
qPCR time PCR)
RAPD Losowa amplifikacja polimorficznego DNA
RFLP Polimorfizm dlugosci fragmentoéw restrykcyjnych
RI Wspotezynnik zalamania §wiatlta (Refractive index)
RNA Kwas rybonukleinowy
RNases Rybonukleazy
RNASS Roztwor do stabilizacji RNA (RNA stabilization
solution)
RT-PCR Reakcja l.ancuchowa polimerazy z odwrotna
transkrypcja
TFA Kwas trifluorooctowy
BME Pozywka Eagle’a (Basal medium Eagle)
CcDC Centra Kontroli i Prewencji Choréb (Centers for

Disease Control and Prevention)
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1. Odlow Phlebotominae

Doroste  osobniki ~ Phlebotominae = moga  by¢
pozyskiwane zywe lub martwe przy uzyciu miniaturowych
pulapek $wietlnych CDC, pulapek lepowych oraz
aspiratorow (stosowanych w polaczeniu z putapkami
Shannona lub bezposrednio w miejscach ich bytowania, np.
w poblizu schronisk dla zwierzat). Metody te polegaja na
rozmieszczaniu pulapek w odpowiednich siedliskach,
wabieniu owadow $wiatlem lub innymi atraktantami (np.
CO., wabiki chemiczne), a nast¢pnie tapaniu do dalszych
analiz opisanych w literaturze [2, 3, 32, 36, 49].

Pozyskiwanie =~ zywych  osobnikéw  umozliwia
przeprowadzenie pelnego spektrum analiz badawczych,
natomiast material martwy nie pozwala na izolacj¢ zywych
szczepOw Leishmania ani wiruséw. Niektore techniki
odtowu, takie jak lepy, czgsto prowadzg do utraty czutkow,
glaszczek lub odndzy, badZz do uszkodzenia skrzydet
schwytanych osobnikow. Dodatkowo olej rycynowy
zawarty w lepach zanieczyszcza okazy, przez co wymagane
jest jego usunigcia na wstgpnym etapie preparatyki,
zazwyczaj poprzez 15-minutowa kapiel w mieszaninie
etanolu i eteru dietylowego w stosunku 1:1.

2. USmiercanie okazow

Po zlapaniu, zywe osobniki Phlebotominae musza
zosta¢ usmiercone. W przypadku niektérych metod poboru
(np. stosowania lepow lub putapek §wietlnych typu CDC
wyposazonych w pojemnik z detergentem lub etanolem)
owady sg martwe juz w momencie wpadnigcia do putapki.
Analizy z zakresu biologii molekularnej mogg by¢
prowadzone na osobnikach zebranych bezposrednio do
etanolu, a takze na okazach ztapanych innymi metodami,
pod warunkiem, Ze zostang one umieszczone w nim
mozliwie jak najszybciej. Nalezy jednak pamietac, ze zadna
z powyzszych metod uSmiercania nie pozwala na
pézniejsze analizy z wykorzystaniem techniki MALDI-
ToF.

Ponadto niektdre sposoby usmiercania mogg prowadzié
do utraty okreslonych cech morfologicznych. Z tego
wzgledu kluczowe jest zastosowanie odpowiedniej,
wystandaryzowanej metody, ktora umozliwi prawidlowa
identyfikacje gatunkowsa lub przechowywanie osobnikow
jako okazéw dowodowych (tj. trwale zakonserwowanych i
zarchiwizowanych do przysztych badan lub poréownan).
Substancje chemiczne, takie jak octan etylu, eter etylowy,
tetrachloroetan czy chloroform, moga by¢ nanoszone na
wat¢ umieszczang w pojemniku ze schwytanymi
muchdéwkami. Ze wzgledu na toksycznos$¢ tych zwigzkow
nalezy obchodzi¢ si¢ z nimi z zachowaniem szczegélnej
ostroznosci, $cisle przestrzegajac zalecen producenta.

Z naszego doswiadczenia wynika, ze u$miercanie
Phlebotominae przy uzyciu chloroformu jest niewskazane,
poniewaz negatywnie wplywa na wyniki analiz
molekularnych. Biorac pod uwage szkodliwos$¢ wszystkich
wymienionych substancji oraz ich ograniczong przydatno$¢

w badaniach molekularnych, stosowanie tych srodkéw
chemicznych jest zasadniczo odradzane.

Najczgsciej stosowang metoda, pozwalajaca na
zachowanie cech morfologicznych, integralnosci DNA oraz
biatek, jest zamrazanie okazdéw ,,na sucho”. Okazy powinny
pozostawaé zamrozone na tyle dtugo, aby zostaly w stanie
anabiozy, lecz nie na tyle, aby: (i) wyschly lub (ii) zostala
naruszona zywotno$¢ pasozytow Leishmania (gdy celem
jest ich izolacja in vitro z przewodu pokarmowego
muchoéwki). Zalecamy zatem mrozenie przez 15-20
minut w temperaturze -20°C, przy regularnym
kontrolowaniu stanu okazéw. Nalezy upewnié sie, Ze
owady pozostajg jedynie w stanie odretwienia, tak aby
nie doprowadzi¢ do u$miercenia pasozytow Leishmania.

Jezeli zamrazarka nie jest dostepna, owady mogg by¢
usmiercane za pomocg CO,. W warunkach terenowych,
gdzie uzycie butli z CO, jest niemozliwe, mozna stosowac
male naboje z CO,, wykorzystywane w dystrybutorach
napojow gazowanych, jednak ich transport droga lotnicza
moze podlega¢ okreslonym restrykcjom. W ostatecznosci
owady moga by¢ u$miercane poprzez ekspozycje na dym
tytoniowy. Phlebotominae sa wowczas odtawiane
przyzyciowo za pomoca pulapek typu CDC, pobierane
aspiratorem, umieszczane w szklanej rurce i poddawane
dziataniu dymu tytoniowego, ktory zabija je w ciagu kilku
sekund. Metoda ta moze by¢ stosowana w kazdych
warunkach terenowych. Nalezy jednak pamigtac, ze szkto
szybko nasigka dymem i bez doktadnego oczyszczenia nie
nadaje si¢ do pdzniejszego zbierania i przechowywania
zywych  osobnikéw. Niemniej jednak ten sam,
nieoczyszczony aspirator moze by¢ nadal uzywany do
usmiercania owaddéw pozyskiwanych z innych putapek, o
ile planujemy ich utrwalenie. Po zakonczeniu pracy
ekshaustor nalezy doktadnie sprawdzi¢, aby upewnic sie, ze
wszystkie okazy zostaty z niego usunigte.

3. Przechowywanie okazow przed ich

dalszym opracowywaniem
Przed dalszym opracowaniem materiatu stosuje si¢
cztery glowne metody jego utrwalania:

3.1. Zamrazanie

Metoda ta jest skuteczna przy przechowywaniu okazéw
w temperaturze -20°C, a optymalnie -80°C, i obecnie jest
stosowana cze$ciej niz przechowywanie w cieklym azocie.
Niezaleznie od wybranego podejscia, krioprezerwacje
nalezy rozpocza¢ mozliwie jak najszybciej po wstgpnym
uspieniu owadow. Przechowywanie w niskiej temperaturze
pozwala zachowac¢ cate okazy oraz RNA, DNA i bialka w
praktycznie nienaruszonym stanie. Zastosowanie cieklego
azotu moze jednak prowadzi¢ do oderwania lub
uszkodzenia skrzydel, odnozy, glaszczek i1 czutkow,
skutkujac  utrata istotnych cech morfologicznych.
Konserwacja ,,na sucho” w zamrazarkach jest pod tym
wzgledem mniej szkodliwa, lecz nadal nie zapewnia pelne;j
ochrony delikatnych struktur ciala. Dodatkowo podczas
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rozmrazania, skrzydta, czulki, glaszczki lub odndza moga
przykleja¢ si¢ do $cianek probowek w wyniku kondensacji
pary wodnej, co rdéwniez sprzyja ich odrywaniu.
Zamrazanie jest w petni zgodne z metodami molekularnymi
umozliwiajacymi bez utraty czulosci wykrywanie
patogenow. Wykrywanie i izolacja wiruséw RNA wymaga
jednak przechowywania probek w temperaturze -80°C lub
w cieklym azocie, jesli planowana jest ich archiwizacja.
Zamrazanie nie pozwala natomiast na izolacj¢ pasozytow
Leishmania poprzez sekcje przewodu pokarmowego, chyba
ze Phlebotominae zostang najpierw umieszczone w fazie
gazowe] cickltego azotu, a pdézniej w cieklej (np. w
proboéwkach umieszczonych w ponczosze), co symuluje
krioprezerwacje pasozytow.

3.2.  Przechowywanie w alkoholu (etanolu lub
alkoholu izopropylowym)

Jest to najczesciej stosowana metoda przechowywania
Phlebotominae, tatwa do wdrozenia w warunkach
terenowych, nawet bez dostepu do  zaplecza
laboratoryjnego. Konserwacja w alkoholu jest szczegolnie
przydatna w analizach morfologicznych, poniewaz
delikatne struktury (skrzydla, odnéza, czulki i glaszczki)
pozostaja nienaruszone, o ile w probéwce nie wystepuja
pecherzyki powietrza. W celu ich eliminacji zaleca sig¢
uszczelnienie probowki niewielka kulka waty oraz
umieszczenie etykiety na jej wierzchu (Rycina 1).
Optymalne stgzenie alkoholu pozostaje przedmiotem
dyskusji, jednak generalnie nie zaleca si¢ st¢zen ponizej
70% [45, 66]. Wyzsze stezenia skuteczniej i dtuzej chronia
DNA, ale powoduja, ze okazy staja si¢ bardziej kruche
podczas analiz morfologicznych. Zastosowanie 96%
etanolu (mieszaniny azeotropowej) pozwala utrzymac
stabilne stezenie alkoholu przez dhugi czas, szczegélnie w
wilgotnych warunkach klimatycznych, cho¢ etanol 95% jest
czgsto tatwiej dostepny. DNA przechowywane w etanolu
zazwyczaj zachowuje dobra jako$¢, choé¢ gorszg niz w
przypadku  zamrazania, zwlaszcza w  badaniach
molekularnych wykorzystujacych NGS. Bialka sg znacznie
mniej trwale, co ogranicza zastosowanie tej metody w
analizach proteomicznych, np. MALDI-ToF.
Phlebotominae przechowywane w alkoholu przez kilka
miesigcy moga by¢ nadal identyfikowane morfologicznie,
jednak nie nadaja si¢ juz do uzyskiwania referencyjnych
widm  bialkowych. Procesy degradacji materiatu
wynikajace z przechowywania w alkoholu lub w stanie
suchym mozna spowolni¢ poprzez dodatkowe zamrozenie
probek w temperaturze -20°C. Mrozenie ogranicza
degradacje kwasow nukleinowych i rozpad tkanek, cho¢
jego wplyw na zachowanie cech morfologicznych jest
ograniczony. Przechowywanie w etanolu o st¢zeniu co
najmniej 70% moze by¢ rowniez stosowane do wykrywania
wirusow DNA i RNA, o ile material byl przechowywany
krocej niz kilka miesigcy. W niektorych krajach tatwo
dostgpny jest alkohol izopropylowy, ktory skutecznie
konserwuje DNA, lecz powoduje sztywnienie okazoéw. Jest

on mniej tatwopalny niz etanol, co ulatwia jego transport.
W razie potrzeby okazy przechowywane w cieklym azocie
lub zamrozone na sucho mogg zosta¢ przeniesione do
alkoholu, jednak takie postgpowanie taczy wady obu tych
metod.

Lol

Rycina 1: Phlebotominae zachowane w etanolu.
3.3.  Przechowywanie w roztworze
stabilizujacym RNA (RNASS)

RNASS jest wodnym, nietoksycznym odczynnikiem
powszechnie stosowanym do stabilizacji i ochrony RNA w
tkankach oraz komorkach. Jego dzialanie polega na
szybkim przenikaniu do wnetrza okazu i inaktywacji RNaz,
co zapobiega degradacji RNA bez koniecznosci
natychmiastowego zamrazania probek.

Przechowywanie w  RNASS jest skutecznew
zachowaniu ogoélnej morfologii tkanek i komorek na
potrzeby pdzniejszych analiz histologicznych. Cho¢
roztwor ten nie jest przeznaczony do utrwalania struktur,
krotko i $rednioterminowe przechowywanie zazwyczaj
pozwala zachowaé integralno$¢ badanego materiatu.
RNASS  umozliwia  przechowywanie  probek —w
temperaturze pokojowej do 7 dni, w temperaturze 4°C przez
kilka tygodni oraz w —20°C lub —80°C przez dtugi czas, co
ma swoje zastosowanie w konserwacji okazow. Metoda ta
jest szczegdlnie przydatna podczas prac terenowych lub w
warunkach  ograniczonego  dostepu do  urzadzen
chlodzacych. Ekstrakcja RNA z tak przechowywanych
probek wymaga jedynie wyjecia probek z odczynnika i
zastosowania standardowych procedur laboratoryjnych.
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3.4.  Przechowywanie na sucho w temperaturze
pokojowej

Jest to starsza nmetoda, ktéra w przypadku
przechowywanie okazow in toto (w catosci) — najczesciej
na szpilkach entomologicznych - ma istotne ograniczenia,
poniewaz stabo chroni delikatne struktury, takie jak
skrzydta, odnéza, czutki i glaszczki. Mimo to badania
proteomiczne z wykorzystaniem MALDI-ToF sa nadal
mozliwe do przeprowadzenia na takich okazach, pod
warunkiem, ze zostaly one odwodnione podczas utrwalania
przy uzyciu zelu krzemionkowego. Analizy molekularne
DNA materialu przechowywanego w ten sposob sa
znacznie utrudnione, poniewaz DNA bywa silnie
pofragmentowane i wystepuje w niewielkiej ilosci. Stanowi
to szczegolne wyzwanie w badaniach genomoéw jadrowych.
Niemniej jednak w takich przypadkach mozliwe jest
zastosowanie nowoczesnych metod, takich jak muzeomika
[34]. Z tego wzglgdu przechowywanie okazé6w na sucho w
temperaturze pokojowej nie jest zalecane, chyba nie ma
innej mozliwosci. Metod¢ te¢ mozna faczy¢ z
przechowywaniem w niskiej temperaturze, umieszczajac
probki w zamrazarce (-20°C lub -80°C). Gléownym
problemem pozostaje uzyskanie odpowiednich preparatow
z catlych okazéw lub ich czeSci niezbgdnych do
identyfikacji. Wymaga to ponownego nawodnienia
(rehydratacji) materiatu, do czego zaleca si¢ stosowanie
roztworu Triton X-100. Proces ten trwa od kilku godzin do
kilku dni i wymaga regularnej kontroli. Po pelnym
namoczeniu, okazy nalezy poddaé¢ trzem kgpielom w
wodzie.

3.5.  Przechowywanie na bibule filtracyjnej
Gtowng zaleta bibut filtracyjnych jest mozliwosé
dlugoterminowego zachowania genomowego DNA w
komérkach catego, nieutrwalonego i wysuszonego owada
lub w komorkach krwi przechowywanych w temperaturze
pokojowej. Arkusze bibuly sa niewielkich rozmiaréow, co
umozliwia przechowywanie setek probek w objetosci
odpowiadajacej malej kasetce. Matryca bibuly jest
nasaczona substancjami unieszkodliwiajacymi czynniki
zakazne, dzigki czemu probki przestaja stanowi¢ materiat
biologicznie niebezpieczny. Pozwala to na ich bezpieczne
przechowywanie i transport bez koniecznosci stosowania
rygorystycznych srodkéw ostroznos$ci [68].

4. Preparowanie (sekcja) okazow

W przeciwienstwie do wielu innych owadow, ktore
identyfikuje si¢ na podstawie cech zewngtrznych
widocznych na okazach nabitych in foto na szpilki
entomologiczne, Phlebotominae wymagaja wykonania
sekcji 1 sporzadzenia preparatow mikroskopowych. Jest to
niezbgdne do  analizy  struktur  anatomicznych
umozliwiajacych precyzyjnag identyfikacje gatunkowa.
Niezaleznie od wybranej procedury przygotowania i
utrwalania materiatu, stosuje si¢ t¢ sama metodyke sekcji
(Ryciny 2 i 3; https://zenodo.org/records/18198006).
Wykorzystanie Triton X-100 (niejonowy roztwor
wodny)

Przygotowanie preparatdéw dotyczy okazow S$wiezo
odtowionych Iub prawidlowo przechowywanych. W
wickszosci kolekcji entomologicznych Phlebotominae sa
jednak przechowywane na sucho (np. na potrzeby analiz
MALDI-ToF) lub w alkoholu przez wiele lat. Konserwacja
alkoholowa nie jest optymalna w dluzszej perspektywie,
stawonogi przechowywane w ten sposob staja si¢ trudne do
preparowania. Czgstym problemem jest degradacja
plastikowych pojemnikow, w ktorych znajdujg si¢ okazy,
prowadzaca do odparowania alkoholu. W obu przypadkach,
gdy probki przez dhlugi czas pozostaja w alkoholu lub
ulegaja wysuszeniu, mozliwosci dalszych analiz staja
mocno ograniczone. Z tego wzgledu zaproponowano
zastosowanie §rodkéw zwilzajacych, ktére nie sa silnymi
detergentami.

Triton  X-100  jest niejonowym  roztworem
powierzchniowo czynnym (4-(1,1,3,3-tetrametylobutylo)
fenylo-polietylenoglikol; t-oktylofenoksypolietoksyetanol),
powszechnie stosowanym w biologii komorkowej i
molekularnej do permeabilizacji bton komorkowych i
jadrowych.

Ponizej przedstawiono procedur¢ wykorzystania 0,5%
wodnego roztworu Triton X-100:

Nasacz sucha probke alkoholem absolutnym.

Dodaj 0,5% roztwor Triton X-100 w ilosci
umozliwiajacej catkowite zanurzenie okazu.

Pozostaw probke na okres od 5 minut do kilku dni,
regularnie kontrolujac jej stan; wszystkie okazy muszg by¢
catkowicie rozdzielone.

Usun roztwér Triton X-100 i zastgp go roztworem
wodorotlenku potasu.
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Rycina 2: Materiaty niezb¢dne do wykonywania preparatow mikroskopowych Phlebotominae: A: okragle szkietka nakrywkowe
(o $rednicy 10 lub 12 mm); B: plytka 24-dotkowa i haczykowato zakonczona igla preparacyjna (jesli jako medium uzywasz
olejku gozdzikowego lub esencji Euparalu, nie uzywaj ptytek akrylowych, poniewaz wejda w reakcje chemiczna, doprowadzajac
do uszkodzenia okazoéw); C: szkielka podstawowe z matowym polem do opisu; D: koncéwka igly; E: igly osadzone na
strzykawkach; F: szkietko zegarkowe lub inne podobne naczynie na okazy przeznaczone do preparowania; G: peseta typu
Dumont; H: plastikowa pipeta; I: szklana pipeta wygigta przez podgrzanie w celu ulatwienia przenoszenia ptynu do dotkéw.

Rycina 3: Plytka z 24 dotkami; w kazdym dotku znajduje
si¢ glowa oraz ostatnie segmenty odwtoka z genitaliami
Phlebotominae.

4.1. Glowa

Glowe oddziela si¢ od reszty ciata za pomoca cienkich
igiet preparacyjnych lub szpilek entomologicznych pod
mikroskopem stereoskopowym (Ryciny 2 i 3). Najczesciej
stosowane sg igly: 26G x 1/2" (0,45 x 13 mm), 30G x 1/2"
(0,30 x 13 mm) lub 25G % 5/8" (0,50 x 16 mm). Do analiz
morfologicznych glowe po oddzieleniu umieszcza si¢ w
medium strong brzuszng (wentralng) ku gorze, co

umozliwia obserwacj¢ cibarium oraz gardzieli (pharynx).
Tulow 1 odwlok ukladaja si¢ zwykle w pozycji bocznej
(lateralnej). Utozenie glowy w pozycji grzbietowo-
brzusznej (wentralno-dorsalnej) powoduje, ze otwor
potyliczny (occipital foramen) skierowany jest ku gorze,
zapewniajac bezposredni widok na cibarium. Dostep do
tych struktur jest znacznie tatwiejszy, gdy glowa zostanie
catkowicie oddzielona od tulowia.

4.2.  Skrzydla i tulow

Skrzydta nalezy uktada¢ w medium na ptasko. Oba
skrzydta mozna odizolowaé u nasady i preparowac osobno
lub pozostawi¢ jedno przymocowane do tulowia. W
przypadku analiz z wykorzystaniem morfometrii
geometrycznej skrzydet konieczne jest wyizolowanie i
oznaczenie prawego oraz lewego skrzydla przed
wykonaniem preparatu mikroskopowego. Tutéw sktada sie
z kilku segmentow dostarczajacych istotnych informacji
taksonomicznych [20, 64]. Zazwyczaj umieszcza si¢ go W
widoku bocznym, aby umozliwi¢ analize chetotaksji oraz
pigmentacji poszczegélnych sklerytoéw. Obecnos$é i
ulozenie otwordw po szczecinkach w okreslonych
obszarach tutowia moze by¢ wykorzystywana do
rozrozniania niektorych gatunkoéw rodzaju Brumptomyia.
Rozmieszczenie barw ma znaczenie diagnostyczne w
identyfikacji neotropikalnych Phlebotominae na poziomie
rodzaju (np. Bichromomyia), serii gatunkow (np.
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Pintomyia) oraz gatunkéw w obrebie danego rodzaju (np.
Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia,
Psychodopygus) [20]. Jesli tutow nie jest wykorzystywany
do analiz molekularnych, powinien by¢ preparowany w
sposob minimalizujacy jego uszkodzenie. Istotne jest
rozmieszczenie barw, a nie ich intensywno$¢ - dlatego
wytrawianie okazu nie wptywa na t¢ ceche.

4.3.  Genitalia

Podczas preparowania aparatow kopulacyjnychu
samcow i samic nalezy zachowac szczeg6lng ostroznosc,
poniewaz struktury te sa kluczowe dla identyfikacji okazow
do poziomu rodzaju, podrodzaju i gatunku. U obu pici
genitalia wykazuja symetri¢ dwuboczng.

4.3.1. Samce

Aparat  kopulacyjny  (=genitalia) samcoOw jest
zewnetrzny 1 sklada si¢ z parzystych wyrostkow
obejmujacych: od strony grzbietowej gonopodia
(potaczenie gonokoksytu i gonostylusa) oraz od strony
brzusznej ptytke epandrialng. Gonostylus posiada kolce, a
czasem rowniez szczecinki, ktorych liczbai rozmieszczenie
majg znaczenie diagnostyczne. Szczegodlng uwage nalezy
zwrdci¢ na wewngtrzng powierzchnie gonokoksytu, gdzie
moze wystgpowaé peczek sensilli osadzonych na
charakterystycznym guzku (fubercle) [22]. Osoby mniej
doswiadczone w preparowaniu moga przygotowac preparat,
uktadajac genitalia w widoku bocznym, bez ich oddzielania
od koncowych segmentow odwloka
(https://zenodo.org/records/18311158). Metoda ta moze
jednak powodowa¢ naktadanie si¢ pewnych struktur,
utrudniajac np. zliczenie szczecinek, ale zmniejsza ryzyko
uszkodzenia preparatu. Bardziej doswiadczeni badacze
moga rozdzieli¢ aparat kopulacyjny na dwie czgsci,
uzywajac powierzchni tnacej igly jako skalpela przecinajac
go tak, aby rozdzieli¢ gonopodia, ale bez catkowitego
przecigcia struktur aparatu. Takie podejscie utatwia

obserwacj¢ powierzchni wewnetrznych gonopodiéw oraz
paramerow i pochewek parameralnych (parameral sheath).

4.3.2. Samice

Samice maja w duzej mierze genitalia wewnetrzne, a ich
kluczowa cecha diagnostyczng sa spermateki. Jesli
spermateki nie zostaly wyizolowane, nalezy obserwowac je
przez wytrawione powloki ciata, ukladajac odwlok na
preparacie strong brzuszng do gory. Niezaleznie od
zastosowanego medium, spermateki zazwyczaj sa wyraznie
widoczne pod mikroskopem, zwlaszcza jesli nie maja
gtadkiej powierzchni i nie zostaly nadmiernie wytrawione.
Obserwacja gtadkich spermatek o cienkich $cianach moze
sprawia¢  wigcej klopotu w medium o niskim
wspoélczynniku zatamania $wiatla. Szczegdlnie istotna jest
obserwacja  nasady  przewodow  spermatekalnych,
niezb¢dna do oznaczenia gatunkéw nalezacych m.in. do
podrodzaju  Larroussius  [35, 37, 38], ktorego
przedstawiciele sa glownymi wektorami Leishmania
infantum w regionie Starego Swiata. Gdy spermateki nie s3
widoczne, identyfikacja okazu jest niemozliwa. W
przypadku trudnosci obserwacyjnych, nalezy usungé z
odwtoka kompleks furki i spermatek
(https://zenodo.org/records/18311106).  Spermateki  sa
zwykle trudne do zaobserwowania bez ich wcze$niejszego
wypreparowania, natomiast furka genitalna jest zazwyczaj
dobrze widoczna. Poniewaz przewody spermatekalne
uchodza do furki genitalnej, jej wyizolowanie zwykle
umozliwia roéwniez izolacje spermatek. Nawet jesli
spermateki zostang przypadkowo przecigte podczas tego
procesu, mozna je nadal obserwowaé przez integumenty
odwtoka (Ryc. 4).
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Rycina 4: Wyizolowane spermateki, zachowane w ptynie Marc-André ze §wiezych okazoéw. A: Idiophlebotomus longiforceps
(Lao PDR); B: Sergentomyia minuta (Francja); C: Phlebotomus ariasi (Francja); D: Sergentomyia anodontis (Lao PDR).

4.4. Sekcja jelita srodkowego w celu izolacji
pasozytoéw Leishmania

Wyizolowanie przewodu pokarmowego jest niezbedne
do wykrycia i izolacji Leishmania u samic Phlebotominae.
Izolacja moze by¢é wykonywana zaré6wno w warunkach
terenowych, jak 1 laboratoryjnych w celu oceny
kompetencji wektorowe;.

Zaleca si¢ pracowac na $wiezo usmierconych samicach.
Nalezy je wypluka¢ w wodzie lub roztworze soli
fizjologicznej zawierajacym tagodny detergent, aby usungé
wickszo$¢ szczecinek. Pomaga to zachowaé sterylnosé
niezbedng do izolacji Leishmania, a zarazem chroni cechy
morfologiczne potrzebne do identyfikacji badanych
muchowek. Aby wykry¢ i wyizolowaé Leishmania, nalezy
ostroznie wypreparowac jelito $rodkowe i umiesci¢ je w
kropli jalowej soli fizjologicznej (0,9% NaCl). Jesli pod
mikroskopem $wietlnym (zalecane powigkszenie ok. 200x)
widoczne s3 ruchliwe pasozyty, przenosi si¢ je na podloze
hodowlane za pomoca strzykawki insulinowej lub
mikropipety (szczegodly w rozdziale 4.4.3).

Glowe oraz genitalia zabezpiecza si¢ si¢ bezposrednio
w ptynie Marc-André w celu ich wytrawienia. Wazne: Ptyn
Marca-André nie moze mie¢ zadnego kontaktu z
pasozytami  Leishmania, ani  bezpo$redniego  ani
posredniego (np. przez brudne narzedzia), gdyz natychmiast
je zabija. Preparowaniec samic Phlebotominae mozna

wykona¢ na jednym lub dwodch szkietkach; obie metody
maja swoje wady i zalety (Ryc. 5;
https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.1. Metoda dwéch szkielek

W tej metodzie uzywa si¢ dwoch osobnych szkietek:
jednego z jatlowa sola fizjologiczng do izolacji jelita
srodowego oraz drugiego z plynem Marca-André do
zachowania gtowy i spermatek. W warunkach terenowych
czesto dzieli si¢ badaczy na dwa zespoty, gdzie kilka osob
preparuje okazy, a jedna identyfikuje gatunki i sprawdza
obecno$¢ Leishmania. Obsluga dwoch zestawow szkietek
moze jednak wprowadzac chaos w etykietowaniu. Utrudnia
to czasem przyporzadkowanie danego jelita zawierajacego
pasozyty do konkretnego osobnika, jesli pasozyty zostang
wykryte  tylko u  czgsci  badanych  okazow
(https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.2. Metoda jednego szkieltka

Praca na jednym szkietku utatwia katalogowanie probek
i kontrole wynikow, wymaga jednak Scistego
przestrzegania zasad ostroznosci. Aby zapewnic sterylnosc,
osoby wykonujace izolacje musza regularnie dezynfekowac
dlonie. Nalezy korzystac z gladkich szkietek podstawowych
oraz kwadratowych szkietek nakrywkowych (22 x 22 mm),
weczesniej owinigtych w folig 1 wysterylizowanych goragcym
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powietrzem (np. w sterylizatorze Poupinela). Do kazdej
sekcji uzywa si¢ sterylnych igiet (sugerowane: 25G, @ 0,5
mm X 16 mm). Okaz umieszcza si¢ w kropli sterylnej soli
fizjologicznej na $rodku szkietka. Glowe oddziela si¢ od
tutowia, nacinajac jednoczesnie odwlok migdzy 6. a 7.
segmentem, uwazajac, by nie przeciag¢é przewodu
pokarmowego (u gatunkéw z dtugimi spermatekami tnie si¢
nieco wyzej). Nastepnie jedng igla przytrzymuje si¢ tutow,
a drugg delikatnie pociaga za koniec odwloka, by
wyizolowac jelito. W razie trudnosci mozna chwycié
koncowke odwiloka i sprobowaé wyciggnaé przewdd
pokarmowy od przodu. Jesli to nie pomoze, jelito trzeba
wypreparowac, oczyszczajac je z resztek powtok ciata. Po
wydobyciu jelita odcina si¢ przewod pokarmowy od
koncowych segmentéw odwloka. Jelito przenosi si¢ do
nowej kropli soli fizjologicznej z boku szkietka i przykrywa
sterylnym szkietkiem nakrywkowym. Glowe i koncowke
odwloka umieszcza si¢ w kropli ptynu Marca-André na
drugim koncu szkietka, pilnujac, by ptyn nie zetknat si¢ z
pasozytami. Glowe uklada si¢ otworem potylicznym do
gory, a spermateki izoluje wraz z widetkami (furca) i
przykrywa matym, okragtym szkietkiem (@ 12 mm). Reszta
tutowia i skrzydta zostajag w soli fizjologicznej na $rodku
(https://zenodo.org/records/18311154). Jesli stwierdzono
Leishmania lub potrzebne sg analizy taksonomiczne, tutow
i odwlok mozna zachowaé do badan
molekularnych/proteomicznych, a ze skrzydet zrobi¢
preparat w uwodnionym medium (aqueous medium). Aby
utrwali¢ preparat, plyn Marca-André mozna zastapi¢ np.
gumg chloralowg (ptyn Hoyera).

Szczegbdtowe filmy instruktazowe sg dostepne online
(sekcja jelita: https://zenodo.org/records/18303014, sekcja
Slinianek: https://zenodo.org/records/18302850), dlatego
pominigto ich szerszy opis.

4.4.3. Izolacja i hodowla pasozytow Leishmania z
przewodu pokarmowego

Izolacja pasozytow przy sekcji zainfekowanej samicy
Phlebotominae wymaga wprawy, dlatego warto ja najpierw
prze¢wiczy¢ na niezakazonych okazach. Wypreparowane
jelita przenosi si¢ do sterylnej kropli roztworu soli
fizjologicznej (0,9%) lub ptynu Locke’a w celu przemycia
[4]. Wypreparowane jelita mozna bada¢ na dwa sposoby:
pod mikroskopem, by oceni¢ rézne stadia rozwojowe i
lokalizacj¢ promastigotow (zwlaszcza w  zastawce
wpustowej), albo otworzy¢ jelito, by uwolni¢ pasozyty i
zatozy¢  hodowle [4]. Poniewaz  zainfekowane
Phlebotominae w terenie trafiaja si¢ rzadko, trening na
prébach kontrolnych zwigksza szanse sukcesu izolacji. Jesli
w jelicie widoczne sg pasozyty, nalezy uzy¢ nowych,
sterylnych igiet i doda¢ nieco sterylnej soli fizjologicznej
wokot szkietka nakrywkowego, by utatwi¢ ich wyptukanie.
Jelito rozrywa si¢ ostroznie, uwalniajac Leishmania do
roztworu. Nastgpnie mikropipeta (100 pL) lub strzykawka
tuberkulinowg przenosi si¢ pasozyty do pozywki.

Hodowla in vitro promastigota Leishmania: Pasozyty
utrzymuje si¢ na skosach agarowych wzbogaconych krwig
(SNB-9) lub podtozu stalym NNN [16], z dodatkiem
pltynnego medium alpha-MEM [16, 65] lub M199. Kazde
podloze musi zawiera¢ 10% inaktywowanej termicznie,
sterylnej ptodowej surowicy cielecej [FCS], 1% witamin
BME, 2% sterylnej ludzkiej uryny (sterylizowanej przy
uzyciu filtra strzykawkowego Filtropur® S 0,2 um) oraz
amikacyne w stezeniu 250 pg/ml (zamiennie: gentamycyna
50 pg/ml lub mieszanka antybiotykéw i aminokwasow: L-
glutamina 200 mg, penicylina 10 000 U, streptomycyna 10
mg/ml) [47].

Jesli po trzech dniach nie dojdzie do zanieczyszczenia
podtoza innymi mikrobami, hodowle mrozi si¢ w
odpowiednim medium w -80°C (1-2 lata) lub w cieklym
azocie (-196°C) dla dlugotrwatej archiwizacji [7].
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4.5.  Slinianki

Izolacja $linianek Phlebotominae to podstawowa
metoda w badaniach interakcji wektor—patogen, zwtaszcza
przy wykrywaniu arbowiruséw jak Phlebovirus (np. wirusa
Toscana) [44, 75]. Z uwagi na niewielkie rozmiary badanej
grupy muchowek, zabieg ten wymaga precyzji i wprawy w
obstugiwaniu narz¢dzi pod mikroskopem stereoskopowym
przy duzym powigkszeniu, by nie uszkodzi¢ lub
zanieczys$cié delikatnych gruczotow
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61]. Ich
kompletnos¢ i stan zachowania wyznaczaja wiarygodnosc¢
analiz molekularnych. Wyizolowane gruczoty mozna bada¢
metodami RT-PCR, gPCR, testami
immunoenzymatycznymi, aby wykry¢ przeciwciata czy
RNA wiruséw [12]. Obecnos¢ wiruséw w $liniankach (a nie
tylko w jelicie) potwierdza, ze patogen przeszed! pelny cykl
i moze zosta¢ przeniesiony na gospodarza przy nastepnym
ugryzieniu przez muchowke [71].

Proces izolacji §linianek jest wymagajacy technicznie, a
ryzyko degradacji probek wysokie, przez co wymagane jest
duze doswiadczenie by nie zniszczy¢é materiatu [1, 51].
Miano wirusa bywa niskie, dlatego konieczne sg czule
metody, jak zagniezdzone PCR (nested PCR) czy
sekwencjonowanie wysokoprzepustowe (high-throughput
sequencing) [54]. Nalezy tez bezwzglednie dba¢ o
sterylno$¢ $rodowiska pracy i uzywanych narzgdzi. Na
sukces detekcji wirusow wplywaja réwniez czynniki
biologiczne i ekologiczne: rézna kompetencja wektorowa
poszczegdlnych  gatunkéw oraz wahania  warto$ci
wskaznika zakazalno$ci (infection rates), ktore rdznig si¢ w
zalezno$ci od sezonu i migjsca [33, 61].

Wykrywanie wirusow w §liniankach dostarcza danych o
ryzyku zakazenia, wspierajac prowadzenie odpowiedniego
nadzoru i kontroli sanitarnych [15]. Dla przyktadu,
wykrycie wirusa Toscana w regionach endemicznych
wplyneto na protokoty diagnostyczne i decyzje doradcow
ds. zdrowia publicznego [18]. Badanie interakcji wirus—
§lina moze tez pomdc w tworzeniu szczepionek
blokujacych transmisj¢ [15, 18].

Ponadto $linianki stanowig zrodto antygenéw w testach
ELISA, ktore stuza do pomiaru poziomu przeciwcial

przeciwko $linie muchowek u gospodarza. Pozwala to na
oceng ekspozycji pacjentdéw na ukaszenia Phlebotominae,
co wspiera monitorowanie skuteczno$ci metod zwalczania
wektoréw [25] oraz szacowanie ryzyka transmisji
Leishmania [40].

4.6.  Identyfikacja zywiciela na podstawie krwi

Opite krwig samice powinny by¢ preparowane przy
uzyciu  jednorazowych  narzedzi, aby  uniknaé
zanieczyszczenia  krzyzowego  (cross-contamination).
Stopien nadtrawienia krwi ocenia si¢ pod mikroskopem
stereoskopowym. Do analiz zaleca si¢ wybieranie
osobnikéw z czerwonym lub ciemnoczerwonym
odwlokiem, bez widocznych oznak rozwoju jaj. Nalezy
odcig¢ ostatnie segmenty odwloka ze spermatekami (do
identyfikacji gatunkowej po wytrawieniu), a reszt¢ odwloka
umiesci¢ w proboéwce typu Eppendorf i przechowywaé w
temperaturze -20°C. Do identyfikacji zywiciela stosuje si¢
sprawdzone markery genetyczne, takie jak PNOC, CytB
czy COlI, ktore szczegotowo zostaty opisane w literaturze,
w zwigzku z czym nie bedg szerzej omawiane w niniejszej
pracy (Rycina 6). Alternatywsa jest mapowanie peptydowe
MALDI-ToF [31], ktére pozwala zidentyfikowa¢ krew
gospodarza nawet, gdy ulegla znacznemu nadtrawieniu. Do
tej metody probki najlepiej przechowywaé w temperaturze
-20°C lub 4°C, cho¢ dopuszczalne jest krotkotrwate
przechowywanie w temperaturze pokojowej. Odwlok opitej
krwia samicy nalezy oddzieli¢ od reszty ciata i poddac
homogenizacji w wodzie destylowanej. Pozostata czesci
muchowki mogg zosta¢ wykorzystane do innych analiz
molekularnych i morfologicznych. Po pobraniu fragmentu
(alikwoty) z homogenatu na potrzeby mapowania
peptydowego MALDI-ToF, pozostalosci owada mozna
wykorzysta¢ do izolacji DNA w celu potwierdzenia
identyfikacji gospodarza i/lub analiz pod katem obecnos$ci
Leishmania sp. Catkowity czas przygotowania i analizy
probki jest bardzo krotki w pordwnaniu z technikami
molekularnymi opartymi na DNA.
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Rycina 6: Procedury stuzace do przygotowania Phlebotominae do analiz w biologii molekularnej, proteomice i/lub wirusologii.

5. Przygotowanie okazow do badan
morfologicznych (Ryciny 3, 6, 7 i 8;
Zalaczniki 1,2,314)

W  niniejszym  rozdziale omodwiono  zasady
przygotowania preparatow z okazow przeznaczonych do
badan morfologicznych oraz sposob ich wykorzystania do
innych zastosowan. Zrozumienie tej metodologii jest
kluczowe, poniewaz pozwala na sprawne dostosowanie
procedur do konkretnych rodzajow probek. Polega ona na
kolejnych etapach oprozniania i napetniania pojemnikow

przy uzyciu pipet Pasteura wyposazonych w elastyczne
gumowe gruszki. Zdecydowanie zaleca si¢ stosowanie
szklanych pojemnikéw o okraglym dnie, poniewaz
znacznie utatwiaja one wykonywanie tych czynnos$ci oraz
sa chemicznie oboje¢tne wobec wszystkich stosowanych
odczynnikéw. Aby zapobiec parowaniu odczynnikow
wszystkie pojemniki powinny by¢ szczelnie zamknigte. Nie
nalezy ich rowniez przepetiaé, aby unikngé rozlania
zawartosci podczas otwierania lub zamykania. Substancje
chemiczne wymagane do wytrawienia i dalszej preparacji
okazéw zestawiono w Tabeli 2.
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Rycina 7: Typowa metoda preparatyki Phlebotominae.
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Tabela 2: Sktad stosowanych odczynnikow.

Wodorotlenek potasu 10%
Wodorotlenek potasu: 10g
Woda destylowana: gs (do objetosci) 100 ml

Guma chloranowa do utrwalania preparatéw
(medium Hoyera)

Woda destylowana: 50 ml

Hydrat chloralu: 200 g
Guma arabska: 50 g
Glicerol: 20 ml

Roztwér Marc-André
Hydrat chloralu: 40 g
Schtodzony kwas octowy: 30 ml
Woda destylowana: 30 ml

Fuchsyna kwasna 1% roztwoér w wodzie destylowanej
Fuchsyna kwasna (proszek): 1 g
Woda destylowana: 99 ml

Roztwér Marc-André barwiony fuchsyna kwasna
Roztwér Marc’a-André: 10ml
Fuchsyna 1%: 50 ul

Medium Enecé
Czysta biata kalafonia: 22 g
Rozpuszczalna w alkoholu guma kopalowa: 12 g
Etanol absolutny (bezwodny): 20 ml
Kamfora: 10 g
Olejek terpentynowy (esencja): 10 ml
Eukaliptol: 26 ml

5.1.  Wytrawianie

Zanim okazy zostang utrwalone w formie preparatow
mikroskopowych, musza zosta¢ poddane procesowi
wytrawiania. Wykorzystuje si¢ do tego celu odpowiednie
metody i odczynniki (np. 10% roztwér kwasu octowego lub
roztwor Marca-André zawierajacy hydrat chloralu, ktory w
wielu krajach jest substancja podlegajaca ograniczeniom),
aby uczynié je przezroczystymi. Proces ten usuwa tkanki
mickkie, thuszcz, wydzieliny oraz woski, dzigki czemu okaz
staje si¢ potprzezroczysty. Utatwia to obserwacje struktur
egzoszkieletu (np. miejsc osadzenia szczecinek), cech
znajdujacych si¢ na powierzchni ciata (np. ubarwienia) oraz
struktur wewnetrznych widocznych przez powloki ciata
(np. spermatek).

Stosujemy dwuetapowy proces wytrawiania, polegajacy
na uzyciu najpierw silnej zasady (takiej jak wodorotlenek
potasu), a nastgpnie stabego kwasu (np. kwasu octowego w
roztworze Marca-André) [74]. Zasada rozktada tkanki
mickkie, takie jak biatka, tluszcze i migénie, poprzez
zmydlanie i denaturacje biatek, pozostawiajgc nienaruszony
chitynowy egzoszkielet, co zapewnia widoczno$¢
poszczegolnych struktur. Nastepnie staby kwas neutralizuje
pozostatosci alkalii, zapobiegajac dalszej degradacji okazu
oraz przeswietla chityne, zwigkszajac jej przezroczystosé
[74]. Niekiedy dwukrotne plukanie okazéw w wodzie
destylowanej przez 15 minut moze by¢ wystarczajace do

neutralizacji zasadowego odczynu okazu po wytrawieniu.
Zachowanie takiej sekwencji poszczegodlnych etapow taczy
skuteczne usuwanie tkanek z zachowaniem integralnosci
okazu, przez co nadaje si¢ on do obserwacji
mikroskopowych.

Przed przejsciem do kolejnego etapu zaleca si¢
dwukrotng kapiel okazéw w wodzie destylowanej po 20
minut.

5.1.1. Liza tkanek mi¢kkich (Rycina 8)

Wodorotlenek sodu (NaOH) lub wodorotlenek potasu
(KOH) to powszechnie stosowane $rodki zrace, uzywane w
roznych stezeniach i czasie ekspozycji na okazy, zaleznie
od ich wielkosci 1 delikatnosci. Standardowa i
najskuteczniejsza technika polega na lizie tkanek migkkich
poprzez pozostawienie Phlebotominae w silnej zasadzie (w
rozworze 10% KOH lub NaOH) przez noc. St¢zenie zasady
mozna zwigkszy¢ (np. do 20% KOH i zostawi¢ na 6 godzin)
lub ogrzaé roztwoér do temperatury 37°C, aby przyspieszy¢
ten proces.

5.1.2. 'Wytrawianie z barwieniem lub bez barwienia
Po tym etapie nastgpuje rozjasnianie chitynowych
struktur, zazwyczaj z wykorzystaniem mieszaniny kwasu
octowego 1 hydratu chloralu (np. roztworu Marca-André).
Po wytrawieniu, okazy musza zosta¢ doktadnie wyplukane
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w co najmniej dwukrotnie w kapielach wodnych (po 20
minut kazda), aby usuna¢ resztki odczynnikow.

Roztwor Marc’a-André jest powszechnie uzywanym
srodkiem wytrawiajacym w preparatyce Phlebotominae.
Jego skuteczno$¢ polega na utatwieniu procesu trawienia,
jednocze$nie minimalizujac  uszkodzenie delikatnych
struktur, takich jak skrzydta i czutki. Roztwor ten powinien
by¢ $wiezo przygotowany lub przechowywany w szczelnie
zamknigtym pojemniku, aby zapobiec parowaniu i
degradacji. Stosowanie roztworu Marc’a-André jest
szczegolnie korzystne w polaczeniu z technikami
wytrawiania lub barwienia, co pozwala uwydatnié
specyficzne szczegdly morfologiczne. Szczegdty dotyczace
jego sktadu i przygotowania znajduja si¢ w Zataczniku 2.

W przypadku okazéw mocno wytrawionych, przed
zamknieciem ich w medium moze by¢ konieczne barwienie
w celu poprawy widocznosci struktur. Dostgpnych jest
wiele barwnikéow, z ktorych kazdy celuje w inne
komponenty chemiczne organizmu. Wazne jest, aby wybrad
odpowiedni barwnik, kompatybilny zaréwno z okazem, jak
i wybranym medium, w ktorym zamyka si¢ okaz. Tg
metodologi¢ mozna modyfikowa¢ w zaleznosci od potrzeb,
na przyktad dodajac 0,1% fuchsyny kwasnej do roztworu
Marca-André. Dodatkowo okazy przechowywane w
roztworach wodnych, a przeznaczone do utrwalania w
zywicach syntetycznych wymagaja uprzedniej dehydratacji
(patrz sekcja 5.2), poniewaz wigkszo$¢ naturalnych i
syntetycznych zywic nie miesza si¢ z woda. New (1974)
zauwazyl, ze niektore barwniki moga bledna¢ w
okres$lonych mediach [53]. Przyktadowo, fuchsyna kwasna,
powszechnie stosowana z balsamem kanadyjskim, moze
by¢ rowniez utrwalana w Euparal®’u. Jednak okazy
barwione fuchsyng maja tendencje¢ do blaknigcia, zwtaszcza
gdy pozostang w nich resztki olejku gozdzikowego
uzywanego do koncowego wytrawiania. Okazy
przechowywane w olejku gozdzikowym moga wykazywac
znaczne wyblakniecie juz po kilku dniach.

Dehydratacje przeprowadza si¢ poprzez stopniowe
przenoszenie okazow przez szereg roztworow etanolu o
rosngcym stezeniu: 50%, 70%, 80%, 90% Iub 95%, a na
koniec 100%, przy czym kazda kapiel powinna trwac co
najmniej 20 minut. Poniewaz etanol szybko paruje,
naczynie podczas obrobki powinno by¢ szczelnie
zamkniete. Po catkowitym odwodnieniu okazu proces
mozna przerwa¢ na kilka dni, przechowujac okazy w
Euparal®’u, ktory jest preferowana wzgledem olejku
gozdzikowego. Kreozot bukowy, niegdy§ szeroko
stosowany w tym celu, jest obecnie catkowicie zakazany ze
wzgledu na swoja toksycznos¢.

Proces dehydratacji musi gwarantowaé, ze plyn, ktory
dostaje si¢ do wewnatrz okazu jest zgodny z medium do
utrwalania preparatow. Pozwala to unikna¢ zmetnienia
okazéw, zapadnigcia si¢ struktur wskutek osmozy lub
znieksztalcen, ktore moglyby sprawié, ze nie bedzie on
nadawat si¢ do badan taksonomicznych.

5.3.  Media do preparatyki

5.3.1. Wybér i zastosowanie w preparatyce okazéow

Idealne medium powinno mie¢ wspdtczynnik zatamania
$wiatla jak najbardziej zblizony do szkta (ok. 1,5). Musi by¢
bezbarwne, klarowne i pozostawa¢ idealnie przezroczyste
po wyschnigciu oraz wraz z uplywem czasu, a takze
kompatybilne ze stosowanymi barwnikami oraz zdolne do
penetracji i dyfuzji do wszystkich tkanek okazu. Nie moze
wysycha¢ zbyt szybko ani tworzy¢é zamglen podczas
preparowania, ani tez kurczy¢ si¢ po zamknigciu preparatu.
Wybor odpowiedniego medium jest kluczowym aspektem
preparatyki, poniewaz nie istnieje jedno medium idealne do
wszystkich celow. Wyboér powinien réwnowazy¢ kilka
kluczowych czynnikow:

- Wlhadciwosci optyczne. Wspdtczynnik zalamania
$wiatta medium powinien zapewnia¢ Wwystarczajacy
kontrast 1 widoczno$§¢  najwazniejszych  cech
morfologicznych uzywanych w identyfikacji
taksonomicznej (takich jak spermateki, askoidy, sensilla
Newsteada, zgby cibarialne i gardzielowe). Widocznos¢
tych struktur zalezy bezposrednio od wiasciwosci
optycznych medium.

- Trwalos¢. W przypadku typow opisowych lub
materiatdéw przeznaczonych do statych kolekcji, medium
musi zapewnia¢ dlugoterminowsg stabilno$¢ i trwalosc.
Natomiast w  badaniach inwentaryzacyjnych lub
epidemiologicznych, gdzie dlugotrwate przechowywanie
spreparowanych okazow jest mniej istotne, wystarczajace
moga by¢ media tymczasowe lub poitrwate.

5.3.2. Wymagania wobec medi6ow do preparatyki

Specjalisci czesto opracowuja wiasne, zlozone techniki
preparacji  dostosowane do konkretnych potrzeb
badawczych. Metody te jednak czegsto pomijaja kwestie
takie jak trwato$§¢, standaryzacja procedur czy latwos¢
opieki i potrzeba dlugotrwatego zabezpieczenia. Brak
standaryzacji procedur utrudnia polaczenie intencji
przekazywania materiatow do muzedéw z koniecznoscia
dlugotrwalej opieki nad zbiorami.

Roézne potrzeby naukowe implikujg rézne wymagania
stawiane mediom utrwalajagcym preparat. Taksonomowie
czgsto przygotowuja preparaty z catych okazéw i preferuja
media, ktore delikatnie wytrawiaja narzady wewnetrzne,
aby poprawi¢ widoczno§¢ struktur kutykularnych.
Wspolezynnik zatamania $wiatta takiego medium powinien
rézni¢ si¢ na tyle od wspodtczynnika okazu i szkietka
nakrywkowego, aby zmaksymalizowaé przejrzystosc
optyczng. Media stosowane komercyjnie zazwyczaj
charakteryzuja si¢ wspoéfczynnikiem zatamania S$wiatla
bliskiemu szkhu (=1,515), co minimalizuje rozproszenie
swiatla podczas obserwacji przez szkietko nakrywkowe.
Jednak w mikroskopii $wietlnej, naturalny kontrast
niebarwionego okazu mozna poprawi¢, wybierajac medium
o wspoélczynniku zatamania nieco innym niz okazu, co
poprawia jego widoczno$¢ na tle podtoza.
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Rycina 8: Ponowne utrwalanie preparatow. A: uszkodzone i wysuszone preparaty po medium Hoyera; B: widok mikroskopowy
wysuszonego Phlebotominae; C: widok mikroskopowy innego uszkodzonego Phlebotominae; D: wilgotna komora zawierajaca
wysuszony preparat; E: glowa i F: okaz B po ponownym utrwaleniu w Euparalu®; G: gtowa i H: uszkodzony okazu C po
ponownym utrwaleniu w Euparalu®.



5.2.  Dehydratacja

5.3.3. Rodzaje mediéw uzywanych w preparatyce
(Tabele 3 & 4)

W mikroskopii, wspolczynnik zalamania $wiatla (RI)
medium decyduje o tym, jak swiatto ugieto si¢ przechodzac
przez szkietko nakrywkowe, medium i okaz. Gdy RI jest
dopasowany do szkietka nakrywkowego (=1,515), $wiatto
przechodzi rbwnomiernie, co zmniejsza jego rozproszenie i
znieksztatcenie optyczne, dajac lepsza widocznosé detali. I
odwrotnie, niedopasowanie RI moze powodowaé rozmycie
obrazu, powstawanie efektu "halo" lub staba widoczno$é
niewybarwionych struktur.

W przypadku Phlebotominae najcze¢sciej stosuje si¢
media chloralowo-gumowe w formie uwodnionej oraz
balsam kanadyjski i zywicg¢ Enecé - Nelson Cerqueira (NC)
jako s$rodek na bazie rozpuszczalnika. Rawlins [60]
podzielil media utrwalajace na dwa typy: (1) media trwate,
ktore twardnieja z czasem i nadaja si¢ do dlugotrwatej
konserwacji okazow, oraz (2) media poéttrwale, ktore nie
twardniejg catkowicie i sg zazwyczaj uzywane do celow
tymczasowych.

Media do preparatyki moga wystepowac¢ w formie
ptynnej, gumy lub zywicy; moga by¢ rozpuszczalne w
wodzie, alkoholu lub innych rozpuszczalnikach (np.
toluenie, ksylenie). Po nalozeniu, powinny zostaé
odizolowane od wptywu czynnikéw atmosferycznych za
pomoca nierozpuszczalnych lakierow uszczelniajacych

Tabela 3: Sktad stosowanych mediéw.

(ang. ringing media). Aby wyraznie rozrdzni¢ typy medidéw,
stosuje si¢ nastepujaca kategoryzacje:

a. Media uwodnione (aqueous media). Latwo
rozpuszczaja si¢ w wodzie, co czyni je odpowiednimi do
wykonywania preparatow tymczasowych lub pottrwatych.
Sa proste w uzyciu, ale moga wymagaé¢ uszczelniania
brzegow szkietka, aby zapobiec ich niszczeniu przez wilgo¢
z powietrza (np. media chloralowo-gumowe i alkohol
poliwinylowy), szczegélnie gdy sa preparaty sa
wykonywane 1 przetrzymywane w krajach z wilgotnym
klimatem tropikalnym.

b. Media o ograniczonej tolerancji na wode. W
mniejszym stopniu ulegaja negatywnemu wplywowi wody,
ale nadal wymagaja ochrony przed nadmierng wilgotnoscia.
Sa bardziej stabilne niz media uwodnione i czgsto uzywane
do preparatow pottrwatych.

c¢. Media rozpuszczalne w weglowodorach. Sa
rozpuszczane w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak
ksylen, toluen czy rozpuszczalnik Enecéa. Przeznaczone sg
do preparatow trwatych, oferuja doskonata stabilnosc,
odpornos¢ na wilgoc¢ i degradacje, co czyni je idealnymi do
archiwizacji okazow (np. neutralny balsam kanadyjski).

Podsumowujac, media uwodnione najlepiej nadaja si¢
do  tymczasowych  preparatow lub  przypadkéw
wymagajacych latwego otworzenia preparatu; media o
ograniczonej tolerancji na wod¢ nadaja si¢ do preparatow
pottrwatych wymagajacych umiarkowanej trwatosci, a
media rozpuszczalne w weglowodorach sa preferowane w
przypadku preparatow trwatych przeznaczonych do
archiwizacji i dlugotrwatego przechowywania.

Nazwa medium Rozpuszczalnik Potencjalne prepolimery lub Uwagi
polimery
Hoyer (guma glicerol, woda zwiazki w gumie arabskiej Substancja wytrawiajgca:
chloralowa) hydrat chloralu
CMCP-9 woda (CMCP-9: 51-60%) w pelni zhydrolizowany alkohol CMC(P)-9: niska lub wysoka
(karboksymetyloc poliwinylowy (CMCP-9: 0-5%) lepko$¢
eluloza-fenol)
DMHF woda N,N'-dimetylolodimetylohydantoina;
(dimetylohydantoi oligomery z mostkami
naformaldehyd) eterowymi/metylenowymi; sie¢
polimerowa DMH-formaldehyd
Balsam ksylen,  czeSciowo  lotne balsam (abienol, kwas abietynowy, Neutralizacja: weglan
kanadyjski sktadniki  balsamu (karen, kwas izopimarowy. kwas potasu; zywica z jodly
kwas lewopimarowy, limonen, sandarakopimarowy) balsamicznej Abies balsamea
mircen, kwas palustrowy, (L., 1758)
phellandren, pinen)
Euparal® eukaliptol, paraldehyd; sktadniki gumy sandarakowej (kwas Czynnik wytrawiajacy:
czgéciowo lotne substancje z komunikowy, manool, kwas salicylan metylu; odmiana
gumy sandarakowa (limonen, sandarakopimarowy, kwas 12- zielona Euparal® zawiera

a-pineny, B-pineny)

acetoksy-sandarakopimarowy, sugiol, sole miedzi (abietynian

kwas torulozowy, torulozol, totarol) miedzi); zywica

sandarakowa z Tetraclinis
articulata (Vahl, 1791)
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Tabela 4: Zalety i wady wybranych mediow do preparatyki mikroskopowej oraz niepublikowane obserwacje roznych autorow

[52].

Nazwa

Zalety

Wady

* Balsam
kanadyjski

DMHF
(dimetylohy
dantoina
formaldehyd

)

*  Euparal

Medium o  bardzo  wysokiej  trwalosci,
przekraczajacej 150 lat. Preparaty moga by¢
wykonywane z uzyciem olejku gozdzikowego lub
fenolu jako czynnikdéw posrednich.

Wysoka przejrzystosé. Odpowiedni wspotczynnik
zatamania $wiatla. Doskonala widoczno$¢ struktur.
Dos¢ dobra stabilno$¢ preparatow. Kompatybilny z
wieloma technikami barwienia. Dobra ochrona
probek. Gwarantuje odpowiednia adhezje migdzy
szkietkiem podstawowym a nakrywkowym.

Trwate medium o zywotnosci powyzej 50 lat. Daje

Zawiera sktadniki szkodliwe; wymaga pracy pod
wyciagiem. Wymaga pelnej, czasochtonnej serii
odwodnien okazow przed zatopieniem w balsamie.
Odwadnianie etanolem i przenoszenie przez ksylen
lub olejek gozdzikowy moze uszkadzaé niektore
preparaty; alternatywy (np. izopropanol, n-butanol,
Cellosolve™, 1,4-dioksan, Histoclear, terpineol)
moga ograniczy¢ pekanie okazéw. Okazy moga
czernied, jesli ksylen zostanie zastgpiony fenolem lub
jesli w preparacie pozostang resztki wodorotlenku
potasu (KOH). Wysoki wspotczynnik zatamania
$wiatla moze sprawi¢, ze niebarwione struktury beda
niewidoczne. Catkowite wyschnigcie moze trwac lata,
jezeli nie uzyjemy plyty grzewczej. Medium zotknie i
ciemnieje z czasem, zwlaszcza, je$li okazy byly
wytrawione olejkiem gozdzikowym. Niektore
barwniki stabng, a barwniki kationowe moga blakna¢,
jesli medium ulegnie zakwaszeniu (co moze nastapi¢
samoistnie z czasem).

Mozliwo$¢ zotknigcia z uptywem czasu. Moze
zmieniaé odcien niektorych barwnikow.
Nieodpowiedni dla barwnikow wrazliwych na
formaldehyd. Przy nakladaniu pojawiaja si¢
pecherzyki powietrza, dhugi czas schnigcia. Medium
wrazliwe na wilgo¢. Po wyschnigciu trudno jest go z
powrotem rozpusci¢. Formaldehyd jest toksyczny,
draznigcy i rakotworczy.

Zawiera skladniki szkodliwe; wymaga pracy pod

(przezroczys mozliwos¢ zatapiania okazow bezposrednio z 80% wyciagiem. Odwadnianie okazéw etanolem i
ty) etanolu (zalecenie producenta). Nie maskuje przenoszenie bezposrednio do Euparalu (Euparal
niebarwionych struktur, nie zotknie i nie kruszeje z Essence) moze powodowaé pekanie (cracking)
uptywem czasu. Posiada wspolczynnik zatamania niektorych okazoéw, cho¢ uzycie izopropanolu moze to
Swiatla bardziej odpowiedni dla muchowek ograniczy¢.
(Diptera) niz balsam kanadyjski. Dobrze sprawdza
si¢ przy grubych okazach dzigki minimalnemu
kurczeniu i schnigciu bez wytworzenia pecherzykow
powietrza. Pozostaje rozpuszczalny w 95% etanolu,
co pozwala na renowacj¢ preparatow nawet po wielu
latach.
Medium Okazy moga by¢ w nim zatapiane zywe lub Delikatne preparaty ros§linne mogg si¢ zapas¢, chyba
Hoyer’a przenoszone bezposrednio z wody, etanolu lub ze medium jest dodawane stopniowo (co jest
formaldehydu.  Wytrawienie = przez medium czasochtonne). W ciggu mniej niz 10 lat moga tworzy¢
zapewnia doskonatg widoczno$¢ oskorka. Ma si¢ puste przestrzenie (pustki) i krysztaly. Medium
korzystny wspotczynnik zatamania $wiatta; kontrast moze nadmiernie wytrawi¢ okazy, w zaleznosci od
mozna zwigkszy¢ barwieniem jodem. Kwas octowy st¢zenia hydratu chloralu i czasu ekspozycji okazu na
w sktadzie moze powodowaé rozprostowywanie medium. Skladniki moga si¢ rozwarstwiaé, a po
(pecznienie) przydatkow stawonogéw. Niektore miesigcach lub latach moze pojawi¢ si¢ drobna
preparaty zachowuja si¢ w statej formie przez 4060 granulacja. Odnotowano przypadki czernienia
lat. Rozpuszczalny w wodzie, co utatwia renowacj¢ medium.
preparatow.
CMCP-9
(karboksyme Okazy moga by¢ w nim zamykane bezposrednio z Medium moze ciemnie¢ i krystalizowaé; czasami
tyloceluloza- wody, etanolu, glicerolu lub  roztworéw wytrawia okazy bardziej niz planowano. Jesli szkietko

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


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

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

21
fenol) formaldehydu; narzady wewngtrzne moga ulec nie zostanie starannie uszczelnione, grubsze warstwy
wytrawieniu, co ulatwia obserwacje mikroskopowe medium kurcza si¢, tworzac szczeliny przy
preparatow. krawedziach szkietka nakrywkowego.
Nieodpowiednie dla okazéw barwionych i materialow
zwapnialych; schnie wolniej niz CMC.
Eukitt™ Medium trwate, wytrzymujace ponad 30 lat. Zgodne Szkodliwy; wymaga pracy pod wyciagiem. Okaz

z wieloma rozpuszczalnikami (aceton, benzen, przed umieszczeniem go w medium wymaga petne;j,
chloroform, dioksan, eter, izopropanol, benzoesan czasochtonnej serii dehydratacji. Nieodpowiedni do
metylu, terpineol, toluen, ksylen). Szybko schnie, wigkszych okazow ze wzgledu na fakt, ze kurczy si¢ i
ma lekko kwasne pH. Nie ciemnieje z wiekiem. powstaja pecherzyki gazu. Szkielka nakrywkowe
Odpowiednie dla réznych barwnikow (fuchsyna, moga odpadac, jesli szklo nie byto idealnie czyste lub

hematoksylina, zielen metylowa, fiolet metylowy, uszczelnione. Moze
renowacji  polimeryzacje wokot wiokien kolagenowych.
preparatow po latach przez moczenie w ksylenie.

btekit  metylenowy). Mozliwosé

wykazywac niepeina

5.3.4. Opisy mediow zalecanych do preparatyki
okazow (Tabele 3 i 4)

Media do preparatow tymczasowych (nietrwatych)

Guma chloralowa = plyn/medium/roztwér Hoyer’a (RI
=1,48)

Plyn Marca-André jest najlepszym medium do
wykonywania krétkotrwatych (kilka godzin, ewentualnie
nieco dluzej, jesli preparat jest przechowywany w wilgotne;j
komorze) preparatow, zwlaszcza obserwacji spermatek czy
wykonywania dokumentacji fotograficznej (Rycina 4) lub
rysunkowej okazoéw. Aby zachowaé spermateki nalezy je
ponownie zatopi¢ w uwodnionym medium (aqueous
medium), co pozwala na ich S$rednio dlugie
przechowywanie. Odwadnianie w celu przeniesienia do
zywicy rowniez jest mozliwe, ale odradzane (latwo o
zniszczenie okazu). Guma chloralowa i medium Hoyera to
synomimy tego samego medium, ktore jest powszechnie
stosowane do obserwacji narzadow wewnetrznych,
poniewaz miesza si¢ z woda, jest proste i szybkie w uzyciu
oraz posiada wspotczynnik zatamania $wiatla sprzyjajacy
obserwacji delikatnych struktur, takich jak spermateki.
Jednakze guma chloralowa ma istotne wady, jesli nie
zostanie prawidlowo przygotowana lub jesli jest
przechowywana w warunkach zmiennej wilgotnosci.
Problemy te obejmuja krystalizacj¢, przebarwienia i utrate
lepkosci. Uszczelnianie krawegdzi szkietka nakrywkowego
nie rozwiazuje tych problemow, poniewaz medium moze
ulec silnemu przebarwieniu (niekiedy prawie do czerni) w
wyniku interakcji z substancjg uszczelniajgca, szczegolnie
jesli uzyto Euparalu®. Medium Hoyera tradycyjnie uznaje
si¢ za optycznie najlepsze dla obserwacji mikroskopowych
Phlebotominae i jest najczesciej wykorzystywane do tych
celéw. Medium Hoyera przygotowuje si¢ z kilku substancji,
glownie gumy arabskiej, glicerolu i hydratu chloralu. W
literaturze mozna jednak spotka¢ wiele blednie
zinterpretowanych lub niedoktadnie cytowanych receptur
tego medium [74].

Mimo doskonatych wlasciwosci optycznych zwlaszcza
do obserwacji spermatek Phlebotominae, medium Hoyera

nie nadaje si¢ do dlugoterminowej konserwacji okazow.
Media uwodnione, cho¢ idealne do doraznych analiz, w tym
wykonywania zdjeé, rysunkow, nie gwarantuja dlugiej
trwalosci. W przeciwienstwie do nich, utrwalanie okazow
w zywicach zapewnia odporno$¢ na ich niszczenie
mierzong w stuleciach, cho¢ kosztem detali, jak spermateki,
ktore w takich mediach mogg sta¢ si¢ stabo widoczne ze
wzgledu na utrate zdolno$ci zatamywania §wiatta przez ich
$ciany.

Medium Hoyera degraduje z czasem wskutek
odwodnienia (Rycina 8), co prowadzi do powstawania
malych, bialych, nieprzezroczystych krysztaldéw hydratu
chloralu. Niemniej jednak okazy mozna odzyskaé ze
skrystalizowanych szkietek, poniewaz kutykula pozostaje
nienaruszona chemicznie, cho¢ narastajace krysztaty moga
uszkadza¢  okazy. @ W  niektorych  przypadkach
skrystalizowane szkielka mozna uratowaé poprzez
rehydratacje medium w cieplym, wilgotnym $rodowisku z
dodatkiem tymolu, ktory zapobiega rozwojowi grzybow.
Alternatywnie okazy mozna odmoczy¢ z gumy chloralowe;j
w wodzie, odwodni¢ w lodowatym kwasie octowym i
ponownie zatopi¢ w balsamie kanadyjskim.

DMHF (dimetylohydantoina formaldehyd) (RI 1.48)

To medium na bazie wody [72] wykazuje bardzo dobre
wlasciwos$ci optyczne, zblizone do medium Berlese’a i jest
réwnie tatwe w uzyciu. Jednak w przeciwienstwie do
Berlese’a nie czernieje i nie krystalizuje. Sprawdza si¢
dobrze w przypadku Phebotominae i innych przedstawicieli
Psychodidae.



CMCP (karboksymetyloceluloza-fenol) (RI = 1,41)

Jest to rozpuszczalne w wodzie medium na bazie
gliceryny, stosowane do tworzenia przezroczystych,
trwalych preparatow z delikatnych owadow, w tym
Phlebotominae. Zaleta tego medium jest to, ze okazy moga
by¢ umieszczane w nim bezposrednio z wody lub etanolu.
CMCP szybko rozluznia i wytrawia okaz, zmigkczajac
kutykule, co pozwala na wlasciwe ulozenie — jest to
szczegblnie przydatne przy preparowaniu skrzydel lub
genitaliow. Chociaz istnieja glosy, ze CMCP umozliwia
dlugoterminowe przechowywanie, doktadny czas, przez
ktory pozostaje stabilny jest nieznany. Gléwnym
ograniczeniem tego medium jest to, ze zawiera fenol —
substancje toksyczng i draznigca, wymagajaca szczegodlnej
ostroznosci w stosowaniu.

Media do wykonywania trwalych preparatow

Balsam kanadyjski (RI = 1,52-1,54)

Balsam kanadyjski zostal po raz pierwszy opisany jako
medium uzywane w mikroskopii przez Andrew Pritcharda
w latach 30-tych XIX wicku. Pozostaje on jednym z
najcze¢sciej stosowanych mediow, ze wzglgdu na swoja
trwalos¢ przez bardzo dtugi czas, z ponad 150-letnig historia
wykorzystywania w preparatyce. W przeciwienstwie do
medium Hoyera i pokrewnych, balsam kanadyjski nie
krystalizuje i nie chtonie wilgoci. Wykazuje on jednak silna
autofluorescencj¢, co niekiedy moze by¢ wada przy
niektorych technikach mikroskopowych [60]. Stosowanie
nietoksycznych rozpuszczalnikow zamiast ksylenu moze
zmniejszy¢ ryzyko zatrucia si¢ nim przy produkcji balsamu,
ale ma wady, takie jak wolniejsze schnigcie 1 szybsze
ciemnienie medium.

Euparal® (RI = 1,48)

Euparal® jest powszechnie stosowang alternatywa dla
balsamu kanadyjskiego do wykonywania preparatow
trwalych, oferujaca doskonala trwalo$¢ i poréwnywalny
wspotczynnik zatamania $wiatta. Uzywanie Euparalu®
wiaze si¢ z: (1) odwodnieniem okazu: przed ostatecznym
przeniesieniem do medium okaz musi zosta¢ odwodniony,
zazwyczaj poprzez przejscie z etanolu 95% do etanolu
100% oraz (2) dluzszym czasem wykonywania preparatu:
umieszczenie okazu w zywicy, niezaleznie czy jest to
balsam kanadyjski czy Euparal®, wymaga wpierw jego
odwodnienia, co wydliza catkowity czas przygotowania
preparatu. Gdy nie ma mozliwosci odwodnienia
rozpuszczalnikami organicznymi, probki wyjete z etanolu
100% mozna umiesci¢ w roztworze posrednim sktadajacym
si¢ z rownej mieszaniny Euparalu® i esencji Euparalu przed
ostatecznym utrwaleniem.

Enecé (RI=1,467)

Enecé jest medium na bazie zywicy stosowanym
gltéwnie do preparatyki matych owadow, szczegoélnie
popularnym w Brazylii. Jego bazg¢ stanowi kalafonia i
niestwardniata zywica (kopal), rozpuszczone w alkoholu,

kamforze, esencji terpentynowej i eukaliptolu. Cerqueira
[11] opisat Enecé jako alternatywe dla balsamu
kanadyjskiego do sporzadzania trwatych preparatow larw,
wylinek stadiow mlodocianych, a nawet dorostych
komarow; od tego czasu medium to zaczgto by¢ roéwniez
wykorzystywane do preparatyki Phebotominae. Enecé
oferuje optacalng alternatywe dla wykonywania trwatych
preparatow, zapewniajac duza trwato$¢ i wystarczajaco
powolny czas schnigcia, co pozwala na sekcj¢ 1 precyzyjne
rozmieszczenie struktur morfologicznych muchowki.

5.4.  Przygotowywanie i suszenie preparatéw

Prawidtowe suszenie preparatoéw mikroskopowych jest
kluczowe dla zapewnienia ich dlugiej trwatosci. Preparaty
powinny zosta¢ doktadnie osuszone przed przeznaczeniem
ich do archiwizacji. Dla uzyskania optymalnych rezultatow,
preparaty wykonane z wuzyciem trwalych mediow
mikroskopowych nalezy suszy¢ je w pozycji poziomej
przez 2-3 tygodnie, natomiast te przygotowane z uzyciem
mediow poéttrwalych wymagaja jedynie 1-2 tygodni. Aby
zapewni¢ skuteczny proces suszenia, zaleca si¢ korzystanie
z inkubatora ustawionego (w zaleznosci od zastosowanego
medium) na odpowiednig temperaturg, unikajac
nadmiernego nagrzewania preparatu, co mogloby uszkodzic¢
okazy. Rekomendowany zakres temperatury wynosi 30—
37°C. Suszenie ma kluczowe znaczenie, poniewaz
zapobiega deformacji szkielek, degradacji okazow lub
destabilizacji medium.

Informacja o zastosowanym medium powinna zawsze
znajdowaé si¢ na etykiecie preparatu. Jesli to mozliwe,
etykieta powinna réwniez zawiera¢ informacj¢ o
konkretnym sktadzie medium, imi¢ i nazwisko osoby
przygotowujacej preparat oraz datg jego wykonania.
Preparaty sg czgsto wykonywane w celach doraznych, przez
co nie s3 przeznaczone do dlugoterminowego
przechowywania. Jezeli jednak status okazu ulegnie
zmianie, na przyktad zostanie on wlaczony do serii
»~typowej”, nalezy wykona¢ preparat ponownie, stosujac
trwalsze medium, aby moc zachowac¢ okazu do przysztych
badan taksonomicznych.

5.5.  Alternatywne techniki
przymocowanie do kartonikow

Przymocowywanie okazow do kartonikow jest technika
stosowana w przypadku kilku grup owadow, w ktore sg zbyt
delikatne do nabicia  bezposrednio na  szpilki
entomologiczne. Jednak ze wzgledu na niewielkie rozmiary
oraz konieczno$¢ obserwacji narzadow wewnetrznych w
celu identyfikacji po wytrawianiu Phlebotominae (zob.
punkt 5), metoda ta nie jest odpowiednia ich do
preparowania i archiwizacji.

preparacyjne:

5.6. Ponowna
okazow

W przypadku cennych okazow zaleca si¢ podejscie
dwuetapowe, zgodnie z filmem dostgpnym pod linkiem:
https://zenodo.org/records/18315029. 1) Okazy nalezy

preparacja uszkodzonych
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najpierw nawodni¢ (odmoczy¢) bez zdejmowania okazow,
aby umozliwi¢ ich wstgpna obserwacje. Statyw z kilku
szkietek mikroskopowych nalezy umieéci¢ w szalce
Petriego jako podpore. Nastepnie na nim kladzie sie
szkielko przeznaczone do nawodnienia (odmoczenia), a do
szalki wlewa si¢ kilka milimetréw rozpuszczalnika w celu
wytworzenia wilgotnej komory, dbajac o to, aby samo
szkietko nie mialo bezposredniego kontaktu z
rozpuszczalnikiem (Rycina 8D). Czas potrzebny do
nawodnienia (odmoczenia) moze wynosi¢ od jednego do
kilku dni, w zalezno$ci od stanu okazu. Niezbegdne sg
codzienne kontrole stanu okazéw oraz cierpliwos¢. Po
wystarczajacym nawodnieniu (odmoczeniu), preparat
mozna wyjac¢ z wilgotnej komory i umiesci¢ w inkubatorze
na kilka godzin przed obserwacja mikroskopowas,
fotografowaniem lub wykonywaniem rysunkow. 2) W celu
ponownego utrwalenia, okaz mozna umiesci¢ ponownie w
wilgotnej komorze na kolejne kilka godzin lub na calg noc.
Wyciagniecie okazu z medium nalezy przeprowadza¢ pod
mikroskopem stereoskopowym. Za pomoca cienkich igiet
nalezy ostroznie zdja¢ szkietko nakrywkowe, upewniajac
si¢, ze zadne elementy muchowki nie pozostajg do niego
przyczepione (https://zenodo.org/records/18315029).
Nastepnie rozcztonkowane czgsci ciata okazu nalezy zebra¢
i przeptuka¢ woda w dotkach np. stosowanych przy
ekstrakcji DNA/RNA (zob. ponizej), przed nawodnieniem
(odmoczeniem) i ponownym zatopieniem w medium na
bazie zywicy. Podczas przenoszenia preparatu kluczowe
jest okreslenie pierwotnie uzytego medium w celu dobrania
odpowiedniego rozpuszczalnika. W przypadku
uwodnionych mediéw nalezy uzy¢ wody. Jezeli medium
jest oparte na zywicy (np. balsam kanadyjski lub Euparal®),
nalezy uzy¢ ksylenu, pracujac pod wyciagiem i stosujac
odpowiednie $rodki ochrony osobistej, w tym maske.
Ponowna preparacja okazow typowych lub z
muzealnych kolekeji moze by¢ wykonywane wylacznie za
zgoda kustosza i/lub instytucji bedacej wiascicielem okazu.

6. Identyfikacja (oznaczanie) okazow
6.1.  Morfologia

Identyfikacja Phlebotominae opiera si¢ przede
wszystkim na analizie ich cech morfologicznych, w tym
tutowia,  skrzydel, genitaliow, szczecinek oraz
specyficznych zaleznosci morfometrycznych miedzy
réoznymi strukturami. Naukowcy wykorzystuja klucze do
oznaczania, kolekcje referencyjne oraz oryginalne opisy
gatunkéw, aby poroéwnaé zebrane okazy ze znanymi i
opisanymi taksonami. Kluczowe cechy diagnostyczne,
takie jak uzytkowanie skrzydet i morfologia gtowy u obu
plci, budowa meskich narzadéw rozrodczych oraz uktad
spermatek u samic, sg szczegdlnie istotne przy oznaczaniu
do poziomu gatunku. Dokladna identyfikacja czgsto
wymaga  szczegolowych  analiz  mikroskopowych,
zazwyczaj przy uzyciu mikroskopu §wietlnego ztozonego
do obserwacji drobnych struktur, takich jak genitalia i

spermateki, lub mikroskopu stercoskopowego do oceny
ogo6lnych cech morfologicznych.

Rozwdj technologii obrazowania w ostatnich latach
znacznie utatwit wykorzystanie obrazowania cyfrowego w
identyfikacji Phlebotominae. Fotografie o wysokiej
rozdzielczo$ci lub cyfrowe ilustracje kluczowych cech
moga by¢ porownywane z materiatami referencyjnymi lub
analizowane za pomocg systemOw komputerowego
wspomagania identyfikacji, co poprawia zaréwno
doktadnosé, jak i dostgpno$é taksonomii morfologiczne;.

6.2.  Geometria skrzydel

Geometria skrzydta  jest kluczowsa cecha
wykorzystywang ~ w  identyfikacji 1  taksonomii
Phlebotominae. Skrzydta tych owadow wykazuja unikalny
wz6r i budowe; s3a zazwyczaj dlugie i waskie, z dobrze
widocznym uzytkowaniem (Ryciny 9 i 10). Uktad zytek
tworzy wyrazny wzor, ktéry moze rézni¢ si¢ w zalezno$ci
od rodzaju 1 gatunku, dostarczajac cennych cech
diagnostycznych do identyfikacji. W rezultacie badanie
geometrii skrzydta dostarcza wiele danych
taksonomicznych.

6.3.  Geometria skrzydel - morfometria

Naukowcy stosuja rézne techniki, takie jak morfometria
geometryczna, do analizy i porownywania ksztattu oraz
wielkosci skrzydet u roéznych gatunkéw lub populacji
Phlebotominae. Badanie geometrii skrzydta dostarcza
cennych informacji na temat zachowania, preferencji
siedliskowych oraz zdolnosci lotnych tych owadow.

W podejsciu morfometryczno-geometrycznym skrzydta
sg ostroznie wypreparowywane, wybarwiane (jesli
konieczne) i zatapiane w medium na plasko na szkietkach
podstawowych. Tak przygotowane preparaty sg nastgpnie
fotografowane pod mikroskopem stereoskopowym,
digitalizowane i poddawane analizie morfometryczne;.
Procedura ta zostata dobrze opisana w literaturze [6, 27, 42,
56, 57, 59], z  zaleceniem  konsekwentnego
wykorzystywania prawego lub lewego skrzydla w
przypadku  narzadéw  parzystych, aby  uniknac
potencjalnych negatywnych efektow zwigzanych z
allometrig [62].
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Rycina 9: Niewybarwione skrzydto Trichophoromyia
ininii.

1 mm

Rycina 10: Skrzydto Phlebotomus ariasi po wybarwieniu.

Preparacja skrzydta do analiz morfometrycznych

Aby moéc wyraznie zaobserwowac wszystkie zytki,
skrzydla powinny zosta¢ oczyszczone z ‘tusek i
odpowiednio wybarwione. Aby przygotowa¢ skrzydto,
najpierw nalezy wypeli¢ male dotki wymaganymi
odczynnikami (bigkit metylenowy, etanol, woda i
zamiennik ksylenu). Skrzydlo przechowywane w 70%
etanolu w temperaturze pokojowej nalezy wyjac,
odwracajac proboéwke typu Eppendorf i oprdzniajac nad
dotkiem, a nastepnie podnies$¢ skrzydto za pomoca cienkiej,
zakrzywionej na koncu igly. Skrzydito nalezy na krotko
przenies¢ z etanolu do wody, a nastgpnie z powrotem do
etanolu, aby pozby¢ si¢ szczecinek. Nastepnie nalezy
umiesci¢ skrzydto w bigkicie metylenowym na 6 minut,
upewniajac si¢, ze podczas barwienia unosi si¢ ono na
powierzchni. Ostroznie wyja¢ skrzydlo i zanurzyé je w
zamienniku ksylenu na 2 minuty (okoto jednej trzeciej
czasu Dbarwienia bigkitem metylenowym). Delikatne
stukanie igla o Scianki studzienki moze pomodc skrzydiu
opas¢ na dno; ksylen shuzy do utrwalenia wybarwienia. Na
koniec nalezy podnies¢ skrzydto i umiesci¢ je na malej
kropli Euparalu® na szkietku mikroskopowym. Pod
binokularem delikatnie rozprostowaé skrzydto i ostroznie
natozy¢ szkietko nakrywkowe. Zdjg¢cia nalezy wykonad
niezwlocznie, zanim Euparal® zdazy wyschna¢, poniewaz
moga by¢ konieczne drobne korekty pozycji skrzydta pod
szkietkiem nakrywkowym w celu uzyskania jego
optymalnego utozenia.

6.4. Metody analiz wykorzystujace biologie
molekularna

Oprécz analiz morfologicznych, uzywanie metod
molekularnych staje si¢ coraz bardziej istotne w badaniach
entomologicznych, w tym w taksonomii, genetyce
populacyjnej, filogenetyce, a takze w detekcji DNA/RNA
patogenow oraz pochodzenia pobranej przez muchowke
krwi, co ma istotne znaczenie w dziedzinie epidemiologii
[70]. Sekwencjonowanie DNA moze by¢ wykorzystywane
do potwierdzenia przynaleznosci do danego gatunku lub
réznicowania  blisko  spokrewnionych  gatunkow,
zapewniajac doktadniejszy i bardziej wiarygodny sposob
ich identyfikacji. Co wiecej, zaawansowane techniki
molekularne (tj. PCR, sekwencjonowanie DNA, NGS itp.)
oraz MALDI-ToF MS zyskujg na znaczeniu w doktadnej i
szybkiej identyfikacji gatunkow, bedac uzupetnieniem do
tradycyjnych analiz morfologicznych [46]. Mimo to,
morfologia pozostaje standardem referencyjnym dla
taksonomii i podstawsg, na ktorej interpretowane sa dane
molekularne.

6.4.1. Destruktywna izolacja kwaséw nukleinowych

Izolacja kwasoéw nukleinowych jest rutynowym etapem
wielu badan biologicznych, opracowano rézne metody
izolacji DNA =z materialu biologicznego [48]. Wiele
komercyjnie dostgpnych zestawow do izolacji zostalo
zaprojektowanych w celu ulatwienia tego procesu [14].
Jednakze metody stosowane w preparatyce stawonogdéw do
ich identyfikacji na podstawie morfologii czesto utrudniaja
analize molekularna, poniewaz uzywane odczynniki moga
uszkodzi¢ lub zniszczy¢ samo DNA [10]. Wickszos¢
protokotow izolacji DNA z tkanek owaddéw ma charakter
destruktywny [43], co jest nickorzystne w przypadku
matych okazow, u ktorych nawet pobranie niewielkiej iloci
probki moze naruszy¢ wazne cechy morfologiczne i
uniemozliwi¢ ich identyfikacj¢ [72]. Typ i stan okazu
odgrywaja kluczowa rolg¢ w wyborze odpowiedniej metody
izolacji DNA [29].

Potrzeba prawidlowego oznaczenia Phlebotominae,
cheé zrozumienia dynamiki populacji i zminimalizowania
wplywu na organizmy niebedace przedmiotem zwalczania
stala si¢ motorem rozwoju molekularnych narzedzi
diagnostycznych [23]. Podejscie molekularne jest obecnie
czgsto  stosowane  jako  uzupelnienie do  analiz
morfologicznych w identyfikacji Phlebotominae. Na
przyklad standardowa procedura barkodingu owadow
obejmuje izolacje DNA, sekwencjonowanie, a tym samy
utrate catosci badanego okazu. Istnieje zatem potrzeba
opracowania niedestrukcyjnych metod ekstrakcji DNA,
ktore zachowaja zard6wno materiat biologiczny, jak i jego
integralno$¢ morfologiczng.

W  przypadku Phlebotominae zastosowano liczne
metody izolacji kwaséw nukleinowych. Wymagana ilo§¢
lub jako$¢ kwaséw nukleinowych zalezy od dalszych
analiz, poniewaz r6zne techniki maja odmienne wymagania
dotyczace ich czulosci i czystosci [9]. Na przyktad
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stwierdzono, ze komorki oczu Phlebotominae hamuja
amplifikacje PCR [69]. Poza poszukiwaniem patogenow,
DNA tych muchéwek jest rutynowo izolowane w celu
identyfikacji gatunkowej. Mozna stosowaé rézne metody
izolacji, cho¢ ich wydajnos¢ i jako$¢ roznia si¢ w zalezno$ci
od wybranej metody. Protokoly niektérych producentéw
zostaly zaadaptowane przez badaczy do pracy z
Phlebotominae [8], zwigkszajac wydajnos¢ i/lub jakos¢
ekstrahowanych kwaséw nukleinowych [8, 9, 69], cho¢
metody, opracowane dla innych grup owaddéw, rowniez
moga by¢ stosowane dla Phlebotominae [58, 76]. PCR
przeprowadza si¢  celujac  w  mate  fragmenty
mitochondrialne (COI Iub CytB), ktore sa kompatybilne z
metodami ekstrakcji silnie pofragmentowanego DNA. Dla
kontrastu, inne metody sekwencjonowania dlugich
odczytow (Oxford Nanopore i PacBio) wymagaja mato
pofragmentowanego i wysokiej jakosci DNA. Ekstrakcje
kolumienkowe (spin column) zazwyczaj daja fragmenty
genomowego DNA o wielkosci do 60 kb, a przy
zastosowaniu metody fenol-chloroform uzyskiwane sa
fragmenty do 150 kb [77]. Tabela 5 podsumowuje roézne
techniki izolacji DNA Phlebotominae i wskazuje, ktore z
nich byly wykorzystywane w badaniach tych owadow.
Uzyskiwanej wydajnosci nie podano, poniewaz zalezy ona
od wielko$ci okazu i wybranej metody.

Wybor metody ekstrakcji DNA powinien uwzgledniac¢
kilka kryteriow, takich jak liczba probek, czas potrzebny do
jej wykonania i techniki stosowane w dalszym etapie.
Podczas gdy metody NGS wymagaja genomowego DNA o
wysokiej masie czasteczkowej, wszystkie przedstawione tu
metody moga by¢ stosowane w standardowych aplikacjach
opartych na PCR. Ponadto, wiele badan przeprowadzono w
celu weryfikacji niedestrukcyjnych metod ekstrakcji DNA
dla malych stawonogéw ladowych, suchych okazoéw
muzealnych oraz stawonogoéw o migkkim ciele [19, 26, 28,
55, 63].

Tabela 5: Sredni koszt, zastosowania i potencjalne
wykorzystanie protokolu w badaniach naukowych dla
jednej probki przy ekstrakcji gDNA Phlebotominae

Metoda Koszt Zastoso Wykorzystanie
wanie protokotu do
badan
niewielkich
stawonogow
Kolumienko 2,5-3,55 PCR, [9]
wy (Spin USS$ [39] NGS
column)
Fenol- 0,24 USS PCR, [9]
chloroform [69] NGS
HotSHOT <0,01 USS$ PCR -
[69]
Wysalanie 0,12 $3 [69] PCR -
(salting out)
Chelex 0,02 $4 [41] PCR [41, 76]

6.4.2. Niedesktruktywna kwasow
nukleinowych

Jednym z gtéwnych wyzwan w analizie molekularnej
stawonogdéw, zwlaszcza Phlebotominae, jest potrzeba
zachowania poszczeg6lnych okazéw w celu wlaczenia ich
do kolekcji entomologicznych. Wigkszo$¢ protokotow
ekstrakcji DNA wymaga maceracji tkanki, co czgsciowo
niszczy zachowany okaz. Metody niedestrukcyjnej
ekstrakcji kwasow nukleinowych sg jednak zaprojektowane
tak, aby izolowa¢ material genetyczny bez fizycznego
uszkadzania okazu, wplywania na jego trwalos¢ czy
zmieniania morfologii. Metody te sg szczegblnie przydatne
przy pracy z cennymi lub rzadkimi taksonami, gdzie
zachowanie integralno$ci strukturalnej jest niezbgdne dla
przysztych analiz taksonomicznych, morfologicznych lub
diagnostycznych. Powszechnie stosowang metoda jest
metoda niedestrukcyjnej inkubacji, w ktorej muchowki sg
unieruchamiane i delikatnie zanurzane w buforze lizujacym
zawierajacym proteinazg K.

Technika tagodnej lizy wektoréw (mild-vectolysis)
zostala z powodzeniem zastosowana u Phlebotominae,
nawet w przypadku okazéw typowych [24]. Technika ta
wykorzystuje konwencjonalny zestaw kolumienkowy (w
tym przypadku zestaw DNeasy Blood and Tissue,
QIAGEN, Hilden, Niemcy) umozliwiajacy uzyskanie DNA
bez uszkadzania okazu. Zmodyfikowane etapy lizy
(objetos¢ bufora lizujacego i dodanie etapu zamrazania)
[17] pozwalaja na uwolnienie kwasow nukleinowych,
minimalizujac  uszkodzenia morfologiczne [24]. W
przypadku Phlebotominae, mozliwe jest rowniez uzycie
zestawu HotSHOT DNA Extraction kit (Bento Bioworks
Ltd, Londyn, Wielka Brytania) [73], ktory jest szybki i tani,
co umozliwia blyskawiczne i niskokosztowe opracowanie
probek.  Okazy  przeznaczone do  identyfikacji
morfologicznej mozna na koncu przeptukaé. Okazy
opracowane z uzyciem zestawu DNeasy Blood and Tissue
muszg zosta¢ wytrawione roztworem Marc’a-André, te przy
uzyciu HotSHOT sa wystarczajaco wytrawione, aby mozna
je bylo umiesci¢ w uwodnionym medium lub zywicy po
wstepnej dehydratacji, zgodnie z protokotem szczegotowo
opisanym w tym artykule [73]. Wyekstrahowany materiat
genetyczny mozna nastepnie poddaé kolejnym procedurom
w celu amplifikacji okreslonych markeréw genetycznych.
Niedestrukcyjne metody ekstrakcji kwasow nukleinowych
sa kluczowe dla badania charakterystyki genetycznej
Phlebotominae, w tym identyfikacji potencjalnych
czynnikdw chorobotworczych, ktéore moga przenosic.
Dzigki zachowaniu integralnosci okazu badacze moga
uzyska¢ cenne informacje genetyczne, jednocze$nie
zachowujac probke do dodatkowych analiz lub badan.

izolacja

6.5. MALDI-ToF MS

MALDI-ToF MS (spektrometria mas z jonizacja
laserowa wspomagang matryca 1 analizatorem czasu
przelotu) to metoda oparta na spektrometrii mas,
zaprojektowana do wykrywania i analizy unikalnych profili
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biatkowych (,,odciskow palcow”) probek biologicznych.
MALDI-ToF jest coraz czeSciej uznawana za wazne
narze¢dzie w identyfikacji owaddéw o znaczeniu medycznym
i weterynaryjnym. Metoda ta okazata si¢ skuteczna w
identyfikacji réznych stadiow rozwojowych
Phlebotominae, w tym larw, poczwarek oraz krwi pobranej
przez samice, i zostala z powodzeniem zastosowana do
odrézniania zarowno samcow, jak i samic roznych
gatunkoéw [28, 30, 73, 74]. Metoda ta oferuje réwniez
wysoka site dyskryminacyjng na poziomie podrodzajow,
gatunkow 1 populacji. MALDI-ToF umozliwia badaczom
szybka 1 dokladng identyfikacje gatunkéw, co jest
niezb¢dne dla zrozumienia rozprzestrzenienia danych
taksondOw Phlebotominae, ich zachowania oraz ich roli w
przenoszeniu chordb. Poprzez réznicowanie gatunkéw na
podstawie profili biatkowych, MALDI-ToF odgrywa
kluczowa role w badaniach epidemiologicznych i
strategiach kontroli wektorow.

Obecnie istniejg dwie gtowne wady tej metody, ktore
ograniczajg jej czeste wykorzystywanie w badaniach nad
Phlebotominae. Po pierwsze, dostgpnos¢ sprzgtu do
spektrometrii mas. Jest czesto za drogi dla placowek
badawczych, aby uzywal go wylacznie w celach
identyfikacji  Phlebotominae (lub  ogdlnie innych
stawonogow, ktore sa wektorami choréb). Na szczescie, to
ograniczenie mozna przezwycigzy¢, wnioskujac o dostgp na
spektrometrach mas, ktore sg standardowym narz¢dziem
badawczym w  placowkach proteomicznych i/lub
diagnostyce klinicznej. Po drugie - niska reprezentacja
danych  referencyjnych  dla  Phlebotominae = w
ogdlnodostepnych ~ bazach  danych, co  skutkuje
koniecznos$cig tworzenia wilasnej biblioteki z widmami
referencyjnymi opartymi na zidentyfikowanych okazach,
uzyskanej na podstawie analiz morfologicznych i sekwencji
odpowiedniego markera genetycznego (COI, CytB lub
innego). Mamy nadziejg, Ze to ograniczenie zostanie
wkrotce rozwigzane poprzez stopniowe wilaczanie
dotychczasowych wewngtrznych danych referencyjnych
dotyczacych ~ Phlebotominae  do  platformy  MSI
prowadzonej przez Assistance Publique-Hopitaux de Paris,
Sorbonne  University we Francji oraz kolekcje
BCCM/IHEM/Sciensano W Brukseli, Belgia
(https://msi.happy-dev.ft/).

W  przypadku analiz profili biatkowych metoda
MALDI-ToF, probki powinny by¢ przechowywane
najlepiej zamrazarkach na sucho lub w 70% etanolu do
zastosowan molekularnych i nie powinny by¢ wystawiane
na dzialanie temperatury pokojowej. Wobec braku
uniwersalnych wytycznych dotyczacych przygotowania
probek, zaleca si¢ stosowanie wodnego roztworu kwasu
synapinowego (30 mg/mL) w 60% acetonitrylu/0,3% TFA
do przygotowania matrycy MALDI-ToF, aby ich widma
biatkowe byty poréwnywalne z dotychczas
opublikowanymi danymi dotyczacymi Phlebotominae.

Przygotowanie probki do MALDI-ToF MS (Rycina 7)

Okazy sa najpierw osuszane w temperaturze pokojowej
i odpowiednio preparowane. Glowg i odwlok usuwa sig, aby
uzyska¢ czgsci ciala zawierajace kluczowe cechy
morfologiczne 1 wykonuje si¢ z nich preparat
mikroskopowy do analizy morfologicznej. Tuléw mozna
wykorzysta¢ do MALDI-ToF, a pozostala czes¢ odwloka
zachowaé do izolacji DNA. Do analiz profilu biatkowego
tutdéw jest recznie homogenizowany w mikroprobdwkach o
pojemnosci 1,5 ml, zawierajacych 10 pl roztworu
homogenizujacego przy uzyciu jednorazowych thuczkow.
Zazwyczaj stosuje si¢ dwa roztwory homogenizujace:
sterylng wodg¢ destylowana i 25% kwas mrowkowy.

7. Whioski

W niniejszej pracy dazyliSmy do dostarczenia badaczom
najskuteczniejszych metod preparatyki Phlebotominae,
dostosowanych do konkretnych celow badawczych, aby
ulatwi¢ ich identyfikacje i wykrywanie patogenow. Nie
istnieje jedna, uniwersalnie optymalna metoda, a raczej
kilka metod, z ktorych kazda ma swoje zalety i
ograniczenia. W danych uzupetniajacych (Supporting data)
zamiesciliSmy szczegdlowe protokoly roznych technik
preparowania stosowanych w oznaczaniu Phlebotominae.
Protokoty te, w tym filmy instruktazowe, pokazujg krok po
kroku procedury dostosowane do réznych celow,
zapewniajac precyzyjne i wiarygodne wyniki. Oferujac te
zasoby, chcemy wspiera¢ naukowcéw w wyborze i
stosowaniu odpowiednich technik preparacyjnych do
wybranych potrzeb.

Podzi¢kowania

Dzigkujemy Richardowi Lane i Zoe Jay Adams z
Muzeum Historii Naturalnej w Londynie (Wielka Brytania)
za ich doskonala recenzje, ktoéra podniosta jakosc¢
niniejszego manuskryptu.

Finansowanie

Dzigkujemy brazylijskim agencjom rozwoju CNPq
(case number: 404395/2024-4) i Fundacji Araucéria (case
number: 433/2025 PDI) za sfinansowanie badan AJA.

Konflikt interesow

Jérome Depaquit jest edytorem pomocniczym
czasopisma Parasite; nie miat on wplywu na proces recenz;ji
i podejmowanie decyzji dotyczacych tego manuskryptu.
Pozostali autorzy zaswiadczaja o braku konfliktu interesow.

Dostepnos¢ danych

Materialy wideo na platformie Zenodo.

Video 1: https://zenodo.org/records/18198006
Video 2: https://zenodo.org/records/18311158
Video 3: https://zenodo.org/records/18311106
Video 4: https://zenodo.org/records/18311154
Video 5: https://zenodo.org/records/18303014
Video 6: https://zenodo.org/records/18302850
Video 7: https://zenodo.org/records/18315029
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Dodatkowe materialy

Dodatkowe materiaty dotyczace tego artykulu sa dostgpne
pod nastgpujacym  adresem:  https://www.parasite-
journal.org/10.1051/parasite/2026009/0lm
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Zalacznik 1: Biochemia - podstawy teoretyczne.

Omawianymi w tym artykule owadami sa
Phlebotominae. Jednak ogoélny zamyst i tre$¢ tego artykutu
moga dotyczy¢ rowniez innych stawonogow, ktdrych
identyfikacja jest mozliwa jedynie po analizie morfologii
struktur wewngetrznych. Niektére z tych struktur sa
czgsciowo chitynowe, a ich morfologia dostarcza nam wiele
cennych danych taksonomicznych. Dlatego tak interesujaca
jest obserwacja aparatow gebowych, spermatek wraz z ich
przewodami. Przy wszystkich odczynnikach, ktore
omowimy, nie nalezy zapomina¢, ze od etapu utrwalania
owada do umieszczenia w medium preparatyka opiera si¢ w
duzej mierze na reakcjach redoks (oksydacyjno-
redukcyjnych). Jedynym $rodkiem ostroznosci i idea, ktora
powinna nam przyswiecaé w trakcie
preparowania  okazéw, jest unikanie  mieszania
odczynnikéw redukujacych z utleniajacymi.

Alkohol etylowy; etanol: Substancja ta  jest
wykorzystywana na rézne sposoby. Czasteczki alkoholu
wykazuja silne powinowactwo do wody, a zatem maja
dziatanie odwadniajace. Jednak alkohol o niskim st¢zeniu
(tj. zbyt bogaty w wode) bedzie odgrywat rolg w degradacji
kwasow nukleinowych (woda jest wrogiem kwasow
nukleinowych). Umieszczanie owadéw w etanolu ma na
celu nie tylko ich konserwacje, ale takze utrwalenie tkanek.
W histologii zazwyczaj rozrézniamy dwa wazne pojgcia:
szybko$¢ penetracji i szybko$¢ utrwalania. Powszechnie
wiadomo, ze dobry utrwalacz musi najpierw szybko
wnikna¢ w glab tkanek, zanim je utrwali. Dla alkoholu 96%
wspotczynnik penetracji wynosi okolo 1,05 (dla
poréwnania, dla 0,75% wodnego roztworu kwasu
pikrynowego wspotczynnik penetracji wynosi 0,45,
podczas gdy dla 3% roztworu dwuchromianu potasu wynosi
1,45).

Utrwalanie owadow i innych stawonogow w etanolu jest
czgsto normg w pracy entomologa. Idea zachowania probek
zebranych w terenie do pozniejszych badan Iub dla
przyszlych badaczy jest prawidtowa, jednak, z punktu
widzenia cytologa czy histologa nie jest to wlasciwe
podejécie. Przetrzymywanie probek w utrwalaczu zbyt
dlugo moze sprawi¢, ze stang si¢ one niemozliwe do
wykorzystania do dalszych badan. Dlatego probki starsze
niz 10 lat sa pod tym wzgledem bardzo problematyczne lub
niemal niemozliwe do wykorzystania.

Kolejng kwestiag jest stosunek masy utrwalanego
stawonoga do objetosci utrwalacza. W  praktyce
zoologicznej lub medycznej zaleca si¢ przechowywanie
okazoéw w objetosci 60 razy wigkszej niz ich objetosé. W
przypadku mikro-stawonogéw, na dang obj¢tos¢ okazow
uzywa si¢ co najmniej 4-5x objetosci alkoholu. Nalezy
pamigtac, ze alkohol straci swoje stezenie, wyciagajac cata
wode z tkanek stawonoga.

Podsumowujac:

- Alkohol etylowy jest chemicznym czynnikiem
redukujacym (zatem niekompatybilnym z utrwalaczami
utleniajacymi);

- Energicznie wytraca biatka i denaturuje je;

- Rozpuszcza niektoére ztozone lipidy i wytraca glikogen;

- Powoduje silne obkurczenie tkanek i ich sztywnienie.

Roztwory wodorotlenku potasu lub sodu

W entomologii do wytrawiania okazoéw stosowano
glownie wodorotlenek potasu, bez jasnego uzasadnienia.
Wodorotlenek sodu [E524] wystgpuje w roztworze, w
réznych stezeniach lub o réznej normalnosci. Wystepuje w
postaci granulek lub ptatkow. Jego glowna wada jest
wysoka higroskopijnos¢ (wigksza niz KOH). Reagujac z
biatkami, rozpuszcza je, a lipidy przeksztalca w mydta state
(jest to gltowna roznica w poréwnaniu z KOH, ktéry
podczas zmydlania daje mydta ptynne). Wodorotlenek
potasu [E525] jest dostepny jako skoncentrowany roztwor,
ale przede wszystkim ma t¢ zaletg, mozna go rowniez naby¢
w postaci granulek o masie okoto 0,1 g, co znacznie utatwia
przygotowywanie rozcienczonych roztworow, gdy nie
dysponujemy waga precyzyjng. Na przyktad jedna granulka
0,1 g w 1 ml wody destylowanej daje roztwor 10%. Druga
zaleta wodorotlenku potasu w granulkach jest jego mniejsza
wrazliwo$¢ na karbonatyzacje (roztwoér KOH ma wysokie
powinowactwo do wigzania CO,, tworzac sole weglanowe).

Te silne zasady bgda uzywane do solubilizacji kwasow
tluszczowych poprzez przeksztalcenie ich w mydla
rozpuszczalne w wodzie. Nalezy pami¢taé, ze utrwalacz,
taki jak etanol, rozpuscil juz czes¢ tluszczow w probce.
Jednakze, poprzez przeniesienie okazu do s$rodowiska
wodnego z silng zasada, kwasy tluszczowe (mniej lub
bardziej ztozone) ulegng wytraceniu. Zatem z uzyciem
silnej zasady nastapi zmydlanie na zimno. W niektorych
przypadkach, gdy tkanki tluszczowej jest duzo, na przyktad
u samic, korzystne bedzie podniesienie temperatury do 35—
40°C lub wydtuzy¢ czas ekspozycji okazu na zasade w
temperaturze pokojowe;j.

Zabarwiony roztwor kwasny/ bezbarwny roztwor
Marc-André:

W tym akapicie przeanalizujemy zalety i wady
stosowania roztworu Marc-André. Roztwor ten sktada si¢ z
wodzianu chloralu (monohydrat trichloroacetaldehydu),
kwasu octowego i wody. Jest to roztwor silnie utleniajacy
(mieszanina kwasu i aldehydu). Zneutralizuje on nadmiar
wodorotlenku potasu, ktéry moze pozostaé¢ w probkach, bez
wytracania mydel alkalicznych powstatych podczas
stosowania wodorotlenku potasu. Ten roztwor bedzie
rowniez dziatat na drugorzgdowe grupy alkoholowe
glukozamin tworzace chityng, utleniajac je, a tym samym ja
zmigkczajac. Ponadto, rozpuszcza on niektore sole
mineralnych obecne w probce. Gdy roztwdér Marc-André
jest wezesniej zabarwiony fuksyng kwasng (zatem w stanie
utlenionym), bedzie mogt wigza¢ drugorzedowe alkohole w
strukturze. Po kontakcie probki z roztworem Marc-André i
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jej wybarwieniu, pluczemy go wylacznie w etanolu. W ten
sposob rozpoczynamy faze odwadniania (dehydratacji)
probek.

Zalety:

- Neutralizacja nadmiaru roztwordéw zasadowych;

- Zmickczenie chityny;

- Wybarwienie chityny w celu tlatwiejszej oceny
chitynowych struktur wewnetrznych.

Wady:

Wodzian chloralu ma dziatanie nasenne, przez co
stosowany byl w medycynie. Musi byé uzywany pod
wyciagiem, przestrzegajac wytycznych dotyczacych
zagrozen z nim zwigzanych.

Roztwory odwadniajace (dehydratacyjne):

Doswiadczenie pokazuje, ze dla bardzo matych probek
nie ma potrzeby stosowania wielu kapieli w alkoholu
o wzrastajacych stgzeniach. Jesli jednak probka jest duza,
zaczynamy dehydratacj¢ pluczac okazy w 80% etanolu,
nastgpnie 90%, 95% 1 w koncu w czystym etanolu. W
przypadku bardzo matych probek nalezy ptuka¢ w 90%
etanolu, a nastgpnie w czystym ectanolu. Na tym etapie
musimy zawsze pami¢taé, ze czysty etanol wigze wodg z
powietrza. Tradycja w laboratoriach entomologicznych
bylo zakanczanie odwadniania probek kapielg w kreozocie
bukowym. Obecnie ta substancja jest stosowana na duza
skale jako pestycyd, srodek przeciwgrzybiczy i konserwant
drewna; jest zdecydowanie odradzana w preparatyce ze
wzgledu na swWoj odor (spowodowany
wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi).
Przypuszcza sig, ze dziata szkodliwie na uktad rozrodczy,
jest rakotworcza, szkodliwa dla srodowiska i ekotoksyczna
dla organizmoéw wodnych. Roztworem, ktory proponujemy
stosowa¢ do wykonywania preparatow mikroskopowych z
Phlebotominae jest Euparal® i jego esencja (opisane w
nastgpnym akapicie). Mieszanina Euparalu® i esencji
Euparalu jest czgsto uzywana; badane okazy mozna
przenosi¢ do tego medium bezposrednio po kapieli w 90%
etanolu.

Zatacznik 2: Sktad stosowanych odczynnikéw.
Wodorotlenek potasu 10%

Wodorotlenek potasu 10 g

Woda destylowana dopetni¢ do 100 ml

Medium na bazie gumy chloralowej (medium Hoyera)
Woda destylowana 50 ml
Wodzian chloralu 200 g
Guma arabska 50 g
Glicerol 20 ml

Roztwor Marc-André
Wodzian chloralu 40 g
Lodowaty kwas octowy 30 ml
Woda destylowana 30 ml

1% roztwor fuksyny kwasnej w wodzie destylowanej
Fuksyna kwasna (proszek) 1 g
Woda destylowana 99 ml

Roztwér Marc-André barwiony fuksyna
Roztwér Marc-André 10 ml
Fuksyna 1% 50 pl

Zatacznik 3: Euparal®, balsam kanadyjski, alkohol
poliwinylowy lub inne roztwory stosowane jako media w
preparatyce.

Alkohol poliwinylowy: Jest to idealne medium, gdy
substancje niezbgdne do odwodnienia probek nie sg
dostepne. Alkohol poliwinylowy miesza si¢ wowczas z
laktofenolem Ammana. Jednakze takie preparaty wykazuja
gtéwne wady: szybko wysychaja, alkohol poliwinylowy
krystalizuje z powodu parowania wody lub czernieja, gdy
fenol si¢ utlenia. Alkohol poliwinylowy jest w dalszym
ciggu dobra substancja do wykonywania preparatow
tymczasowych.

Balsam kanadyjski: Stosowanie go jako medium wymaga
odwodnienia utrwalanych probek. Uzycie ksylenu Iub
toluenu rowniez nie jest pozbawione niedogodnosci.

Medium Enecé: Do zamknigcia owada migdzy szkietkiem
podstawowym a nakrywkowym, podobnie jak balsam
kanadyjski, = wymaga  odwodnienia  okazu. Do
przygotowania tego medium potrzebujemy nastepujacych
odczynnikdw: czysta biata kalafonia (22 g); rozpuszczalna
w alkoholu zywica kopal (12 g), czysty alkohol (20 ml),
kamfora (10 g), esencja terpentynowa (10 ml) i eukaliptol
(26 ml). Aby go przygotowac, w naczyniu takim jak kolba
Erlenmeyera, nalezy umiesci¢ czysty alkohol i kamforg.
Nastgpnie doda¢ kalafoni¢ i zywice kopal. Kolbe nalezy
zamkna¢ korkiem i wstrzasnac¢, a dopiero potem ogrzewaé
w tazni wodnej w delikatnej temperaturze, aby mieszanina
nie wrzata. Gdy zawarto$¢ calkowicie si¢ uptynni, dodaje
si¢ esencj¢ terpentynowa, nastgpnie filtruje, poki
mieszanina jest goraca, a na koniec do przesaczu dodaje si¢
eukaliptol. Gdy medium staje si¢ mniej ptynne, rozciencza
si¢ je rozcienczalnikiem Eenecé o nastgpujacym sktadzie:
alkohol absolutny (30 ml), kamfora (17 g), esencja
terpentynowa (15 ml), eukaliptol (38 ml) (Cerqueira, 1943).

Euparal®: Jest to zywica pochodzaca z cyprzyka
czteroklapowego Tetraclinis articulata (Vahl, 1791), ktora
zostata opracowana w 1906 roku przez Gilsona. Jej gtéwna
zaleta jest to, ze nie polimeryzuje. Probki umieszczone
miedzy szkietkami mozna tatwo odzyskaé dziataniem
alkoholu lub esencji Euparalu. Zywica ta, zwana rowniez
sandarakiem, nie reaguje drastycznie z etanolem o st¢zeniu
wyzszym niz 8§0%.
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Zastosowanie Triton X100: niejonowego roztworu
wodnego

Triton X100 to niejonowy roztwor wodny roztwor (4-
(1,1,3,3-tetrametylobutylo) fenylo-polietyleno glikolu lub t-
oktylofenoksypolietoksyetanol, eter polietylenoglikolowy
tert-oktylofenylu), szeroko stosowany jako detergent w
biologii komoérkowej i molekularnej. Pozwala on na
permeabilizacj¢ blon komorkowych i jadrowych. Probki
owadow czgsto sa przechowywane w alkoholu przez wiele
lat. Niestety, konserwacja owadéw w alkoholu nie jest
pozbawiona wad, a przechowywane w nim stawonogi staja
si¢ bardzo trudne w przygotowaniu do ogladania pod
mikroskopem. Plastikowe fiolki zawierajace owady czgsto
ulegaja degradacji, po czym nastepuje parowanie alkoholu.
W obu przypadkach dhugotrwaty kontakt z alkoholem lub
wyschniecie probek stanowi powazny problem. W 2008
roku Jonque opublikowal notatke na temat nawodnienia
pajakow za pomoca $rodka zwilzajacego, takiego jak
Agepon, uzywanego do filmow fotograficznych [26].
Doprowadzito to do pomystu wykorzystania S$rodkéw
zwilzajacych, ktore nie sg silnymi detergentami. Ponizej
przedstawiono procedur¢ z uzyciem Triton X100 w 0,5%
roztworze wodnym stosowang w preparatyce:

- Zaimpregnowac suchg probke w czystym alkoholu.

- Doda¢ odpowiednia ilo$¢ roztworu Triton X100 o
stezeniu 0,5%, tak aby cata probka byta zanurzona.

- Pozostawi¢ na okoto 5 minut lub dhuzej. Wszystkie
okazy musza swobodnie plywa¢ w roztworze.

- Usuna¢ roztwor Triton X100 i zastapi¢ go roztworem
wodorotlenku potasu. Nastepnie postgpowaé zgodnie z
technika opisang powyzej.

Zatacznik 4: Utrwalanie okazow w Euparalu® lub balsamie
kanadyjskim — instrukcja ,,krok po kroku”

1. Okazy muszg by¢ odwodnione (mgtny lub mleczny
wyglad wskazuje na niewystarczajace odwodnienie).

2. Odwodnienie mozna osiaggnaé poprzez wzrastajace
stezenia alkoholu etylowego.

3. Okazy mozna przenie$¢ z 99% alkoholu lub czystego
alkoholu do $rodka wytrawiajacego.

Procedura:

1. Umiesé, Phlebotominae w 70% etanolu.

2. Usun etanol i zastagp go 10% roztworem KOH.
Przykryj szalke z okazami szkietkiem.

3. Wytrawiaj do momentu az owady stang si¢
polprzezroczyste.

4. Usun KOH.

5. Zalej owady woda destylowang i odczekaj 30 do 45
min.

6. Usun wodg i powtdrz plukanie woda destylowana
przez 30 min (czas zalezny od liczby prébek: im wigcej
probek opracowywanych jednoczes$nie, tym dluzszy
powinien by¢ ten etap; im mniej probek, zwlaszcza
opracowywanych indywidualnie, tym krotszy moze on
by¢).

7. Usun wodeg.

8. Dodaj roztwor Marc-André (opcjonalnie zabarwiony
fuksyng kwasna) i pozostaw na 24 godziny (1 dobg).

9. Usun roztwor Marc-André.

10. Zalej preparat wodg destylowana i odczekaj 3045
min.

11. Usun wodg i ponownie ptucz woda destylowana
przez 30 min.

12. Usun wodg.

13. Dodaj 70% etanol i wykonaj sekcj¢ okazu.

a. W przypadku glowy i odwloka delikatnie oddziel
gtowg lub odwtlok od tutowia.

b. W przypadku tulowia usun skrzydta, trzymajac tutow
jedna para peset, a druga pociagajac za skrzydto u nasady.
Mozliwe jest wykonanie preparacji strzalkowej, dzielac
tutow na cze$¢ lewa i prawa, w zalezno$ci od obszarow
bedacych przedmiotem najwigkszego zainteresowania.

14. Odwadniaj stopniowo poprzez seri¢ ptukania w
wodnych roztworach alkoholu etylowego: 50% — 80% —
95%, az po czysty etanol.

15. Odwodnij okazy, ptuczac je dwukrotnie przez 10
min w 100% etanolu.

16. Usun etanol i zalej okazy olejkiem gozdzikowym na
15 min w temperaturze pokojowej.

17. Przenie$ okazy z olejku gozdzikowego do kropli
Euparalu® lub balsamu kanadyjskiego na czyste szkietko
podstawowe.

18. Utoz preparat wedtug wiasnych potrzeb. Glowe,
tutéw 1 odwlok muchowki preparuj przy uzyciu cienkich
igiet lub pesety pod mikroskopem stereoskopowym. Glowe
nalezy oddzieli¢ od ciata i umie$ci¢ w medium w pozycji
brzuszno-grzbietowej, tj. otwor potyliczny musi by¢
skierowany ku gorze.

Sekcje  wykonuj
preparacyjnym.

19. Pozostaw okaz, do czasu az jego powierzchnia stanie
si¢ lepka.

20. Zwilz szkielko nakrywkowe czystym alkoholem i
naldz je pod katem na balsam kanadyjski.

21. Przechowuj preparaty w suchym pudetku
wyznaczonym do tego celu.

bezposrednio w  medium
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