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Sazetak — Ovaj rad pruZa sveobuhvatni vodi¢ za obradu i prepariranje primeraka flebotomina, $to je od klju¢nog
znacaja za identifikaciju vrsta, kao i za detekciju i izolaciju patogena. Opisane su razlicite tehnike pogodne kako za
terenske, tako i za laboratorijske uslove. Smernice ukljucuju detaljna uputstva za sakupljanje flebotomina, rukovanje,
anesteziju i eutanaziju (uz preporuku suvog zamrzavanja ili CO. umesto hemijskih sredstava), kao i strategije ¢uvanja
uzoraka, poput skladiStenja na niskim temperaturama i konzervacije u etanolu. Kvalitet pripreme pojedinih anatomskih
struktura (genitalnih organa, glave i krila) od presudnog je znacaja za njihovo pravilno mikroskopsko posmatranje i
detaljno je opisan u ovom radu. Takode su predstavljeni detaljni postupci obrade uzoraka, ukljucujuéi proces
prosvetljavanja pomoc¢u sredstava kao $to su kalijum-hidroksid i Marc-André rastvor. U delu koji se odnosi na
prepariranje uporedeni su razli¢iti medijumi, uz poseban naglasak na njihova opticka svojstva i potencijal za dugotrajno
ocuvanje preparata. Hoyerov medijum (poznat i kao hloralna guma) preporucuje se za brza posmatranja, narocito
spermateka, zbog svoje prozirnosti, iako nije pogodan za dugotrajno ¢uvanje. Ostali razmatrani medijumi ukljucuju
polivinil-alkohol, Euparal® (sa ograni¢enom tolerancijom na vodu) i kanada balzam (medijum rastvorljiv u
ugljovodonicima), pri ¢emu poslednja dva omogucavaju dugotrajnu konzervaciju preparata. Takode su obradeni
savremeni pristupi molekularne biologije, kao §to su DNK sekvenciranje i MALDI-ToF, koji zahtevaju posebnu paznju
u obradi uzoraka. Pored toga, dostupni su kratki video-snimeci koji ilustruju razlicite tehnike prepariranja, kao i prevodi

na 33 jezika, ¢ime se ove smernice prilagodavaju raznovrsnim potrebama i o¢ekivanjima globalne naucne zajednice.
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Kljucne reci: Prepariranje, flebotomine, Hoyerov medijum, Marc-André rastvor, hloralna guma, polivinil-alkohol,
Euparal®, kanada balzam, izolacija Leishmania, terenski uslovi, kultura, disekcija, molekularna biologija, MALDI-
ToF, tipski primerci.

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.

Uvod

Flebotomine su mali dvokrilni insekti koji pripadaju
familiji Psychodidae, podfamiliji Phlebotominae, sa
najmanje 1.063 do sada opisanih vrsta. Predstavljaju vazne
prenosioce patogena (rod Leishmania, arbovirusi i
Bartonella) odgovornih za bolesti poznate kao liSmanijaze,
arbovirusne infekcije i bartoneloze. Njihova identifikacija
se prvenstveno zasniva na detaljnom mikroskopskom
pregledu, koji zahteva pazljivo sakupljanje, odgovarajuce
Cuvanje i pravilno prepariranje uzoraka, pri ¢emu se
primenjuje vise specifiénih tehnika, od kojih svaka ima
svoje prednosti i ogranic¢enja.

Identifikacija adultnih flebotomina zasniva se na
posmatranju spoljasnjih (npr. antene, palpi, genitalije
muzjaka) i unutrasnjih struktura (npr. Zdrelo, cibarium i
spermateke). Disekcija 1 izolacija unutrasnjih struktura
olakSavaju njihovo posmatranje i, samim tim, preciznu
identifikaciju. Za razliku od komaraca ili stenica,
flebotomine se pre identifikacije moraju preparirati izmedu
predmetnog i pokrovnog stakalca.

Do osamdesetih godina proslog veka mikroskopsko
posmatranje bilo je jedina dostupna metoda za identifikaciju
flebotomina i ona i danas ostaje naj¢esc¢e koris¢en pristup.
Izbor postupka obrade i prepariranja bio je stoga relativno
jednostavan i uglavnom se svodio na dihotomiju: s jedne
strane, trajno prepariranje koje omogucava dugotrajno
cuvanje primerka, a s druge strane brzo prepariranje radi
identifikacije u medijumu koji ne obezbeduje dugotrajnu
stabilnost preparata. Konacno prepariranje, na primer u
smoli poput kanadskog balzama, vremenski je zahtevno i
podrazumeva potpunu dehidrataciju uzoraka. Pored toga,

indeks prelamanja ovog medijuma nije uvek optimalan za
posmatranje spermateka. Suprotno tome, prepariranje u
vodenim medijumima (npr. Hoyerov rastvor) je brze i
omogucava bolje uoc¢avanje spermateka, ali ne obezbeduje
dugotrajno ocuvanje preparata, zbog toga $to ovi medijumi
imaju tendenciju da apsorbuju vlagu iz atmosfere. Jedna od
mogucnosti jeste zaptivanje preparata bezbojnim lakom za
nokte nakon potpunog susenja. Ova kompromisna odluka i
danas uti¢e na izbor metode prepariranja u zavisnosti od
namene preparata. Od osamdesetih godina proslog veka,
studije identifikacije flebotomina kombinuju morfoloske i
biohemijske pristupe. Prvi takav pristup obuhvatao je
analizu kutikularnih ugljovodonika, koju su ubrzo zamenile
tehnike molekularne biologije, ukljuc¢uju¢i RAPD, RFLP,
amplifikaciju DNK i sekvenciranje Sangerovom metodom,
kao i metode sekvenciranja nove generacije (NGS). Danas
su molekularni pristupi dopunjeni proteomskim metodama,
poput MALDI-ToF. Pored toga, molekularna identifikacija
vrsta moze se kombinovati sa detekcijom patogena PCR
metodama (rod Leishmania, Trypanosoma, Bartonella i
flebovirusi), pri ¢emu se svi oni mogu detektovati
klasicnom ili real-time PCR metodom, Sto zahteva
prilagodavanje nacina uzorkovanja i ¢uvanja materijala u
skladu sa planiranim analizama. Pored morfoloskih
karakteristika koje se tradicionalno koriste za razlikovanje
vrsta, mogu se primeniti i drugi morfoloski pristupi, poput
geometrijske morfometrije krila. Na osnovu iskustva autora
i dostupnih podataka iz literature, cilj ovog rada je da se
predloze standardizovane smernice za obradu i prepariranje
adultnih primeraka flebotomina, u cilju optimizacije
morfoloskih i molekularnih analiza.
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Potreba za sprovodenjem odredenih analiza (npr.
molekularnih metoda ili MALDI-ToF) zahteva ocuvanje
dela flebotomine koji nije neophodan za morfolosku
identifikaciju, §to ukazuje na znacaj pazljivog izbora
protokola.

U ovom radu fokus je stavljen na metode anestezije i
eutanazije zivih flebotomina, njihovo cuvanje i postupke
prepariranja, bilo radi brze identifikacije, bilo radi
dugotrajnog ocuvanja preparata koji omoguéava naknadne
analize.

Uvodna napomena: Bezbednosni i
regulatorni aspekti rada sa hemikalijama
treba da budu uskladeni sa odgovarajuc¢im
bezbednosno-tehnickim protokolima
(Safety Data Sheets — SDS).

Sve hemikalije navedene u ovim smernicama moraju se
koristiti uz strogo postovanje bezbednosnih mera. Odbori za
zaStitu zdravlja i bezbednost na radu u istrazivackim
ustanovama dostupni su radi pruzanja informacija ne samo
o opasnostima koje ove hemikalije predstavljaju, ve¢ i o
pravilnim postupcima rukovanja i odlaganja otpada. Ipak,
obavezno je pridrzavanje svih bezbednosnih uputstava koja
se odnose na njihovu upotrebu i zbrinjavanje. Vazno je
naglasiti da je odgovornost svih korisnika da obezbede
uskladenost sa dobrom i bezbednom laboratorijskom
praksom, kao i sa vaze¢im zakonodavstvom i propisima
svoje zemlje ili istrazivacke institucije. Pored toga, neke od
navedenih hemikalija, ili njihovi sastojci (npr. hloral-
hidrat), u pojedinim drzavama podlezu regulatornim
ograni¢enjima. Spisak skracenica koris¢enih u ovom radu
dat je u Tabeli 1.

1. Sakupljanje flebotomina

mrtvi, primenom razli¢itth metoda, kao §to su CDC
minijaturne svetlosne klopke, lepljive klopke i aspiratori
koji se koriste u okviru Senonovih klopki, ili direktnim
sakupljanjem sa mesta mirovanja u prirodnoj sredini (npr.
objekti za smestaj zivotinja). Ove metode podrazumevaju
postavljanje klopki u odgovarajuca staniSta, privlacenje
flebotomina svetlom ili drugim atraktantima (CO: ili
hemijski mamci) i njihovo prikupljanje radi dalje analize,
kako je opisano u viSe publikacija. Sakupljanje zivih
flebotomina omoguéava primenu svih daljih analiza, dok
prikupljanje uginulih jedinki onemoguéava izolaciju sojeva
Leishmania ili virusa. Neke metode sakupljanja, poput
lepljivih papira, Cesto dovode do gubitka delova tela
flebotomina (antena, palpi, krila ili noge). Pored toga,
ricinusovo ulje kojim su lepljivi papiri premazani prijanja
uz telo flebotomina i mora se ukloniti na pocetku obrade
uzoraka, najceS¢e potapanjem u trajanju od priblizno 15
minuta u meSavinu etanola i dietil-etra u jednakim
zapreminskim odnosima.

2. Usmrdivanje primeraka

Tabela 1. Spisak skracenica.

BME Bazalni medijum Eagle

CDC Centri za kontrolu i prevenciju bolesti

CMCP Kamfor—monohlorofenol

CMR Karcinogena, mutagena 1 reprotoksi¢na
supstanca

CO1 Gen za podjedinicu I citohrom-c oksidaze

CytB Gen za citohrom b

DNA Dezoksiribonukleinska kiselina

ELISA Imunoenzimski test (enzimski
imunosorbentni test)

EtOH Etanol

M199 Medijum 199

MALDI- Masena spektrometrija sa laserskom

ToF MS desorpcijom/jonizacijom uz vremenski
prelet

MEM Minimalni esencijalni medijum

NGS Sekvenciranje slede¢e generacije

NNN Novy-MacNeal-Nicolle medijum

PCR Lancana reakcija polimeraze

Lao PDR  Narodna Demokratska Republika Laos

PNOC Gen za prepronociceptin

qPCR Kvantitativni PCR (real-time PCR)

RAPD Nasumi¢no amplifikovana polimorfna
DNK

RFLP Polimorfizam duzine restrikcionih
fragmenata

RI Indeks prelamanja

RNA Ribonukleinska kiselina

RNases Ribonukleaze

RNASS Rastvor za stabilizaciju RNK
RT-PCR PCR sa reverznom transkripcijom
TFA Trifluorosiréetna kiselina

Nakon sakupljanja, zive flebotomine moraju se
eutanazirati. Kod pojedinih metoda sakupljanja (npr.
lepljivi papiri, CDC svetlosne klopke opremljene posudom
sa deterdzentom ili etanolom), flebotomine su ve¢ uginule
u trenutku prikupljanja. Na takvim uzorcima moguce je
primeniti metode molekularne biologije ukoliko su
prikupljeni direktno u etanol ili ako se u etanol smeste u
najkratem moguéem roku. Medutim, nijedan od ovih
nacina usmréivanja ne omogucava dalju obradu insekata za
MALDI-ToF analizu. Pored toga, pojedini postupci
eutanazije mogu dovesti do gubitka odredenih morfoloskih
karaktera. Zbog toga je neophodno koristiti odgovarajuce,
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standardizovane metode usmré¢ivanja kako bi se obezbedila
pravilna identifikacija ili dugotrajno ¢uvanje primeraka kao
referentnog materijala (voucher specimens).

Hemijska sredstva poput etil-acetata, dietil-etra,
tetrakloroetana i hloroforma mogu se naneti na vatu koja se
potom stavlja u posudu sa flebotominama radi njihove
eutanazije. Ova sredstva moraju se koristiti sa velikim
oprezom i u skladu sa preporukama proizvodaca, zbog
njihove toksicnosti. Ipak, ne preporucuje se usmréivanje
flebotomina hloroformom, jer je, prema iskustvu autora,
slabo kompatibilan sa metodama molekularne biologije.
Imajuéi u vidu opasna svojstva ovih supstanci, kao i njihovu
ograni¢enu primenljivost u molekularnim analizama,
upotreba hemijskih sredstava za eutanaziju se generalno ne
preporucuje.

Najcéesce koris¢ena metoda, koja u najveéoj meri cuva
morfologiju, DNK i proteine, jeste suvo zamrzavanje
primeraka. Flebotomine treba zamrzavati dovoljno dugo da
budu potpuno anestezirane, ali ne predugo, kako bi se
izbeglo (i) isuSivanje primeraka ili (i) naruSavanje
vitalnosti parazita Leishmania, ukoliko je cilj njihova
izolacija in vitro iz digestivnog trakta flebotomina. Zbog
toga se preporucuje zamrzavanje u trajanju od 15 do 20
minuta na temperaturi od —20 °C, uz redovno praéenje
stanja primeraka kako bi se osiguralo da su samo
omamljeni, a da Leishmania paraziti ostanu Zivi.

Ukoliko zamrziva¢ nije dostupan, insekti se alternativno
mogu eutanazirati pomoc¢u CO2. U terenskim uslovima, gde
upotreba boca sa CO: nije moguéa, primerci se mogu
usmréivati pomoc¢u malih komercijalnih CO: patrona koje
se koriste u sifonima za gazirana pi¢a, uz napomenu da
njihov transport avionom moze biti ograni¢en. Kao krajnje
resenje, insekti se mogu usmréivati izlaganjem duvanskom
dimu. U tom slucaju, flebotomine se zive sakupljaju u CDC
klopkama, prenose aspiratorom, zadrzavaju u staklenoj
cevcici i izlazu duvanskom dimu, $to dovodi do njihove
smrti u roku od nekoliko sekundi. Ova metoda je
primenljiva u svim terenskim uslovima, ¢ak i u veoma
izolovanim podru¢jima. Medutim, staklena cevéica se
impregnira dimom i ne moze se ponovo Koristiti za
sakupljanje i rukovanje zivim flebotominama bez temeljnog
¢is¢enja. Ipak, isti neoprani aspirator moze se koristiti za
eutanaziju flebotomina iz drugih klopki u svrhu njihove
fiksacije. Takode je neophodno proveriti da li su svi
primerci uklonjeni iz aspiratora. Navedene metode
kompatibilne su sa izolacijom parazita iz roda Leishmania
putem disekcije digestivnog trakta.

3. éuvanje primeraka pre obrade
Postoje pet osnovna naCina fiksacije 1 Cuvanja
flebotomina pre njihove dalje obrade:

3.1. Zamrzavanje

Ovaj nacin cuvanja je najbolji na temperaturama od —20
°C ili, po moguéstvu, na —80 °C. Ova metoda skladiStenja
danas se koristi ¢e$¢e od ¢uvanja u te¢nom azotu. U svim

slucajevima, krioprezervacija mora biti sprovedena $to je
moguée brze nakon omamljivanja primeraka. Cuvanje na
niskim temperaturama u zamrziva¢ima ima prednost
potpunog ocuvanja samih insekata, kao i RNK, DNK i
proteina, uz ocuvanje njihovog punog integriteta tokom
perioda skladiStenja. Nasuprot tome, tecni azot moze
ozbiljno ostetiti krila, noge, palpe i antene, Cesto dovodeci
do njihovog otpadanja i povremenog gubitka kljucnih
morfoloskih karaktera. Suvo zamrzavanje u zamrzivacu
manje je traumati¢no za primerke, ali ipak nije idealno za
ocuvanje njihovih krhkih delova tela. Vazno je istaci da se
tokom odmrzavanja krila, antene, palpi ili noge mogu
zalepiti za zidove epruveta usled kondenzacije i potom
otkinuti. Ipak, ¢uvanje zamrzavanjem nije uvek izvodljivo
u terenskim istrazivanjima, jer zahteva pristup zamrzivacu
ili posudi sa teénim azotom. Ovaj nacin Cuvanja u
potpunosti je kompatibilan sa detekcijom patogena
molekularnim metodama, bez gubitka osetljivosti, iako
detekcija i izolacija RNK virusa zahteva ¢uvanje na —80 °C
ili u teCnom azotu ukoliko je potrebno dugotrajno
skladistenje. Medutim, zamrzavanje uzoraka ne omogucava
izolaciju parazita Leishmania disekcijom digestivnog
trakta, osim ukoliko se flebotomine najpre izloZe gasovitoj
fazi, a zatim potapaju u te¢ni azot (na primer u epruvetama
smestenim u carapu), ¢ime se simulira krioprezervacija
parazita Leishmania.

3.2.  Cuvanje u alkoholu (etanol ili izopropil-
alkohol)

Ovo je verovatno najéeSée koriS¢en nacin Cuvanja
flebotomina. Lako se primenjuje u terenskim uslovima, cak
i u situacijama kada ne postoji pristup laboratoriji.
Konzervacija u alkoholu narocito je pogodna za morfoloska
ispitivanja, jer krhki delovi tela (krila, noge, antene ili palpi)
ostaju ocuvani, pod uslovom da u epruveti nema mehuri¢a
vazduha. Zbog toga se preporucuje zatvaranje epruvete
malim pamuc¢nim ¢epom kako bi se uklonio vazduh, kao i
postavljanje etikete iznad pamucnog cepa (Slika 1).
Odgovaraju¢a koncentracija alkohola i dalje je predmet
rasprave. Uopsteno, koncentracije ispod 70 % se ne
preporucuju. Vecée koncentracije omogucavaju bolje i
dugotrajnije o¢uvanje DNK, ali istovremeno ¢ine primerke
96 % etanola (azeotropna smesSa) obezbeduje stabilnost
koncentracije tokom vremena, naro¢ito u vlaznim
sredinama, kao Sto su tropske oblasti, iako je 95 % etanol
Cesto lakSe dostupan. Bez obzira na koncentraciju, DNK se
u etanolu uglavnom dobro ¢uva (iako manje efikasno nego
pri zamrzavanju, naroCito za molekularne metode
zasnovane na NGS tehnologiji). Proteini su znatno manje
stabilni, posebno u kontekstu proteomskih analiza, kao §to
je MALDI-ToF. Flebotomine ¢uvane u alkoholu tokom
nekoliko meseci i dalje se mogu morfoloski identifikovati,
ali iz takvih primeraka nije moguce dobiti referentne
proteinske spektre. Cuvanje u alkoholu ili u suvim uslovima
moze se unaprediti dodatnim zamrzavanjem uzoraka na —20
°C. Zamrzavanje na —20 °C pre svega poboljsava oCuvanje
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molekularnog materijala (npr. nukleinskih kiselina), a u
manjoj meri doprinosi i o€uvanju morfologije smanjenjem
razgradnje tkiva tokom vremena. Cuvanje u etanolu moze
se primeniti i za detekciju DNK i RNK virusa, ukoliko se
koristi etanol u koncentraciji od najmanje 70 % i ako je
period skladiStenja kra¢i od nekoliko meseci. Izopropil-
alkohol je u nekim zemljama lako dostupan i omogucéava
ocuvanje DNK, ali dovodi do rigidnosti tkiva primeraka. Za
razliku od etanola, nije zapaljiv i zbog toga sec lakse
transportuje. Ukoliko je potrebno, flebotomine koje su
prethodno ¢uvane u te€nom azotu ili suvo zamrzavane
mogu se naknadno prebaciti u alkohol, ¢ime se, nazalost,
kombinuju nedostaci oba nacina ¢uvanja.

Slika 1: Flebotomine u etanolu.

3.3. Cuvanje u rastvoru za stabilizaciju RNK
(RNASS)

Ovaj vodeni reagens je Siroko rasprostranjen, netoksican
i namenjen stabilizaciji i zastiti RNK u svezim uzorcima
tkiva i celija. Deluje tako §to brzo prodire u uzorak i
inaktivira ribonukleaze (enzime koji razgraduju RNK),
¢ime sprecava degradaciju RNK bez potrebe za trenutnim
zamrzavanjem. Cuvanje u RNASS-u je generalno efikasno
u ocuvanju ukupne morfologije tkiva i ¢elija za potrebe
daljih histoloskih ispitivanja. Iako je RNASS prvenstveno
optimizovan za stabilizaciju RNK, kratkoro¢no i
srednjoro¢no ¢uvanje obi¢no omoguéava dobro ocuvanje
strukturnog integriteta. RNASS omogucava skladiStenje
uzoraka na sobnoj temperaturi do 7 dana, na 4 °C tokom
nekoliko nedelja, ili na —20 °C / —80 °C za dugotrajno
cuvanje. Ovaj nacin Cuvanja naroCito je znacajan u
terenskim istrazivanjima ili klini¢kim uslovima u kojima je
kontinuirano odrzavanje niske temperature (cold chain)
nedostupno. Ekstrakcija RNK obi¢no zahteva uklanjanje

uzoraka iz rastvora i njihovu dalju obradu u skladu sa
standardnim protokolima.

3.4.  Suvo ¢uvanje na sobnoj temperaturi

Ovo je stariji nacin ¢uvanja koji, kada se primenjuje na
cele primerke (preparirane in toto), ima veliki nedostatak u
slabom ocuvanju krhkih delova tela, kao sto su krila, noge,
antene i palpi. Ipak, proteomska ispitivanja primenom
MALDI-ToF metode i dalje su izvodljiva ukoliko se
dehidratacija sprovodi u trenutku fiksacije uz upotrebu
sredstva za suSenje, poput silikagela. Nasuprot tome,
molekularne analize usmerene na DNK teSko se sprovode
na ovako cuvanim uzorcima, jer je DNK cesto
fragmentisana i prisutna u malim koli¢inama, zbog cega su
analize znatno zahtevnije nego kod svezih ili zamrznutih
uzoraka, narocito kada je re¢ o genetskom materijalu jedra.
Ipak, savremene tehnike, poput muzeomike (museomics),
mogu se primeniti i na ovakve uzorke. Zbog navedenih
ogranicenja, ovaj nacin ¢uvanja se ne preporucuje, osim u
slu¢ajevima kada ne postoji druga alternativa. Suvo ¢uvanje
moze se kombinovati sa Cuvanjem na niskim
temperaturama, postavljanjem epruveta u zamrziva¢ na —
20°C ili —80°C. Glavni izazov predstavlja adekvatno
prepariranje primeraka ili delova tela neophodnih za
identifikaciju. U tu svrhu neophodna je rehidratacija
uzoraka i u tu svrhu se preporucuje upotreba rastvora Triton
X-100. Trajanje rehidratacije varira od nekoliko sati do
nekoliko dana i zahteva redovno prac¢enje. Nakon potpune
rehidratacije, primerke treba isprati tri puta u destilovanoj
vodi.

3.5. Cuvanje na filter-papirima

Glavna prednost filter-papira jeste dugoro¢na stabilnost
genomske DNK unutar ¢elija nefiksiranih, osuSenih celih
primeraka ili krvnih celija koje se cuvaju na sobnoj
temperaturi. Filter-papir se isporucuje u obliku kartica
malog formata, Sto omogucava skladiStenje vise stotina
uzoraka na sobnoj temperaturi u zapremini veli¢ine manje
kutije. Matrica filter-papira impregnisana je supstancama
koje denaturiSu infektivne agense, te se uzorci vise ne
smatraju bioloski rizi¢nim. Ovo omogucava cuvanje i
transport uzoraka bez potrebe za posebnim merama
bioloske bezbednosti [68].

4. Disekcija primeraka

Za razliku od mnogih drugih insekata, koji se
identifikuju na osnovu spoljasnjih karaktera vidljivih na
celim, in toto prepariranim jedinkama pri¢vr§¢enim iglom,
flebotomine zahtevaju disekciju i prepariranje preparata na
mikroskopske plocice kako bi se proucile anatomske
strukture neophodne za tacnu identifikaciju vrste. Bez
obzira na izabrani postupak pripreme i prepariranja,
primenjuje se ista tehnika disekcije (Slike 2 1 3)
(https://zenodo.org/records/18198006).

Upotreba Triton X-100: nejonizujudi vodeni rastvor


https://zenodo.org/records/18198006

F.J. Randrianambinintsoa et al.:

Vazno je napomenuti da se prepariranje odnosi na sveze
sakupljene ili adekvatno cuvane primerke. Vecina
sakupljaca poseduje insekte koji su dugo vremena ¢éuvani
suvi (za potrebe MALDI-ToF analiza) ili u alkoholu.
Nazalost, dugotrajno cuvanje u alkoholu nije optimalno i
insekti Cuvani na ovaj nacin postaju veoma teSki za
pripremu za mikroskopsko posmatranje. Cest problem je
degradacija plasti¢nih posuda u kojima se uzorci Cuvaju,
nakon cega dolazi do isparavanja alkohola. U oba slucaja,
primerci ili ostaju predugo u alkoholu ili se potpuno isuse.
Zbog toga se javila ideja o upotrebi sredstava za kvasenje
koja nisu jaki deterdzenti. Triton X-100 je nejonizujuci
vodeni rastvor (4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil-polietilen-
glikol rastvor, odnosno t-octylphenoxypolyethoxyethanol,
polietilen-glikol tert-octylphenyl ether), koji se Siroko
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koristi kao deterdzent u éelijskoj i molekularnoj biologiji.
Omogucava permeabilizaciju  Celijskih i  jedarnih
membrana.

U nastavku je prikazan postupak koris¢enja nejoni¢nog
Triton X-100 u vodenom rastvoru koncentracije 0,5 %:

- Suvi uzorak se impregnise apsolutnim alkoholom.

- Doda se potrebna zapremina 0,5 % rastvora Triton X-100
tako da je ceo uzorak potopljen.

- Postupak se ostavlja da traje od priblizno 5 minuta do
nekoliko dana, uz redovno pracenje; svi insekti moraju se u
potpunosti razdvojiti u rastvoru.

- Rastvor Triton X-100 se uklanja i zamenjuje rastvorom
kalijum-hidroksida.

Slika 2: Materijal potreban za prepariranje flebotomina: A: okrugla staklena pokrovna stakalca (prec¢nika 10 ili 12 mm); B: ploca
sa 24 udubljenja i igla sa kukom (ukoliko se za obradu flebotomina koriste karanfilicevo ulje ili esencija Euparal®, ne treba
koristiti akrilne ploce jer ¢e do¢i do hemijske reakcije i primerci ¢e biti osteceni); C: staklena predmetna stakalca pogodna za
obelezavanje; D: detalj kuke na igli; E: igle pri¢vrs¢ene na Spriceve; F: satno stakalce ili odgovarajuca posuda sa flebotominama
namenjenim za prepariranje; G: Dumont pinceta; H: plasti¢na pipeta; I: staklena pipeta savijena zagrevanjem radi lakSeg prenosa

tecnosti u udubljenja.

4.1. Glava

Disekcija se moze obavljati pomoc¢u finih igala ili
entomoloskih iglica pod stereomikroskopom (Slike 2 i 3).
Najcesce koriséene igle ukljucuju: 26G x 1/2" (0,45 x 13
mm), 30G x 1/2" (0,3 x 13 mm) ili 25G x 5/8" (0,5 x 16
mm). Za pripremu primerka radi identifikacije, najmanje $to
je potrebno jeste odvajanje glave od tela i njeno prepariranje

u ventralnom polozaju kako bi se omogucio prikaz
cibariuma i zdrela, dok se grudni ko§ i abdomen prepariraju
lateralno nakon disekcije. Prepariranje glave u ventro-
dorzalnom polozaju obezbeduje da je okcipitalni otvor
orijentisan nagore, ¢ime se omogucava direktno
posmatranje  cibariuma. Pristup ovim anatomskim
strukturama dodatno je olakSan ukoliko je glava u
potpunosti odvojena od tela



Slika 3: Ploc¢a sa 24 udubljenja, od kojih svako sadrzi glavu
i vrh abdomena flebotomina.

4.2. Krila i toraks (grudi)

Krila moraju biti preparirana ravno. Svako krilo moze
se odvojiti u osnovi i preparirati zasebno, ili se jedno krilo
moze preparirati samostalno, dok drugo ostaje pric¢vrsé¢eno
za toraks. Ukoliko je planirana analiza geometrijske
morfometrije, neophodno je pre prepariranja pravilno
odrediti i obeleziti desno i levo krilo. Toraks je podeljen na
visSe delova, od kojih svaki sadrzi veoma vazne
taksonomske informacije. UobiCajeno se pozicionira u
lateralnom polozaju, kako bi se omogucilo ispitivanje
hetotaksije i rasporeda boja. Prisustvo oziljaka od ¢ekinja u
odredenim regionima toraksa moze se koristiti za
razlikovanje pojedinih vrsta iz roda Brumptomyia.
Raspored boja moze se koristiti za razdvajanje neotropskih
flebotomina na nivou roda (npr. Bichromomyia), serija vrsta
(npr. Pintomyia), pa ¢ak i vrsta unutar istog roda (npr.
Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia i
Psychodopygus). Stoga, ukoliko se toraks ne koristi za
molekularne analize, treba ga preparirati tako da se ne osteti.
Vazno je napomenuti da nije bitan intenzitet boja, veé
njihov raspored na toraksu. Zbog toga proces
prosvetljavanja nece ukloniti pigmentaciju niti njen
obrazac.

4.3.  Genitalije

Posebnu paznju treba posvetiti prepariranju genitalija
kod muzjaka i zenki, jer su one od kljucnog znacaja za
identifikaciju rodova, podrodova i vrsta. Kod oba pola,
genitalije se sastoje od parnih struktura.

4.3.1. MuZjaci

Genitalije su spoljasnje i sastoje se od parnih klesta, od
kojih se svako sastoji od spoja gonokoksita i gonostila u
dorzalnom delu i epandrijalnog reznja u ventralnom delu.
Gonostil nosi bodlje i ponekad sete, koje moraju biti
prebrojive i Cija mesta insercije moraju biti jasno vidljiva.
Vazno je pazljivo posmatrati unutraSnju povrsinu
gonokoksita, koja moZe nositi snopi¢ sedecih seta ili seta
koje se nalaze na reznju (= tuberkulu) [22]. Kolege sa manje
iskustva u disekciji mogu primeniti jednostavno lateralno
prepariranje, bez odvajanja genitalija od zavrSnog dela

abdomena (https://zenodo.org/records/18311158). U tom
slucaju, preklapanje dva dela genitalija moZe oteZati, na
primer, brojanje unutra$njih seta gonokoksita, ali se time
izbegava oSteCenje genitalija usled neuspele disekcije.
Iskusnije kolege mogu pokusati da genitalije razdvoje na
dva dela. Da bi se to postiglo, zakoSena strana igle (igla za
intradermalne inekcije) mora se provuci kroz genitalije, pri
¢emu se one razdvajaju bez potpunog presecanja, kako bi se
razdvojili sklopovi gonokoksit—gonostil
(https://zenodo.org/records/18311158). Na ovaj nacin,
posmatranje njihovih unutrasnjih povrSina postaje
jednostavno. Ovakav nacin prepariranja takode olaksava
posmatranje paramera i parameralnih ovojnica, koje se vise
ne preklapaju. Kod lateralnog pozicioniranja na plocici,
kada dolazi do preklapanje organa, primerci moraju biti
savrSeno prosvetljeni.

4.3.2. Zenke

Genitalni apparat Zenki je unutrasnji i ¢ine ga
spermateke. U odsustvu disekcije, one se moraju posmatrati
kroz tegumente, pri ¢emu se abdomen preparira u
ventralnom polozaju. Bez obzira na izabrani medijum za
prepariranje, same spermateke se uglavnom mogu pravilno
posmatrati, naroCito ukoliko nisu glatke i ukoliko su
prosvetljene. Medutim, posmatranje glatkih spermateka sa
tankim zidovima moze biti problematicno u slabo
refraktilnim medijumima. Pored toga, posmatranje osnove
kanala spermateka (genitalnog atrijuma) od sustinskog je
znacaja za identifikaciju vrsta, kao S§to je to slucaj kod
podroda Larroussius [35, 37, 38], glavnih vektora
Leishmania infantum u Starom svetu. Bez ovog
posmatranja, identifikacija primeraka ostaje nemoguca.
Kako bi se prevaziSle ove poteskoce u posmatranju,
kompleks genitalna furka—spermateke treba izdvojiti iz
abdomena (https://zenodo.org/records/18311106).
Spermateke je tokom disekcije uglavnom tesko uociti, ali je
genitalna furka relativno lako prepoznatljiva. Posto se
spermatekalni kanali otvaraju u bazi genitalne furke,
izolacija ove furke obi¢no omogucava 1 izolaciju
spermateka. Ukoliko se spermateke sluc¢ajno preseku tokom
postupka, one se ne gube i dalje se mogu posmatrati unutar
abdominalnih segmenata (Slika 4).
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Slika 4: Spermateke disekovane i preparirane u Marc-André rastvoru iz svezih primera. A: Idiophleotomus longiforceps (NR
Laos); B: Sergentomyia minuta (Francuska); C: Phlebotomus ariasi (Francuska); D: Sergentomyia anodontis (NR Laos).

4.4. Disekcija srednjeg creva radi izolacije
Leishmania

Disekcija digestivnog trakta je neophodna za detekciju i
izolaciju parazita iz roda Leishmania kod Zenki
flebotomina. Postupak se moze izvoditi i u terenskim i u
laboratorijskim  uslovima, radi procene vektorske
kompetencije. Preporucuje se rad sa sveze eutanaziranim
7enkama. Zenke treba oprati vodom ili fizioloskim
rastvorom koji sadrzi blagi deterdzent, kako bi se uklonile
suvisne dlacice. Ovaj korak pomaze u odrzavanju asepti¢nih
uslova za izolaciju Leishmania, uz istovremeno ocuvanje
morfoloskih karakteristika neophodnih za identifikaciju. Da
bi se pronasli i izoloval paraziti iz roda Leishmania, srednje
crevo treba pazljivo izdvojiti i staviti u jednu kap sterilnog
fizioloskog rastvora (0,9% NaCl). Nakon posmatranja

pokretnih  parazita pod svetlosnim mikroskopom
(preporuceno uveéanje: ~200%), oni se insulinskim $pricem
ili mikropipetom prenose u hranljivi medijum za kultivaciju
(za vise detalja videti Poglavlje 4.4.3).

Glava i genitalije se prepariraju direktno u Marc-André
rastvor radi prosvetljavanja. Vazno: Marc-André rastvor
nikada ne sme do¢i u kontakt sa parazitima Leishmania — ni
direktno, ni indirektno preko alata ili igala — jer je
smrtonosan za parazite. Disekcija zenki flebotomina moze
se izvoditi na jednom ili na dva predmetna stakalca; obe
opcije imaju svoje prednosti i ograni¢enja (Slika 5;
https://zenodo.org/records/18311154)
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Slika 5: Metoda za izolaciju parazita Leishmania
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4.4.1. Metoda sa dva stakalca

Prva opcija podrazumeva rad na dva odvojena
predmetna stakalca: na jednom se nalazi sterilni fizioloski
rastvor za izdvajanje srednjeg creva, dok se na drugom
prepariraju glava i spermateke u Marc-André rastvoru.
Medutim, u terenskim uslovima je uobicajeno da dve ili tri
osobe disekuju flebotomine i prosleduju disekovane
primerke jednom istrazivacu zaduzenom za identifikaciju
vrste 1 procenu prisustva parazita iz roda Leishmania u
crevu. Upravljanje sa dva stakalca moze dovesti do
problema sa sledljivoséu uzoraka i, naroCito, otezati
pouzdano utvrdivanje koja je jedinka bila zarazena u slucaju
detekceije pozitivnog creva
(https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.2. Metoda sa jednim stakalcem

Upotreba jednog predmetnog stakalca obezbeduje
sledljivost rezultata. Medutim, potrebno je preduzeti
nekoliko mera opreza. Kako bi se postigla maksimalna
sterilnost tokom ovog koraka, operateri moraju redovno
dezinfikovati ruke hidroalkoholnim gelom. Moraju se
koristiti nebrusena predmetna stakalca i kvadratna pokrovna
stakalca (22 x 22 mm), umotana u aluminijumsku foliju i
sterilizovana suvim zagrevanjem (u Poupinel peci), kao i
sterilne igle za svaku disekciju (preporuka: 25G @ 0,5 mm
x 16 mm). Flebotomina se postavlja u kap sterilnog
fizioloskog rastvora u sredini stakalca. Glava se odvaja, dok
se pravi rez izmedu 6 1 7 abdominalnog tergita i sternita, bez
presecanja digestivnog trakta (rez moze biti visi ukoliko se
o¢ekuju veoma duge spermateke). Zatim se toraks
imobilizuje jednom iglom, a zavr$ni zadnji segmenti
abdomena se drugom iglom pazljivo povlace kako bi se
izvuklo crevo. Ukoliko to ne uspe, moguce je blokirati kraj
abdomena iglom i povuci digestivni trakt sa njegove prednje
strane. Ako ni to ne uspe, crevo se mora izdvojiti
uklanjanjem $to veéeg dela preostalog tegumenta oko njega.
Nakon izdvajanja creva, zavr$ni abdominalni segmenti se
odvajaju presecanjem digestivnog trakta. Crevo se zatim
stavlja u novu kap sterilnog fizioloskog rastvora,
postavljenu na jednoj strani stakalca, i pazljivo se prekriva
sterilnim  pokrovnim stakalcem. Glava 1 zavrsni
abdominalni segmenti se prenose u malu kap Marc-André
rastvora postavljenu na drugom kraju stakalca, uz obavezno
izbegavanje kontakta sa parazitima Leishmania. Glava se
pravilno orijentiSe (okcipitalni otvor okrenut nagore), a
spermateke se izdvajaju zajedno sa genitalnom furkom, kao
§to je ranije opisano, i prekrivaju se malim okruglim
pokrovnim stakalcem (@ 12 mm, ne treba ga meSati sa
sterilnim kvadratnim pokrovnim stakalcima). Preostali deo
tela flebotomine i krila ostaju u kapi fizioloskog rastvora u
sredini stakalca (https://zenodo.org/records/18311154). U
slu¢aju pozitivnog nalaza, ili u svrhu taksonomskih
istrazivanja, toraks i abdomen mogu se sacuvati za
molekularna ili proteomska ispitivanja, a krila se mogu
preparirati u vodenom medijumu. Radi oCuvanja preparata,

visak Marc-André rastvora moze se zameniti vodenim
medijumom za prepariranje, kao Sto je hloralna guma (=
Hoyer) ili medijum na bazi polivinil-alkohola.

Detaljni video-zapisi koji prikazuju ove postupke
dostupni su preko interneta (disekcija srednjeg creva
flebotomina: https://zenodo.org/records/18303014 i
disekcija pljuvacnih zlezda flebotomina:
https://zenodo.org/records/18302850), te ovde nece biti
dodatno objasnjavani.

4.4.3. Izolacija i kultivacija parazita Leishmania iz
creva flebotomina

Izolacija parazita disekcijom inficiranih  Zenki
flebotomina predstavlja delikatan postupak koji zahteva
visok nivo vestine i koji bi u pocetku trebalo uvezbavati na
primercima bez parazita. Nakon disekcije, creva se prenose
u svezu kap sterilnog fizioloskog rastvora (0,9 %) ili Locke-
ovog rastvora radi ispiranja [4]. Disekovana creva se zatim
mogu obraditi na dva nacina: i) posmatranjem pod
svetlosnim mikroskopom radi uocCavanja razlicitih
stadijuma promastigota Leishmania i njihove lokalizacije,
uz posebnu paznju posveéenu stomodealnom zalisku, i ii)
otvaranjem creva kako bi se olakSao izlazak promastigota,
¢ime se omogucava njihova masovna kultivacija [4].
Pronalazenje infektivnih flebotomina u prirodi relativno je
retka pojava, te dobra praksa i vezbanje znacajno
povecavaju Sanse za uspesnu izolaciju. Ukoliko se u crevu
uode paraziti Leishmania, potrebno je koristiti nove sterilne
igle i dodati malu koli¢inu sterilnog fizioloskog rastvora
oko pokrovnog stakalca, kapilarnim delovanjem, kako bi se
paraziti oslobodili. Crevo treba pazljivo i brzo pocepati
kako bi se paraziti oslobodili u fizioloski rastvor. Pomocu
mikropipete zapremine 100 pL ili tuberkulinskog Sprica,
paraziti se sakupljaju i inokuliSu u odgovarajuéi, pravilno
obelezen hranljivi medijum.

In vitro kultivacija promastigota Leishmania: izolovani
paraziti se u pocetku odrzavaju na kosinama SNB-9 krvnog
agara ili u Cvrstom medijumu Novy—-McNeal-Nicolle
(NNN) [16], preko kojih se dodaje ili sterilni alfa-MEM
medijum [16, 65] ili M199 medijum, pri ¢emu su oba
obogacena sa 10 % termicki inaktivisanim sterilnim
fetalnim tele¢im serumom [FCS] (radi podsticanja rasta
parazita), 1 % BME vitamina, 2 % sterilnog humanog urina
(sterilisanog pomocu $pric-filtra Filtropur® S 0,2 um), 250
pg/mL amikacina (ili 50 pg/mL gentamicina, ili meSavinom
antibiotika i amino-kiselina (L-glutamin 200 mM -
penicilin 10 000 U — streptomicin 10 mg/mL) [47]. Nakon
tri dana, ukoliko nema kontaminacije, kulture se rastvaraju
u odgovarajuce pripremljenom medijumu za zamrzavanje i
potom ¢uvaju na —80 °C u trajanju od 1 do 2 godine ili u
te€nom azotu na—196 °C radi dugotrajnog ¢uvanja i buduce
eksperimentalne upotrebe [7].
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4.5.  Pljuvacne Zlezde

Disekcija pljuvacnih Zlezda flebotomina predstavlja
osnovnu tehniku za proucavanje interakcija vektora i
patogena, naroCito za detekciju arbovirusa kao §to su
flebovirusi (npr. Toscana virus) [44, 75]. Zbog izuzetno
male veli¢ine flebotomina, postupak zahteva veliku
preciznost pod stereomikroskopom, uz upotrebu finih
pinceta ili igala za mikrodisekciju, kako bi se osetljive
pljuvacne Zzlezde izdvojile bez njihovog pucanja ili
kontaminacije (https://zenodo.org/records/18302850) [51,
61]. Ocuvanje integriteta zlezda je od klju¢nog znacaja za
pouzdanu dalju molekularnu analizu. Nakon izdvajanja,
zlezde se mogu homogenizovati i analizirati primenom RT-
PCR, gPCR ili imunoeseja radi detekcije virusne RNK ili
antigena [12]. Prisustvo virusa u pljuvac¢nim zlezdama, a ne
samo u crevu ili hemocelu, potvrduje da je patogen zavrsio
ekstrinzi¢ni inkubacioni period i da je prenosiv tokom
krvnog obroka [71].

Postupak disekcije je tehnicki zahtevan zbog male
veli¢ine pljuvacnih zlezda flebotomina i zahteva znacajno
iskustvo kako bi se izbegla degradacija uzorka [1, 51].
Dodatno, virusno opterecenje moze biti nisko, §to zahteva
primenu visoko osetljivih metoda detekcije, kao §to su
ugnjezdeni PCR ili sekvenciranje visokog protoka [54].
Rizik od kontaminacije dodatno naglasava potrebu za
sterilnim tehnikama rada. Pored tehnic¢kih izazova, na
uspesnost detekcije utiu i bioloski faktori; vektorska
kompetencija varira medu vrstama flebotomina, a stope
infekcije se menjaju u zavisnosti od ekoloskih i sezonskih
uslova [33, 61].

Detekcija virusa u pljuvaénim zlezdama pruza kljucne
informacije o riziku prenosa, omoguéavajuci ciljani nadzor
i mere kontrole [15]. Na primer, identifikacija Toscana
virusa u flebotominama u endemskim podru¢jima doprinela
je unapredenju dijagnostickih protokola i preporuka za
javno zdravlje [18]. Pored toga, proucavanje interakcija
virusa i pljuvacke moze otkriti nove ciljeve za vakcine ili
terapije koje blokiraju prenos [15, 18].

Pljuvacne Zlezde flebotomina mogu se koristiti i kao
izvor antigena za merenje antitela domacina na pljuvacku
flebotomina primenom imunoloskih metoda, po moguéstvu
ELISA. Ovaj pristup omogucava procenu izloZenosti

domacina ujeda flebotomina, ¢ime se podrzava evaluacija
efikasnosti mera kontrole vektora [25] i procena rizika
prenosa Leishmania [40].

4.6.  Identifikacija krvnog obroka

Nasisane zenke izdvojene tokom sakupljanja treba
disekovati uz upotrebu jednokratne opreme, kako bi se
sprecila unakrsna kontaminacija. Njihov abdomen treba
pregledati pod stereomikroskopom radi procene stepena
digestije krvnog obroka. Preporucuje se izbor iskljucivo
zenki sa crvenim, crvenkasto-braon ili tamnocrvenim
abdomenom, bez znakova formiranja jaja. Vrh abdomena,
ukljucujuéi spermateke, treba ukloniti radi morfoloske
identifikacije Zenke nakon prosvetljavanja. Glavni deo
abdomena (bez spermateka) zatim se stavlja u
mikroepruvete (1.5 ili 2 ml) i ¢uva na —20 °C do dalje
analize. Geneticki markeri koji se najcesce koriste za
identifikaciju krvnog obroka, kao $to su PNOC [5, 30, 50],
CytB [67] ili COI [13], dobro su uspostavljeni i detaljno
opisani u literaturi; stoga se u ovom radu nec¢e dodatno
razmatrati (Slika 6). Alternativno, za identifikaciju krvi
domaéina moze se primeniti MALDI-ToF mapiranje
peptida [31]. Eksperimentalno je pokazano da ova tehnika
omoguéava identifikaciju krvi domaéina i u duzem
vremenskom periodu nakon uzimanja krvnog obroka; stoga
predstavlja odgovarajuéi metod izbora, narocito za analizu
nasisanih Zenki kod kojih je digestija krvi domacina vidljivo
uznapredovala. Uzorci bi idealno trebalo da se ¢uvaju na —
20 °C ili 4 °C, ali se dobri rezultati mogu dobiti i iz uzoraka
koji su kratko vreme cCuvani na sobnoj temperaturi.
Abdomen nasisane zenke treba disekovati od ostatka tela
neposredno pre analize i homogenizovati u destilovanoj
vodi. Naovaj nacin ostatak tela flebotomine ostaje dostupan
za druge molekularne i morfoloske analize. Nakon uzimanja
alikvota iz homogenata za MALDI-ToF mapiranje peptida,
preostali deo se moze Kkoristiti za izolaciju DNK radi
potvrde identifikacije krvi domacina i/ili analizu prisustva
Leishmania sp. Ukupno vreme pripreme uzoraka i analize
znatno je krace u poredenju sa molekularnim tehnikama
zasnovanim na DNK.

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.
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5. Obrada primeraka za morfolosSka
ispitivanja (Slike 3, 6, 71 8; Dodaci 1, 2, 3 i
4)

Ovo poglavlje opisuje principe pripreme primerka
flebotomine za prepariranje isklju¢ivo u svrhu morfoloskih
ispitivanja, nakon cega sledi prilagodavanje postupka za
dodatne analize. Medutim, razumevanje ove metodologije
je od kljuénog znacaja, jer omogucava prilagodavanje
postupaka specifiénim tipovima uzoraka kada je to
potrebno. Postupak obuhvata uzastopne korake praznjenja i

punjenja, uz upotrebu Pasterovih pipeta opremljenih
fleksibilnim gumenim balonima. Preporucuju se staklene
posude sa zaobljenim, jer znacajno olakSavaju ove
operacije, a pre svega zbog toga Sto je staklo inertno prema
svim reagensima. Kako bi se spreCilo isparavanje
reagenasa, posude treba da budu opremljene poklopcima i
nikada ne smeju biti prepunjene, da ne bi doslo do prelivanja
prilikom zatvaranja ili otvaranja, kao i da bi se sprecilo
talozenje praSine na uzorcima. Hemikalije potrebne za
prosvetljavanje i obradu prikazane su u Tabeli 2.
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Slika 7: Klasi¢na metoda obrade flebotomina.
5.1. Prosvetljavanje prosvetljavanja uklanja telesna tkiva, masti, sekrete i
Pre nego §to se primerci flebotomina mogu pripremiti voskove, Cine¢i primerak prozirnim i olakSavajuci
kao trajni mikroskopski preparati, moraju se najpre ispitivanje struktura egzoskeleta (npr. mesta insercije seta),
prosvetliti maceracijom primenom odgovaraju¢e metode i povrSinskih karakteristika (npr. obojenost) i unutra$njih
sredstva za prosvetljavanje (npr. 10% rastvor siréetne struktura vidljivih kroz tegument (npr. spermateke).

kiseline ili Marc-André rastvor koji sadrzi hloral-hidrat,
hemikaliju ¢ija je upotreba u mnogim zemljama
ograni¢ena), kako bi postali providni. Proces



Tabela 2: Sastav koris¢enih reagenasa.

Kalijum-hidroksid 10%
Kalijum-hidroksid 10 g
Destilovana voda do 100 mL

Hloralna guma za prepariranje (Hoyerov medijum)
Destilovana voda 50 mL

Hloral-hidrat 200 g

Gumiarabika 50 g

Glicerol 20 mL

Solution de Marc-André
Hloral-hidrat 40 g
Glacijalna siréetna kiselina 30 mL
Destilovana voda 30 mL

Kiseli fuksin 1% u destilovanoj vodi
Kiseli fuksin (u prahu) 1 g
Destilovana voda 99 mL

Marc-André rastvor obojen kiselim fuksinom
Marc-André rastvor 10 mL

Fuksin 1% 50 uL

Enecé medijum
Cista bela kopalna smola 22 g
Alkohol-rastvorljiva kopalna smola 12 g
Apsolutni etanol 20 mL
Kamfor 10 g
Terpentinsko ulje 10 mL
Eucaliptol 26 mL

Postupak prosvetljavanja u dva koraka, koji
podrazumeva pocetnu primenu jake baze (kao S$to je
kalijum-hidroksid), pracenu slabom kiselinom (kao Sto je
sirCetna kiselina u Marc-André rastvoru), ima jasno
razdvojene biohemijske svrhe [74]. Baza razgraduje meka
tkiva, kao S§to su proteini, masti i miSi¢i, putem
saponifikacije 1 denaturacije proteina, ostavljajuci hitinski
egzoskelet oCuvanim radi jasnog uvida u strukturu.
Naknadna primena slabe kiseline neutraliSe preostalu bazu,
sprecavajué¢i dalju degradaciju, i izbeljuje hitin ¢ime se
povecava transparentnost [ 74], iako ispiranje primeraka dva
puta u destilovanoj vodi u trajanju od 15 minuta takode
moze biti dovoljno za neutralizaciju baze. Ovaj
sekvencijalni tretman kombinuje efikasno uklanjanje tkiva
sa blagim ocCuvanjem struktura, obezbedujuc¢i optimalni
integritet primeraka za mikroskopsko ispitivanje.

Pre prelaska na sledeéi korak preporucuju se dva
ispiranja u destilovanoj vodi u trajanju od po 20 minuta.

5.1.1. Liza mekih tkiva (Slika 8)

Natrijum-hidroksid (NaOH) ili kalijum-hidroksid
(KOH) su hemijska sredstva za maceraciju koja se najcesce
koriste, primenjuju¢i se u razli¢itim koncentracijama i
tokom razli¢itog vremena, u zavisnosti od veli¢ine i krhkosti
primeraka. Standardna i najefikasnija tehnika podrazumeva
liziranje mekih tkiva potapanjem flebotomina u jaku bazu
(10% KOH ili NaOH) tokom no¢i. Koncentracija se moze
povecati radi skracenja trajanja tretmana (npr. 20% KOH
tokom 6 sati), kao i primenom zagrevanja na 37 °C.

5.1.2. Prosvetljavanje sa ili bez bojenja

Zatim sledi postupak posvetljivanja, koji obi¢no
kombinuje siréetnu kiselinu i hloral-hidrat (npr. Marc-
André rastvor). Nakon prosvetljavanja, primerci se moraju

temeljno isprati u najmanje dve vode, u trajanju od po 20
minuta, kako bi se uklonili ostaci hemikalija.

Marc-André rastvor je Cesto koris¢eno sredstvo za
prosvetljavanje u pripremi preparata flebotomina. Njegova
efikasnost ogleda se u olaks$avanju procesa prosvetljavanja
uz istovremeno minimiziranje znacajnog osSte¢enja krhkih
struktura, kao $to su krila i antene.

Rastvor treba pripremiti neposredno pre upotrebe ili
Cuvati u dobro zatvorenoj posudi kako bi se sprecilo
isparavanje ili degradacija. Upotreba Marc-André rastvora
je naroCito pogodna kada se kombinuje sa tehnikama
posvetljivanja ili bojenja radi naglaSavanja pojedinih
morfoloskih detalja. Detalji o njegovom sastavu i pripremi
dati su u Dodatku 2.

Kod izrazito prozirnih primeraka, bojenje moze biti
neophodno radi pobolj$anja vidljivosti pre prepariranja.
Dostupan je veliki broj boja, od kojih svaka cilja specificne
hemijske komponente organizma. Vazno je odabrati boju
koja je kompatibilna i sa preparatom i sa izabranim
medijumom za prepariranje. Ova osnovna metodologija
moze se po potrebi prilagoditi, na primer dodavanjem 0,1%
kiselog fuksina u Marc-André rastvor radi bojenja. Pored
toga, primerci ¢uvani u vodenim rastvorima i namenjeni
prepariranju u smolaste medijume zahtevaju dehidrataciju
(videti Odeljak 5.2 o dehidrataciji), jer ve¢ina prirodnih i
sintetiCkih smolastih medijuma za prepariranje nije
kompatibilna sa vodom. New (1974) je naveo da se neke
boje mogu degradirati u odredenim medijumima za
prepariranje [53]. Na primer, kiseli fuksin, koji se Cesto
koristi sa kanadam balzamom, moze se fiksirati i u
Euparal®-u. Medutim, preparati obojeni kiselim fuksinom
skloni su izbledivanju, narocito kada ostaci karanfilicevog
ulja, koje se koristi kao zavrsno sredstvo za prosvetljavanje,
ostanu prisutni. Primerci ¢uvani u karanfili¢evom ulju mogu
pokazati znacajno izbledivanje ve¢ nakon nekoliko dana.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
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Slika 8: Ponovno prepariranje preparata. A: oSteceni i osuseni preparati u Hoyerovom medijumu; B: mikroskopski prikaz
osusenog primerka flebotomine; C: mikroskopski prikaz drugog oSte¢enog primerka flebotomine; D: vlazna komora koja sadrzi
osuseni preparat; E: glava i F: telo primerka B nakon ponovnog prepariranja u Euparal®; G: glava i H: telo oSte¢enog primerka
C nakon ponovnog prepariranja u Euparal®..
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5.2.  Dehidratacija

Dehidratacija se sprovodi postepenim premestanjem
uzoraka kroz seriju etanolnih rastvora rastuce koncentracije:
50%, 70%, 80%, 90% ili 95% i konacno 100%, pri ¢emu
svako ispiranje traje najmanje 20 minuta. S obzirom na to
da etanol brzo isparava, posuda mora biti ¢vrsto zatvorena
tokom postupka. Nakon §to je primerak potpuno dehidriran,
postupak se moze privremeno obustaviti na nekoliko dana u
Euparal®, koji je pogodniji od karanfilicevog ulja. Bukov
kreozot, koji se ranije Siroko koristio u ovu svrhu, danas je
u potpunosti zabranjen zbog svoje toksi¢nosti.

Proces dehidratacije mora obezbediti da te¢nost unutar
primerka bude kompatibilna sa medijumom za prepariranje,
kako bi se sprecila pojava zamuéenja, osmotskog kolapsa ili
deformacija koje bi mogle uciniti primerak neupotrebljivim
za taksonomska istrazivanja.

5.3.  Medijumi za prepariranje

5.3.1. Izbor i primena medijuma u pripremi
preparata

Medijum za prepariranje bi idealno trebalo da ima
indeks prelamanja Sto blizi indeksu stakla, koji iznosi
priblizno 1,5. Mora biti bezbojan, bistar i da ostane potpuno
providan nakon suSenja i tokom vremena. Mora biti
kompatibilan sa kori§¢enim bojama i sposoban da prodre i
ravnomerno se rasporedi u sva tkiva primerka. Ne sme se
susiti prebrzo niti stvarati zamucenje tokom prepariranja.
Takode ne sme se skupljati nakon prepariranja. Izbor
odgovaraju¢eg medijuma za prepariranje predstavlja
osnovni aspekt pripreme preparata, jer nijedan pojedina¢ni
medijum nije idealan za sve namene. Izbor treba da
uspostavi ravnotezu izmedu nekoliko kljuénih faktora:

- Opticka svojstva. Indeks prelamanja medijuma za
prepariranje treba da obezbedi dovoljan kontrast i
prelamanje svetlosti kljuénih anatomskih struktura koje se
koriste za taksonomsku identifikaciju ili morfoloski opis,
kao S§to su spermateke, askoidi, Njustedove senzile,
vertikalni cibarialni zubi i faringealni zubi. Vidljivost ovih
struktura direktno zavisi od optickih svojstava medijuma za
prepariranje.

- Oc¢uvanje. Za tipske primerke ili materijal namenjen
trajnim kolekcijama, medijum mora obezbediti dugoro¢nu
stabilnost i trajnost. Nasuprot tome, za inventarizacione
studije ili epidemioloska istrazivanja, gde dugotrajno
oCuvanje nije od presudnog znacaja, privremeni ili
polutrajni medijumi za prepariranje mogu biti dovoljni.

5.3.2. Zahtevi za medijume za prepariranje
Strucnjaci Cesto razvijaju prilagodene i slozene tehnike

prepariranja, usmerene ka specificnim istrazivackim

potrebama. Medutim, ove metode Cesto zanemaruju aspekte

kao $to su arhivski kvalitet, kompatibilnost, standardizacija
ili lakoca rukovanja i dugoro¢no ocuvanje. Ovaj nedostatak
standardizacije otezava integraciju doniranih kolekcija i
napore dugoro¢nog kustodiranja.

Naucne primene namecu razlicite zahteve za medijume
za prepariranje. Taksonomi Cesto prepariraju cele primerke
i preferiraju medijume koji blago razgraduju unutrasnje
organe kako bi se poboljsala vidljivost kutikularnih
struktura. Indeks prelamanja treba da se dovoljno razlikuje
od indeksa primerka i predmetnog stakalca kako bi se
postigla maksimalna opticka jasnoca. Komercijalni
medijumi za prepariranje obi¢no su formulisani sa
indeksom prelamanja bliskim indeksu stakla, kako bi se
smanjilo prelamanje i rasipanje svetlosti kroz sistem
predmetno stakalce-medijum—pokrovno stakalce.
Medutim, u svetlosnoj mikroskopiji u propustenom svetlu
(brightfield), prirodni kontrast neobojenog preparata moze
se modifikovati namernim izborom medijuma za
prepariranje sa indeksom prelamanja koji se blago razlikuje
od indeksa primerka, ¢ime se poboljSava njegova vidljivost
u odnosu na pozadinu.

5.3.3. Tipovi medijuma za prepariranje (Tabele 3 i 4)

U mikroskopiji, indeks prelamanja (IP) medijuma za
prepariranje odreduje na¢in na koji se svetlost lomi prilikom
prolaska kroz predmetno stakalce, medijum i preparat. Kada
je IP blizak indeksu pokrovnog stakla (=1,515), svetlost
prolazi ravnomerno, smanjuju¢i rasipanje i opticke
distorzije, $to rezultuje boljom rezolucijom i vidljivoscéu
finih struktura. Suprotno tome, nepodudaranje indeksa
prelamanja moze dovesti do zamucenja, pojave halo-efekta
ili prikrivanja neobojenih struktura. Zbog razli¢itih
vrednosti IP kod razli¢itih medijuma, izbor odgovarajuéeg
medijuma za prepariranje od presudnog je znacaja za
optimizaciju kontrasta, jasnoée i ukupnog kvaliteta slike za
dati preparat.

Indeks prelamanja medijuma za prepariranje ima
znaCajan uticaj na vidljivost finih struktura prilikom
pripreme flebotomina za mikroskopske preparate. Delikatne
i slabo sklerotizovane strukture flebotomina, ukljucujuéi
cibarium, spermateke, antenalne segmente i nervaturu krila,
mogu biti teSko uocljive u medijumima za prepariranje sa
visokim indeksom prelamanja.

Kod flebotomina se najc¢esce koriste hloralno-gumeni
medijumi kao vodeni medijumi za prepariranje, kao i
kanada balzam i smola Enecé — Nelson Cerqueira (NC) kao
medijumi rastvorljivi u organskim rastvaracima. Rawlins
[60] je podelio medijume za prepariranje u dve kategorije:
(1) trajni medijumi, koji se tokom vremena stvrdnjavaju i
pogodni su za dugotrajno ¢uvanje, i (2) polutrajni medijumi,
koji se ne stvrdnjavaju u potpunosti i obi¢no se koriste u
privremene svrhe.

Medijumi za prepariranje mogu biti te¢ni, na bazi gume
ili smolasti, rastvorljivi u vodi, alkoholu ili drugim
rastvara¢ima (npr. toluen, ksilen) (Tabela 3). Nakon
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nanosenja, preparati treba da budu zastieni od uticaja
atmosfere zaptivanjem pomocu nerastvorljivih sredstava za
obrubljivanje. Radi jasnog razlikovanja tipova medijuma za
prepariranje, moze se koristiti slede¢a podela:

a. Vodeni medijumi. Ovi medijumi se lako rastvaraju u
vodi, $to ih ¢ini pogodnim za privremene ili polutrajne
preparate. Obicno su laki za rukovanje, ali mogu zahtevati
zaptivanje kako bi se sprecilo izlaganje atmosferskoj vlazi
(npr. hloralno-gumeni medijumi 1 polivinil-alkohol),
narocito u tropskim, vlaznim klimatskim uslovima.

b. Medijumi ogranic¢ene tolerancije na vodu. Ovi
medijumi su manje osetljivi na vodu, ali i dalje zahtevaju
zaStitu od prekomerne vlaznosti. Obezbeduju vecu
dugoro¢nu stabilnost u poredenju sa vodorastvorljivim
opcijama i Cesto se koriste za polutrajne preparate.

Tabela 3: Sastav pojedinih medijuma za prepariranje.

¢. Medijumi rastvorljivi u ugljovodonicima. Ovi
medijumi se rastvaraju u organskim rastvaracima kao §to su
ksilen ili toluen, ili esenecé (rastvarac¢ enecé). Namenjeni su
trajnom prepariranju 1 pruzaju odlicnu dugorocnu
stabilnost, uz otpornost na vlagu i degradaciju, §to ih ¢ini
idealnim za arhivske svrhe (npr. neutralni kanada balzam).

Ukratko, medijumi rastvorljivi u vodi su najpogodniji za
privremene preparate ili slu¢ajeve u kojima je potrebno lako
uklanjanje primerka; medijumi ograni¢ene tolerancije na
vodu pogodni su za polutrajne preparate koji zahtevaju
umerenu trajnost, dok su medijumi rastvorljivi u
ugljovodonicima poZeljni za trajne preparate namenjene
arhiviranju i dugoro¢nom cuvanju.

Medijum za Rastvarad Potencijalni pre-polimer(i) ili polimer Napomene
prepariranje
Hoyer = glicerol, voda jedinjenja arapske gume Sredstvo za maceraciju:
hloralna guma hloral-hidrat
CMCP-9 (= voda (CMCP-9: 51-60%) potpuno hidrolizovani polivinil-alkohol =~ CMCP-9: niska viskoznost;
karboksimetil- (CMCP-9: 0-5%) visoka viskoznost
celuloza fenol)
DMHF voda N,N'-dimetilol dimetil-hidantoin (di-
(dimetil- metilol DMH); oligomeri povezani
hidantoin etarskim 1 metilenskim mostovima;
formaldehid) umrezena polimerna mreza DMH—
formaldehid
Kanada ksilen; delimi¢no isparljive balzam (abienol, abietinska kiselina, neutralizacija: kalijjum-
balzam komponente balzama (A3-karen, izopimarska kiselina, karbonat; smola iz Abies
levopimarska kiselina, limonen, sandarakopimarska kiselina) balsamea (Linné, 1758)
mircen, palustrinska kiselina, 3-
felandren, a-pinen, B-pinen)
Euparal® eukaliptol, paraldehid; delimi¢no  jedinjenja sandarak-gume (komunska sredstvo za prosvetljavanje:
isparljive komponente sandarak- kiselina, manool, polikomunska metil-salicilat; boja u
gume (limonen, a-pinen, B-pinen)  kiselina, sandarakopimarska kiselina, Euparal® green: bakarna so
12-acetoksi-sandarakopimarska (bakrov abietinat); sandarak-
kiselina, sugiol, torulozna kiselina, smola iz Tetraclinis
torulosol, totarol) articulata (Vahl, 1791)
Enecé etil-alkohol; sa kamforom, jedinjenja kopalne smole i

eukaliptolom i terpentinovom
esencijom

kolofonijuma (rosin)




Tabela 4: Prednosti i nedostaci odabranih medijuma za prepariranje na mikroskopskim preparatima i neobjavljena zapazanja
razli¢itih autora [52].

Naziv

Prednosti

Nedostatci

* Kanada
balzam

DMHF
(dimetil-
hidantoin
formaldehid)

*  Euparal
(proziran)

Hoyer
te¢nost

Medijum je veoma trajan, sa vekom trajanja koji
premasuje 150 godina.

Preparati se mogu preparirati  koriS¢enjem
karanfilicevog ulja ili fenola kao sredstava za
prepariranje.

Visoka providnost

Dobar indeks prelamanja

Odli¢na vidljivost struktura

Relativno dobra stabilnost preparata
Kompatibilnost sa mnogim tehnikama bojenja
Dobra zastita uzoraka

Dobro prianjanje izmedu predmetnog i pokrovnog
stakalca

Trajan medijum sa vekom trajanja duzim od 50
godina.

Moguce je prepariranje direktno iz 80% etanola
(preporuka proizvodaca).

Ne prikriva neobojene strukture i ne Zuti niti postaje
krt tokom vremena.

Ima indeks prelamanja pogodniji od kanadskog
balzama za Diptera.

Dobro funkcioniS§e za deblje primerke zbog
minimalnog skupljanja i susenja bez mehurica.
Ostaje rastvorljiv u 95% etanolu, §to omogucava
ponovno prepariranje ¢ak i nakon mnogo godina.
Primerci se mogu preparirati zivi ili direktno iz vode,
etanola ili formaldehida.

Maceracija daje izuzetan kvalitet kutikule.

Ima povoljan indeks prelamanja i moze se unaprediti
bojenjem jodom radi veceg kontrasta.

Siréetna kiselina u sastavu moze prosiriti telesne
nastavke insekata.

Neki preparati mogu ostati stabilni 40-60 godina.
Rastvorljiv u vodi, $to omogucava lako ponovno
prepariranje.

Sadrzi Stetne komponente i mora se koristiti pod
digestorom.

Zahteva kompletnu,
dehidratacije.
Dehidratacija etanolom i prelazak preko ksilena ili
karanfili¢evog ulja mogu uciniti neke taksone krhkim;
alternative (npr. izopropanol, n-butanol, Cellosolve™,
1,4-dioksan, Histoclear, terpeneol) mogu smanjiti
lomljenje.

Primerci mogu potamniti ukoliko se ksilen zameni
fenolom ili ako zaostane kalijum-hidroksid.

Visok indeks prelamanja moze prikriti neobojene
strukture.

Potpuno susenje moze trajati godinama ukoliko se ne
koristi grejna ploca.

Medijum vremenom Zzuti i tamni, naroéito ako je
prosvetljavanje vrseno karanfilicevim uljem.

Neke boje slabe, a kationske boje mogu izbledeti ako
medijum postane kiseo — §to se moze spontano desiti
tokom vremena.

Mogucée zucenje tokom vremena

Moze promeniti neke boje

Nije pogodno za boje osetljive na formaldehid

Pojava mehuri¢a vazduha, sporo suSenje

Medijum za prepariranje osetljiv na vlagu
Prepariranje je tesko reverzibilno

Formaldehid je toksic¢an, iritantan i kancerogen

vremenski zahtevnu seriju

Sadrzi Stetne komponente i mora se koristiti pod
digestorom.

Dehidratacija etanolom i prelazak preko Euparal
esencije mogu uciniti neke taksone krhkim, ali
upotreba izopropanola moze ublaziti ovaj problem.

Osetljivi biljni primerci mogu kolabirati ukoliko se
medijum dodaje postepeno, $to je vremenski zahtevno.
Supljine i kristali mogu se formirati za manje od 10
godina.

Maceracija moze postati preterana u zavisnosti od
koncentracije hloral-hidrata i vremena izlaganja.
Komponente medijuma se mogu razdvajati, a fina
granulacija se moze pojaviti tokom meseci ili godina.
Zabelezeno je potamnjivanje medijuma.
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CMCP-9 Primerci se mogu preparirati direktno iz medijuma Ovaj medijum moze tokom vremena formirati kristale
= kao $to su voda, etanol, glicerol ili rastvori koji 1 potamniti, a ponekad moze macerirati primerke vise
karboksimeti sadrze formaldehid, a njihovi unutrasnji organi se po nego $to je planirano. Ukoliko preparat nije pazljivo
l-celuloza potrebi mogu macerirati kako bi se olakSao opsti obrubljen, deblji uzorci u njemu nece biti stabilni jer
fenol) pregled ili priprema. se mogu skupljati i stvarati praznine oko ivica
pokrovnog stakalca. Nije pogodan za obojene
primerke niti za kalcifikovane materijale, a vreme
suSenja je sporije nego kod CMC.
Eukitt™ Trajan medijum sa vekom trajanja duzim od 30 Sadrzi Stetne komponente i mora se Kkoristiti pod
godina. digestorom.
Kompatibilan sa mnogim rastvara¢ima za Zahteva kompletnu, vremenski zahtevnu seriju
prepariranje, ukljucujuéi aceton, benzen, hloroform, dehidratacije.
dioksan, etar, izopropanol, metil-benzoat, terpeneol, Nije idealan za deblje primerke zbog skupljanja i
toluen i ksilen. stvaranja gasnih mehurica.
Brzo se susi i ima blago kiseo pH. Pokrovna stakalca se mogu vremenom odvojiti
Ne pokazuje primetno tamnjenje tokom starenja. ukoliko staklo nije dobro o¢is¢eno i zaptiveno.
Pogodan za razlicite boje (npr. fuksin, hematoksilin, Moze do¢i do nepotpune polimerizacije oko kolagenih
metil-zeleno, metil-ljubic¢asto, metilen-plavo). vlakana.
Primerci se mogu ponovo preparirati i nakon vise
godina potapanjem u ksilen tokom duzeg
vremenskog perioda.
Enecé Veoma trajan medijum, sa vekom trajanja od Zahteva kompletnu, vremenski zahtevnu seriju
najmanje 50 godina. dehidratacije.
Enecé ne tamni tokom vremena. Dehidratacija ~ etanolom i  prelazak  preko
Podatan je, omogucava disekciju insekata unutar karanfilicevog ulja mogu uciniti neke primerke
medijuma, kao i razumno vreme za pozicioniranje krhkim.
morfoloskih struktura. Insekt nastavlja da se prosvetljava, iako veoma
Niska cena. sporo; to moze otezati uocavanje veoma sitnih
struktura, kao S§to su senzile, askoidi i
jednostavne sete.
5.3.4. Opis preporucenih medijuma za prepariranje crn) usled interakcije sa sredstvom za obrubljivanje,

(Tabele 3i4)
Medijumi za privremeno posmatranje

Chloral gum = Hoyer fluid/medium/solution (RI = 1.48)

Marc-André rastvor je najbolji medijum za kratkotrajno
(nekoliko sati, eventualno nesto duze ukoliko se preparat
¢uva u vlaznoj komori) posmatranje spermateka,
ukljucujuéi fotografisanje (Slika 4) ili izradu crteza.
Ocuvanje posmatranih spermateka zahteva njihovo
ponovno prepariranje u vodeni medijum koji omogucava
srednjoro¢no Cuvanje. Dehidratacija radi ponovnog
prepariranja u smolasti medijum nije nemoguca, ali se ne
preporucuje (rizik od gubitka). Hloralna guma i Hoyerov
rastvor smatraju se sinonimima. Ovaj medijum se Cesto
koristi za posmatranje unutra$njih organa zbog svoje
kompatibilnosti sa vodom, jednostavne primene, brze
upotrebe i indeksa prelamanja koji olakSava ispitivanje
delikatnih struktura kao S§to su spermateke. Medutim,
hloralna guma ima znacajne nedostatke ukoliko nije
savr$eno pripremljena ili ukoliko se ne ¢uva u kontrolisanim
uslovima vlaznosti. Ovi problemi ukljucuju kristalizaciju,
promenu boje 1 gubitak viskoznosti. Obrubljivanje
pokrovnog stakalca ne reSava ove probleme, jer medijum za
prepariranje moze postati snazno obojen (ponekad gotovo

narocito ako se koristi Euparal®.

Hoyerov medijum se smatrao opticki najboljim za
flebotomine i tradicionalno se koristio u te svrhe. Medijum
se sastoji od vise medusobno sli¢nih formulacija koje
ukljucuju gumiarabiku, glicerol i hloral-hidrat. Razli¢ite
formulacije su pogresno tumacene i pogresno citirane [74].

lako je Hoyerov medijum dobar za posmatranje
spermateka kod flebotomina, nije pogodan za dugotrajno
Cuvanje. Idealan je za kratkotrajna posmatranja, ukljucujuéi
fotografije, crteze ili snimke. Vodeni medijumi su pogodni
za privremene preparate, ali ne mogu obezbediti dugoro¢no
ocuvanje. Nasuprot tome, prepariranje u smolaste medijume
obezbeduje izuzetnu trajnost, Cesto u trajanju od vise
vekova, ali moze prikriti fine detalje spermateka, jer se
njihova refringencija ¢esto gubi.

Hoyerov medijum vremenom degradira usled dehidratacije
(Slika 8), sto dovodi do formiranja malih belih, neprovidnih
kristala hloral-hidrata. Ipak, primerci se mogu povratiti iz
kristalizovanih preparata, jer kutikula ostaje hemijski
ocuvana, iako moze do¢i do odredenog fizickog ostecenja
usled rasta kristala. U pojedinim slucajevima, kristalizovani
preparati mogu se obnoviti rehidratacijom medijuma za
prepariranje u toploj, vlaznoj sredini uz dodatak timola radi
sprecavanja rasta gljivica. Alternativno, primerci se mogu
izvaditi iz hloralne gume potapanjem u vodu, dehidratovati
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u ledenoj sir¢etnoj kiselini i ponovo preparirati u kanada
balzam.

DMHF (dimetil-hidantoin formaldehid) (IP = 1,48)

Ovaj vodeni medijum [72] pokazuje veoma dobre
opticke osobine, sli¢no kao Berleseov medijum, i jednako
je jednostavan za upotrebu. Medutim, za razliku od
Berleseovog medijuma, ne potamni niti kristaliS§e. Dobro
funkcioniSe za flebotomine i druge Psychodidae.

CMCP (kamfor-mono-hlorofenol) (IP = 1,41)

Ovo je medijum za prepariranje na bazi glicerola,
rastvorljiv u vodi, koji se koristi za izradu providnih, trajnih
mikroskopskih preparata osetljivih primeraka, ukljucujuéi
flebotomine. Prednost ovog medijuma za prepariranje je u
tome S$to se primerci mogu preparirati direktno iz vode ili
etanola. Brzo relaksira i prosvetljava flebotomine,
omekSavaju¢i  kutikulu i omogucavajuéi  pravilno
pozicioniranje primerka, §to je naroCito korisno pri
raSirivanju krila ili disekciji genitalija. lako se navodi da
omogucéava dugotrajno Cuvanje, ta¢no trajanje ocuvanja
ostaje neizvesno. Glavno ograni¢enje ovog medijuma za
prepariranje leZi u njegovom sastavu koji sadrzi fenol,
toksiénu 1 iritantnu supstancu koja zahteva paZljivo
rukovanje.

Medijumi za trajno prepariranje

Kanada balzam (IP = 1,52-1,54)

Kanada balzam je prvi put opisan kao pogodan medijum
za prepariranje u mikroskopiji u propustenom svetlu od
strane Andrewa Pritcharda tokom 1830-ih godina. Ostaje
jedan od najceS¢e koris¢enih medijuma zahvaljujuéi
dokazanim arhivskim kvalitetima, sa viSe od 150 godina
uspesne primene. Za razliku od Hoyerovih medijuma,
kanada balzam ne kristaliSe niti apsorbuje vlagu. Medutim,
kanada balzam je snazno autofluorescentan, Sto u nekim
slu¢ajevima moZze predstavljati nedostatak za odredene
mikroskopske tehnike [60]. Upotreba netoksi¢nih
rastvaraca umesto ksilena moze smanjiti bezbednosne rizike
tokom pripreme, ali istovremeno moze dovesti do odredenih
nedostataka, kao §to su sporije suSenje i ranije tamnjenje
medijuma.

Euparal® (IP = 1,48)

Euparal® je Siroko koriSéena alternativa kanadskom
balzamu za trajno prepariranje, koja nudi odlicnu
dugorocnu stabilnost i uporediv indeks prelamanja.
Euparal® ima sledece karakteristike: (1) zahtev za
dehidratacijom: pre kona¢nog prenosa u medijum za
prepariranje, primerak mora biti dehidratovan, obic¢no
prelaskom iz 95% u apsolutni etanol, i (2) produZeno vreme
obrade: kona¢no prepariranje u smolasti medijum, bilo da je
u pitanju kanada balzam ili Euparal®, zahteva
dehidrataciju, $to produzava ukupno vreme obrade uzoraka.
Kada dehidratacija organskim rastvaracima nije izvodljiva,

uzorci izdvojeni iz apsolutnog etanola mogu se postaviti u
intermedijarni rastvor koji se sastoji od jednake smeSe
Euparal®-a i Euparal esencije, pre kona¢nog prepariranja.

Enecé (IP = 1,467)

Enecé je smolasti medijum za prepariranje koji se
prvenstveno koristi za male insekte i narocito je popularan
u Brazilu. Njegova osnova sastoji se od kolofonijuma i
kopalne smole rastvorenih u alkoholu, kamforu,
terpentinovoj esenciji i eukaliptolu. Cerqueira [11] je opisao
Enecé kao alternativu kanadskom balzamu za prepariranje
trajnih preparata larvi, egzuvija juvenilnih stadijuma, pa ¢ak
i odraslih komaraca, a od tada je Siroko prihvacen i za
prepariranje flebotomina. Enecé predstavlja isplativu
alternativu za trajno prepariranje, obezbedujuc¢i dugoro¢nu
stabilnost i dovoljno vremena suSenja, §to omogucava
disekciju i precizno rasporedivanje morfoloskih struktura.

5.4. Priprema mikroskopskih preparata i
susSenje

Pravilno susenje preparata od kljucnog je znacCaja za
obezbedivanje dugorocne stabilnosti i o¢uvanja. Preparati
treba da budu temeljno osuSeni pre dugorocnog
skladiStenja. Radi optimalnih rezultata, preparati koji su
pripremljeni u trajnim medijumima treba da se suse u
horizontalnom polozaju tokom 2-3 nedelje, dok preparati
pripremljeni polutrajnim medijumima mogu zahtevati samo
1-2 nedelje. Kako bi se obezbedio efikasan proces susenja,
preporucuje se upotreba inkubatora podeSenog na
odgovaraju¢u temperaturu za konkretan medijum za
prepariranje, uz izbegavanje prekomerne toplote koja bi
mogla ostetiti primerke. Preporucuje se temperaturni opseg
od 30 °C do 37 °C. Ovaj korak susenja je od presudnog
znacaja kako bi se sprecilo krivljenje preparata, propadanje
primeraka ili nestabilnost medijuma za prepariranje tokom
skladistenja.

Medijum za prepariranje kori§¢en u pripremi preparata
uvek treba navesti na etiketi preparata. Ukoliko je moguce,
etiketa treba da sadrzi i tacan recept koji je koriséen, kao i
ime osobe koja je preparat pripremila i datum pripreme.
Preparati se u pocetku pripremaju kao privremeni i nisu
namenjeni dugoroénom cuvanju. Medutim, ukoliko se
status primerka promeni, na primer ako bude odreden kao
deo ,,tipske* serije, potrebno je koristiti trajniji medijum za
prepariranje kako bi se obezbedilo ocuvanje primerka za
buduca taksonomska istrazivanja.

5.5.  Alternativne tehnike
prepariranje na Kkartice
Prepariranje na kartice je tehnika koja se koristi kod vise
grupa insekata, pri ¢emu se primerci mogu direktno pribosti
entomoloskim iglama na kartice ili zalepiti za njihovu
povrsinu. S obzirom na malu veli¢inu flebotomina i potrebu
za posmatranjem unutrasnjih organa radi identifikacije

prepariranja:
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nakon prosvetljavanja (videti tacku 5), ova metoda uopste
nije pogodna za prepariranje flebotomina.

5.6.  Ponovno prepariranje oStec¢enih primeraka
Za retke ili vredne primerke preporucuje se dvostepeni

pristup, u skladu sa video-zapisom dostupnim na:

https://zenodo.org/records/18315029.

1) Rehidratacija bez rastavljanja, kako bi se omogucilo
preliminarno posmatranje. Drza¢ za viSe mikroskopskih
preparata treba postaviti u Petrijevu posudu kako bi sluzio
kao nosac. Preparat koji se rehidrira zatim se postavlja
odozgo, a Petrijeva posuda se puni sa nekoliko milimetara
rastvaraca kako bi se formirala vlazna komora, pri cemu se
mora obezbediti da sam preparat ne dode u kontakt sa
rastvaracem (Slika 8 D). Vreme potrebno za rehidrataciju
moze varirati od jednog do nekoliko dana, u zavisnosti od
stanja primerka. Svakodnevno praéenje i strpljenje su
neophodni. Kada je preparat dovoljno rehidratovan, moze
se izvaditi iz vlazne komore i postaviti u inkubator na
nekoliko  sati  pre  mikroskopskog  posmatranja,
fotografisanja ili crtanja.

2) Za ponovno prepariranje, preparat se moze vratiti u
vlaznu komoru na jo§ nekoliko sati ili preko noéi.
Rastavljanje se mora obaviti pod binokularnim
mikroskopom. Upotrebom finih igala, pokrovno stakalce se
mora pazljivo ukloniti, vode¢i racuna da nijedan deo
flebotomine ne ostane zalepljen
(https://zenodo.org/records/18315029). Zatim se
diseckovani delovi flebotomine sakupljaju i ispiraju vodom
u malim udubljenjima, poput onih koja se koriste za
destruktivnu ekstrakciju DNK/RNK (videti nize), pre
dehidratacije i ponovnog prepariranja u smolasti medijum.
Prilikom rastavljanja preparata, od klju¢nog je znacaja
identifikovati originalni medijum za prepariranje kako bi se
izabrao odgovarajuci rastvara¢. Za vodene medijume za
prepariranje treba koristiti vodu. Ukoliko je medijum za
prepariranje smolast (npr. kanada balzam ili Euparal®),
treba koristiti ksilen, uz rad pod digestorom i uz
odgovarajucu li¢nu zastitnu opremu, ukljuc¢ujuci masku.

Ponovno prepariranje tipskih ili kolekcijskih primeraka
sme se obavljati iskljuéivo uz saglasnost kustosa i/ili
institucije koja poseduje primerak.

6. Identifikacija flebotomina

6.1.  Morfologija

Identifikacija flebotomina se prvenstveno zasniva na
ispitivanju njihovih morfoloskih karakteristika, ukljucujuéi
oblik toraksa, krila, genitalija, seta i specificne
morfometrijske odnose izmedu razliCitih struktura.
Istrazivaci koriste taksonomske klju¢eve, referentne zbirke
i originalne opise vrsta kako bi uporedili sakupljene
primerke sa poznatim taksonima. Kljuéne dijagnosti¢ke
osobine, kao §to su nervatura krila i morfologija glave kod
oba pola, struktura muskih genitalija i konfiguracija zenskih
spermateka, naroCito su informativne za odredivanje vrste.

Precizna identifikacija ¢esto zahteva detaljno mikroskopsko
ispitivanje, najcesce uz upotrebu svetlosnog mikroskopa za
posmatranje finih struktura poput genitalija i spermateka, ili
stereomikroskopa za Sire morfoloSke osobine.

Nedavni napreci u tehnologiji snimanja omogucili su
upotrebu digitalne vizualizacije u identifikaciji flebotomina.
Fotografije visoke rezolucije ili digitalne ilustracije klju¢nih
karakteristika mogu se wuporedivati sa referentnim
materijalima  ili  analizirati pomocéu  racunarski
potpomognutih sistema za identifikaciju, c¢ime se
unapreduju i tacnost i dostupnost u morfoloskoj
taksonomiji.

6.2.  Geometrija krila

Geometrija krila predstavlja jednu od klju¢nih
karakteristika koje se koriste u identifikaciji i klasifikaciji
razli¢itih vrsta flebotomina. Krila flebotomina imaju
jedinstven obrazac i strukturu, obi¢no su duga i uska, sa
dobro razvijenom nervaturom (Slike 9 i 10). Raspored nervi
formira karakteristican obrazac koji moze varirati izmedu
rodova i vrsta, pruzajuéi vredne dijagnosticke osobine za
identifikaciju. Stoga, proucavanje geometrije krila daje
znacajne uvide u taksonomske analize.

6.3.  Geometrijska morfometrija krila

Istraziva¢i koriste razli¢ite tehnike, kao Sto je
geometrijska morfometrija, za analizu i poredenje oblika i
veli¢ine krila izmedu razli¢itih wvrsta ili populacija
flebotomina. Proucavanje geometrije krila pruza dragocene
uvide u ponasSanje, preferencije staniSta i sposobnosti
letenja.

U pristupu geometrijske morfometrije, krila se pazljivo
disekuju, po potrebi boje 1 prepariraju ravno na
mikroskopska stakalca. Pripremljeni preparati se zatim
fotografiSu pod stereomikroskopom, digitalizuju i
podvrgavaju morfometrijskoj analizi. Ovaj postupak je
detaljno opisan u literaturi [6, 27, 42, 56, 57, 59], uz
preporuku da se kod uparenih organa dosledno koristi desno
ili levo krilo, kako bi se izbegli moguéi negativni
alometrijski efekti [62].

Slika 9: Neobradeno krilo vrste Trichophoromyia ininii.
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Slika 10: Obojeno krilo vrste Phlebotomus ariasi.

Priprema krila za geometrijsku morfometrijsku analizu

Radi optimalne vizualizacije nervature krila, krila treba
ocistiti od ljuski i odgovarajuce obojiti. Za pripremu krila,
najpre se mala udubljenja napune potrebnim reagensima
(metilen-plavo, etanol, voda i zamena za ksilen). Krilo
sacuvano u 70% etanolu na sobnoj temperaturi uzima se
okretanjem Eppendorf® epruvete i njenim praznjenjem
iznad udubljenja, a zatim se krilo uzduzno podize finom
zakrivljenom iglom. Krilo se kratko prenosi iz etanola u
vodu i nazad u etanol radi uklanjanja ¢ekinja. Zatim se krilo
stavlja u metilen-plavo na 6 minuta, vodec¢i ra¢una da tokom
bojenja pluta. Krilo se pazljivo preuzima i potapa u zamenu
za ksilen na 2 minuta (otprilike jednu tre¢inu vremena
bojenja u metilen-plavom). Blagi dodiri iglom o zidove
udubljenja mogu pomo¢i da se krilo pravilno smesti; ksilen
sluzi za fiksiranje boje. Na kraju, krilo se podiZe i postavlja
na malu kap Euparal®-a na predmetnom stakalcu. Pod
lupom se krilo pazljivo razvuée i pazljivo se postavlja
pokrovno stakalce. Fotografije treba snimiti odmah, pre
nego §to se Euparal® stegne, jer mogu biti potrebna manja
podesavanja polozaja krila ispod pokrovnog stakalca kako
bi se postiglo optimalno poravnanje.

6.4. Molekularno bioloske tehnike

Pored morfoloskih tehnika, molekularne metode postaju
sve znacajnije u entomoloskim istrazivanjima, ukljucujuci
taksonomske, populaciono-geneticke i filogenetske studije,
kao i detekciju DNK/RNK patogena i odredivanje porekla
krvnog obroka, pri ¢emu je ponasanje vektora od posebnog
znacaja u oblasti epidemiologije [70]. Sekvenciranje DNK
moze se koristiti za potvrdu vrste ili za razdvajanje blisko
srodnih vrsta, pruzajuéi preciznije i pouzdanije sredstvo
identifikacije. Pored toga, napredne molekularne tehnike
(npr. PCR, sekvenciranje DNK, NGS itd.) i MALDI-ToF
MS sve vise dobijaju na znafaju za preciznu i brzu
identifikaciju vrsta, dopunjujuci tradicionalne morfoloske
metode [46]. Uprkos ovim naprecima, morfoloska
identifikacija ostaje referentni standard u taksonomiji i
osnova na kojoj se tumace molekularni podaci.

6.4.1. Destruktivna ekstrakcija nukleinskih kiselina
Ekstrakcija nukleinskih kiselina predstavlja rutinski
korak u mnogim bioloskim istrazivanjima, a razvijeni su
brojni postupci za izolaciju DNK iz bioloskih materijala
[48]. Mnogi komercijalno dostupni kompleti za ekstrakciju
DNK osmisljeni su da olakSaju ovaj proces [14]. Medutim,

metode koje se uobicajeno koriste za pripremu insekata radi
morfoloske identifikacije ¢esto otezavaju analizu DNK, jer
mogu ostetiti ili unistiti kljucne fizicke karakteristike
primerka [10]. Veéina protokola za ekstrakciju DNK iz
tkiva insekata po svojoj prirodi je destruktivna [43], Sto
predstavlja poseban problem kod sitnih primeraka, gde ¢ak
i ograni¢eno uzorkovanje moze ugroziti vazne morfoloske
osobine [72]. Tip i stanje primerka imaju klju¢nu ulogu pri
izboru odgovarajué¢e metode izolacije DNK [29].

Potreba za tacnom identifikacijom flebotomina,
razumevanjem populacione dinamike i minimizovanjem
uticaja na neciljne organizme podstakla je razvoj
molekularnih dijagnostickih alata [23]. Molekularni pristupi
se danas Cesto koriste kao dopuna morfoloskim
taksonomskim metodama za identifikaciju flebotomina. Na
primer, standardni pristup DNK barkodiranju insekata
podrazumeva ekstrakciju DNK, sekvenciranje i gubitak
originalnog primerka. Zbog toga postoji izrazena potreba za
razvojem nedestruktivnih metoda ekstrakcije DNK koje bi
ocuvale i bioloski materijal i njegovu morfolosku celovitost.

Brojne metode ekstrakcije nukleinskih kiselina
primenjivane su kod flebotomina. Koli¢ina i kvalitet
nukleinskih kiselina koji su potrebni zavise od daljih
molekularnih analiza, jer razliCite tehnike imaju razlicite
zahteve u pogledu osetljivosti i Cisto¢e [9]. Na primer,
utvrdeno je da oci flebotomina mogu inhibirati PCR
amplifikaciju [69]. Pored skrininga patogena, DNK
flebotomina se rutinski izdvaja i u svrhu identifikacije vrsta.
Mogu se koristiti razli¢ite metode ekstrakcije, pri ¢emu se
prinos i kvalitet razlikuju u zavisnosti od tehnike. Neki
protokoli proizvodaca prilagodeni su od strane istrazivaca
za flebotomine [8], ¢ime je povecan prinos i/ili kvalitet
izdvojenih nukleinskih kiselina [8, 9, 69], dok se druge
prilagodene metode, razvijene za druge taksone insekata,
takode mogu primeniti na flebotominama [58, 76].
Identifikacioni PCR protokoli usmereni na kratke
mitohondrijalne fragmente (COI ili CytB) uglavnom su
kompatibilni sa metodama ekstrakcije koje dovode do
visokog stepena fragmentacije DNK. Nasuprot tome, NGS
tehnike dugog Ccitanja (Oxford Nanopore i PacBio)
zahtevaju minimalnu fragmentaciju 1 DNK visokog
kvaliteta. Ekstrakcije pomocu spin-kolona obi¢no daju
fragmente genomske DNK do 60 kb, dok fenol-
hloroformska ekstrakcija moze proizvesti fragmente do 150
kb [77]. U Tabeli 5 prikazane su razli¢ite tehnike ekstrakcije
DNK iz flebotomina, uz naznaku da li su metodoloske
prilagodbe radene posebno za ove insekte. Prinosi nisu
prikazani, jer zavise od veli¢ine primerka i nacina pripreme.
Kolona ,modifikacija“ odnosi se na prilagodavanja
protokola ekstrakcije za flebotomine ili druge male insekte.

Pri izboru metode ekstrakcije treba uzeti u obzir vise
kriterijuma, kao Sto su broj uzoraka, vreme potrebno za
ekstrakciju i tehnika koja ¢e se primenjivati u daljoj analizi.
Dok NGS tehnike zahtevaju genomsku DNK velike
molekulske mase, sve ovde predstavljene metode mogu se
koristiti za standardne PCR-bazirane primene.
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Pored toga, vise studija se bavilo razvojem
nedestruktivnih metoda ekstrakcije DNK za sitne kopnene
zglavkare, suvo Cuvane muzejske primerke i insekte sa
mekim telom [19, 26, 28, 55, 63].

Tabela 5: Prosecni troSak, primena i prilagodavanje
protokola za ekstrakciju gDNK flebotominskih pe$canih
musica

Protokol Cena Aplikacija  Adaptacija
protokola
za male
insekte
Spin kolona 2.5-3.55
US$ [39] PCR, NGS [9]
Fenol
hloroform 0.24 US$[69] PCR, NGS [9]
HotSHOT <0.01 USS$ [69] PCR -
Salting out 0.12 $3 [69] PCR -
Chelex 0.02 $4 [41] PCR [41, 76]

6.4.2. Nedestruktivna ekstrakcija nukleinskih kiselina

Jedan od glavnih izazova u molekularnoj analizi
insekata, naroCito flebotomina, jeste oCuvanje primeraka
radi njihovog ukljucivanja u entomoloske zbirke. Vecina
protokola za ekstrakciju DNK zahteva maceraciju tkiva,
¢ime se naruSava ocuvanost originalnog primerka.
Nedestruktivne metode ekstrakcije nukleinskih kiselina,
medutim, osmisSljene su tako da omoguée izdvajanje
genetskog materijala bez fizickog oSteCenja uzorka, bez
uticaja na njegovu upotrebljivost ili promene morfologije.
Ove metode su naro€ito dragocene pri radu sa vrednim ili
ograni¢enim primercima, kao Sto su flebotomine, gde je
ocuvanje strukturnog integriteta od sustinskog znacaja za
budu¢a taksonomska, morfoloska ili dijagnosticka
istrazivanja. Jedna od cesto koriS¢enih tehnika jeste
nedestruktivna metoda potapanja, pri kojoj se flebotomine
imobilizuju i nezno potapaju u liticki pufer koji sadrzi
proteinazu K.

Tehnika blage vektolize uspes$no je primenjena kod
flebotomina, naroCito kod tipskih primeraka [24]. Ova
tehnika koristi konvencionalni spin-kolona komplet (u
ovom sluc¢aju DNeasy Blood and Tissue kit, QIAGEN,
Hilden, Nemacka), uz prilagodavanje koje omogucava
dobijanje DNK bez uniStavanja primerka. Modifikovani
koraci lize (zapremina litickog pufera i uvodenje koraka
zamrzavanja) [17] omoguéavaju oslobadanje nukleinskih
kiselina uz minimalno morfolosko ostecenje [24]. Kada su
u pitanju flebotomine, moguce je koristiti i HotSHOT
komplet za ekstrakciju DNK (Bento Bioworks Ltd, London,
Ujedinjeno Kraljevstvo) [73], koji je brz i jeftin i
omogucava brzo i niskobudZetno procesiranje uzoraka.
Entomoloski primerci namenjeni morfoloskoj identifikaciji
mogu se potom isprati. Primerci obradeni pomoc¢u DNeasy
Blood and Tissue kompleta moraju se prosvetliti Marc-

André rastvorom, dok su primerci obradeni HotSHOT
kompletom za ekstrakciju DNK dovoljno prosvetljeni da se
mogu preparirati u vodeni medijum ili, jo$ bolje, u smolasti
medijum nakon dehidratacije, u skladu sa protokolom
detaljno opisanim u ovom radu [73]. Izdvojeni genetski
materijal zatim se moze dalje koristiti za naknadne analize,
kao $to je PCR, radi amplifikacije specificnih genetskih
markera. Nedestruktivne metode ekstrakcije nukleinskih
kiselina od kljuénog su znacaja za proucavanje genetskih
karakteristika flebotomina, ukljuéujuéi identifikaciju
potencijalnih uzro¢nika bolesti koje mogu prenositi.
Ocuvanjem integriteta primerka, istraziva¢i mogu dobiti
dragocene genetske informacije, uz zadrzavanje uzorka za
dodatne analize ili istrazivanja.

6.5. MALDI-ToF MS

MALDI-ToF MS (matriksom potpomognuta laserska
desorpcija/jonizacija uz merenje vremena preleta — masena
spektrometrija) predstavlja tehniku zasnovanu na masenoj
spektrometriji, namenjenu detekciji i analizi jedinstvenih
proteinskih profila (,,otisaka prstiju®) bioloskih uzoraka.
MALDI-ToF se sve viSe prepoznaje kao vazan alat za
identifikaciju insekata od medicinskog i veterinarskog
znacaja. Ova tehnika se pokazala efikasnom u identifikaciji
razli¢itih razvojnih stadijuma flebotomina, ukljucujuéi
nezrele oblike i krvne obroke nahranjenih Zenki, i uspesno
je primenjena za razlikovanje i muskih i Zzenskih jedinki
flebotomina u razli¢itim uslovima skladiStenja i
homogenizacije [28, 30, 73, 74]. Ova metoda takode pruza
visoku diskriminatornu mo¢ na nivou podrodova, vrsta i
populacija. Tehnika omogucava istrazivaéima brzo i
precizno odredivanje vrsta, Sto je kljuéno za razumevanje
rasprostranjenosti flebotomina, njihovog ponasanja i uloge
u prenosSenju bolesti. Razlikovanjem vrsta na osnovu
proteinskih profila, MALDI-ToF ima znacajnu ulogu u
epidemioloskim istrazivanjima i strategijama kontrole
vektora.

Postoje dva glavna nedostatka ove tehnike koja trenutno
ograni¢avaju njenu rutinsku primenu. Prvi se odnosi na
dostupnost masenih spektrometara, koji su izuzetno skupi i
tesko se nabavljaju iskljucivo u svrhu identifikacije vrsta
flebotomina (ili artropodnih vektora uopste). Sre¢om, ovo
ograniCenje se moze prevazi¢i koriSenjem vremena na
masenim spektrometrima koji su postali standardni
istrazivacki alati u proteomskim laboratorijama i/ili
klinickoj  dijagnostici. Drugi nedostatak je slaba
zastupljenost referentnih podataka za flebotomine u bazama
podataka sa otvorenim pristupom, §to namece potrebu za
formiranjem sopstvene (in-house) baze podataka sa
referentnim spektrima, zasnovane na nedvosmisleno
identifikovanim primercima, idealno kombinacijom
morfoloske analize i sekvenciranja odgovarajuceg
genetskog markera (COI, cytB ili drugog). Ovo ogranicenje
¢e se, nadamo se, uskoro prevazi¢i postepenim
uklju¢ivanjem do sada internih referentnih podataka o
flebotominama u MSI Platformu koju vode Assistance
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Publique—Ho6pitaux de Paris, Sorbonne University,
Francuska, kao i kolekciju BCCM/IHEM/Sciensano u
Briselu, Belgija (https://msi.happy-dev.fr/).

Kada se planira primena MALDI-ToF proteinskog
profilisanja, uzorke je pozeljno ¢uvati suvo-zamrznute ili u
70% etanolu molekularnog kvaliteta i ne izlagati ih sobnim
temperaturama. U nedostatku univerzalnih smernica za
pripremu uzoraka, korisnicima se preporucuje upotreba
vodene otopine od 60% acetonitrila/0,3% TFA sa
sinapinskom kiselinom (30 mg/mL) za pripremu MALDI-
ToF matriksa, kako bi dobijeni proteinski spektri bili
uporedivi sa do sada objavljenim podacima za flebotomine.

Priprema uzoraka za MALDI-ToF MS (Slika 7)

Primerci insekata, Cuvani pod razli¢itim uslovima,
najpre se suse na vazduhu na sobnoj temperaturi i zatim
disekuju. Glava i abdomen se uklanjaju kako bi se dobili
delovi tela koji sadrze klju¢ne morfoloske karakteristike za
prepariranje na preparate i morfolo§ku analizu. Toraks se
moze koristiti za MALDI-ToF, dok se preostali deo
abdomena moze sacuvati za ekstrakciju DNK. Za
proteinsko profilisanje, toraks se ru¢no homogenizuje u
mikrocevkama  zapremine 1,5 mL sa 10 pL
homogenizacionog rastvora, koris¢enjem jednokratnih
tuckova i peleta. Najéesce se koriste dva homogenizaciona
rastvora: sterilna destilovana voda i 25% mravlja kiselina.

7. Zakljucak

U ovom radu imali smo za cilj da istraziva¢ima
ponudimo  najefikasnije = metode za  prepariranje
flebotomina, prilagodene specificnim istrazivackim
ciljevima, kako bi se olak3ala tacna identifikacija i detekcija
patogena. Ne postoji jedna univerzalno optimalna metoda;
umesto toga, dostupno je vise metoda, od kojih svaka ima
svoje prednosti i ograni¢enja.

U dodatnim podacima pruzili smo detaljne protokole za
razli¢ite tehnike prepariranja koje se koriste u pripremi i
identifikaciji flebotomina. Ovi protokoli, ukljucujuéi i
edukativne video-zapise, nude postupke korak po korak,
prilagodene razli¢itim ciljevima, obezbedujuci precizne i
pouzdane rezultate. Nude¢i ovaj sveobuhvatan resurs,
nastojimo da podrzimo istrazivae u izboru i primeni
najodgovarajuéih tehnika prepariranja u skladu sa njihovim
specificnim potrebama.
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Dodatak 1: Biohemijske teorijske osnove.

Metode pripreme i prepariranja u ovoj studiji se odnose
flebotomine. Medutim, mogu se prosiriti i na druge vrlo
Ceste insekte kod kojih se identifikacija moZe obaviti
isklju¢ivo na osnovu unutrasnjih morfoloskih struktura. Na
primer, neki unutra$nji organi su delimi¢no hitinizovani i
njihova morfologija nam pruza dragocene informacije.
Zbog toga je od posebnog znacaja posmatranje digestivnog
trakta, spermateka i njihovih izvodnih kanala. Sa svim
reagensima koje ¢emo razmotriti, nikada ne treba zaboraviti
da od faze fiksacije insekta do prepariranja preparata u
sustini primenjujemo redoks reakcije. Glavna mera opreza
je izbegavanje meSanja redukuju¢ih reagenasa sa
oksidujuc¢im reagensima.

Etil alkohol; etanol:

Ova supstanca ¢e se koristiti na razli¢ite nacine.
Molekuli alkohola imaju snazan afinitet prema vodi i zbog
toga imaju dehidrataciono dejstvo. Medutim, alkohol niske
koncentracije (tj. previSe bogat vodom) ima ulogu u
degradaciji nukleinskih kiselina (voda je neprijatelj
nukleinskih kiselina).

Kada se insekti stavljaju u etanol, to nije samo radi
njihovog ocuvanja, vec i radi fiksacije tkiva. U histologiji se
obi¢no razlikuju dva vazna pojma: brzina prodiranja i brzina
fiksacije. Dobro je poznato da dobar fiksativ mora najpre
brzo prodreti duboko u tkiva pre nego sto dode do njihove
fiksacije. Za alkohol od 96%, koeficijent prodiranja iznosi
priblizno 1,05 (poredenja radi, za 0,75% vodeni rastvor
pikrinske kiseline koeficijent prodiranja je 0,45, dok je za
3% rastvor kalijum-dihromata 1,45).

Zelja da se insekti i drugi zglavkari neograniéeno dugo
¢uvaju u etanolu realnost je u entomologiji. Ideja da se
primerci ulovljeni u prirodi sacuvaju za naknadna
istrazivanja u osnovi je vrlo Casna. Ipak, za citologa ili
histologa to nije prihvatljivo. Ukoliko se uzorci predugo
drze u fiksativu, oni mogu postati prakti¢no neupotrebljivi
za dalju obradu. Zbog toga su uzorci stariji od 10 godina

Problem takode moze biti odnos izmedu mase insekata
koji se fiksira i zapremine fiksativa. U zooloskoj ili
medicinskoj praksi preporucuje se da zapremina fiksativa
bude oko 60 puta veta od zapremine uzoraka koji se
fiksiraju. U praksi, kod malih vrsta insekata, za datu
zapreminu primeraka koje treba fiksirati, treba dodati
najmanje 4—5 zapremina alkohola. Treba imati u vidu da ¢e
alkohol gubiti svoju jacinu jer iz tkiva insekata izvlaci svu
prisutnu vodu.

Zakljucak:

- Etil-alkohol je redukujuéi hemijski agens (samim tim nije
kompatibilan sa oksidujué¢im fiksativima);

- Snazno talozi proteine i dovodi do njihove denaturacije;
- Rastvara odredene slozene lipide i talozi glikogen;

- Izaziva snaznu kontrakciju tkiva i dovodi do njihovog
ocvrséavanja.

Bazni rastvori kalijum- ili natrijum-hidroksida:
Upotreba ovih rastvora u entomologiji uglavnom je bila
usmerena na kalijum-hidroksid, bez jasnog obrazlozenja.
Natrijum-hidroksid [E524] se javlja u obliku rastvora,
bilo u razliCitim koncentracijama ili sa razli¢itom
normalno$éu. Dostupan je u obliku peleta ili pahuljica.
Njegov glavni nedostatak je izrazita higroskopnost (veéa
nego kod KOH). Kada reaguje sa proteinima, rastvara ih,
dok sa lipidima tokom procesa saponifikacije stvara ¢vrste
sapune (Sto predstavlja znacajnu razliku u odnosu na KOH,
koji tokom saponifikacije daje tecne sapune).
Kalijjum-hidroksid ~ [E525] dostupan je  kao
koncentrovani rastvor, ali pre svega ima prednost $to se
proizvodi u obliku peleta mase oko 0,1 g, Sto znatno
olaksava pripremu razblazenih rastvora kada nije dostupna
precizna vaga. Na primer, jedan pelet od 0,1 g rastvoren u 1
mL destilovane vode daje 10% rastvor. Druga prednost
kalijum-hidroksida u obliku peleta jeste njegova manja
osetljivost na karbonatizaciju (rastvor KOH ima visok
afinitet za vezivanje CO., pri ¢emu nastaju karbonatne soli).
Ove jake baze koriste se za rastvaranje masnih kiselina
njihovim pretvaranjem u vodorastvorljive sapune. Treba
imati u vidu da je fiksativ, kao $to je etanol, veé rastvorio
deo masti prisutnih u uzorku. Medutim, kada se uzorak
prebaci u vodeni medijum sa jakom bazom, masne kiseline
(vise ili manje sloZene) dolazi do taloZzenja. Jaka baza Cce,
dakle, dovesti do hladne saponifikacije. U nekim
slu¢ajevima, kada su masna tkiva prisutna u visku, na
primer kod zenki, mozZe biti korisno povisiti temperaturu na
35-40 °C kako bi se olaksala reakcija, ili produziti vreme
kontakta na sobnoj temperaturi.

Obojeni kiseli rastvor / bezbojni Marc-André rastvor:

Ovde ¢emo razmotriti prednosti i nedostatke upotrebe
Marc-André rastvora. Ovaj rastvor se sastoji od hloral-
hidrata (trihloroacetaldehid monohidrat), siréetne kiseline i
vode. Re¢ je o veoma oksidujuéem rastvoru (meSavina
kiseline i aldehida). On ¢e neutralisati viSak kalijum-
hidroksida koji moze zaostati u uzorcima, a da pritom ne
talozi alkalne sapune nastale tokom upotrebe kalijum-
hidroksida. Ovaj oksidujuéi rastvor takode deluje na
sekundarne alkoholne funkcije glukozamina koji ulaze u
sastav hitina, oksiduju¢i ih i na taj nac¢in omekSavajuci hitin.
Dodatno dejstvo ogleda se u rastvaranju odredenih
mineralnih soli prisutnih u uzorku.

Kada je Marc-André rastvor prethodno obojen kiselim
fuksinom (dakle u oksidovanom stanju), on je u stanju da se
veze za sekundarne alkoholne funkcije strukture. Nakon
vremena kontakta Marc-André rastvora i stepena obojenosti
uzoraka, ispiranje se vrSi isklju¢ivo etanolom. Time
zapocCinje faza dehidratacije uzoraka.

Prednosti:
- neutralizacija viska baznih rastvora
- relaksacija hitina
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- bojenje hitina radi boljeg uocavanja hitinizovanih
unutrasnjih struktura

Nedostaci:

Hloral-hidrat je hipnotik i koriS¢en je u humanoj
medicini. Mora se koristiti pod hemijskim digestorom i uz
postovanje vazecée zakonske regulative u vezi sa hemijskim
rizicima.

Rastvori za dehidrataciju:

Iskustvo pokazuje da kod veoma malih uzoraka nije
korisno slediti niz alkoholnih kupki sa postepeno rastu¢im
koncentracijama. Ukoliko je uzorak veéi, zapocinje se sa
80% etanolom, zatim 90%, 95% 1 na kraju apsolutnim
etanolom. Kod veoma malih uzoraka koristi se kupka sa
90% etanolom, nakon cega sledi potapanje u apsolutni
etanol. U ovoj fazi uvek treba imati na umu da apsolutni
etanol nastoji da veze vodu iz atmosfere.

Tradicionalno, u  entomoloskim laboratorijama
dehidratacija uzoraka zavrsavala se kupkom u bukovom
kreozotu. Danas se ova esencija, koja je bila Siroko
koris¢ena kao pesticid, antifungalno sredstvo i konzervans
za drvo, snazno ne preporuuje zbog svog mirisa
(policiklicni aromatiéni ugljovodonici), kao 1 zbog
pretpostavke da je reprotoksi¢na, kancerogena, postojani
organski zagadivac i ekotoksi¢na za vodene organizme.

Resenje koje predlazemo za pripremu uzoraka za
prepariranje jeste upotreba Euparal®-a i Euparal esencije
(opisane u narednom pasusu). MeSavina Euparal®-a i
Euparal esencije veoma je pogodna; uzorci dobijeni nakon
kupke u 90% etanolu dobro se prihvataju u ovom medijumu

Dodatak 2: Sastav kori$¢enih reagenasa.
Kalijum-hidroksid 10%
Kalijum-hidroksid 10 g

Destilovana voda q.s. do 100 mL

Hloralna guma — medijum za prepariranje (Hoyerov
medijum)

Destilovana voda 50 mL

Hloral-hidrat 200 g

Gumiarabika 50 g

Glicerol 20 mL

Marc-André rastvor
Hloral-hidrat 40 g

Ledena sirc¢etna kiselina 30 mL
Destilovana voda 30 mL

Kiseli fuksin 1% u destilovanoj vodi
Kiseli fuksin (prah) 1 g
Destilovana voda 99 mL

Marc-André rastvor obojen fuksinom
Marc-André rastvor 10 mL
Fuksin 1% 50 pL

Dodatak 3: Euparal®, kanada balzam, polivinil-alkohol i
drugi rastvori za prepariranje.

Polivinil-alkohol: Ovo je idealan medijum za prepariranje
kada ne postoje dostupni neophodni proizvodi za pravilnu
dehidrataciju.  Polivinil-alkohol se tada meSa sa
Ammanovim laktfenolom. Medutim, ovakvi preparati
imaju velike nedostatke: ili dolazi do njihovog isuSivanja,
ili polivinil-alkohol kristaliSe usled isparavanja vode, ili
dolazi do potamnjivanja kada fenol oksiduje. Ipak, ovo
ostaje dobra tehnika za kratkotrajno prepariranje.

Kanada balzam: Njegova upotreba za prepariranje izmedu
predmetnog i pokrovnog stakalca zahteva dehidrataciju
uzoraka koji se prepariraju. Upotreba ksilena ili toluena nije
bez odredenih nedostataka.

Medijum Enecé: Za prepariranje izmedu predmetnog i
pokrovnog stakalca, kao i kod kanadskog balzama, zahteva
dehidrataciju primerka. Formulacija Enecé medijuma: Cista
bela kolofonija (22 g); alkoholno rastvorljiva kopalna smola
(12 g); apsolutni alkohol (20 mL); kamfor (10 g);
terpentinova esencija (10 mL) i eukaliptol (26 mL). Za
pripremu, u posudu, kao Sto je Erlenmajer, dodaju se
apsolutni alkohol i kamfor. Zatim se dodaju kolofonija i
kopalna smola. Tikvica se zatvara ¢epom i mucka, a potom
se zagreva u vodenom kupatilu na blagoj temperaturi, tako
da smes$a ne prokljuca. Kada se sadrzaj potpuno rastvori,
dodaje se terpentinova esencija, zatim se smesa filtrira dok
je jos topla, i na kraju se filtratu dodaje eukaliptol. Kada
medijum postane manje tecan, razblazuje se Enecé-om,
sledeceg sastava: apsolutni alkohol (30 mL), kamfor (17 g),
terpentinova esencija (15 mL), eukaliptol (38 mL)
(Cerqueira, 1943).

Euparal®: Ovo je smola poreklom od atlaskog cempresa
Tetraclinis articulata (Vahl, 1791), koju je proucavao i
razvio Gilson 1906. godine. Njena glavna prednost je §to ne
polimerizuje. Uzorci preparirani izmedu predmetnog i
pokrovnog stakalca mogu se lako ponovo izdvojiti dejstvom
alkohola ili, jo§ bolje, Euparal® esencije. Ova smola,
poznata i kao sandarak, prihvata etanol od 80%.

Upotreba Triton X100: nejonizujuéi vodeni rastvor:
Triton X100 je u obliku nejonizujuceg vodenog rastvora (4-
(1,1,3,3-tetrametilbutil)  fenil-polietilen-glikol  rastvor,
odnosno t-oktilfenoksipolietoksietanol, polietilen-glikol
tert-oktilfenil etar) i Siroko se koristi kao deterdzent u
¢elijskoj 1 molekularnoj  biologiji. = Omogucava
permeabilizaciju ¢elijskih i jedarnih membrana.

Uzorci insekata ¢uvani u alkoholu tokom vise godina
Cesta su pojava. Nazalost, ¢uvanje u alkoholu nije optimalno
i tako oCuvani insekti postaju veoma teski za pripremu za
mikroskopsko ispitivanje. Plasticne posude koje sadrze
uzorke Cesto degradiraju, nakon ¢ega dolazi do isparavanja
alkohola. U oba slucaja, dugotrajan kontakt sa alkoholom ili
isuSivanje uzoraka predstavlja ozbiljan problem. Jonque je
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2008. godine objavio belesku o rehidrataciji paukova

pomocu sredstva za vlazenje kao §to je Agepon, koji se

koristi za fotografske filmove [26]. To je dovelo do ideje o

upotrebi sredstava za vlazenje koja nisu snazni deterdzenti.
U nastavku je opisan postupak koris¢enjem Triton X100

u 0,5% vodenom rastvoru:

- suvi uzorak se impregnira apsolutnim alkoholom;

- dodaje se potrebna zapremina 0,5% rastvora Triton X100

tako da ceo uzorak bude potopljen;

- ostavi se da stoji oko 5 minuta ili duze; svi insekti moraju

biti odvojeni u rastvoru;

- rastvor Triton X100 se uklanja i zamenjuje rastvorom

kalijum-hidroksida.

Dalji postupak se zatim nastavlja kako je gore opisano.

Dodatak 4: Prepariranje u Euparal® ili kanada balzamu,

korak po korak.

1. Primerci moraju biti dehidratovani (zamucéen ili mlecan
izgled ukazuje na neadekvatnu dehidrataciju).

2. Dehidratacija se moze postic¢i primenom etil-alkohola u
rastu¢im koncentracijama.

3. Primerci se mogu preneti iz 99% alkohola ili
apsolutnog alkohola u sredstvo za prosvetljavanje.

Postupak:

—_—

Stavite adultne flebotomine u 70% etanolu.

2. Ukloniti etanol i zameniti ga 10% KOH. Prekriti

flebotomine predmetnim stakalcem.

Macerirati dok insekti ne postanu providni.

Ukloniti KOH.

5. Prekriti primerak destilovanom vodom i sac¢ekati 30—45
min.

6. Ukloniti vodu i ponoviti ispiranje destilovanom vodom
u trajanju od 30 min (vreme zavisi od broja uzoraka: $to
je vise uzoraka koji se obraduju zajedno, to se ovo
vreme mora duze postovati; $to ih je manje, narocito
kod pojedinacne obrade, to vreme moze biti krace).

7. Ukloniti vodu.

8. Dodati Marc-André rastvor (po potrebi obojen kiselim
fuksinom) i sacekati 24 sata (jedan dan).

. Ukloniti Marc-André rastvor.

10. Prekriti primerak destilovanom vodom i sacekati 30—45
min.

11. Ukloniti vodu i ponoviti ispiranje destilovanom vodom
u trajanju od 30 min.

12. Ukloniti vodu.

13. Dodati 70% etanol i disekovati primerak.

a. Za glavu i abdomen: nezno povuéi glavu ili
abdomen sa toraksa.

b. Za toraks: ukloniti krila tako $to se toraks drzi
jednim parom pinceta, a u osnovi nastavaka
povlaci drugim parom. Moguca je i sagitalna
disekcija, pri ¢emu se toraks deli na levu i

W

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

desnu stranu, u zavisnosti od regiona od

najveceg interesa.
Postepeno dehidratovati kroz niz vodenih rastvora etil-
alkohola: 50% — 80% — 95%, sve do apsolutnog
etanola.
Dehidratovati primerke ispiranjem dva puta, po 10 min
svaki put, u 100% etanolu.
Ukloniti etanol i prekriti primerke karanfilicevim uljem
u trajanju od 15 min na sobnoj temperaturi.
Preneti primerke iz karanfilicevog ulja u kap Euparal®-
a ili kanada balzama na cisto predmetno stakalce.
Rasporediti po zelji: glava, toraks i abdomen
flebotomine mogu se disek ovati finim iglama ili
pincetama pod disekcionim mikroskopom. Glava se
mora odvojiti od tela kako bi se pozicionirala I
preparirala u ventro-dorzalnom polozaju, tj. okcipitalni
foramen mora biti orijentisan nagore, kako bi se
cibarium mogao direktno posmatrati kroz njega.
Disekcija se izvodi u medijumu za prepariranje
flebotomina.
Ostaviti primerak dok povrSina ne postane lepljiva.
Navlaziti Cisto pokrovno stakalce apsolutnim
alkoholom. Spustiti pokrovno stakalce na kanada
balzam pod uglom.
Cuvati preparate u suvoj kutiji namenjenoj za tu svrhu.
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