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Resumen — Este articulo proporciona una guia completa para el procesamiento y montaje de especimenes de
flebotominos, crucial para la identificacion de especies y la deteccion y aislamiento de patdgenos. Describe diversas
técnicas adecuadas tanto para el campo como para el laboratorio. La guia incluye instrucciones detalladas sobre la
recoleccion, manipulacion, cubertura y eutanasia de flebotominos (recomendando la congelacion en seco o el COz en
lugar de productos quimicos), asi como estrategias de conservacion, como el almacenamiento en frio y la conservacion
en etanol. La calidad de la preparacion de ciertas estructuras anatomicas (6rganos genitales, cabeza y alas) es esencial
para su correcta observacion microscopica y se describe en este trabajo. El articulo también presenta el procesamiento
detallado de las muestras, incluyendo el proceso de clarificacion con agentes como el hidroxido de potasio y la solucion
de Marc-André. El proceso de montaje compara diferentes medios, destacando sus propiedades Opticas y su potencial
de conservacion. El medio de Hoyer (también conocido como goma cloral) se recomienda para la observacion rapida,
especialmente de espermatecas, debido a su claridad, aunque no es adecuado para el almacenamiento a largo plazo.
Otros medios analizados incluyen el alcohol polivinilico, Euparal® (para tolerancia limitada al agua) y el balsamo de
Canada (un medio soluble en hidrocarburos); estos dos tltimos ofrecen capacidades de conservacion a largo plazo.
También se abordan enfoques innovadores de biologia molecular, como la secuenciaciéon de ADN y MALDI-ToF, que
requieren especial atencion al procesamiento de las muestras. Ademas, se incluyen breves videos que ilustran diversas
técnicas de montaje, asi como traducciones a 33 idiomas diferentes, lo que permite que la guia satisfaga las diversas
necesidades y expectativas de la comunidad cientifica mundial.
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Palabras clave: Montaje, flebotomino, medio de Hoyer, solucion de Marc-André, goma cloral, alcohol polivinilico,
Euparal®, balsamo de Canada, aislamiento de Leishmania, condiciones de campo, cultivo, diseccion, biologia
molecular, MALDI-ToF, especimenes tipo.

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.

Introduccion

Los flebotominos son pequefios insectos dipteros
pertenecientes a la familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, con al menos 1063 especies conocidas [21].
Son importantes vectores de patdgenos (Leishmania,
arbovirus y Bartonella), responsables de enfermedades
como la leishmaniasis, las arbovirosis y la bartonelosis,
respectivamente. Su identificacion se basa principalmente
en un examen microscopico detallado, facilitado por una
recoleccion cuidadosa, un almacenamiento adecuado y un
montaje cuidadoso en portaobjetos. Esto requiere diversas
técnicas especificas, cada una con sus propias ventajas y
limitaciones.

La identificacion de los flebotominos adultos se basa en
la observacion de las estructuras externas (p. ¢j., antenas,
palpos, genitales masculinos) e internas (p. ej., faringe,
cibario y espermatecas). La diseccion y el aislamiento de
estas ultimas facilitan su observacion y, en consecuencia,
una identificacion precisa. Por lo tanto, a diferencia de los
mosquitos o las vinchucas, los flebotominos requieren un
montaje entre un portaobjetos y un cubreobjetos antes de su
identificacion.

Hasta la década de 1980, la observacion microscopica
era el tinico método disponible para la identificacion de los
flebotominos, y sigue siendo el mas utilizado en la
actualidad. Por lo tanto, la eleccion del proceso y la

preparacion fue relativamente sencilla y se baso
principalmente en una dicotomia: por un lado, el montaje
definitivo, que permite la conservacion a largo plazo de la
muestra, y por otro, un montaje rapido para la identificacion
en un medio que no garantiza la conservacion a largo plazo.
El montaje final, por ejemplo, en una resina como el
balsamo de Canadd, requiere mucho tiempo y la
deshidratacion completa de las muestras. Ademas, el indice
de refraccion de este medio no siempre es Optimo para
facilitar la observacion de las espermatecas. El montaje en
un medio acuoso (p. ¢j., medio de Hoyer), en cambio, es
mas rapido y permite una mejor visualizacion de las
espermatecas refractivas, pero no permite la conservacion a
largo plazo de los montajes porque tiende a absorber agua
de la atmoésfera. Una opcion es sellar el portaobjetos con
esmalte de uflas una vez que esté completamente seco. Esta
disyuntiva persiste en la actualidad y condiciona la eleccion
del método de montaje en funciéon del objetivo de la
preparacion. Desde la década de 1980, los estudios de
identificacion de flebotominos han combinado la
morfologia y los enfoques bioquimicos. El primero de ellos
fueron los analisis de hidrocarburos cuticulares, que fueron
rapidamente reemplazados por técnicas de biologia
molecular (es decir, ADN polimodrfico amplificado
aleatoriamente [RAPD], polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion [RFLP], amplificacion de ADN y
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secuenciacion mediante el método de Sanger, asi como la
secuenciacion de nueva generacion [NGS]). Hoy en dia, los
enfoques moleculares se complementan con métodos
protedmicos como MALDI-ToF. Ademas, la identificacion
molecular de especies se puede combinar con la deteccion
de patdégenos por PCR (Leishmania, Trypanosoma,
Bartonella y Phlebovirus), ya que todos pueden detectarse
tanto por PCR de punto final como por PCR en tiempo real,
lo que requiere la adaptacion del proceso de muestreo y
almacenamiento a los objetivos asignados [3, 32]. Ademas
de las caracteristicas morfologicas tradicionalmente
utilizadas para la discriminacién de especies, se pueden
aplicar otros enfoques morfologicos (por ejemplo, la
geomorfometria del ala).

Basandose principalmente en la propia experiencia de
los autores y en datos bibliograficos, el objetivo de esta
investigacion fue proporcionar directrices estandarizadas
para el montaje y procesamiento de flebotominos adultos
con el fin de optimizar los andlisis morfoldgicos y
moleculares.

La necesidad de realizar ciertos andlisis (p. €j., biologia
molecular o MALDI-ToF) requiere conservar parte del
flebotomino que no es necesaria para la identificacion
morfolédgica, lo que pone de relieve la importancia de una
eleccion critica del protocolo.

En este articulo, nos centramos en los métodos de
anestesia y eutanasia de flebotominos capturados vivos, su
almacenamiento y su proceso de montaje, para una rapida
identificaciéon o para la conservacion a largo plazo que
permita estudios posteriores.

Preambulo: Las consideraciones de
seguridad y normativas deben consultar las
Fichas de Datos de Seguridad (FDS)
pertinentes

Todos los productos quimicos presentados en esta guia
deben manipularse bajo estrictas condiciones de seguridad.
Los comités de salud y seguridad de los centros de
investigacion estan a su disposicion para proporcionarle
informacion no solo sobre los peligros de estos productos
quimicos, sino también sobre sus procedimientos de
manipulacion y eliminacion de residuos. Sin embargo, es
obligatorio seguir las instrucciones de seguridad relativas a
su uso y eliminacion. Cabe destacar que es responsabilidad
de todos los usuarios garantizar el cumplimiento de las
buenas practicas de laboratorio y de la legislacion y
normativas aplicables de su pais o institucion de
investigacion. Ademas, algunas sustancias quimicas o sus
componentes (por ejemplo, el hidrato de cloral) estan
reguladas en algunos paises. En la Tabla 1 se incluye una
lista de las abreviaturas utilizadas en este manuscrito.

Tabla 1: Lista de abreviaturas.

BME Aguila mediana basal
Centros para el Control y la Prevencion de

CDC
Enfermedades

CMCP Alcanfor-monoclorofenol

CMR Sustancia canceri'gena, mutagénica y toxica
para la reproducciéon

COI1 Gen de la subunidad I de citocromo oxidasa

CytB Gen del citocromo b

DNA Acido desoxirribonucleico

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

EtOH Etanol

M199 Medio 199

MALDI- Espectrome.trria.de.mas.e}s de’ tiempq d? vuelo

ToF MS por fiesorc10n/1on1zac1on laser asistida por
matriz

MEM Medios esenciales minimos

NGS Secuenciacion de proxima generacion

NNN Medio Novy-MacNeal-Nicolle

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

Lao PDR  Republica Democratica Popular Lao

PNOC Gen de la prepronociceptina

qPCR PCR cuantitativa (PCR en tiempo real)

RAPD ADN polimérﬁco amplificado
aleatoriamente

RFLP Polir.noﬁr'lsmo de longitud de fragmentos de
restriccion

RI Indice de refraccion

RNA Acido ribonucleico

RNases Ribonucleasas

RNASS Solucién de estabilizacion de ARN
RT-PCR PCR de transcripcion inversa
TFA Acido trifluoroacético

1 Captura de flebotominos

Los flebotominos adultos pueden recolectarse vivos o
muertos mediante diversos métodos, como trampas de luz
en miniatura CDC, trampas adhesivas y aspiradores con
trampas Shannon, o directamente de lugares de descanso en
el entorno (por ejemplo, refugios para animales). Estos
métodos implican colocar las trampas en habitats
adecuados, atraer a los flebotominos con luz u otros
atrayentes (CO:z o cebos quimicos) y recolectarlos para su
posterior andlisis, como se describe en varias publicaciones
[2, 3,32, 36, 49].

La captura de flebotominos vivos permite todas las
aplicaciones posteriores, mientras que la recoleccion de
individuos muertos impide el aislamiento de cepas de
Leishmania o virus. Algunas técnicas de captura, como los
papeles adhesivos, suelen provocar la pérdida de o6rganos
del flebotomino (antenas, palpos, alas o patas). Ademas, el
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aceite de ricino que recubre los papeles adhesivos se adhiere
a los flebotominos y debe retirarse al inicio del
procesamiento, generalmente mediante un bafio de 15
minutos en una mezcla de etanol y éter dietilico a partes
iguales.

2 Eutanasia de especimenes

Tras la recoleccidn, los flebotominos vivos deben ser
sacrificados. Con algunos métodos de recoleccion (p. ej.,
papeles adhesivos, trampas de luz CDC equipadas con un
frasco con detergente o etanol), los flebotominos mueren al
momento de la recoleccion. La biologia molecular puede
aplicarse a los flebotominos recolectados directamente en
etanol y a los demas si se almacenan en etanol lo mas rapido
posible. Sin embargo, ninguno de estos métodos de
sacrificio permite el procesamiento de insectos mediante
MALDI-ToF. Ademas, algunos métodos pueden causar la
pérdida de ciertas caracteristicas morfologicas. Por lo tanto,
es esencial utilizar sustancias letales estandar adecuadas
para garantizar una correcta identificacion o el
almacenamiento a largo plazo como especimenes de
referencia (es decir, especimenes preservados 'y
almacenados para futuras referencias o comparaciones).
Productos quimicos como acetato de etilo, éter etilico,
tetracloroetano y cloroformo pueden impregnarse en
algodon y colocarse en un recipiente que contenga los
flebotominos para la eutanasia. Estos agentes
exterminadores deben manipularse con cuidado, siguiendo
las recomendaciones del fabricante debido a su toxicidad.
Sin embargo, no recomendamos matar flebotominos con
cloroformo, ya que, segun nuestra experiencia, €s poco
compatible con los estudios de biologia molecular. Dada la
peligrosidad de todos estos productos y su dudosa idoneidad
para los analisis moleculares, generalmente se desaconseja
su uso.

El método mas utilizado, que preserva la morfologia, el
ADN o las proteinas, es la congelacion en seco de las
muestras. Los especimenes deben congelarse el tiempo
suficiente para quedar completamente anestesiados, pero no
tanto como para que (i) se deshidraten o (ii) se comprometa
la viabilidad de Leishmania, si el objetivo es aislarlos in
vitro a partir del tracto digestivo del flebotomino. Por lo
tanto, recomendamos una congelacion de 15 a 20 minutos a
-20 °C, monitoreandolas regularmente para garantizar que
solo se aturdan sin matar los parasitos de Leishmania.

Si no se dispone de un congelador, los insectos pueden
ser eutanasiados con CO.. En condiciones de campo donde
no se pueden usar cilindros de CO2, los especimenes
pueden ser sacrificados usando pequefios contenedores
comerciales de CO2 usados en '"sifones de soda"
(dispensadores de bebidas), pero puede haber restricciones
en su transporte aéreo. Como ultimo recurso, los insectos
pueden ser sacrificados por exposicion al humo de tabaco.

Los flebotominos que se capturan vivos en trampas CDC,
se recolectan con un aspirador, se retienen en el tubo de
vidrio y se exponen al humo de tabaco, que los mata en
segundos. Este método es aplicable en todas las condiciones
de campo, incluso en condiciones de aislamiento dificiles.
Sin embargo, debido a que el vidrio se impregna de humo,
no puede usarse para la posterior recoleccion 'y
manipulacién de flebotominos vivos sin una limpieza a
fondo. No obstante, el mismo aspirador sin limpiar puede
usarse para sacrificar flebotominos de otras trampas para
fines de fijacion. También es necesario verificar que se
hayan retirado todos los especimenes del aspirador. Estos
métodos son compatibles con el aislamiento de Leishmania
mediante diseccion intestinal.

3 Almacenamiento de muestras antes del
procesamiento

Existen cinco métodos principales de fijacion antes del
procesamiento:

3.1 Congelacion

Este método se realiza mejor a -20 °C o,
preferiblemente, a -80 °C. Estos métodos de
almacenamiento se utilizan actualmente mas que el
almacenamiento con nitrogeno liquido. En todos los casos,
la criopreservacion debe implementarse lo antes posible
después del aturdimiento de las muestras. El
almacenamiento en frio en congeladores ofrece la ventaja
de preservar completamente los insectos, asi como el ARN,
el ADN y las proteinas con total integridad durante todo el
periodo de almacenamiento. En cambio, el nitrogeno
liquido puede dafiar gravemente las alas, patas, palpos y
antenas, a menudo amputandolos y, en ocasiones,
eliminando  caracteres  morfologicos  clave.  El
almacenamiento en congelador seco es menos traumatico
para las muestras, pero no es ideal para preservar sus
fragiles 6rganos. Cabe destacar que, al descongelar, las alas,
antenas, palpos o patas pueden adherirse a los viales y
eventualmente desprenderse debido a la condensacion. Sin
embargo, la conservacion mediante congelacion no siempre
es viable en estudios de campo, ya que requiere acceso a un
congelador o a un contenedor de nitrogeno liquido. El
almacenamiento en congelador es totalmente compatible
con la deteccion de patdgenos mediante herramientas
moleculares sin pérdida de sensibilidad, aunque la deteccion
y el aislamiento del virus ARN requieren congelacion a -80°
C o en nitrégeno liquido si se requiere un almacenamiento
prolongado. Sin embargo, la congelacion de las muestras no
permite el aislamiento de Leishmania mediante diseccion
intestinal, salvo cuando se emplea nitrogeno liquido. En este
caso, es necesario exponer primero los flebotominos a la
fase de vapor del nitrégeno liquido antes de introducirlos en
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el liquido propiamente dicho (por ejemplo, en viales
colocados dentro de una media), simulando asi la
criopreservacion de Leishmania.

3.2 Almacenamiento en alcohol (etanol o
alcohol isopropilico)

Este es probablemente el método mas utilizado para
almacenar flebotominos. Es facil de implementar en campo,
incluso en condiciones dificiles sin acceso a un laboratorio.
La conservacion en alcohol es especialmente adecuada para
estudios morfologicos, ya que los érganos fragiles (alas,
patas, antenas o palpos) permanecen intactos si no hay
burbujas de aire en el tubo de almacenamiento. Por lo tanto,
recomendamos sellar el tubo con una bolita de algodon para
eliminar las burbujas de aire y colocar una etiqueta sobre el
tapon de algodon (Figura 1). La concentracion adecuada de
alcohol sigue siendo objeto de debate. Generalmente, no se
recomiendan concentraciones inferiores al 70 % [45, 66].
Concentraciones mas altas conservan el ADN de forma mas
eficaz y durante mas tiempo, pero hacen que las muestras
sean mas fragiles y quebradizas para los estudios
morfologicos. El uso de etanol al 96 % (la mezcla
azeotropica) garantiza la estabilidad de la concentracion a
lo largo del tiempo, especialmente en zonas himedas como
los paises tropicales, aunque el etanol al 95 % suele ser mas
facil de obtener. Independientemente de la concentracion, el
ADN generalmente se conserva bien en etanol (aunque con
menor eficacia que con métodos de congelacion, en
particular para métodos moleculares de tipo NGS). Las
proteinas son mucho menos estables, especialmente para la
proteémica, como las aplicaciones MALDI-ToF. Los
flebotominos conservados en alcohol durante unos meses
aun pueden identificarse morfologicamente, pero es
imposible generar espectros de proteinas de referencia a
partir de estas muestras. El almacenamiento en alcohol o en
condiciones secas puede mejorarse si la muestra también se
congela a -20 °C. La congelacion a -20 °C mejora
principalmente la conservacion molecular (p. ej., acidos
nucleicos) al ralentizar la degradacion y también
proporciona un beneficio secundario para la conservacion
morfologica al reducir la degradacion tisular con el tiempo,
aunque el efecto sobre la morfologia es mas limitado que
sobre la integridad molecular. El almacenamiento en etanol
también puede aplicarse para la deteccion de virus de ADN
y ARN cuando se utiliza etanol a una concentracion de al
menos el 70 % durante un periodo de almacenamiento corto,
inferior a unos pocos meses. Ademas, el alcohol
isopropilico puede estar facilmente disponible en algunos
paises y conserva el ADN, pero endurece las muestras. No
es inflamable como el etanol y, por lo tanto, se transporta
facilmente. Si es necesario, los flebotominos conservados
en nitrogeno liquido o congelados en seco pueden

transferirse al alcohol, combinando asi las desventajas de
ambos métodos.

1~ hy

Figura 1: Flebotominos conservados en etanol.

3.3 Almacenamiento en solucion de

estabilizacion de ARN (RNASS)

Este tipo de reactivos acuosos son ampliamente
utilizados, no toxicos y esta disefiados para estabilizar y
proteger el ARN en muestras frescas de tejido y células.
Actia penetrando rapidamente en la muestra e inactivando
las ARNasas (enzimas que degradan el ARN), previniendo
asi la degradacion del ARN sin necesidad de congelacion
inmediata. El almacenamiento en RNASS suele ser eficaz
para preservar la morfologia tisular y celular general para la
evaluacion histologica posterior. Si bien el RNASS esta
optimizado para la estabilizacion del ARN en lugar de la
fijacion, el almacenamiento a corto y mediano plazo suele
mantener una buena integridad estructural. EI RNASS
permite almacenar las muestras a temperatura ambiente
hasta 7 dias, a 4 °C durante varias semanas o a -20 °C/-80
°C para la conservacion a largo plazo. Este método es
especialmente valioso en el trabajo de campo o en entornos
clinicos donde la infraestructura de la cadena de frio es
limitada. La extraccion de ARN generalmente requiere
retirar las muestras del reactivo y procesarlas segin
protocolos estandar.



3.4 Conservacion en seco a temperatura
ambiente

Este método, mas antiguo, al aplicarse a una muestra in
toto (montada entera), presenta la importante desventaja de
no conservar adecuadamente organos fragiles como alas,
patas, antenas y palpos. Sin embargo, los estudios
protedmicos mediante MALDI-ToF siguen siendo viables
si la deshidratacion se realiza tras la fijacion con un
desecante de gel de silice. Por el contrario, los anélisis
moleculares dirigidos al ADN siguen siendo dificiles de
realizar en estas muestras, ya que el ADN suele estar
fragmentado y en baja cantidad, lo que implica que los
analisis son mas complejos que con muestras frescas o
congeladas, especialmente en el caso de genomas nucleares.
No obstante, técnicas recientes como la museomémica
podrian utilizarse en muestras de este tipo [34]. Por lo tanto,
este método de almacenamiento no se recomienda, a menos
que no haya otra alternativa disponible. Puede combinarse
con el almacenamiento en frio colocando los tubos en un
congelador a -20 °C o -80 °C. El principal reto reside en
lograr un montaje adecuado de las muestras o las partes del
cuerpo necesarias para la identificacion. Para ello, la
rehidratacion es esencial. Recomendamos utilizar una
solucion de Triton X-100. La duracion de la rehidratacion
varia de unas pocas horas a varios dias, bajo estricta
supervision. Tras la rehidratacion completa, las muestras
deben enjuagarse en tres bafios de agua consecutivos.

3.5 Conservacion en papel de filtro

La principal ventaja de los papeles de filtro es la
estabilidad a largo plazo del ADN gendmico en las células
de cuerpos completos desecados y no fijados, o en células
sanguineas almacenadas a temperatura ambiente. El papel
de filtro se presenta en un formato de tarjeta pequefio, lo que
permite almacenar cientos de muestras a temperatura
ambiente en un volumen equivalente al de un pequefio
destornillador de mesa. La matriz del papel de filtro esta
impregnada con agentes que desnaturalizan los agentes
infecciosos, por lo que las muestras ya no se consideran un
riesgo bioldgico. Esto permite el almacenamiento y
transporte de muestras sin precauciones selectivas de riesgo
biologico [68].

4 Diseccion de la muestra

A diferencia de otros insectos, que se identifican
basandose en caracteres externos observables en insectos
individuales fijados en su totalidad, los flebotominos
requieren diseccion y montaje en portaobjetos para estudiar
las caracteristicas anatomicas e identificar con precision la
especie. Independientemente del procedimiento de
preparacion y montaje elegido, se emplea la misma técnica

de diseccion (Figuras 2 y 3)
(https://zenodo.org/records/18198006).

Uso de Triton X100: solucion acuosa no ionica

Tenga en cuenta que el montaje se refiere a especimenes
recién capturados o adecuadamente almacenados. La
mayoria de los coleccionistas conservan muestras de
insectos en seco (para su uso en MALDI-ToF) o en alcohol
durante muchos afios. Desafortunadamente, la conservacion
en alcohol no es Optima durante afios, y los artropodos
conservados de esta manera se vuelven muy dificiles de
preparar para el examen microscopico. Un incidente
frecuente es la degradacion de los plasticos que contienen
las muestras, seguida de la evaporacion del alcohol. En
ambos casos, no tenemos opciones porque las muestras
permanecen demasiado tiempo en alcohol o se secan. Por lo
tanto, surgi6 la idea de utilizar agentes humectantes que no
sean detergentes fuertes. Triton X100 se presenta en forma
de una solucion acuosa no ionica (solucion de 4-(1,1,3,3-
tetrametilbutil) fenil-polietilenglicol, 0 t-
octilfenoxipolietoxietanol, éter terc-octilfenilico de
polietilenglicol), ampliamente utilizada como detergente en
biologia celular y molecular. Permite la permeabilizacion de
las membranas celulares y nucleares.

A continuacion, se describe un procedimiento utilizando
Triton X100 no i6nico en solucidén acuosa al 0,5 %:

*  Impregnar la muestra seca con alcohol absoluto.

¢ Afadir el volumen necesario de la solucion de
Triton X100 al 0,5 % de modo que toda la muestra quede
sumergida.

* Dejar que el proceso transcurra durante
aproximadamente 5 minutos hasta varios dias,
monitoreando regularmente. Todos los artropodos deben
quedar completamente separados en la solucion.

. Retirar la solucion de Triton X100 y reemplazarla
por una solucién de hidréxido de potasio.

4.1 Cabeza

La diseccion puede realizarse utilizando agujas finas o
alfileres entomologicos bajo un estereomicroscopio
(Figuras 2 y 3). Las agujas mas comunmente utilizadas
incluyen: 26G x 1/2" (0,45 x 13 mm), 30G x 1/2" (0,3 x 13
mm) o 25G x 5/8" (0,5 x 16 mm). Para preparar el
espécimen para la identificacion, como minimo, la cabeza
se separa del cuerpo y se monta con la cara ventral hacia
arriba para mostrar el cibario y la faringe, mientras que el
torax y el abdomen se montan lateralmente tras la diseccion.
Montar la cabeza en posicion ventro-dorsal asegura que el
foramen occipital quede orientado hacia arriba, de modo
que el cibario pueda observarse directamente. El acceso a
estas caracteristicas anatomicas se facilita si la cabeza se
separa completamente.

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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4.2 Alas y torax

Las alas deben montarse planas. Cada ala puede separarse
en su base y montarse de forma independiente, o bien
montarse solo una, dejando la otra unida al torax. Si se prevé
realizar analisis de morfometria geométrica, es esencial
identificar y etiquetar correctamente las alas derecha e
izquierda antes del montaje. El torax se divide en varias
partes, y cada una contiene informacion taxonémica muy
importante [20, 64]. Generalmente se monta en vista lateral,
para permitir el examen de la quetotaxia y la distribucion
del color. La presencia de cicatrices de cerdas en
determinadas regiones del torax puede utilizarse para
distinguir algunas especies del género Brumptomyia. La
distribucion del color puede emplearse para separar
flebotominos neotropicales a nivel de género (p. ej.,
Bichromomyia), de series de especies (p. ¢j., Pintomyia), o
incluso de especies dentro del mismo género (p. ej.,
Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia y
Psychodopygus) [20]. Por lo tanto, si el torax no se utiliza
para analisis moleculares, debe montarse de manera que no
se dafie. Es importante sefialar que no es la intensidad de los

colores lo que importa, sino su distribucion en el térax. Por
consiguiente, el proceso de aclaramiento no eliminara la
pigmentacion ni su patron.

4.3 Genitalia

Debe tenerse especial cuidado al montar la genitalia
tanto en machos como en hembras, ya que es crucial para la
identificacion de géneros, subgéneros y especies. En ambos
sexos, la genitalia es pareada.

4.3.1 Machos

La genitalia es externa y consiste en pinzas pareadas,
cada una formada por la articulacion gonocoxito—gonoestilo
en su parte dorsal y el 16bulo epandrial en su parte ventral.
El gonostilo porta espinas y, a veces, setas, que deben poder
contarse y cuyas posiciones de insercion deben ser
claramente visibles. Es importante observar
cuidadosamente la superficie interna del gonocoxito, que

Figura 2: Materiales necesarios para el montaje de flebotominos: A: cubreobjetos redondos de vidrio (10 o 12 mm de didmetro);
B: placa de 24 pocillos y aguja con gancho (si se utiliza aceite de clavo o esencia de Euparal® para procesar los flebotominos,
no se deben usar placas acrilicas, ya que se producira una reaccion quimica y los especimenes se dafiaran); C: portaobjetos de
vidrio adecuados para el etiquetado; D: detalle del gancho de la aguja; E: agujas acopladas a jeringas; F: vidrio de reloj o
recipiente equivalente que contiene los flebotominos a montar; G: pinzas Dumont; H: pipeta de plastico; I: pipeta de vidrio
doblada mediante calentamiento para facilitar la transferencia de liquido a los pocillos.



Figura 3: Placa con 24 pocillos, cada uno que contiene la
cabeza y la punta del abdomen de flebotominos.

puede presentar un penacho de setas sésiles o setas portadas
por un 16bulo (= tubérculo) [22]. Los colegas con menor
experiencia en disecciones pueden realizar un montaje
lateral simple, sin separar la genitalia del extremo del
abdomen (https://zenodo.org/records/18311158). En este
caso, la superposicion de las dos partes de la genitalia puede
dificultar, por ejemplo, el recuento de las setas internas del
gonocoxito, pero se evita daflar la genitalia por una
diseccion fallida. Los colegas mas experimentados pueden

intentar abrir la genitalia en dos, separandola. Para ello, el
lado biselado de una aguja (tipo aguja para reaccion
intradérmica) debe pasarse a través, desprendiendo sin
cortar completamente la genitalia para separar los conjuntos
gonocoxito—gonostilo
(https://zenodo.org/records/18311158). De este modo, la
observacion de sus caras internas serd sencilla. Este montaje
también facilita la observacion de los parameros y las vainas
paramerales, que ya no se superponen. Para el montaje
lateral, que favorece la superposicion de organos, los
especimenes deben estar perfectamente aclarados.

4.3.2 Hembras

El aparato genital es interno y esta constituido por las
espermatecas. En ausencia de diseccion, deben observarse a
través de los tegumentos montando el abdomen en posicion
ventral. Independientemente del medio de montaje elegido,
las espermatecas en si, generalmente pueden observarse
correctamente, si no son lisas y estan aclaradas. Sin
embargo, la observacion de espermatecas lisas y de pared
delgada puede ser problematica en medios con baja
refraccion. Ademas, la observacion de la base de los
conductos espermatecales es esencial para la identificacion
de especies, como en el subgénero Larroussius [35, 37, 38],
los principales vectores de Leishmania infantum en el Viejo

»
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Figura 4: Espermatecas disecadas y montadas en la solucion de Marc-André a partir de especimenes frescos. A: Idiophlebotomus
longiforceps (RDP Lao); B: Sergentomyia minuta (Francia); C: Phlebotomus ariasi (Francia); D: Sergentomyia anodontis (RDP
Lao).
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Mundo. Sin esta observacion, la identificacion del
espécimen resulta imposible. Para superar estas
dificultades, el conjunto furca genital-espermatecas debe
separarse del abdomen
(https://zenodo.org/records/18311106). Las espermatecas
suelen ser dificiles de observar durante la diseccion, pero la
furca genital es relativamente facil de localizar. Dado que
los conductos espermatecales desembocan en la furca
genital, aislar esta furca normalmente permite aislar las
espermatecas. Si  las  espermatecas se  cortan
accidentalmente durante el proceso, no se pierden y aun
pueden observarse dentro de los tegumentos abdominales
(Figura 4).

4.4 Diseccion del intestino medio para el
aislamiento de Leishmania

La diseccion del tracto digestivo es esencial para
detectar y aislar Leishmania en los flebotominos hembra. El
procedimiento puede realizarse tanto en campo como en
laboratorio, para evaluar la competencia vectorial.

Se recomienda trabajar con hembras recién sacrificadas.
Lave las hembras con agua o solucion salina que contenga
un detergente suave para eliminar el exceso de pelos. Este
paso ayuda a mantener condiciones asépticas para el
aislamiento de Leishmania, al tiempo que preserva las

caracteristicas ~ morfologicas  necesarias para la
identificacion. Para localizar y aislar Leishmania, retire
cuidadosamente el intestino medio y coloéquelo en una sola
gota de solucion salina estéril (NaCl al 0,9 %). Tras
observar parasitos moviles bajo un microscopio Optico
(aumento recomendado: ~200x%), utilice una jeringa de
insulina o una micropipeta para transferirlos al medio de
cultivo (para mas detalles, véase el Capitulo 4.4.3).

Monte la cabeza y la genitalia directamente en solucion
de Marc-André para aclararlas. Importante: nunca permita
que la soluciéon de Marc-André entre en contacto con
Leishmania, ni directa ni indirectamente a través de
herramientas o agujas, ya que es letal para los parasitos.

La diseccion de flebotominos hembra puede realizarse
en uno o dos portaobjetos de vidrio; ambas opciones tienen
ventajas y limitaciones (Figura 5;
https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.1 Método de dos portaobjetos

La primera opcion consiste en trabajar con dos
portaobjetos separados: un que contiene solucion salina
estéril para extraer el intestino medio, y el otro para montar
la cabeza y las espermatecas en solucion de Marc-André.
Sin embargo, en condiciones de campo es habitual que dos
o tres personas diseccionen flebotominos y vayan pasando
sus disecciones a un Unico investigador responsable de la
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Figura 5: Método para el aislamiento de Leishmania.

identificacion de especies y de la evaluacion de la infeccion
por Leishmania en el intestino. El método de dos
portaobjetos puede generar problemas de trazabilidad de las
muestras y, en particular, dificultar la determinacién con
certeza de qué flebotomino individual estaba infectado si se
detecta un intestino positivo
(https://zenodo.org/records/18311154).

!
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4.4.2 Método de un solo portaobjetos

El uso de un solo portaobjetos de vidrio garantiza la
trazabilidad de los resultados. No obstante, deben tomarse
varias precauciones. Para maximizar la esterilidad durante
este paso, los operadores deben limpiarse regularmente las
manos con gel hidroalcohodlico. Deben utilizarse
portaobjetos no esmerilados y cubreobjetos cuadrados (22 x
22 mm) envueltos en papel de aluminio y esterilizados por
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calor seco (utilizando un horno Poupinel), junto con agujas
estériles para cada diseccion (sugerencia: 25G @ 0,5 mm X
16 mm). El flebotomino se coloca en una gota de solucion
salina estéril en el centro de la ldmina. Se secciona la cabeza
mientras se realiza una incision entre los tergitos y esternitos
abdominales 6° y 7° sin cortar el tracto digestivo (puede
realizarse un corte mas alto si se esperan espermatecas muy
largas). A continuacion, el térax debe inmovilizarse con una
aguja y los ultimos segmentos abdominales posteriores se
tiran suavemente con la otra aguja para extraer el intestino.
Si esto falla, existe la posibilidad de bloquear el extremo del
abdomen con una aguja y tirar del tracto digestivo desde su
parte anterior. Si esto vuelve a fallar, el intestino debe
extraerse retirando la mayor parte posible del tegumento
restante a su alrededor. Cuando el intestino se extrae, los
ultimos segmentos abdominales deben separarse cortando el
tracto digestivo. El intestino se coloca entonces en una
nueva gota de solucion salina estéril, situada a un lado del
portaobjetos y se cubre suavemente con un cubreobjetos
estéril. La cabeza y los ultimos segmentos abdominales se
transfieren a una pequeia gota de la solucion de Marc-
André colocada en el otro extremo del portaobjetos,
asegurando que no haya contacto con Leishmania. La
cabeza se orienta correctamente (foramen occipital hacia
arriba), y las espermatecas se aislan con la furca genital
como se indico anteriormente y se cubren con un pequefio
cubreobjetos redondo (@ 12 mm, no confundir con los
cubreobjetos cuadrados estériles). El resto del cuerpo del
flebotomino y las alas permanecen en la gota de solucion
salina en el centro de la lamina
(https://zenodo.org/records/18311154). En caso de
positividad, o para exploracién taxonomica, el torax y el
abdomen pueden conservarse para estudios moleculares o
protedmicos, y las alas pueden montarse en un medio
acuoso. Para preservar el montaje, el volumen extra de
liquido de Marc-André puede reemplazarse por un medio de
montaje acuoso como goma cloral (= Hoyer) o un medio a
base de alcohol polivinilico.

Existen videos detallados que demuestran estos
procedimientos (disecciéon del intestino medio del
flebotomino:  https://zenodo.org/records/18303014 y
diseccion de glandulas salivales del flebotomino:
https://zenodo.org/records/18302850), por lo que no se
explicaran aqui.

4.4.3 Aislamiento y cultivo de Leishmania a partir de
intestinos de flebotominos

El aislamiento de parasitos a partir de la diseccion de
flebotominos hembra infectados es un procedimiento
delicado que requiere gran habilidad y debe practicarse
inicialmente con especimenes libres de parasitos. Tras la
diseccion, los intestinos se transfieren a una gota fresca de
solucion salina estéril (0,9 %) o solucion de Locke para el

lavado [4]. Los intestinos disecados pueden procesarse de
dos maneras: i) examinarse bajo un microscopio 6ptico para
observar los diferentes estadios de promastigotes de
Leishmania y su localizacion, con especial atenciéon a la
valvula estomodeal, y ii) abrir el intestino para facilitar la
salida de los promastigotes y permitir su cultivo masivo [4].
Encontrar flebotominos infectivos en el campo es
relativamente poco frecuente y, por lo tanto, buenas
sesiones de practica maximizaran las probabilidades de un
aislamiento exitoso.

Si se observan parasitos de Leishmania en el intestino,
deben utilizarse agujas estériles nuevas y afiadirse una
pequeiia cantidad de solucion salina estéril alrededor del
cubreobjetos por accion capilar para liberarlos. El intestino
debe desgarrarse cuidadosa y rapidamente para liberar los
parasitos en la solucién salina. Utilizando una micropipeta
de 100 pL o una jeringa de insulina, recoja los parasitos e
inoculelos en un medio de cultivo correctamente etiquetado.

Cultivo in vitro de promastigotes de Leishmania: los
parasitos aislados se mantienen inicialmente en tubos de
agar sangre inclinado SNB-9 o en medio sélido Novy,
McNeal, Nicolle (NNN) [16], cubiertos con medio alfa-
MEM estéril [16, 65] o con medio M199, cada uno
suplementado con 10 % de suero fetal bovino estéril
inactivado por calor [SFB] (para favorecer el crecimiento
parasitario), 1 % de vitaminas BME, 2 % de orina humana
estéril (esterilizada mediante un filtro de jeringa Filtropur®
S 0,2 um), 250 pg/mL de amikacina (o 50 pg/mL de
gentamicina, o una mezcla de antibidticos y aminoacidos
(L-glutamina 200 mM—penicilina 10 000 U—estreptomicina
10 mg/mL) [47]). Tras tres dias, si no hay contaminacion,
los cultivos se suspenden en un medio de congelacion
adecuadamente preparado y posteriormente se almacenan a
—80 °C durante 1 a 2 afios o en nitrogeno liquido a =196 °C
para su conservacion a largo plazo y uso experimental
futuro [7].

4.5 Glandulas salivales

La diseccion de las glandulas salivales de los
flebotominos es una técnica fundamental para estudiar las
interacciones vector-patdégeno, particularmente para la
deteccion de arbovirus como los flebovirus (p. ej., virus
Toscana) [44, 75]. Debido al tamafio diminuto de los
flebotominos, el procedimiento requiere precision bajo un
estereomicroscopio, utilizando pinzas finas o agujas de
microdiseccion para aislar las delicadas glandulas salivales
sin causar ruptura ni contaminacién
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61]. La
preservacion de la integridad glandular es crucial para
garantizar andlisis moleculares posteriores fiables. Una vez
extraidas, las glandulas pueden homogenizarse y analizarse
mediante RT-PCR, qPCR o inmunoensayos para detectar
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ARN viral o antigenos [12]. La presencia de virus en las
glandulas salivales, y no solo en el intestino o el hemocele,
confirma que el patégeno ha completado su periodo de
incubacion extrinseco y es transmisible durante la
alimentacion sanguinea [71].

El proceso de diseccion es técnicamente exigente debido
al pequeio tamafio de las glandulas salivales de los
flebotominos, lo que requiere una experiencia considerable
para evitar la degradacion de las muestras [1, 51]. Ademas,
las cargas virales pueden ser bajas, lo que hace necesarios
métodos de deteccion altamente sensibles, como PCR
anidada o secuenciacién de alto rendimiento [54]. Los
riesgos de contaminacion refuerzan aiin mas la necesidad de
técnicas estériles. Mas alla de los desafios técnicos, los
factores biologicos influyen en el éxito de la deteccion; la
competencia vectorial varia entre especies de flebotominos,
y las tasas de infeccion fluctiian segiin las condiciones
ecologicas y la estacion [33, 61].

La deteccion de virus en las glandulas salivales
proporciona informacion critica sobre los riesgos de
transmision, lo que permite una vigilancia y medidas de
control dirigidas [15] ha permitido optimizar los protocolos
diagnosticos y reforzar las estrategias de vigilancia y
comunicacion en salud publica. [18]. Ademas, el estudio de
las interacciones virus—saliva podria revelar nuevos
objetivos para vacunas o terapias que bloqueen Ila
transmision [15, 18].

Las glandulas salivales de los flebotominos también
pueden utilizarse como fuente de antigenos para medir
anticuerpos del hospedador contra la saliva de flebotominos
mediante métodos inmunoldgicos, preferentemente ELISA.
Este método permite evaluar la exposicion del hospedador
a la picadura de flebotominos, apoyando asi la evaluacion
de la eficacia de los métodos de control vectorial [25] y del
riesgo de transmision de Leishmania [40].

4.6 Identificacion de la ingesta de sangre

En las hembras ingurgitadas se puede extraer el ADN de
la sangre para identificar la especie/s de hospedador de la
que se alimento el flebotomino. Para su diseccion, se debe
emplear material de un solo uso para evitar Ia
contaminacion cruzada. Su abdomen debe examinarse bajo
un estereomicroscopio para evaluar el estadio de digestion
de la sangre en el abdomen. Se recomienda seleccionar
unicamente hembras con abdomen rojo, marrén rojizo u
oscuro, que no muestren signos de formaciéon de huevos.
Retire la punta del abdomen, incluidas las espermatecas,
para identificar morfologicamente a la hembra tras el
aclaramiento. La parte principal del abdomen (sin las
espermatecas) debe colocarse en tubos Eppendorf® y
almacenarse a —20 °C hasta su andlisis posterior. Los

marcadores genéticos comunmente utilizados para la
identificacion de la fuente sanguinea, como PNOC [5, 30,
50], CytB [67] o COI [13], estan bien establecidos y
ampliamente descritos en la literatura; por lo tanto, no se
detallaran mas en este trabajo (Figura 6). Alternativamente,
para identificar la sangre del hospedador, puede emplearse
el mapeo peptidico MALDI-TOF [31]. Se ha demostrado
experimentalmente que esta técnica permite identificar la
sangre del hospedador en un intervalo de tiempo mas largo
tras la ingestion de la comida sanguinea; por lo tanto, es un
método adecuado, especialmente para el analisis de
hembras ingurgitadas con digestion de sangre del
hospedador visiblemente mas avanzada. Idealmente, las
muestras deben almacenarse a —20 °C o0 4 °C, pero también
pueden obtenerse buenos resultados a partir de muestras
almacenadas a temperatura ambiente durante un corto
periodo. El abdomen de una hembra ingurgitada debe
diseccionarse del resto del cuerpo poco antes del analisis y
homogenizarse en agua destilada. El resto del cuerpo del
flebotomino queda disponible para otros analisis
moleculares y morfologicos. Tras tomar la alicuota del
homogenizado para el mapeo peptidico MALDI-TOF, el
resto puede utilizarse para la extraccion de ADN con el fin
de confirmar la identificacion de la sangre del hospedador
y/o detectar la presencia de Leishmania spp. El tiempo total
de preparaciéon y analisis de las muestras para la técnica
MALDI-TOF es muy corto en comparacion con las técnicas
moleculares basadas en ADN.

5 Procesamiento de especimenes para
estudios morfoldgicos (Figuras 3, 6, 7 y 8;
Apéndices 1, 2,3y4)

Esta seccion describe los principios para preparar un

espécimen (flebotomino) para su montaje, destinado
exclusivamente a estudios morfoldgicos, seguidos de su
adaptacion para aplicaciones mas alla de la morfologia. Sin
embargo, comprender esta metodologia es crucial, ya que
permite adaptar los procedimientos a tipos de muestras
especificos cuando sea necesario.
El tratamiento implica pasos sucesivos de vaciado y llenado
utilizando pipetas Pasteur equipadas con peras de goma
flexibles. Se recomiendan encarecidamente los recipientes
de vidrio con fondo redondeado, ya que facilitan
enormemente estas operaciones. El vidrio es inerte frente a
todos los reactivos. Para evitar la evaporacion de los
reactivos, los recipientes deben estar provistos de tapas y
nunca sobrellenarse, lo que podria provocar derrames al
cerrar o abrir, ni permitir que caiga polvo sobre las
muestras. Los productos quimicos necesarios para el
aclaramiento y procesamiento se muestran en la Tabla 2.
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Figura 6: Procesamiento de flebotominos para aplicaciones de biologia molecular, protedmica y/o virologia.

5.1 Aclaramiento

Antes de que los especimenes de flebotominos puedan
prepararse como montajes permanentes en portaobjetos,
primero deben aclararse mediante maceracion utilizando un
método y un agente de aclaramiento adecuados (es decir,
solucion de acido acético al 10 % o solucion de Marc-André
que incluye hidrato de cloral, un compuesto quimico
restringido en muchos paises) para hacerlos transparentes.
El proceso de aclaramiento elimina los tejidos corporales,
grasas, secreciones y ceras, volviendo el espécimen
translicido y facilitando el examen de las estructuras del
exoesqueleto (p. ¢j., insercion de setas), las caracteristicas
superficiales (p. ej., coloracion) y las estructuras internas
visibles a través del tegumento (p. ¢j., espermatecas).

El proceso de aclaramiento en dos pasos, que implica
primero el uso de una base fuerte (como el hidroxido de
potasio), seguido de un acido débil (como el acido acético
en la solucion de Marc-André), cumple propositos

bioquimicos distintos [74]. La base descompone los tejidos
blandos, como proteinas, grasas y musculos, mediante
saponificacion y desnaturalizacion proteica, dejando intacto
el exoesqueleto de quitina para una mayor claridad
estructural. El 4cido débil posterior neutraliza cualquier
resto de dlcali, evitando una degradaciéon adicional, y
blanquea la quitina para mejorar la transparencia [74],
aunque el lavado de los especimenes dos veces en agua
destilada durante 15 minutos también puede ser suficiente
para neutralizar la base. Este tratamiento secuencial
combina una eliminacion eficaz de tejidos con una
conservacion que mantiene la integridad del espécimen,
para el examen microscopico.

Se recomiendan dos enjuagues de 20 minutos en agua
destilada antes de proceder al siguiente paso.

5.1.1 Lisis de tejidos blandos (Figura 8)

El hidroxido de sodio (NaOH) o el hidréxido de potasio
(KOH) son agentes quimicos de maceracion comiinmente
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Figura 7: Método clasico para procesar flebotominos.

utilizados, aplicados a diferentes concentraciones y durante
distintos periodos seguin el tamafio y la fragilidad de los
especimenes. La técnica estandar y mas eficaz consiste en
lisar los tejidos blandos mediante la inmersion de los
flebotominos en una base fuerte (KOH o NaOH al 10 %)
durante toda la noche. La concentracion puede
incrementarse para reducir la duracion del tratamiento (p.
ej., KOH al 20 % durante 6 horas), asi como mediante
calentamiento a 37 °C.

5.1.2 Aclaramiento con o sin tincion

Este paso va seguido de un tratamiento de aclaramiento
o blanqueamiento, que normalmente combina acido acético
e hidrato de cloral (por ejemplo, soluciéon de Marc-André).
Tras el aclaramiento, los especimenes deben enjuagarse
cuidadosamente en al menos dos bafios sucesivos de agua,

de 20 minutos cada uno, para eliminar los residuos
quimicos.

La solucion de Marc-André es un agente de
aclaramiento ampliamente utilizado para la preparacion de
especimenes de flebotominos. Su eficacia radica en facilitar
el proceso de aclaramiento mientras minimiza dafos
significativos en estructuras fragiles, como alas y antenas.

La solucion debe prepararse recientemente o
almacenarse en un recipiente herméticamente cerrado para
evitar su evaporacion o degradacion. El uso de la solucion
de Marc-André es particularmente ventajoso cuando se
combina con técnicas de aclaramiento o tincion para resaltar
detalles morfolégicos especificos. Los detalles sobre su
composicion y preparacion se presentan en el Apéndice 2.

En especimenes altamente translucidos, puede ser
necesario aplicar una tincion para mejorar la visibilidad
antes del montaje. Existen numerosos colorantes, cada uno
dirigido a componentes quimicos especificos del organismo
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Figura 8: Remontaje de portaobjetos. A: portaobjetos dafiados y secos montados en Hoyer; B: vista microscopica de un flebotino
seco; C: vista microscopica de otro flebotomino dafiado; D: camara humeda con un portaobjetos seco; E: cabeza y F: cuerpo del
espécimen B tras su montaje en Euparal®; G: cabeza y H: cuerpo del espécimen C dafiado tras su montaje en Euparal®.

Es importante seleccionar un colorante compatible tanto
con el espécimen como con el medio de montaje elegido.
Esta metodologia basica puede adaptarse segin sea
necesario, por ejemplo, incorporando fucsina acida al 0.1 %
en la solucién de Marc-André para la tincion. Ademas, los
especimenes conservados en soluciones acuosas y
destinados a montajes en medios resinosos requieren

deshidratacion (véase la Seccion 5.2 sobre deshidratacion),
ya que la mayoria de los medios de montaje resinosos,
naturales o sintéticos, son incompatibles con el agua. New
(1974) sefialdé que algunos colorantes pueden deteriorarse
en determinados medios de montaje [53]. Por ejemplo, la
fucsina 4cida, comunmente utilizada con balsamo de
Canada, también puede fijarse en Euparal®. Sin embargo,
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Tabla 2: Composicion de los reactivos utilizados.

Hidroxido de potasio 10%
Hidroxido de potasio 10 g
Agua destilada 100 mL

Medio de montaje con goma cloral (medio de Hoyer)
Agua destilada 50 mL
Hidrato de cloral 200 g
Goma arabiga 50 g
Glicerol 20 mL

Solucion de Marc-André
Hidrato de cloral 40 g
Acido acético glacial 30 mL
Agua destilada 30 mL

Fucsina acida 1% en agua destilada

Fucsina acida (en polvo) 1 g
Agua destilada 99 mL

Solucidon de Marc-André coloreada con fucsina acida

Solucion de Marc-André 10 mL
Fucsina 1 % 50 pL

Medio Enecé

Colofonia blanca pura 22 g

Goma copal (Copal Manila) soluble en alcohol 12 g
Etanol absoluto 20 Ml

Alcanfor 10 g

Esencia de trementina 10 mL

Eucaliptol 26 mL

los especimenes tefiidos con fucsina 4cida son propensos a
la decoloracién, especialmente cuando permanecen restos
de aceite de clavo, utilizado como fluido final de
aclaramiento. Los especimenes almacenados en aceite de
clavo pueden mostrar una decoloracion significativa en
pocos dias.

5.2 Deshidratacion

La deshidratacion se lleva a cabo transfiriendo
gradualmente las muestras a través de una serie de
soluciones de etanol de concentracion creciente: 50%, 70%,
80%, 90% o 95% vy, finalmente, 100%, manteniendo cada
bafio durante al menos 20 minutos. Dado que el etanol se
evapora rapidamente, el recipiente debe mantenerse
herméticamente cerrado durante el procesamiento. Una vez
que el espécimen estd completamente deshidratado, el
procesamiento puede interrumpirse durante algunos dias en
esencia de Euparal®, la cual es preferible al aceite de clavo.
El creosoto de haya, ampliamente utilizado en el pasado
para este fin, se encuentra actualmente totalmente prohibido
debido a su toxicidad.

El proceso de deshidratacion debe garantizar que el
fluido presente en el interior del espécimen sea compatible
con el medio de montaje, con el fin de evitar opacidad,
colapso osmético o distorsiones que podrian hacer que el
espécimen resulte inadecuado para estudios taxonoémicos.

5.3 Medios de montaje

5.3.1 Seleccién y aplicacion para la preparacion de
especimenes

Idealmente, el medio de montaje debe tener un indice de
refraccion lo mas cercano posible al del vidrio, que es
aproximadamente 1,5. Debe ser incoloro, claro y

permanecer perfectamente transparente tras el secado y con
el paso del tiempo. Debe ser compatible con los colorantes
utilizados y capaz de penetrar y difundirse en todos los
tejidos del espécimen. No debe secarse demasiado rapido ni
formar velos u opacidades durante el montaje, ni contraerse
después de la preparacion.

La seleccion de un medio de montaje adecuado
constituye un aspecto fundamental de la preparacion de
especimenes, ya que no existe un unico medio ideal para
todos los propositos. La eleccion debe equilibrar varios
factores clave:

- Propiedades opticas. El indice de refraccion del medio
de montaje debe proporcionar suficiente contraste y
refraccion de las estructuras anatdmicas criticas utilizadas
para la identificacion taxondémica o la descripcion
morfolégica, tales como las espermatecas, los ascoides, las
sensilas de Newstead, los dientes verticales del cibario y los
dientes de la faringe. La visibilidad de estas estructuras
depende directamente de las propiedades dpticas del medio
de montaje.

- Preservacion. En el caso de especimenes tipo o
materiales destinados a colecciones permanentes, el medio
debe ofrecer estabilidad y durabilidad a largo plazo. En
contraste, para estudios de inventario o epidemiologicos,
donde la preservacion a largo plazo es menos critica, pueden
ser suficientes los medios de montaje temporales o
semipermanentes.

5.3.2 Requisitos de los medios de montaje

Los especialistas suelen desarrollar técnicas de montaje
personalizadas y complejas, adaptadas a necesidades de
investigacion especificas. Sin embargo, estos métodos con
frecuencia pasan por alto aspectos como la calidad
archivistica, la compatibilidad, la estandarizacion o la
facilidad de manejo y preservacion a largo plazo. Esta falta

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


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

18

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

Tabla 3. Composicion de algunos medios de montaje seleccionados.

Medio de montaje

Solvente

Prepolimero(s) o
potencial(es)

polimero(s)

Observaciones

Hoyer = goma de
cloral

CMCP-9
(=carboximetil
celulose fenol)
DMHF (dimetil
hidantoina
formaldehido)

Balsamo de Canada

Glicerol, agua

Agua (CMCP-9: 51-60%)

Agua

Xileno; componentes
parcialmente  volatiles  del
balsamo  (A3-careno, acido
levopimarico, limoneno,

Compuestos de goma arabiga

Alcohol polivinilico totalmente
hidrolizado (CMCP-9: 0—5%)

N,N'-dimetilol dimetil hidantoina (di-
metilol DMH) oligomeros unidos por
puentes
Eter/metileno; red polimérica de DMH-
formaldehido reticulada

balsamo (abienol, &cido abiético,
acido isopimarico, acido
sandaracopimarico)

Agente macerante: hidrato de cloral

CMC(P)-9: baja viscosidad / alta
viscosidad

Neutralizacion: carbonato de
potasio; resina de Abies balsamea

(Linné, 1758)

mirceno, acido palustrico, B-
felandreno, a-pineno, f-pineno)

Euparal® Eucaliptol, paraldehido; Compuestos de la goma sandaraca Agente aclarante: salicilato de
componentes parcialmente (4cido comuninico, manool, 4acido metilo; color del Euparal® verde: sal
volatiles de la goma sandaraca policomuninico, acido de cobre (abietinato de cobre); resina
(limoneno, a-pineno, B-pineno)  sandaracopimarico, acido 12-acetoxi- sandaraca de Tetraclinis articulata

sandaracopimarico, sugiol, acido (Vahl, 1791)
toruldsico, torulosol, totarol)

Enecé Alcohol etilico; con alcanfor, Compuestos de goma copal y colofonia

eucaliptol 'y esencia de

trementina

(rosina)

de estandarizacion dificulta la integracion de colecciones
donadas y los esfuerzos de curaduria a largo plazo.

Las aplicaciones cientificas imponen requisitos distintos
para los medios de montaje. Los taxonomos suelen montar
especimenes completos y prefieren medios que maceren
suavemente los drganos internos para mejorar la visibilidad
de las estructuras cuticulares. El indice de refraccion del
medio de montaje debe diferir lo suficiente del indice del
espécimen y del portaobjetos de vidrio, con el fin de
maximizar la claridad optica. Los medios de montaje
comerciales suelen formularse con un indice de refraccion
cercano al del vidrio, con el fin de minimizar la refraccion
y dispersion de la luz a través del sistema portaobjetos—
medio de montaje—cubreobjetos. No obstante, en
microscopia de campo claro, el contraste natural de un
espécimen sin teflir puede manipularse deliberadamente
mediante la eleccion de un medio de montaje con un indice
de refraccion ligeramente diferente al del espécimen,
mejorando asi su visibilidad frente al fondo.

5.3.3 Tipos de medios de montaje (Tablas 3 y 4)

La microscopia requiere considerar el indice de refraccion
(IR) del medio de montaje para determinar como se desvia

la luz a través del portaobjetos, el medio y el espécimen.
Cuando el IR esta estrechamente alineado con el del vidrio
del cubreobjetos (=1,515), la luz se transmite de manera
uniforme, disminuyendo la dispersion y las distorsiones
opticas, lo que resulta en una mejor resolucion y visibilidad
de las estructuras finas. Por el contrario, una discrepancia
en el IR puede provocar desenfoque, halos u ocultar
caracteristicas no tefiidas. Debido a los distintos indices de
refraccion de los diferentes medios, la seleccion del medio
de montaje adecuado es crucial para optimizar el contraste,
la claridad y la calidad general de la imagen para un
espécimen determinado.

El indice de refraccion del medio de montaje tiene un
impacto significativo en la observacion de estructuras finas
durante la preparacion de flebotominos en montajes
permanentes. Las estructuras delicadas y débilmente
esclerotizadas de los flebotominos, como la armadura
cibarial, las espermatecas, los segmentos antenales y la
venacion alar, pueden resultar dificiles de observar en
medios de montaje con un indice de refraccion elevado.

En flebotominos, las opciones mas utilizadas incluyen
medios a base de goma cloral como medios de montaje
acuosos, y el balsamo de Canada y la resina Enecé — Nelson
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Cerqueira (NC) como medios de montaje a base de
solventes. Rawlins [60] clasificd los medios de montaje en
dos tipos: (1) medios permanentes: que se endurecen con el
tiempo y son adecuados para la conservacion a largo plazo,
y (2) medios semipermanentes, que no endurecen
completamente y se utilizan generalmente con fines
temporales.

Los medios de montaje pueden ser liquidos, a base de
gomas o resinosos, y ser solubles en agua, alcohol u otros
solventes (p. ej., tolueno, xileno) (Tabla 3). Una vez
aplicados, deben sellarse frente a los efectos atmosféricos
mediante medios de sellado no solubles. Para distinguir
claramente entre los distintos tipos de medios de montaje,
puede utilizarse la siguiente categorizacion:

(a) Medios acuosos. Estos medios se disuelven facilmente
en agua, lo que los hace adecuados para montajes
temporales o semipermanentes. Generalmente son
faciles de manipular, pero pueden requerir sellado para
evitar la exposicion a la humedad atmosférica (es
decir, medios goma-cloral y alcohol polivinilico),
especialmente en climas tropicales humedos.

(b) Medios con tolerancia limitada al agua. Estos medios
son menos afectados por el agua, aunque aun requieren
proteccion frente a wuna humedad excesiva.
Proporcionan una mayor estabilidad a largo plazo en
comparacion con las opciones solubles en agua y se
utilizan con frecuencia en montajes semipermanentes.

(¢c) Medios solubles en hidrocarburos. Estos medios se
disuelven en solventes organicos como xileno o
tolueno, o en essencé (solvente enec€). Estan
disefiados para montajes permanentes y ofrecen una
excelente estabilidad a largo plazo; ademas, resisten la
humedad y la degradacion, lo que los hace ideales para
fines de archivo (p. ¢j., balsamo de Canada neutral).

En resumen, los medios solubles en agua son los mas
adecuados para montajes temporales o para casos en los que
se requiera una facil remocion del espécimen; los medios
con tolerancia limitada al agua son apropiados para
montajes semipermanentes que requieren una durabilidad
moderada; y los medios solubles en hidrocarburos son
preferidos para montajes permanentes destinados a
conservacion archivistica y almacenamiento a largo plazo.

5.3.4 Descripcion de los medios de montaje
recomendados (Tablas 3 y 4)

Medios para observacion temporal

Goma de cloral = fluido/medio/solucion Hoyer (IR =
1,48). El medio de Marc André es el mejor medio para la
observacion a corto plazo (unas horas, quiza algunas mas si

el portaobjetos se almacena en una camara humeda) de
espermatecas, incluyendo fotografias (Figura 4) o dibujos.
La conservacion de las espermatecas observadas requiere su
remontaje en un medio acuoso que permita su
almacenamiento a medio plazo. Deshidratarlas para
remontaje en resina no es imposible, pero no se recomienda
(riesgo de pérdida). La goma de cloral y el medio de Hoyer
se consideran sindnimos. Este medio se utiliza cominmente
para la observacion de organos internos debido a su
compatibilidad con el agua, simplicidad, rapida aplicacion
e indice de refraccion que facilita el examen de estructuras
delicadas como las espermatecas. Sin embargo, la goma de
cloral presenta inconvenientes significativos si no se
prepara correctamente o se almacena en condiciones de
humedad controlada. Estos problemas incluyen
cristalizacion, decoloracion y pérdida de viscosidad. El
anillado del cubreobjetos no resuelve estos problemas, ya
que el medio de montaje puede decolorarse
considerablemente (a veces casi negro) debido a la
interaccion con el medio de anillado, especialmente si se
utiliza Euparal®.

El medio Hoyer se ha considerado dpticamente el mejor
para los flebotominos y se ha utilizado tradicionalmente
para estos fines. El medio consta de varias formulaciones
estrechamente relacionadas, como la goma arabiga, el
glicerol y el hidrato de cloral. Varias formulaciones han sido
malinterpretadas y citadas erroneamente [74].

Aunque el medio Hoyer es un buen medio para observar
espermatecas en los flebotominos, no es adecuado para la
conservacion a largo plazo. Es ideal para observaciones a
corto plazo, como fotografias, dibujos o imagenes. Los
medios acuosos son adecuados para montajes temporales,
pero no garantizan una conservacion a largo plazo. Por el
contrario, el montaje con resina ofrece una excelente
durabilidad, que a menudo dura siglos, pero puede ocultar
detalles finos de las espermatecas, ya que su refringencia se
pierde con frecuencia. El medio Hoyer se degrada con el
tiempo debido a la deshidratacion (Figura 8), lo que resulta
en la formacion de pequefios cristales blancos y opacos de
hidrato de cloral. Sin embargo, se pueden recuperar
muestras de portaobjetos cristalizados, ya que la cuticula
permanece quimicamente intacta, aunque el crecimiento de
los cristales puede causar algun dafio fisico. En algunos
casos, los portaobjetos cristalizados se pueden restaurar
rehidratando el medio de montaje en un ambiente calido y
htimedo con timol para prevenir el crecimiento de hongos.
Como alternativa, las muestras se pueden remojar en agua
para eliminar la goma cloral, deshidratarlas en acido acético
glacial y volver a montarlas en balsamo de Canada.

DMHF (dimetilhidantoina formaldehido) (RI 1,48). Este
medio a base de agua [72] presenta un excelente
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de algunos medios de montaje para preparaciones microscopicas, basadas en observaciones no
publicadas de diversas personas [52].

Nombre

Ventajas

Desventajas

* Balsamo de Canada

DMHF
(dimetilhidantoina
formaldehido)

*Euparal
(transparente)

Medio altamente duradero, con una vida util
superior a 150 afios.

Las preparaciones pueden montarse utilizando
aceite de clavo o fenol como agentes de montaje.

Alta transparencia

Buen indice de refraccion

Excelente visibilidad de las estructuras
Estabilidad bastante buena de las preparaciones
Compatible con diversas técnicas de tincion
Buena proteccion de las muestras

Buena adhesion entre el portaobjetos y el
cubreobjetos

Medio duradero, con una vida util superior a 50
afios.

Permite el montaje directo desde etanol al 80 %
(recomendacion del fabricante).

No enmascara estructuras no teflidas y no
amarillea ni se vuelve fragil con el tiempo.
Posee un indice de refraccion mas adecuado que
el balsamo de Canada para Dipteros.

Funciona bien con especimenes mas gruesos
debido a la minima contraccion y al secado sin
burbujas.

Permanece soluble en etanol al 95 %, lo que
permite el remontaje incluso tras muchos afios.

Contiene  componentes nocivos y debe
manipularse bajo campana de extraccion.
Requiere una serie completa y prolongada de
deshidratacion.

La deshidratacion en etanol y la transferencia
mediante xileno o aceite de clavo pueden volver
fragiles algunos taxones; alternativas (p. ej.,
isopropanol, n-butanol, Cellosolve™, 1,4-
dioxano, Histoclear, terpineol) pueden reducir la
rotura.

Los especimenes pueden ennegrecerse si el
xileno se sustituye por fenol o si permanecen
residuos de hidréxido de potasio.

Los altos indices de refraccion pueden ocultar
estructuras no tefiidas.

El secado completo puede tardar afios si no se
utiliza placa calefactora.

El medio amarillea y se oscurece con el tiempo,
especialmente cuando se aclara con aceite de
clavo.

Algunas tinciones se debilitan y los colorantes
cationicos pueden desvanecerse si el medio se
vuelve 4cido, lo cual puede ocurrir
espontaneamente con el tiempo.

Posible amarilleamiento con el tiempo

Puede alterar algunas manchas

No apto para manchas sensibles al formaldehido
Burbujas de aire, secado lento

Medio de montaje sensible a la humedad

El montaje es dificil de revertir

El formaldehido es toxico, irritante y
cancerigeno
Contiene  componentes nocivos y debe

manipularse bajo campana de extraccion.
La deshidratacion en etanol y la transferencia
mediante esencia de Euparal pueden volver
fragiles algunos taxones, aunque el uso de
isopropanol puede reducir este problema.

(Continua en la pagina siguiente)



Tabla 4. (Continuacion)

Nombre

Ventajas

Desventajas

Fluido de Hoyer

CMCP-9
(=carboximetil
celulosa fenol)

Eukitt™

Enecé

Los especimenes pueden montarse vivos o
directamente desde agua, etanol o formaldehido.
La maceracion produce una excelente calidad de
la cuticula.

Posee un indice de refraccion favorable y puede
mejorarse con tincidon con yodo para mayor
contraste.

El acido acético de la formula puede expandir los
apéndices de los artropodos.

Algunos especimenes pueden permanecer
estables durante 40—60 afios.

Soluble en agua, lo que permite un remontaje
sencillo.

Los especimenes pueden montarse directamente
desde medios como agua, etanol, glicerol o
soluciones con formaldehido, y los &rganos
internos pueden macerarse cuando sea necesario
para facilitar el examen general o la preparacion.

Medio duradero, con una vida util superior a 30
afos.

Compatible con numerosos solventes de
montaje, incluyendo acetona, benceno,
cloroformo, dioxano, éter, isopropanol, benzoato
de metilo, terpineol, tolueno y xileno.

Seca rapidamente y presenta un pH ligeramente
acido.

No se oscurece de forma apreciable con el
envejecimiento.

Adecuado para diversas tinciones (p. €j., fucsina,
hematoxilina, verde de metilo, violeta de metilo,
azul de metileno).

Los especimenes pueden remontarse tras anos de
inmersion prolongada en xileno.

Medio altamente duradero, con una vida tutil de
al menos 50 afios.

No se oscurece con el tiempo.

Es més maleable, lo que permite la diseccion de
insectos dentro del medio y proporciona un
tiempo razonable para posicionar las estructuras
morfologicas.

Bajo costo.

Los especimenes vegetales delicados pueden
colapsar si el medio no se afiade gradualmente,
lo cual es un proceso lento.

Pueden formarse cavidades y cristales en menos
de 10 afios.

La maceracion puede ser excesiva segun la
concentracion de hidrato de cloral y el tiempo de
exposicion.

Los componentes del medio pueden separarse y
aparecer una granulacion fina en meses o afios.
Se ha reportado ennegrecimiento del medio.

El medio puede formar cristales y oscurecerse
con el tiempo, y en ocasiones puede macerar los
especimenes mas de lo deseado.

Si la preparacion no se sella cuidadosamente, las
muestras gruesas se contraen y generan espacios
alrededor del cubreobjetos.

No es adecuado para especimenes tefiidos ni para
materiales calcificados.

El tiempo de secado es mas lento que el de la
CMC.

Contiene componentes nocivos y debe
manipularse bajo campana de extraccion.
Requiere una serie completa y prolongada de
deshidratacion.

No es ideal para especimenes gruesos debido a la
contraccion y la formacion de burbujas de gas.
Los cubreobjetos pueden desprenderse con el
tiempo si el vidrio no se limpia bien y no se sella
adecuadamente.

Puede presentar polimerizacion
alrededor de fibras de colageno.

incompleta

Requiere una serie completa y prolongada de
deshidratacion.

La deshidratacion en etanol y la transferencia
mediante aceite de clavo pueden volver fragiles
algunos especimenes.

El insecto continua aclarandose, aunque muy
lentamente; esto puede dificultar la observacion
de estructuras muy pequefias, como sensilas,
ascoides y setas simples.

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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rendimiento optico, similar al del Berlese, y es tan facil de

usar como este. Sin embargo, a diferencia del Berlese, no se
ennegrece ni cristaliza. Funciona bien para flebotominos y
otros Psychodidae.

CMCP (alcanfor-monoclorofenol) (IR = 1,41). Este
medio de montaje, soluble en agua y a base de glicerina, se
utiliza para crear portaobjetos transparentes y permanentes
de especimenes delicados, incluyendo flebotominos. La
ventaja de este medio de montaje es que los especimenes se
pueden montar directamente en agua o etanol. También
relaja y limpia rapidamente el flebotomino, ablandando la
cuticula para permitir una correcta colocacion del
espécimen, lo cual es especialmente util para extender las
alas o diseccionar los genitales. Aunque se ha informado
que permite el almacenamiento a largo plazo, la duracion
exacta de la conservacion sigue siendo incierta. La principal
limitacion de este medio de montaje reside en su
composicion, que contiene fenol, una sustancia toxica e
irritante que requiere una manipulacion cuidadosa.

Medios para montaje permanente

Balsamo de Canada (IR = 1,52-1,54). El balsamo de
Canada fue descrito por primera vez como un medio de
montaje adecuado para microscopia de luz transmitida por
Andrew Pritchard en la década de 1830. Sigue siendo uno
de los medios mas utilizados debido a su probada calidad de
archivo, con mas de 150 afos de aplicacion exitosa. A
diferencia de los medios fluidos Hoyer, el balsamo de
Canada no cristaliza ni absorbe humedad. Sin embargo, el
balsamo de Canada es fuertemente autofluorescente, lo que
a veces puede ser una desventaja para ciertas técnicas de
microscopia [60]. El uso de disolventes no toxicos en lugar
de xileno puede reducir los riesgos de seguridad durante la
preparacion, pero también puede presentar inconvenientes
como un secado mas lento y un oscurecimiento mas
temprano del medio.

Euparal® (IR = 1,48). Euparal® es una alternativa
ampliamente utilizada al balsamo de Canada para montaje
permanente, que ofrece una excelente estabilidad a largo
plazo y un indice de refraccion comparable. Euparal®
presenta las siguientes caracteristicas: (1) Requisito de
deshidratacion: antes de la transferencia final del medio de
montaje, la muestra debe deshidratarse, generalmente
pasando de etanol al 95 % a etanol absoluto. Ademas, (2)
Tiempo de procesamiento prolongado: el ensamblaje final
en una resina, ya sea balsamo de Canadd o Euparal®,
requiere deshidratacion, lo que prolonga el tiempo total de
procesamiento de la muestra. Cuando la deshidratacion con
disolventes organicos no es factible, las muestras extraidas
del etanol absoluto pueden colocarse en una solucion
intermedia compuesta por una mezcla a partes iguales de
Euparal® y esencia Euparal® antes del montaje final.

Enecé (IR = 1,467). El enecé es un medio de montaje a
base de resina, utilizado principalmente para insectos

pequeios, y es particularmente popular en Brasil. Su base
consiste en colofonia y goma copal disueltas en alcohol,
alcanfor, esencia de trementina y eucaliptol. Cerqueira [11]
describié el enecé como una alternativa al balsamo de
Canada para el montaje de preparaciones permanentes de
larvas, exuvias de inmaduros e incluso mosquitos adultos, y
desde entonces se ha adoptado ampliamente para el montaje
de flebotominos. El enecé ofrece una alternativa rentable
para el montaje permanente, proporcionando estabilidad a
largo plazo y un tiempo de secado suficiente, lo que permite
la diseccidén y la disposicion precisa de las estructuras
morfolégicas.

5.4 Preparacion y secado de las preparaciones

El secado adecuado de las preparaciones montadas es
fundamental para garantizar su estabilidad y conservacion a
largo plazo. Las preparaciones deben secarse
completamente antes de considerar su almacenamiento a
largo plazo. Para obtener resultados Optimos, los
portaobjetos montados con medios de montaje permanentes
deben secarse horizontalmente durante 2 a 3 semanas,
mientras que los preparados con medios semipermanentes
pueden requerir solo 1 a 2 semanas. Para garantizar un
secado eficaz, se recomienda utilizar una incubadora a una
temperatura adecuada para el medio de montaje utilizado,
evitando el calor excesivo que podria dafar las muestras. Se
recomienda un rango de temperatura de 30°C a 37°C. Este
paso de secado es crucial para evitar la deformacién de los
portaobjetos, el deterioro de las muestras o la inestabilidad
del medio de montaje durante el almacenamiento.

El medio de montaje utilizado en la preparacion de los
portaobjetos siempre debe indicarse en la etiqueta. Si es
posible, la etiqueta también debe incluir la receta especifica
utilizada, junto con el nombre de la persona que realiza la
preparacion y la fecha de preparacion. Los portaobjetos se
preparan inicialmente como montajes temporales y no estan
destinados a la conservacion a largo plazo. Sin embargo, si
el estado del espécimen cambia, por ejemplo, si se designa
como parte de una serie "tipo", se debe utilizar un medio de
montaje mas permanente para garantizar su conservacion
para futuros estudios taxonomicos.

5.5 Técnicas alternativas de montaje: montaje
en tarjetas

El montaje en tarjetas es una técnica utilizada para
varios grupos de insectos, en la que los especimenes pueden
fijarse directamente sobre tarjetas entomolodgicas o pegarse
a la superficie. Dado su pequefio tamafio y la necesidad de
observar los oOrganos internos para su identificacion
mediante aclaracion (véase el punto 5), este método no es
adecuado para el montaje de flebotominos.

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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5.6 Remontaje de muestras dafiadas

Para muestras raras o valiosas, se recomienda un
enfoque de dos pasos, segun el video disponible en:
https://zenodo.org/records/18315029. 1) Rehidratelas sin
desmontarlas para permitir una observacion preliminar. Se
debe colocar un soporte para varios portaobjetos en una
placa de Petri. El portaobjetos que se va a rehidratar se
coloca encima y la placa de Petri se llena con unos pocos
milimetros de disolvente para crear una camara hiimeda,
asegurando que el propio portaobjetos no entre en contacto
con el disolvente (Figura 8 D). El tiempo necesario para la
rehidratacion puede variar de uno a varios dias,
dependiendo del estado de la muestra. La monitorizacion
diaria y la paciencia son esenciales. Una vez que el
portaobjetos esté suficientemente rehidratado, se puede
retirar de la cdmara himeda y colocarlo en una incubadora
durante unas horas antes de examinarlo al microscopio,
fotografiarlo o dibujarlo. 2) Para volver a montarlo, el
portaobjetos puede devolverse a la cAmara hiimeda durante
unas horas mas o durante la noche. El desmontaje debe
realizarse bajo un microscopio binocular. Con agujas finas,
se debe retirar cuidadosamente el cubreobjetos,
asegurandose de que no queden adheridos elementos del
flebotomino  (https://zenodo.org/records/18315029). A
continuacion, los elementos disecados del flebotomino se
deben recolectar y enjuagar con agua en pocillos pequeiios,
como los utilizados para la extraccion destructiva de
ADN/ARN (véase mas adelante), antes de deshidratarlos y
volver a montarlos en un medio de resina. Al desmontar un
portaobjetos, es fundamental identificar el medio de
montaje original para seleccionar el disolvente adecuado.
Para medios de montaje acuosos, se debe utilizar agua. Si el
medio de montaje es a base de resina (p. ¢j., balsamo de
Canadd o Euparal®), se debe utilizar xileno, bajo una
campana extractora y con el equipo de proteccion personal
adecuado, incluida una mascarilla.

El montaje de especimenes tipo o de coleccion solo debe
realizarse con el consentimiento del conservador o de la
institucion propietaria del espécimen.

6 Identificacion del espécimen

6.1 Morfologia

La identificacion de los flebotominos se basa
principalmente en el examen de sus caracteristicas
morfologicas, incluyendo la forma del térax, las alas, los
genitales, las setas y las relaciones morfométricas
especificas entre diversas estructuras. Los investigadores
utilizan claves taxondmicas, colecciones de referencia y
descripciones originales de especies para comparar los
especimenes recolectados con taxones conocidos.

Caracteristicas diagnoésticas clave, como la venacion del ala
y la morfologia de la cabeza en ambos sexos, la estructura
de los genitales masculinos y la configuracion de las
espermatecas femeninas, son especialmente informativas
para la determinacion de la especie. Una identificacion
precisa a menudo requiere un examen microscopico
detallado, generalmente utilizando un microscopio
compuesto para observar estructuras finas como los
genitales y las espermatecas, o un estereomicroscopio para
caracteristicas morfologicas mas amplias.

Los avances recientes en la tecnologia de imagen han
facilitado el uso de imagenes digitales para la identificacion
de flebotominos. Fotografias de alta resoluciéon o
ilustraciones digitales de caracteristicas clave pueden
compararse con materiales de referencia o analizarse
mediante sistemas de identificacion asistidos por
computadora, lo que mejora la precision y la accesibilidad
en la taxonomia morfolégica.

6.2 Geometria del ala

La geometria del ala es una caracteristica clave para la
identificacion y clasificacion de las diferentes especies de
flebotominos. Las alas de los flebotominos presentan un
patron y una estructura unicos, tipicamente largos y
estrechos, con una venacion bien desarrollada (Figuras 9 y
10). La disposicion de las venas forma un patron distintivo
que puede variar entre géneros y especies, lo que
proporciona valiosas caracteristicas diagnoésticas para la
identificacion. Por consiguiente, el estudio de la geometria
del ala proporciona informacién valiosa para fines
taxonomicos.

6.3 Morfometria geométrica del ala

Los investigadores utilizan diversas técnicas, como la
morfometria geométrica, para analizar y comparar la forma
y el tamafio de las alas en diferentes especies o poblaciones
de flebotominos. El estudio de la geometria de las alas
proporciona informacion valiosa sobre el comportamiento,
las preferencias de hébitat y las habilidades de vuelo.

Figura 9: Ala sin procesar de Trichophoromyia ininii.
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En el método morfométrico geométrico, las alas se

disecan cuidadosamente, se tifien (si es necesario) y se
1 mm

Figura 10: Ala coloreada de Phlebotomus ariasi.
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montan en portaobjetos. Los portaobjetos preparados se
fotografian con un estereomicroscopio, se digitalizan y se

Tabla 5: Costo promedio, aplicacion y adaptacion de protocolos para la extraccion de ADNg de flebotominos

Protocolo Costo Aplicacion Adaptacion del protocolo para
artropodos pequeiios

Spin column 2.5-3.55 US$ [39] PCR, NGS [9]

Fenol-cloroformo 0.24 USS$ [69] PCR, NGS [9]

HotSHOT <0.01 USS$ [69] PCR -

Salting out 0.12 US$ [69] PCR -

Chelex 0.02 —0.04 US$ [41] [41, 76]

someten a analisis morfométrico. Este procedimiento ha
sido ampliamente descrito en la literatura [6, 27, 42, 56, 57,
59], y se recomienda utilizar el ala derecha o izquierda de
forma uniforme para los 6rganos pareados a fin de evitar
posibles efectos alométricos negativos [62].

Preparacion de alas para andlisis morfométrico
geomeétrico

Para una visualizacion 6ptima de las venas alares, las
alas deben limpiarse de escamas y teflirse adecuadamente.
Para la preparacion del ala, primero llene pequefios pocillos
con los reactivos necesarios (azul de metileno, etanol, agua
y sustituto de xileno). Recupere un ala conservada en etanol
al 70% a temperatura ambiente invirtiendo el tubo
Eppendorf y vaciandolo sobre el pocillo; luego, levante el
ala longitudinalmente utilizando una aguja curva fina. Pase
brevemente el ala de etanol a agua y nuevamente a etanol
para eliminar las quetas. Coloque el ala en azul de metileno
durante 6 minutos, asegurandose de que flote durante la
tincion. Recupere el ala con cuidado y sumérjala en el
sustituto de xileno durante 2 minutos (aproximadamente un
tercio del tiempo del azul de metileno). Golpecitos suaves
de la aguja contra las paredes del pocillo pueden ayudar a
que el ala se asiente; el xileno sirve para fijar la coloracion.
Finalmente, levante el ala y coloquela sobre una pequeia

gota de Euparal® en un portaobjetos de microscopio. Bajo
una lupa, desdoble suavemente el ala y coloque
cuidadosamente un cubreobjetos. Las fotografias deben
tomarse rapidamente antes de que el Euparal® se fije, ya
que pueden ser necesarios pequefios ajustes de la posicion
del ala bajo el cubreobjetos para lograr una alineacion
optima.

6.4 Técnicas de biologia molecular

Ademas de las técnicas morfologicas, los métodos
moleculares son cada vez mas esenciales en la investigacion
entomologica, incluyendo estudios taxondmicos, de
genética de poblaciones y filogenéticos, asi como para la
deteccion de patogenos de ADN/ARN y para determinar el
origen de las ingestas de sangre, siendo el comportamiento
de los vectores importante en el campo de la epidemiologia
[70]. La secuenciacion de ADN puede emplearse para la
confirmacion de especies o para diferenciar especies
estrechamente relacionadas, proporcionando un medio de
identificacion mas preciso y fiable. Ademas, técnicas
moleculares avanzadas (como PCR, secuenciacion de ADN,
NGS, etc.) y la MALDI-ToF MS estan ganando
protagonismo para una identificacion precisa y rapida de
especies, complementando los métodos morfoldgicos
tradicionales [46]. A pesar de estos avances, la
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identificacion morfologica sigue siendo el estandar de
referencia para la taxonomia y la base sobre la que se
interpretan los datos moleculares.

6.4.1 Extraccion destructiva de acidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos es un paso rutinario
en muchos estudios bioldgicos, y se han desarrollado
diversos métodos para aislar ADN de material biologico
[48]. Muchos kits de extraccion de ADN disponibles
comercialmente estan diseflados para facilitar este proceso
[14]. Sin embargo, los métodos comtinmente utilizados para
preparar especimenes de artrépodos para identificacion
morfologica a menudo dificultan el anélisis de ADN, ya que
estas técnicas pueden dafiar o destruir caracteristicas fisicas
criticas del espécimen [10]. La mayoria de los protocolos de
extraccion de ADN de tejidos de insectos son de naturaleza
destructiva [43], lo que plantea preocupaciones particulares
para especimenes pequefios, donde incluso un muestreo
limitado puede comprometer caracteristicas morfoldgicas
importantes [72]. El tipo y la condicion del espécimen
juegan un papel clave en la seleccion de un método de
aislamiento de ADN apropiado [29].

La necesidad de identificar flebotominos con precision,
comprender la dindmica de sus poblaciones y minimizar los
impactos no deseados ha impulsado el desarrollo de
herramientas de diagnostico molecular [23]. Los enfoques
moleculares ahora se utilizan con frecuencia para
complementar los métodos taxonémicos morfoldgicos en la
identificacion de flebotominos. Por ejemplo, el enfoque
estandar para el codigo de barras de insectos implica la
extraccion y secuenciacion de ADN, y la pérdida del
espécimen original. Por lo tanto, existe una necesidad
apremiante de explorar métodos de extraccion de ADN no
destructivos que preserven tanto el material biolégico como
su integridad morfolégica.

Se han aplicado numerosos métodos de extraccion de
acidos nucleicos a flebotominos. La cantidad o calidad de
los 4acidos nucleicos requeridos depende del analisis
molecular posterior, ya que diferentes técnicas tienen
requisitos de sensibilidad y pureza variables [9]. Por
ejemplo, se ha observado que los ojos de los flebotominos
inhiben la amplificacion por PCR [69]. Mas alla del cribado
de patogenos, el ADN de flebotominos se extrae de forma
rutinaria para fines de identificacion de especies. Se pueden
utilizar diversos métodos de extraccion, aunque el
rendimiento y la calidad difieren entre técnicas. Algunos
protocolos de fabricantes han sido adaptados por
investigadores para flebotominos [8], aumentando el
rendimiento y/o la calidad de los 4cidos nucleicos extraidos
[8, 9, 69], mientras que otras adaptaciones, desarrolladas
para otros taxones de artropodos, también pueden usarse en
flebotominos [58, 76].

Las PCR de identificacion dirigidas a pequefios
fragmentos mitocondriales (COI o CytB) son generalmente
compatibles con métodos de extracciéon que implican una
alta fragmentacion del ADN. Por el contrario, otras técnicas
de secuenciacion de nueva generacion (NGS) de lectura
larga (Oxford Nanopore y PacBio) requieren una
fragmentacion minima y ADN de alta calidad. Las
extracciones por columnas de filtracion generalmente
producen fragmentos de ADN genémico de hasta 60 kb,
mientras que la extracciéon con fenol-cloroformo puede
producir fragmentos de hasta 150 kb [77]. La Tabla 5
resume diferentes técnicas de extraccion de ADN de
flebotominos e indica si se han realizado adaptaciones
metodoldgicas para estos insectos. No se muestran los
rendimientos, ya que dependen del tamafio del espécimen y
del método de preparacion. La columna de modificacion se
refiere a las adaptaciones de los protocolos de extraccion
para flebotominos u otros artrépodos pequeios.

La eleccién del método de extraccion debe considerar
varios criterios, como el nimero de muestras, el tiempo de
extraccion y la técnica a utilizar posteriormente. Si bien las
técnicas de NGS requieren ADN genoémico de alto peso
molecular, todos los métodos aqui presentados pueden
utilizarse para aplicaciones estindar basadas en PCR.

Ademas, varios estudios han explorado métodos de
extraccion de ADN no destructivos para artropodos
terrestres pequefios, especimenes de museo preservados en
seco y artropodos de cuerpo blando [19, 26, 28, 55, 63].

6.4.2 Extraccion no destructiva de acidos nucleicos

Uno de los principales desafios en el analisis molecular
de artropodos, especialmente flebotominos, es Ila
preservacion de especimenes para su integracion en
colecciones entomoldgicas. La mayoria de los protocolos de
extraccion de ADN requieren la maceracion del tejido, lo
que compromete la conservacion del espécimen original.
Sin embargo, los métodos de extraccion de acidos nucleicos
no destructivos estan diseflados para obtener material
genético sin dafiar fisicamente la muestra, afectar su
viabilidad o alterar su morfologia. Estos métodos son
especialmente valiosos cuando se trabaja con especimenes
preciosos o escasos, como los flebotominos, donde
mantener la integridad estructural es esencial para futuros
fines taxonomicos, morfologicos o de diagndstico. Una
técnica cominmente empleada es el método de bafio no
destructivo, en el que los flebotominos son inmovilizados e
inmersos suavemente en un tampon de lisis que contiene
proteinasa K.

La técnica de vectolisis suave se ha aplicado con éxito
a flebotominos, particularmente a especimenes tipo [24].
Esta técnica utiliza un kit convencional de columnas de
filtracion (en este caso, un kit DNeasy Blood and Tissue,
QIAGEN, Hilden, Alemania) adaptado para obtener ADN
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sin destruir el espécimen. Los pasos de lisis modificados
(volumen del tampén de lisis y adicién de una etapa de
congelacion) [17] permiten la liberacion de 4acidos
nucleicos, minimizando el dafilo morfolégico [24]. En
cuanto a los flebotominos, también es posible utilizar un kit
de extraccion de ADN HotSHOT (Bento Bioworks Ltd,
Londres, Reino Unido) [73], que es rapido y econdmico,
permitiendo procesar muestras de manera agil y a bajo
costo.

Posteriormente, los especimenes entomologicos
destinados a identificacion morfoldgica pueden enjuagarse.
Aquellos procesados con un kit DNeasy Blood and Tissue
deben aclararse con solucion de Marc-André, mientras que
los procesados con el kit de extraccion de ADN HotSHOT
quedan suficientemente clarificados para montarse en un
medio acuoso o, preferiblemente, en resina después de la
deshidratacion, de acuerdo con el protocolo detallado en
este articulo [73].

El material genético extraido puede luego procesarse
para andlisis posteriores, como PCR, para amplificar
marcadores genéticos especificos. Los métodos de
extraccion de acidos nucleicos no destructivos son cruciales
para estudiar las caracteristicas genéticas de los
flebotominos, incluyendo la identificacion de posibles
agentes patdogenos que puedan portar. Al preservar la
integridad del espécimen, los investigadores pueden obtener
valiosa informacién genética, manteniendo la muestra
disponible para analisis o estudios adicionales.

6.5 MALDI-ToF MS

MALDI-ToF MS (espectrometria de masas por
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con
analizador de tiempo de vuelo) es una técnica basada en
espectrometria de masas disefiada para detectar y analizar
los perfiles proteicos tUnicos (“huellas digitales”) de
muestras biologicas. MALDI-ToF es cada vez mas
reconocida como una herramienta importante para la
identificacion de artropodos de importancia médica y
veterinaria. Esta técnica ha demostrado ser eficaz para
identificar diferentes estadios de desarrollo de los
flebotominos, incluidas las formas inmaduras y las fuentes
sanguineas de hembras ingurgitadas, y se ha aplicado con
éxito para diferenciar especies de flebotominos tanto
machos como hembras bajo una variedad de condiciones de
almacenamiento y homogenizacion [28, 30, 73, 74].
Ademas, este método ofrece un alto poder de discriminacioén
a nivel de subgéneros, especies y poblaciones.

Esta técnica permite a los investigadores lograr una
identificacion rapida y precisa de las especies, lo cual es
esencial para comprender la distribucion y el
comportamiento de los flebotominos, asi como su papel en
la transmision de enfermedades. Al diferenciar especies en
funcion de sus perfiles proteicos, MALDI-ToF desempeiia

un papel crucial en los estudios epidemioldgicos y en las
estrategias de control de vectores.

Existen actualmente dos principales limitaciones de esta
técnica que restringen su aplicacion rutinaria. La primera es
la disponibilidad de equipos de espectrometria de masas,
que son prohibitivamente costosos para ser adquiridos
unicamente con fines de identificacion de especies de
flebotominos (o de vectores artropodos en general).
Afortunadamente, esta limitacion puede superarse mediante
el acceso a tiempo de uso en espectrometros de masas que
se han convertido en una herramienta estandar en
instalaciones de protedmica y/o diagnéstico clinico. La
segunda limitacion es la baja representacion de datos de
referencia de flebotominos disponibles en bases de datos de
acceso abierto, lo que genera la necesidad de construir una
base de datos propia con espectros de referencia basados en
especimenes identificados de manera inequivoca,
idealmente mediante una combinacion de evaluacion
morfolégica y secuenciacion de un marcador genético
adecuado (COI, cytB u otro).

Se espera que esta limitacion se resuelva proximamente
mediante la inclusion gradual de datos de referencia de
flebotominos, hasta ahora de uso interno, en la plataforma
MSI gestionada por Assistance Publique—Hopitaux de
Paris, Universidad de la Sorbona, Francia, y en la coleccion
BCCM/IHEM/Sciensano en Bruselas, Bélgica
(https://msi.happy-dev.{r/).

Cuando se planifique el uso del perfilado proteico por
MALDI-ToF, las muestras deben  almacenarse
preferentemente congeladas en seco o en etanol al 70% de
grado molecular y no exponerse a temperaturas
ambientales. En ausencia de directrices universales para la
preparacion de muestras, se recomienda a los usuarios
emplear una solucion acuosa de acetonitrilo al 60%/0,3% de
TFA de acido sinapinico (30 mg/mL) para la preparacion de
la matriz MALDI-ToF, con el fin de hacer comparables sus
espectros proteicos con los datos de flebotominos
publicados hasta la fecha.

Preparacion de muestras para MALDI-ToF MS (Fig. 7)

Los especimenes de insectos, almacenados bajo diversas
condiciones, son primero secados al aire a temperatura
ambiente y disecados. La cabeza y el abdomen son retirados
para obtener partes del cuerpo que contienen caracteristicas
morfolégicas clave para el montaje en portaobjetos y el
analisis morfologico. El térax puede ser utilizado para
MALDI-ToF y el abdomen restante es preservado para la
extraccion de ADN. Para el perfil de proteinas, el térax es
homogenizado manualmente en microtubos de 1,5 mL con
10 pL de solucion de homogeneizacion utilizando morteros
y granulos desechables. Por lo general se utilizan dos
soluciones de homogeneizacion: agua destilada estéril y
acido formico al 25%.
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7 Conclusion

En este trabajo, nuestro objetivo fue proporcionar a los
investigadores los métodos mas eficaces para el montaje de
flebotominos, adaptados a objetivos de investigacion
especificos, con el fin de facilitar una identificacion precisa
y la deteccion de patdgenos. No existe un unico método
universalmente Optimo; mas bien, existen varios métodos,
cada uno con sus propias ventajas y limitaciones.

En los Datos Suplementarios, proporcionamos
protocolos detallados para diversas técnicas de montaje
utilizadas en la preparacion e identificacion de
flebotominos. Estos protocolos, que incluyen videos
instructivos, ofrecen procedimientos paso a paso adaptados
a distintos objetivos, garantizando resultados precisos y
confiables. Al ofrecer este recurso integral, buscamos
apoyar a los investigadores en la seleccion y aplicacion de
las técnicas de montaje mas adecuadas para sus necesidades
especificas.
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Apéndice 1: Fundamentos tedricos bioquimicos

Los artrépodos en cuestion son los flebotomineos (sand
flies). Sin embargo, la idea general puede extenderse a otros
artropodos muy comunes cuya identificacién solo puede
realizarse mediante caracteres morfolégicos internos. Por
fortuna, algunos oOrganos internos estan parcialmente
quitinizados y su morfologia nos proporcionan informacion
valiosa. Por esta razéon es muy interesante observar las
bombas alimentarias, las espermatecas y sus conductos.
Con todos los reactivos que revisaremos, nunca debe
olvidarse que, desde la etapa de fijacion del insecto hasta el
montaje, simplemente aplicaremos reacciones redox. La
unica precaucion o principio que debemos seguir es evitar
mezclar reactivos reductores con reactivos oxidantes.

Alcohol etilico; etanol:

Esta sustancia se utilizara de diferentes maneras. Las
moléculas de alcohol tienen una fuerte afinidad por el agua
y por lo tanto presentan un efecto deshidratante. Sin
embargo, un alcohol de baja concentracion (es decir,
demasiado rico en agua) jugara un papel en la degradacion
de los acidos nucleicos (el agua es enemiga de los acidos
nucleicos).

Cuando los insectos se colocan en etanol, no es solamente
para preservarlos, sino también para fijar los tejidos. En
histologia se suelen diferenciar dos conceptos importantes:
velocidad de penetracion y velocidad de fijacion. Se
entiende bien que un buen preservante debe primero
penetrar rapidamente en profundidad en los tejidos antes de
fijarlos. Para alcohol al 96%, el coeficiente de penetracion
es aproximadamente 1,05 (para comparacion: una solucion
acuosa de acido picrico al 0,75% tiene un coeficiente de
penetracion de 0,45, mientras que una solucion de
dicromato de potasio al 3% tiene 1,45).

Para los entomoélogos es una practica comun intentar
preservar insectos y otros artropodos indefinidamente en
etanol. La idea es muy honorable, ya que permite conservar
las capturas de campo para estudios posteriores o para
futuros investigadores. Sin embargo, esta idea no es posible
para un citélogo o histdlogo. Si se intenta mantener las
muestras demasiado tiempo en el fijador, pueden volverse
practicamente imposibles de reprocesar. Por esta razon,
muestras con mas de 10 afios son dificiles o incluso
imposibles de utilizar.

Otro aspecto a considerar es la relacion entre la masa del
artropodo a fijar y el volumen del fijador. En practica
zoologica o médica se recomienda utilizar un volumen 60
veces mayor que el volumen del material a fijar. En la
practica, para microartropodos, para un volumen dado de
especimenes, afiadir al menos 45 volimenes de alcohol.
Debe tenerse en cuenta que el alcohol pierde su eficacia al
absorber toda el agua presente en los tejidos del artropodo.

En conclusion:

e El alcohol etilico es un agente quimico reductor
(por lo tanto, incompatible con fijadores
oxidantes):

e Precipita enérgicamente las proteinas y las
desnaturaliza;

e Disuelve ciertos lipidos complejos y precipita el
glucogeno;

e  Produce una fuerte contraccion de los tejidos y su
endurecimiento

Soluciones basicas de hidréxido de potasio o sodio:

El uso de estas soluciones en entomologia se ha centrado
principalmente en el hidréxido de potasio, sin una
justificacion clara. El Hidroxido de sodio (NaOH) [E524] se
encuentra en soluciéon con diferentes concentraciones o
normalidades. También se presenta en pellets o escamas. Su
principal desventaja es que es muy higroscopico (mas que
el KOH). Cuando reacciona con las proteinas las disuelve,
con los lipidos los transforma en jabones duros durante la
saponificacion (esto es una diferencia importante con el
KOH, que produce jabones liquidos durante Ia
saponificacion).

El Hidroxido de potasio (KOH) [E525] esta disponible
como solucidn concentrada, pero sobre todo tiene la ventaja
de presentarse en pellets de aproximadamente 0,1 g, lo cual
facilita mucho la preparacion de soluciones diluidas cuando
no se dispone de una balanza de precision. Por ejemplo, 1
pellet de 0,1 g en 1 mL de agua destilada produce una
solucioén al 10%. Otra ventaja es su menor sensibilidad a la
carbonatacion (las soluciones de KOH tienen una gran
afinidad por fijar CO-, formando sales carbonatadas).

Estas bases fuertes se utilizan para solubilizar acidos grasos
transformandolos en jabones solubles en agua. Debe
recordarse que el fijador (como el etanol) ya ha solubilizado
parte de las grasas del espécimen. Sin embargo, al colocar
la muestra en un medio acuoso con una base fuerte, los
acidos grasos (mas o menos complejos) precipitan. La base
fuerte realiza entonces una saponificaciéon en frio. En
algunos casos, cuando los tejidos adiposos estan en exceso
(por ejemplo en hembras), serda ventajoso aumentar la
temperatura a 35—40 °C o prolongar el tiempo de contacto a
temperatura ambiente.

Solucion acida coloreada / solucion Marc-André
incolora:

Aqui exploraremos las ventajas y desventajas del uso de la
solucion Marc-André. Esta solucion estd compuesta por
hidrato de cloral (tricloracetaldehido monohidratado), acido
acético y agua. Es una soluciéon muy oxidante (mezcla de
acido y aldehido). Neutralizara el exceso de hidroxido de
potasio que pueda quedar en las muestras, sin precipitar los
jabones alcalinos formados durante el uso del hidroxido de
potasio. Esta solucion oxidante también tendra una accion
sobre las funciones alcohol secundario de las glucosaminas
que forman parte de la quitina, oxidandolas y por lo tanto
ablandando la quitina. Otra accion es la disolucion de ciertas
sales minerales presentes.

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


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

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

Cuando la solucion Marc-André se colorea previamente con
fucsina 4cida (por lo tanto en estado oxidado), podra fijarse
sobre las funciones alcohol secundario de la estructura.
Después del tiempo de contacto de la solucion Marc-André
y del estado de tincion de las muestras, el enjuague se
realizara unicamente con etanol. De este modo se inicia la
fase de deshidratacion de las muestras.

Beneficios:
e neutralizacion del exceso de soluciones basicas;
e relajacion de la quitina;
e tinciébn de la quitina para evaluar mejor las
estructuras internas quitinizadas.

Inconvenientes:

El hidrato de cloral es hipnodtico y ha sido utilizado en
medicina humana. Debe utilizarse bajo campana quimica y
debe cumplirse la legislacion sobre riesgos quimicos.

Soluciones de deshidratacion:

La experiencia demuestra que para muestras muy pequefias
no es util seguir la secuencia de bafios de alcohol con
concentraciones crecientes. Si la muestra es grande,
comenzaremos con etanol al 80 %, luego 90 %, 95 % y
finalmente etanol absoluto. Para muestras muy pequefias,
utilizar un bafio con etanol al 90 % seguido de una
inmersion en etanol absoluto. En esta etapa siempre
recordaremos que el etanol absoluto busca fijar el agua
presente en la atmoésfera. La tradicion en los laboratorios de
entomologia era finalizar la deshidratacion de las muestras
con un bafio de creosota de haya. Hoy en dia, esta esencia,
ampliamente utilizada como pesticida, antifungico y
preservante de madera, estd muy fuertemente desaconsejada
debido a su olor (hidrocarburos aromaticos policiclicos) y
se supone que es reprotdxica, carcinogénica, un
contaminante organico persistente y ecotoxica para los
organismos acuaticos.

Una solucién que proponemos preparar para el montaje de
las muestras es Euparal® y esencia de Euparal (descrita en
el siguiente parrafo). Una mezcla de Euparal® y esencia de
Euparal es muy bien aceptada para las muestras obtenidas
después de un baiio de etanol al 90 %.

Apéndice 2: Composicidon de los reactivos utilizados.

Hidroéxido de potasio al 10 %
Hidroxido de potasio 10 g
Agua destilada c.s.p. 100 mL

Medio de montaje de goma cloral, medio de Hoyer
Agua destilada 50 mL

Hidrato de cloral 200 g

Goma arabiga 50 g

Glicerol 20 mL

Solucién Marc-André
Hidrato de cloral 40 g
Acido acético glacial 30 mL
Agua destilada 30 mL

Fucsina acida al 1 % en agua destilada
Polvo de fucsina acida 1 g
Agua destilada 99 mL

Solucion Marc-André coloreada con fucsina
Solucion Marc-André 10 mL
Fucsina al 1 % 50 pL
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Apéndice 3: Euparal®, bdilsamo de Canada, alcohol
polivinilico u otras soluciones de montaje

Alcohol polivinilico: este es el medio de montaje ideal
cuando no se dispone de los productos necesarios para una
deshidratacion adecuada. El alcohol polivinilico se mezcla
entonces con lactofenol de Amman. Sin embargo, estos
montajes presentan importantes inconvenientes: pueden
secarse o el alcohol polivinilico puede cristalizar debido a
la evaporacion del agua o ennegrecerse cuando el fenol se
oxida. Sigue siendo una buena técnica para montajes de
corta duracion.

Balsamo de Canada: su uso para el montaje entre
portaobjetos y cubreobjetos requiere la deshidratacion de
las muestras que se van a montar. El uso de xileno o tolueno
no esta exento de inconvenientes.

Medio Enecé: para el montaje entre portaobjetos y
cubreobjetos, como el balsamo de Canada, requiere la
deshidratacion del espécimen. Formulacion del Enecé:
colofonia blanca pura (22 g); goma copal soluble en alcohol
(12 g), alcohol absoluto (20 mL), alcanfor (10 g), esencia de
trementina (10 mL) y eucaliptol (26 mL). Para su
preparacion, en un recipiente, como un matraz Erlenmeyer,
colocar el alcohol absoluto y el alcanfor. Luego afiadir la
colofonia y la goma copal. El matraz se cierra con un tapon
y se agita, y solo entonces se calienta al bafio maria a
temperatura suave para que la mezcla no hierva. Una vez
que el contenido estd completamente licuado, se afiade la
esencia de trementina, luego se filtra mientras la mezcla aun
esta caliente y finalmente se aflade el eucaliptol al filtrado.
Cuando el medio se vuelve menos fluido, se diluye con
Enecé, que tiene la siguiente féormula: alcohol absoluto (30
mL), alcanfor (17 g), esencia de trementina (15 mL),
eucaliptol (38 mL) (Cerqueira, 1943).

Euparal®: es una resina que proviene del ciprés del Atlas
Tetraclinis articulata (Vahl, 1791) y fue estudiada y
desarrollada en 1906 por Gilson. Su principal ventaja es que
no polimeriza. Las muestras montadas entre portaobjetos y
cubreobjetos pueden recuperarse facilmente por la accion
del alcohol o, mejor aun, de la esencia de Euparal®. Esta
resina, también llamada sandaraca, acepta etanol desde el
80 %.

Uso de Triton X100: solucién acuosa no idénica: El Triton
X100 se presenta en forma de solucion acuosa no idnica
(soluciéon de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil-
polietilenglicol, o t-octilfenoxipolietoxietanol, éter de
polietilenglicol tert-octilfenilo), ampliamente utilizada
como detergente en biologia celular y molecular. Permite la
permeabilizacion de las membranas celulares y nucleares.

Las muestras de insectos preservadas en alcohol durante
muchos afios son algo comun. Desafortunadamente, la
conservacion en alcohol no es optima y los artropodos asi

preservados se vuelven muy dificiles de preparar para el
examen microscopico. Los plasticos que contienen las
muestras a menudo se degradan, seguido de la evaporacion
del alcohol. En ambos casos, el contacto prolongado con el
alcohol o el secado de las muestras plantea un problema
real. En 2008, Jonque publico una nota sobre la
rehidratacion de arafias con un agente humectante como
Agepon utilizado para peliculas fotograficas [26]. Esto llevo
a la idea de utilizar agentes humectantes que no sean
detergentes potentes.

A continuacion, se describe un procedimiento utilizando
Triton X100 en solucién acuosa al 0,5 %:

e impregnar la muestra seca con alcohol absoluto;

e afiadir el volumen necesario de solucion de Triton
X100 al 0,5 % para que toda la muestra quede
sumergida;

e dejar reposar durante aproximadamente 5 minutos
o mas; todos los artrépodos deben quedar
independientes en la solucion;

e lasolucion de Triton X100 se retira y se reemplaza
por la solucion de hidroxido de potasio.

La técnica se continua entonces como se describid
anteriormente.
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Apéndice 4: Medios de montaje con Euparal® o balsamo
de Canada paso a paso

1. Los especimenes deben estar deshidratados (una
apariencia turbia o lechosa indica una
deshidratacion inadecuada).

2. La deshidratacion puede lograrse mediante
concentraciones crecientes de alcohol etilico.

3. Los especimenes pueden transferirse desde alcohol
al 99% o alcohol absoluto a un agente de
aclaramiento.

Procedimiento:

1. Diseccionar flebotomineos adultos en etanol al 70
%.

2. Retirar el etanol y reemplazarlo con KOH al 10 %.
Cubrir los flebotomineos con un portaobjetos.

3. Macerar hasta que los insectos se vuelvan
transparentes.

4. Retirar el KOH.

5. Cubrir el espécimen con agua destilada y esperar
de 30 a 45 min.

6. Retirar el agua y repetir el lavado con agua
destilada durante 30 min (el tiempo depende del
numero de muestras: cuanto mas numerosas sean
las muestras procesadas juntas, mas debe
respetarse este tiempo; cuanto menos nNuUmMerosas
sean,  especialmente  para las  tratadas
individualmente, mas corto puede ser este tiempo).

7. Retirar el agua.

8. Afadir la soluciébn Marc-André (potencialmente
coloreada con fucsina acida) y esperar 24 horas (un
dia).

. Retirar la solucion Marc-André.

10. Cubrir el espécimen con agua destilada y esperar
de 30 a 45 min.

11. Retirar el agua y repetir el lavado con agua
destilada durante 30 min.

12. Retirar el agua.

13. Afnadir etanol al 70 % y diseccionar el espécimen.

a. Para la cabeza y el abdomen, tirar suavemente de
la cabeza o del abdomen para separarlos del torax.
b. Para el torax, retirar las alas sosteniendo el torax

con un par de pinzas y tirando en la base de los apéndices
con otro par. Es posible realizar una diseccion sagital,
dividiendo el torax en lados izquierdo y derecho, segun las
regiones de mayor interés.

14. Deshidratar gradualmente mediante una serie de
soluciones acuosas de alcohol etilico: 50 — 80 — 95% hasta
llegar al etanol absoluto.

15. Deshidratar los especimenes lavandolos dos veces,
10 min cada vez, con etanol al 100%.
16. Retirar el etanol y cubrir los especimenes con

aceite de clavo durante 15 min a temperatura ambiente.

17. Transferir los especimenes del aceite de clavo a
una gota de Euparal® o balsamo de Canadd sobre un
portaobjetos limpio.

18. Disponer segtn se desee: la cabeza, el torax y el
abdomen del flebotomineo pueden disecarse utilizando
agujas finas o pinzas bajo un microscopio estereoscopico.
La cabeza debe separarse del cuerpo para montarse en
posicion ventro-dorsal, es decir, el foramen occipital debe
orientarse hacia arriba para que el cibario pueda observarse
directamente a través de ¢él. La diseccion se realiza en el
medio de montaje del flebotomineo.

19. Dejar el espécimen hasta que la superficie se
vuelva pegajosa.
20. Humedecer un cubreobjetos limpio con alcohol

absoluto. Colocar el cubreobjetos sobre el balsamo de
Canada en angulo.
21. Guardar las ldminas en una caja seca destinada
para este proposito.



