Parasite 33, 18 (2026)
© F.J. Randrianambinintsoa et al., published by EDP Sciences, 2026 P A R AS I I E
https://doi.org/10.105 1/parasite/2026009

Available online at:
www.parasite-journal.org

REVIEW ARTICLE (0) 40\ 8 ACCESS

Processament i muntatge de flebotoms: una guia consensuada

Fano José Randrianambinintsoa!, Laure Augendre!, Jorian Prudhomme!, Jean-Philippe Martinet!, Mathieu Loyer!, Nalia
Mekarnia', Hocine Kerkoub!, Farzana Khan Perveen!, Antoine Huguenin!?, Emilie Kariya!?, Mohammad Akhoundi®, Andrey
José de Andrade*, Eduardo Berriatua®, Gioia Bongiorno®, Sébastien Boyer’®, Vasiliki Christodoulou®, Magda Clara Vieira Da
Costa-Ribeiro'®, Lucas Alexandre Farias de Souza!’, Huicong Ding!!, Blaise Dondji'?, Vit Dvoiak'?, Ozge Erisoz Kasap'4,
Eunice Aparecida Bianchi Galati'®, Montserrat Géllego'®, Cristina Ballart'®, Stavroula Gouzelou'’, Nabil Haddad'®, Rezki
Sabrina Masse'?, Asrat Hailu Mekuria?®, Vladimir Ivovic?!, Szymon Kaczmarek??, Mohd Khadri Shahar!®, Oscar D. Kirstein®?,
Edwin Kniha?*, Iva Kolafova'?, Lincoln Timinao®®, Cristian Lucanas®®, Ognyan Mikov?’, Kimsear Nov’, Yusuf Ozbel?®, Bernard
Pesson?, Laura Cristina Posada Lopez®°, Didot Budi Prasetyo!’, Nil Rahola®, Eduardo A. Rebollar-Tellez*2, Bruno Leite
Rodrigues'>, Lalita Roy*, Prasanta Saini**, Chizu Sanjoba’, Paloma Helena Fernandes Shimabukuro®®, Padet Siriyasatien®’,
Agnieszka Soszyfiska??, Tatiana Sulesco’®, Massamba Sylla*°, Majhalia Torno*’, Petr Volf'3, Khamsing Vongphayloth*!, Vu
Sinh Nam*?, April Wardhana®, Eric Yessinou*, Sonia Zapata*, Jean-Charles Gantier!, and Jérome Depaquit!>”

! Faculté de Pharmacie, Université de Reims Champagne Ardenne, UR ESCAPE-USC ANSES PETARD, 51 rue Cognacq-Jay, 51096 Reims
Cedex, France

2 Pole de Biologie territoriale, Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Centre Hospitalo-Universitaire, 51092 Reims, France

3 Parasitology-Mycology Department, Avicenne Hospital, AP-HP, Bobigny, Sorbonne Paris Nord University, France; Unité des Virus
Emergents (UVE: Aix-Marseille Univ, Universita di Corsica, IRD 190, Inserm 1207, IRBA), 13005 Marseille, France

4 Parasitology Collection of Basic Pathology, Department of Basic Pathology, Federal University of Parana, Curitiba 19031, Brazil

5 Department of Animal Health, University of Murcia, Campus de Espinardo, 30100 Espinardo, Murcia, Spain

% Department of Infectious Diseases, Vector-borne Diseases Unit, Istituto Superiore di Sanita, 00166 Rome, Italy

7 Medical and Veterinary Entomology Unit, Institut Pasteur du Cambodge, Phnom Penh 12201, Cambodia

8 Ecology & Emergence of Arthropod-borne Pathogens Unit, Department of Global Health, Institut Pasteur, CNRS UMR2000, 75015 Paris,
France

° Section Veterinary Services (1417), Laboratory for Animal Health Virology, Aglantzia, Nicosia 2109, Cyprus

10 Insects Vectors and Parasites Laboratory, Department of Basic Pathology and Postgraduate program in Microbiology, Parasitology and
Pathology, Federal University of Parana, 81530-900 Curitiba, Brazil

! Department of Biological Sciences, National University of Singapore, 117558, Singapore

12 Laboratory of the Leishmaniasis Research Project, Mokolo District Hospital, Mokolo, Cameroon; Laboratory of Cellular Immunology and
Parasitology, Department of Biological Sciences, Central Washington University, 98926 Ellensburg, WA, USA

13 Department of Parasitology, Faculty of Science, Charles University, 12800 Prague, Czechia

4 VERG Laboratories, Department of Biology, Faculty of Science, Hacettepe University, Beytepe, Ankara 06800, Tiirkiye

15 Faculdade de Satde Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP/USP), Pés-graduagio em Satde Publica, 01246-904 Sao Paulo, Brazil
16 Seccio de Parasitologia, Departament de Biologia, Sanitat i Medi Ambient, Facultat de Farmacia i Ciéncies de I’ Alimentacié, Universitat
de Barcelona, & Institut de Salut Global de Barcelona (ISGlobal), Centro de Investigacion Biomédica en Red, Enfermedades Infecciosas
(CIBERINFEC), 08028 Barcelona, Spain

17 Laboratory of Infectious Diseases and Public Health, School of Medicine, University of Cyprus, Nicosia, Cyprus & Department of
Pediatrics, Archbishop Makarios III Hospital, Nicosia 2115, Cyprus

13 Faculty of Health Sciences, American University of Beirut, 1107 2020 Beirut, Lebanon

19 Medical Entomology Unit, Infectious Disease Research Centre, Institute for Medical Research (IMR), National Institutes of Health (NIH),
Ministry of Health Malaysia, 40170 Shah Alam, Selangor, Malaysia

20 School of Medicine, Addis Ababa University, 28017 - 1000 Addis Ababa, Ethiopia

2l Faculty of Mathematics, Natural Sciences and Information Technologies, University of Primorska, 6000 Koper, Slovenia

Edited by Jean-Lou Justine

*Corresponding author: jerome.depaquit@univ-reims.fr

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
https://doi.org/10.1051/parasite/2026009
https://www.parasite-journal.org/
https://orcid.org/0000-0001-6995-0088
https://orcid.org/0000-0001-6995-0088

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

22 University of Lodz, Faculty of Biology and Environmental Protection, Department of Invertebrate Zoology and Hydrobiology, Banacha 12/16,
90-237 L6dz, Poland

2 Laboratory of Entomology, Ministry of Health, 9134302 Jerusalem, Israel

24 Center for Pathophysiology, Infectiology and Immunology, Institute of Specific Prophylaxis and Tropical Medicine, Medical University
Vienna, Kinderspitalgasse 15, 1090 Vienna, Austria

25 Papua New Guinea Institute of Medical Research (PNGIMR) Institute, PO Box 60, Headquarter, Homate Street, 441 Goroka, Eastern
Highlands Province, Papua New Guinea

26 Museum of Natural History, University of the Philippines Los Bafios, 4031 Laguna, Philippines

27 National Centre of Infectious and Parasitic Diseases, 1504 Sofia, Bulgaria

28 Ege University, Faculty of Medicine, Department of Parasitology, 35040 Bornova/lzmir, Tiirkiye

29 Retired, Faculté de Pharmacie, Université de Strasbourg, Strasbourg, 67400 Illkirch-Graffenstaden, France

30 Program for the Study and Control of Tropical Diseases (PECET), Faculty of Medicine, University of Antioquia, 050010 Medellin,
Colombia

3 MIVEGEC, Univ. Montpellier, CNRS, IRD, 34394 Montpellier, France & Medical Entomology Unit, Institut Pasteur de Madagascar,

101 Antananarivo, Madagascar

32 Laboratorio de Entomologia Médica, Departamento de Zoologia de Invertebrados, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
Auténoma de Nuevo Leoén, San Nicolas de los Garza, 66455, NL, México

33 Tropical and Infectious Disease Centre, BP Koirala Institute of Health Sciences, Dharan 56700, Nepal

34 ICMR-Vector Control Research Centre, Puducherry 605006, India

35 Graduate School of Agricultural and Life Sciences, The University of Tokyo, Tokyo 113-8657, Japan

36 Grupo de estudos em Leishmanioses/Colegdo de Flebotomineos (COLFLEB/Fiocruz-MG), Instituto René Rachou, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Belo Horizonte, Minas Gerais, 30190009, Brazil

37 Center of Excellence in Vector Biology and Vector-Borne Disease, Department of Parasitology, Faculty of Medicine, Chulalongkorn
University, Bangkok 10330, Thailand

38 Department of Arbovirology, Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine, Bernhard Nocht Str. 74, 20359 Hamburg, Germany
Laboratory Vectors & Parasites, Department of Livestock Sciences and Techniques, Sine Saloum University El Hadji Ibrahima Niasse
(SSUEIN) Kaffrine Campus, C.P. 24600, Senegal.

40 Environmental Health Institute, National Environment Agency, Singapore 138667, Singapore & Department of Biological Sciences, National
University of Singapore, 117558 Singapore

41 Institut Pasteur du Laos, Laboratory of Vector-Borne Diseases, Samsenhai Road, Ban Kao-Gnot, Sisattanak District, 3560 Vientiane, Lao
PDR

42 National Institute of Hygiene and Epidemiology, 1 Yec-Xanh Street, Hai Ba Trung District, 100000 Hanoi, Vietnam

43 Indonesian Research Center for Veterinary Science, Indonesian Agency for Agricultural Research and Development, Ministry of Agriculture
Republic Indonesia, Bogor 16114, Indonesia & Department of Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, Airlangga University, Surabaya
60115, Indonesia

4 Laboratory of Research in Applied Biology, Polytechnic School of Abomey-Calavi, University of Abomey-Calavi, 01 P.O. Box 2009, 00000
Cotonou, Benin

4 Instituto de Microbiologia, Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales (COCIBA), Universidad San Francisco de Quito (USFQ), 170901
Quito, Ecuador

Received 1 December 2025, Accepted 29 January 2026, Published online 3 April 2026

Resum — Aquest article proporciona una guia completa per al processament i muntatge de mostres de flebotoms, fet
que ¢és crucial per a la identificacié d'especies i la detecci6 i aillament de patogens. Es discuteix sobre una série de
técniques adequades tant per a entorns de camp com de laboratori. La guia inclou instruccions detallades sobre la
recollida, manipulacid, cobertura i eutanasia de flebotoms (recomanant congelacié en sec o CO: en lloc de productes
quimics), aixi com estratégies de conservacio, com ara I'emmagatzematge en fred i la conservacio en etanol. La qualitat
de la preparacio de certes estructures anatomiques (Organs genitals, cap i ales) és essencial per a la seva correcta
observacio microscopica i es descriu en aquest treball. L'article també presenta un processament detallat de mostres,
inclos el procés de clarificacié amb agents com 1'hidroxid de potassi i després la solucié de Marc-André. El procés de
muntatge compara diferents medis, emfatitzant les seves propietats optiques i el seu potencial de conservacio. El liquid
de Hoyer (també conegut com a goma cloral) es recomana per a una observacié rapida, especialment per a les
espermateques, a causa de la seva claredat, tot i que no és adequat per a I'emmagatzematge a llarg termini. Altres medis
que s'han tractat inclouen l'alcohol polivinilic, 'Euparal® (per a una tolerancia limitada a 'aigua) i el balsam del Canada
(un medi soluble en hidrocarburs), i els dos Gltims ofereixen capacitats de conservacio a llarg termini. També s'aborden
enfocaments innovadors de biologia molecular com la seqiienciacié d'ADN i el MALDI-ToF, que requereixen una
atenci6 especial al processament de mostres. A més, es proporcionen videoclips curts que il-lustren diverses técniques
de muntatge, aixi com traduccions en 33 idiomes diferents, fet que permet que la guia assoleixi les diverses necessitats

i expectatives de la comunitat cientifica mundial.



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

Paraules clau: Muntatge, flebotom, liquid de Hoyer, solucié de Marc-André, goma de cloral, alcohol polivinilic,
Euparal®, balsam del Canada, aillament de Leishmania, condicions de camp, cultiu, disseccid, biologia molecular,
MALDI-ToF, especimens tipus.

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.

Introduccio

Els flebotoms son petits insectes dipters que pertanyen a
la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, amb
almenys 1.063 espécies conegudes [21]. Sén vectors
importants de patogens (Leishmania, arbovirus i
Bartonella) responsables de malalties com les
leishmaniosis, infeccions per arbovirus i bartonel-losi,
respectivament. La seva identificacio es basa principalment
en un examen microscopic detallat facilitat per una recollida
acurada, un emmagatzematge adequat i un muntatge acurat
en portaobjectes, que requereix diverses técniques
especifiques, cadascuna amb els seus propis avantatges i
limitacions.

La identificaci6 dels flebotoms adults es basa en
l'observacio tant d'estructures externes (per exemple,
antenes, palps, genitalia masculina) com internes (per
exemple, faringe, cibarium o cibari i espermateques). La
disseccid i l'aillament d'aquestes ultimes faciliten la seva
observacid i, en conseqiiéncia, la seva identificacid precisa.
Per tant, a diferéncia dels mosquits o les xinxes besadores,
els flebotoms requereixen el muntatge entre un
portaobjectes i un cobreobjectes abans de la seva
identificacio.

Fins a la década del 1980, l'observacié microscopica era
["inic metode disponible per a la identificacié de flebotoms,
i continua sent I'enfocament més utilitzat avui dia. L'eleccid
del procés i la preparaci6 era, per tant, relativament senzilla
i es basava principalment en una dicotomia: d'una banda, el
muntatge definitiu que permetia la preservacié a llarg
termini de la mostra, i de l'altra, un muntatge rapid per a la
identificacio en un medi que no assegurava la preservacio a

llarg termini. El muntatge final, per exemple, en una resina
com el balsam del Canada, requereix molt de temps i una
deshidrataci6o completa de les mostres. A més, l'index de
refraccié (IR) d'aquest medi no sempre és Optim per a una
facil observacio de les espermateques. El muntatge en un
medi aquos (per exemple, liquid de Hoyer), en canvi, €s més
rapid i permet una millor visualitzacio de les espermateques
refractives, perod no permet la preservacio a llarg termini
dels muntatges perqué tendeix a absorbir aigua de
l'atmosfera. Una opcid és segellar el portaobjectes amb
esmalt d'ungles un cop estigui completament sec. Aquest
compromis persisteix avui dia, afectant I'eleccié del metode
de muntatge, depenent de la finalitat prevista de la
preparaci6. Des de la deécada del 1980, els estudis
d'identificacié dels flebotoms han combinat enfocaments
morfologics 1 bioquimics. El primer van ser les analisis
d'hidrocarburs cuticulars, que van ser rapidament
substituides per técniques de biologia molecular (és a dir,
ADN polimorfic amplificat aleatori (RAPD), polimorfisme
de longitud de fragments de restriccié (RFLP), amplificacio
d'ADN 1 seqiienciacié mitjangant el métode Sanger, aixi
com la seqiienciacié de nova generacido (NGS)). Avui dia,
els enfocaments moleculars es complementen amb métodes
proteomics com ara el MALDI-ToF. A més, la identificacio
d'espécies moleculars es pot combinar amb la deteccié de
patogens per PCR (Leishmania, Trypanosoma, Bartonella i
Phlebovirus), ja que tots es poden detectar tant per PCR de
punt final com en temps real, cosa que requereix l'adaptaciod
del procés de mostreig i emmagatzematge als objectius
assignats [3, 32]. A més de les caracteristiques
morfologiques tradicionalment utilitzades per a la
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discriminaci6 d'espécies, es poden aplicar altres
enfocaments morfologics (és a dir, geomorfometria de
l'ala). Basant-se principalment en les propies experiéncies
dels autors i dades bibliografiques, l'objectiu d'aquesta
investigacio era proporcionar pautes estandarditzades per al
muntatge i processament de flebotoms adults per optimitzar
les analisis morfologiques i moleculars.

La necessitat de dur a terme certes analisis (per exemple,
biologia molecular o MALDI-ToF) requereix conservar una
part dels flebotoms que no és necessaria per a la
identificacio morfologica, fet que destaca la necessitat d'una
eleccid correcta del protocol.

En aquest article, ens centrem en els métodes d'anestésia
i eutanasia dels flebotoms capturats vius, el seu
emmagatzematge i el seu procés de muntatge, per a una
identificaci6 rapida o per a la conservacio a llarg termini que
permeti estudis posteriors.

Preambul: Les consideracions de seguretat
i reglamentaries han de fer referéncia a les
Fitxes de Dades de Seguretat (FDS)

pertinents.

Tots els productes quimics presentats en aquesta guia
s'han de manipular en condicions de seguretat estrictes. Els
comités de salut i seguretat de les instal-lacions de recerca
estan disponibles per proporcionar-vos informacid no
només sobre els perills d'aquests productes quimics, sind
també sobre els seus procediments de manipulacid i
eliminacié de residus. Tanmateix, és obligatori seguir les
instruccions de seguretat pel que fa al seu Us i eliminacio.
Cal destacar que és responsabilitat de tots els usuaris
garantir el compliment de les bones i segures practiques de
laboratori i de la legislacid i les regulacions aplicables del
seu pais o instituci6 de recerca. A més, alguns dels
productes quimics o els seus components (és a dir, I'hidrat
de cloral) estan regulats en alguns paisos. A la Taula 1 es
proporciona una llista de les abreviatures utilitzades en
aquest manuscrit.

1. Captura de flebotoms

Els flebotoms adults es poden recollir vius o morts
mitjangant diversos meétodes com ara trampes de llum
miniatura tipus CDC, trampes adhesives i aspiradors amb
trampes Shannon, o directament als seus llocs de repos al
medi ambient (per exemple, refugis d'animals). Aquests
metodes impliquen col-locar trampes en habitats adequats,
atraure els flebotoms amb Ilum o altres atraients (CO; o
esquers quimics) i recollir-los per a una analisi posterior, tal
com es descriu en diverses publicacions [2, 3, 32, 36, 49].

La captura de flebotoms vius permet totes les
aplicacions posteriors, mentre que la recollida d'individus
morts impedeix l'aillament de soques de Leishmania o virus.
Algunes técniques de captura, com ara els papers adhesius,
solen provocar la pérdua d'organs dels flebotoms (antenes,
palps, ales o potes). A més, 1'oli de rici dels papers adhesius

recobreix als flebotoms i s'ha d’eliminar al comengament
del processament, normalment mitjangant un bany de 15
minuts en una barreja d'etanol i éter dietilic a parts iguals.

Taula 1. Llista d’abreviatures.

ADN Acid desoxiribonucleic

ARN Acid ribonucleic

BME Medi Basal Eagle

CDC Centre. per al Control i la Prevencio de
Malalties

CMCP Monoclorofenol camforat

CMR Substél‘nc.ia carcinogenica, mutagénica i
reprotoxica

COI1 Gen de la subunitat I del citocrom c oxidasa

CytB Gen del citocrom b

ELISA Assaig immunoabsorbent lligat a enzims

EtOH Etanol

IR Index de refracci6

M199 Medi 199
E trometria ma; am|

MALDI- d:ggrccig/ioenitzacié deléser a::iesstida pet;

ToF MS matriu i temps de vol

MEM Medi essencial minim

NGS Seqiienciacio de nova generacié

NNN Medi Novy-MacNeal-Nicolle

PCR Reacci6 en cadena de la polimerasa

Lao PDR  Republica Democratica Popular de Laos

PNOC Gen de la prepronociceptina

qPCR PCR quantitativa (PCR en temps real)

RAPD ADN polimorfic amplificat aleatoriament

RFLP Polir'noﬁ"lsme de longitud de fragments de
restriccio

RNases Ribonucleases

RNASS Solucid d’Estabilitzacio de 'ARN

RT-PCR PCR amb transcripci6 inversa
TFA Acid trifluoroacétic
2. Eutanasia de mostres

Després de la recollida, els flebotoms vius s'han
d'eutanasiar. Amb alguns métodes de captura (per exemple,
papers adhesius, trampes de llum tipus CDC equipades amb
un pot que conté detergent o etanol), els flebotoms moren
en el moment de la recollida. La tecnologia de biologia
molecular es pot aplicar als especimens recollitss
directament en etanol i als altres si aquets s'emmagatzemen
en etanol el més rapidament possible. Tanmateix, cap
d'aquests métodes d’eutanasia permet el processament
d'insectes mitjangant MALDI-ToF. A més, alguns métodes
d’eutanasia poden causar la pérdua de certs caracters
morfologics. Per tant, és essencial utilitzar un agent
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d’eutanasia estandard adequat per garantir una identificacio
correcta 0 un emmagatzematge a llarg termini com a
mostres de referéncia (és a dir, mostres conservades i
emmagatzemades per a futures consultes o comparacions).
Els productes quimics com l'acetat d'etil, 1'¢ter etilic, el
tetracloroeta i el cloroform poden penetrar en el coto fluix i
col-locar-se en un recipient que contingui els flebotoms per
a l’eutanasia. Aquests agents d’eutanasia s'han de manipular
amb cura, seguint les recomanacions del fabricant a causa
de la seva toxicitat. Tanmateix, no recomanem matar els
flebotoms amb cloroform, ja que, segons la nostra
experiencia, €s poc compatible amb els estudis de biologia
molecular. Atesa la naturalesa perillosa de tots aquests
productes i la seva qiiestionable idoneitat per a les analisis
moleculars, generalment es desaconsella 1is d'aquests
productes quimics.

El métode més utilitzat, que preserva la morfologia,
I'ADN o les proteines, és la congelacio en sec de les mostres.
Les mostres s'han de congelar el temps suficient per poder-
les anestesiar completament, perd no tant que (i) s'assequin
o (ii) es vegin compromeses pel que fa a la viabilitat de la
Leishmania, si l'objectiu és aillar-les in vitro del tracte
digestiu dels flebotoms. Per tant, recomanem una durada
de congelaci6 de 15 a 20 minuts a -20 °C, controlant-les
regularment per assegurar-se que només s’atordeixen
sense matar les leishmanies parasites.

Si no es disposa de congelador, els insectes poden ser
sacrificats alternativament amb CO;. En condicions de
camp on no es poden utilitzar cilindres de CO,, les mostres
es poden matar utilitzant petits contenidors comercials de
CO; utilitzats en "sifons de soda" (dispensadors de
begudes), perd hi pot haver restriccions en el seu transport
per via a¢ria. Com a ultim recurs, els insectes poden morir
per exposicié al fum del tabac. Els flebotoms es capturen
vius en una trampa CDC, es recullen amb un aspirador, es
retenen al tub de vidre i s'exposen al fum del tabac, que els
mata en qiiestié de segons. Aquest métode €s aplicable en
totes les condicions de camp, fins i tot en condicions
d'aillament dificils. Tanmateix, com que el vidre s'impregna
de fum, no es pot utilitzar per a la recollida i manipulacio
posteriors de flebotoms vius sense una neteja a fons. No
obstant aix0, el mateix aspirador sense netejar encara es pot
utilitzar per sacrificar flebotoms d'altres trampes amb
finalitats de fixaci6. També cal comprovar si s'han tret totes
les mostres de 1'aspirador. Aquests métodes son compatibles
amb l'aillament de Leishmania mitjangant la disseccid
intestinal.

3. Emmagatzematge de mostres abans

del processament
Hi ha cinc meétodes principals de fixacio abans del
processament:

3.1.  Congelacio
Aquest métode es realitza idealment a -20 °C o,
preferiblement, a -80 °C.  Aquests métodes

d'emmagatzematge ara s'utilitzen més ampliament que
I'emmagatzematge amb nitrogen liquid. En tots els casos, la
criopreservacio s'ha d'implementar el més aviat possible
després d'atordir els espécimens. L'emmagatzematge en
fred en congeladors ofereix l'avantatge de preservar
completament els propis insectes, aixi com I'ARN, I'ADN i
les proteines amb plena integritat durant tot el periode
d'emmagatzematge. En canvi, el nitrogen liquid pot danyar
greument les ales, les potes, els palps i les antenes, sovint
amputant-los i ocasionalment eliminant caracters
morfologics clau. L'emmagatzematge en sec al congelador
és menys traumatic per a les mostres, perd no és ideal per
preservar els seus organs fragils. Es important destacar que,
en el moment de la descongelacid, les ales, les antenes, els
palps o les potes es poden adherir als vials i finalment
esquingar a causa de la condensacio. Tanmateix, la
conservacié mitjangant congelacio no sempre ¢€s factible en
estudis de camp, ja que requereix accés a un congelador o a
un recipient de nitrogen liquid. L'emmagatzematge per
congelaci6é és totalment compatible amb la deteccié de
patdogens mitjancant eines moleculars sense pérdua de
sensibilitat, tot i que la deteccio i l'aillament de virus d'ARN
requereix la congelacié a -80 °C o en nitrogen liquid si es
necessari un emmagatzematge a llarg termini. Tanmateix, la
congelaci6 de mostres no permet l'aillament de Leishmania
mitjancant la dissecci6 intestinal, excepte si els flebotoms
s'immergeixen primer en la fase de vapor i després en
nitrogen liquid (per exemple, en vials col-locats en una
mitja), simulant la criopreservacio de Leishmania.

3.2. Emmagatzematge en alcohol (etanol o
alcohol isopropilic)

Aquest és probablement el métode més utilitzat per
emmagatzemar els flebotoms. Es facil d'implementar al
camp, fins i tot en condicions dificils sense accés a un
laboratori. La conservacido en alcohol és particularment
adequada per a estudis morfologics, ja que els organs fragils
(ales, potes, antenes o palps) romanen intactes si no hi ha
bombolles d'aire al tub d'emmagatzematge. Per tant,
recomanem segellar el tub amb una petita bola de coto per
eliminar les bombolles d'aire i col-locar una etiqueta a la
part superior del tap de coté (Figura 1). La concentracid
d'alcohol adequada continua sent un tema de debat.
Generalment, no es recomanen concentracions inferiors al
70% [45, 66]. Concentracions més altes preserven 'ADN de
manera més eficag i durant periodes més llargs, pero fan que
les mostres siguin més fragils i trencadisses per a estudis
morfologics. Lus d'etanol al 96% (la barreja azeotropa)
garanteix l'estabilitat de la concentracid al llarg del temps,
especialment en zones humides com els paisos tropicals, tot
i que l'etanol al 95% sovint és més facil d'obtenir.
Independentment de la concentracio, ' ADN generalment es
conserva bé en etanol (encara que menys eficagment que
amb els meétodes de congelacid, especialment per als
meétodes moleculars de tipus NGS). Les proteines son molt
menys estables, especialment per a la protedmica, com les
aplicacions MALDI-ToF. Els flebotoms conservats en
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alcohol durant uns mesos encara es poden identificar
morfologicament, perd és impossible generar espectres de
proteines de referéncia a partir d'aquestes mostres.
L'emmagatzematge en alcohol o en condicions seques es pot
millorar si la mostra també es congela a -20 °C. La
congelaci6 a -20 °C millora principalment la preservacio
molecular (per exemple, acids nucleics) en alentir la
degradaci6 i també proporciona un benefici secundari per a
la preservacid6 morfologica en reduir la degradacioé dels
teixits al llarg del temps, tot i que l'efecte sobre la
morfologia és més limitat que sobre la integritat molecular.
L'emmagatzematge en etanol també es pot aplicar per a la
detecci6 de virus d'ADN i ARN quan s'utilitza etanol a una
concentracié d'almenys el 70% durant un periode
d'emmagatzematge curt, menys d'uns quants mesos. A més,
I'alcohol isopropilic pot estar facilment disponible en alguns
paisos i conserva I'ADN, pero fa que les mostres siguin
rigides. No ¢és inflamable com I'etanol i, per tant, es pot
transportar facilment. Si cal, els flebotoms conservats en
nitrogen liquid o congelats en sec es poden transferir a
alcohol, combinant aixi els inconvenients d'ambdods
metodes.

Figura 1: Flebotoms conservats en etanol.

3.3. Emmagatzematge en una  solucié
d'estabilitzacié de I' ARN (RNASS)

Aquest reactiu aquos s'utilitza ampliament, no és toxic i
esta dissenyat per estabilitzar i protegir 'ARN en mostres
de teixit i cél-lules fresques. Actua penetrant rapidament a
la mostra i inactivant les RNases (enzims que degraden
I'"ARN), evitant aixi la degradacid de I'ARN sense necessitat
de congelacio immediata. L'emmagatzematge en RNASS és
generalment eficag per preservar la morfologia general del
teixit i la cel-lular per a I'avaluacio histologica posterior. Tot

i que la RNASS esta optimitzat per a l'estabilitzacio de
I'ARN en lloc de la fixacid, 'emmagatzematge a curt i mitja
termini normalment manté bé la integritat estructural. La
RNASS permet emmagatzemar mostres a temperatura
ambient fins a 7 dies, a 4 °C durant diverses setmanes o a -
20 °C/-80 °C per a la conservaci6 a llarg termini. Aquest
metode és particularment valuds en treballs de camp o
entorns clinics on la infraestructura de la cadena de fred és
limitada. L'extraccié d'ARN normalment requereix treure
les mostres del reactiu i processar-les segons els protocols
estandard.

3.4.  Conservacio en sec a temperatura ambient

Aquest és un métode més antic que, quan s'aplica a una
mostra in toto (muntada sencera), té el principal
desavantatge de conservar malament organs fragils com les
ales, les potes, les antenes i els palps. Tanmateix, els estudis
proteomics mitjancant MALDI-ToF continuen sent
factibles si es duu a terme deshidrataci6 després de la
fixacio amb un dessecant tipus gel de silice. En canvi, les
analisis moleculars dirigides a 'ADN continuen sent dificils
de realitzar en aquestes mostres, perqué¢ 1'ADN sovint
encara estd fragmentat i en baixa quantitat, cosa que
significa que les analisis continuen sent més dificils que
amb mostres fresques o congelades, especialment per a
genomes nuclears. Tanmateix, técniques recents com la
museomica es podrien utilitzar en mostres d'aquest tipus
[34]. Per tant, no es recomana aquest métode
d'emmagatzematge, tret que no hi hagi cap alternativa
disponible. Es pot combinar amb 1'emmagatzematge en fred
col-locant els tubs en un congelador a -20 °C o -80 °C. El
principal repte €s aconseguir un muntatge adequat de les
mostres o de les parts del cos necessaries per a la
identificaci6. Per aconseguir-ho, la rehidratacio és
essencial. Recomanem utilitzar una solucié de Triton X-
100. La durada de la rehidratacié varia des d'unes poques
hores fins a diversos dies, sota un control regular i acurat.
Després d'una rehidratacié completa, les mostres s'han
d'esbandir en tres banys d'aigua consecutius.

3.5. Conservacio6 en papers de filtre

El principal avantatge dels papers de filtre és I'estabilitat
a llarg termini de I'ADN genomic dins de les cél-lules de
sang sencera no fixada i assecada o de cél-lules sanguinies
emmagatzemades a temperatura ambient. El paper de filtre
es proporciona en una mida de targeta petita, cosa que
permet emmagatzemar diversos centenars de mostres a
temperatura ambient en un volum equivalent al d’un petit
calaix d’escriptori. La matriu del paper de filtre esta
impregnada amb agents que desnaturalitzen els agents
infecciosos i, per tant, les mostres ja no es consideren un
risc biologic. Aixo permet 'emmagatzematge i el transport
de mostres sense necessitat de precaucions selectives de risc
biologic [68].

4. Disseccio de mostres
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A diferéncia de molts altres insectes, que s'identifiquen
a partir de caracters externs observables en individus fixats
en la seva totalitat, els flebotoms requereixen disseccio i
muntatge en portaobjectes per estudiar les caracteristiques
anatomiques per a una identificacid precisa de l'espécie.
Independentment del procediment de preparaci6 i muntatge
escollit, s'utilitza la mateixa técnica de disseccio (Figures 2
1 3) (https://zenodo.org/records/18198006).

Us de Triton X100: solucié aquosa no idnica

Cal tenir en compte que el muntatge es refereix a
mostres acabades de capturar o emmagatzemades
adequadament. La majoria dels col-leccionistes tenen
mostres d'insectes conservades en sec (per a us MALDI-
ToF) o emmagatzemades en alcohol durant molts anys.
Malauradament, la conservacié en alcohol no €s optima
durant periodes d'anys, i els artropodes conservats d'aquesta
manera es tornen molt dificils de preparar per a 1'examen
microscopic. Un incident que es produeix sovint és la
degradacid dels plastics que contenen mostres, seguida de

l'evaporacio de l'alcohol. En ambdods casos, no tenim
opcions perqué les mostres romanen massa temps en
alcohol o s'assequen. Per tant, va sorgir la idea d'utilitzar
agents humectants que no siguin detergents forts. EI Triton
X100 es presenta en forma de solucid aquosa no ionica
(solucio de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenol—polietilenglicol,
o t-octilfenoxipolietoxietanol, ¢ter de polietilenglicol tert-
octilfenil, ampliament utilitzada com a detergent en biologia
cel-lular i molecular. Permet la permeabilitzacié de les
membranes cel-lulars i nuclears.

A continuacié es mostra un procediment que utilitza el
Triton X100 no ionic en una solucid aquosa al 0,5%:

- Impregneu la mostra seca amb alcohol absolut.

- Afegiu el volum necessari de solucid de Triton X100 al
0,5% de manera que tota la mostra quedi submergida.

- Deixeu que el procés funcioni durant uns 5 minuts o
diversos dies, controlant-lo regularment. Tots els artropodes
s'han de separar completament en la solucio.

- Traieu la solucié de Triton X100 i substituiu-la per una
solucio d'hidroxid de potassi.

Figura 2: Materials necessaris per al muntatge de flebotoms: A: cobreobjectes rodons de vidre (10 o 12 mm de diametre); B:
placa de 24 pous i agulla amb ganxo (si utilitzeu oli de clau o esséncia Euparal® per processar els flebotoms, no utilitzeu plaques
acriliques perque es produira una reaccid quimica i les mostres es faran malbé); C: portaobjectes de vidre adequats per a
l'etiquetatge; D: detall del ganxo de l'agulla; E: agulles enganxades a xeringues; F: vidre de rellotge o recipient equivalent que
conté els flebotoms que s'han de muntar; G: pinces Dumont; H: pipeta de plastic; I: pipeta de vidre doblegada per escalfament

per facilitar la transferéncia de liquid als pous.
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Figura 3: Una placa amb 24 pous, cadascun dels quals conté
el cap i la I’extrem terminal de I'abdomen dels flebotoms.

4.1. Cap

La dissecci6 es pot realitzar amb agulles fines o agulles
entomologiques sota un estereomicroscopi (figures 2 i 3).
Les agulles més utilitzades inclouen: 26G x 1/2" (0,45 x 13
mm), 30G x 1/2" (0,3 x 13 mm) o 25G % 5/8" (0,5 x 16
mm). Per preparar la mostra per a la identificacio, com a
minim, el cap se separa del cos i es munta ventralment cap
amunt per mostrar el cibari i la faringe, mentre que el torax
i 'abdomen es munten lateralment després de la disseccio.
Muntar el cap en posicié ventrodorsal garanteix que el
foramen occipital estigui orientat cap amunt, de manera que
el cibari es pot observar directament. L'accés a aquestes
caracteristiques anatomiques es facilita si el cap esta
completament separat.

4.2.  Alesi torax

Les ales s'han de muntar planes. Cada ala es pot separar
per la base i muntar-se de manera independent, o es pot
muntar una sola, deixant 1'altra unida al torax. Si es preveu
una analisi de morfometria geometrica, és essencial
identificar i etiquetar correctament les ales dreta i esquerra
abans de muntar-les. El torax es divideix en diverses parts,
i cadascuna conté¢ informacio taxonomica molt important
[20, 64]. Generalment, es munta en vista lateral, per
permetre l'examen de la quetotaxia i la distribucio del color.
La preséncia de cicatrius d’insercid de setes en certes
regions del torax es pot utilitzar per distingir algunes
especies del génere Brumptomyia. La distribucié del color
es pot utilitzar per separar els flebotoms neotropicals a
nivell de genere (per exemple, Bichromomyia), séries
d'espécies (per exemple, Pinfomyia) o fins 1 tot espécies del
mateix genere (per exemple, Micropygomyia, Nyssomyia,
Psathyromyia i Psychodopygus) [20]. Per tant, si el torax no
s'utilitza per a analisis moleculars, s'ha de muntar de manera
que no es faci malbé. Es important destacar que no és la
intensitat dels colors el que importa, siné la seva distribucio
pel torax. Per tant, el procés de clarificacié no eliminara la
pigmentacié ni el seu patro.

4.3.  Genitalia

Cal tenir especial cura a I'hora de muntar la genitalia,
tant en mascles com en femelles, ja que son crucials per
identificar géneres, subgeéneres i espécies. En ambdos sexes,
les estructures genitals estan aparellades.

4.3.1. Mascles

Le genitalia és externa i consta de pinces parelles,
cadascuna de les quals consta de l'articulacié gonocoxita-
estil a la seva part dorsal i el 1obul epandrial a la seva part
ventral. L estil porta espines i de vegades setes, que han de
ser comptables i les posicions d'inserci6 de les quals han de
ser clarament visibles. Es important observar acuradament
la superficie interna de la gonocoxita, que pot tenir un feix
de setes sessils o inserides en un lobul (= tubercle) [22]. Els
col-legues amb menys experiéncia en disseccions poden
realitzar un muntatge lateral simple, sense separar la
genitalia de l'extrem de I'abdomen
(https://zenodo.org/records/18311158). En aquest cas, la
superposicid de les dues parts de la genitalia pot dificultar
el recompte de les setes internes de la gonocoxita, per
exemple, perd aixo evita danyar la genitalia a través d'una
dissecci6 fallida. Els col-legues més experimentats poden
intentar obrir els genitals en dos, per partir-los. Per
aconseguir-ho, cal passar el costat bisellat d'una agulla
(tipus agulla de reaccid intradérmica), separant-la sense
tallar completament la genitalia per dividir els conjunts
gonocoxita-estil (https://zenodo.org/records/18311158).
D'aquesta manera, 1'observacidé de les seves cares internes
sera facil. Aquest muntatge també facilita 1'observacio dels
paramers i les beines paramerals, que ja no se superposen.
Per al muntatge lateral, que afavoreix la superposicid
d'organs, les mostres han d'estar perfectament clarificades.

4.3.2. Femelles

L'aparell genital és intern, constituit per espermateques.
En abséncia de disseccid, s'han d'observar a través dels
teguments i muntant l'abdomen en posicié ventral.
Independentment del medi de muntatge escollit, les
espermateques en si mateixes generalment es poden
observar correctament, sobretot si no son llises i clares.
Tanmateix, observar espermateques llises i de parets primes
pot ser problematic en medis poc refractius. A més, observar
la base dels conductes espermatecals ¢és essencial per a la
identificacio d'espécies, com en el subgénere Larroussius
[35, 37, 38], els principals vectors de Leishmania infantum
al Vell Mon. Sense aquesta observacio, la identificacio de
l'espécimen continua sent impossible. Per superar aquestes
dificultats d'observacio, el muntatge furca genital-
espermateca sha de treure de I'abdomen
(https://zenodo.org/records/18311106). Les espermateques
generalment son dificils d'observar durant la disseccid, pero
la furca genital és relativament facil de localitzar. Com que
els conductes espermatecals s'obren a la furca genital,
l'aillament d'aquesta furca normalment permet I'aillament
de les espermateques. Si les espermateques es tallen
accidentalment durant el procés, no es perden i encara es
poden observar dins dels teguments abdominals (Figura 4).
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Figura 4: Espermateques disseccionades i muntades en liquid de Marc-André a partir de mostres eques. A: Idiophlebotomus
longiforceps (Lao PDR); B: Sergentomyia minuta (Franga); C: Phlebotomus ariasi (Franga); D: Sergentomyia anodontis (Lao

PDR).

4.4.  Disseccio de l'intesti mitja per a I'aillament
de Leishmania

La dissecci6 del tracte digestiu és essencial per detectar
i aillar Leishmania en les femelles de flebotoms El
procediment es pot realitzar tant al camp com al laboratori
per avaluar la competéncia vectorial.

Es recomana treballar amb femelles recentment
sacrificades. Rentar les femelles amb aigua o una solucio
salina que contingui un detergent suau per eliminar l'excés
de pels. Aquest pas ajuda a mantenir les condicions
aséptiques per a l'aillament de Leishmania, alhora que
preserva les caracteristiques morfologiques necessaries per
a la identificacid. Per trobar i aillar Leishmania, retireu amb
cura l'intesti mitja i col-loqueu-lo en una sola gota de
solucio salina esteril (0,9% de NaCl). Després d'observar els

parasits mobils sota un microscopi Optic (augment
recomanat: ~200%), utilitzeu una xeringa d'insulina o una
micropipeta per transferir-los al medi de cultiu (per a més
detalls, vegeu el capitol 4.4.3).

Munteu el cap i la genitalia directament en liquid de
Marc-André per clarificar-los. Important: no permeteu mai
que el liquid de Marc-André entri en contacte amb la
Leishmania, ni directament ni indirectament mitjangant
eines o agulles, ja que és letal per als parasits.

La disseccio dels flebotoms femella es pot realitzar en
un o dos portaobjectes; ambdues opcions tenen avantatges i
limitacions (Figura 5;
https://zenodo.org/records/18311154).
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Pas3
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Pas4
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ventrodorsal i genitals en
una gota de Marc-André
sota un cobreobjectes rodo
estéril de 12 mm

| ! !

Deteccid Leishmania  Biologiamolecular  Identificacié —»  Possible

remuntatge
rapid en

muntatge no

- + permanent
1) Desmuntatge de muntatge
2) Cultin

Figura 5: Metode per a l'aillament de la Leishmania
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4.4.1. M¢étode de dos portaobjectes

La primera opcidé consisteix a treballar en dos
portaobjectes separats: un que conté solucio salina estéril
per extreure l'intesti mitja i l'altre per muntar el cap i les
espermateques en liquid de Marc-André. Tanmateix, en
condicions de camp, és habitual que dues o tres persones
disseccionin els flebotoms i transmetin les seves disseccions
a un sol investigador responsable de la identificacié de les
especies 1 l'avaluacié de la infeccid per Leishmania a
l'intesti. La gesti6 de dos portaobjectes pot causar
problemes amb la tragabilitat de la mostra i, en particular,
dificultar la determinaci6 amb certesa de quin flebotom
individual es va infectar, si es detecta un intesti positiu
(https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.2. M¢étode d'un sol portaobjectes

L'is d'un sol portaobjectes garanteix la tragabilitat dels
resultats. Tanmateix, cal prendre diverses precaucions. Per
maximitzar l'esterilitat durant aquest pas, els operadors
shan de netejar regularment les mans amb gel
hidroalcoholic. S'han d'utilitzar portaobjectes no glagats o
esmerilats 1 cobreobjectes quadrats (22 x 22 mm)
embolicats en paper d'alumini i esterilitzats per calor seca
(mitjangant un forn de Poupinel o estufa de calor seca),
juntament amb agulles estérils per a cada disseccio
(suggeriment: 25G @ 0,5 mm x 16 mm). El flebotom es
col-loca en una gota de solucid salina esteéril al mig del
portaobjectes. Es talla el cap mentre es fa una incisi6 entre
els terguits i esternits abdominals 6¢ i 7¢ sense tallar el tracte
digestiu (es pot fer un tall més alt si s'esperen espermateques
molt llargues). A continuacio, s'ha d'immobilitzar el torax
amb una agulla i s'han de tirar suaument els ultims segments
abdominals posteriors amb l'altra agulla per extreure
l'intesti. Si aixo falla, hi ha la possibilitat de bloquejar
l'extrem de 1'abdomen amb una agulla i estirar el tracte
digestiu des de la seva part anterior. Si aixo falla de nou,
s'ha d'extreure l'intesti eliminant tant com sigui possible el
tegument restant que l'envolta. Quan s'extreu l'intesti, s'han
de separar els ultims segments abdominals tallant el tracte
digestiu. A continuacio, es col-loca l'intesti en una nova
gota de solucio salina esteril col-locada a un costat del
portaobjectes i després es cobreix suaument amb un
cobreobjectes estéril. El cap 1 els ultims segments
abdominals es transfereixen a una petita gota de liquid
Marc-André col-locada a l'altre extrem del portaobjectes,
assegurant-se que no hi hagi contacte amb Leishmania. El
cap s'orienta correctament (foramen occipital cap amunt) i
les espermateques s'aillen amb la furca genital tal com s'ha
indicat anteriorment i es cobreixen amb un petit
cobreobjectes rodd (@ 12 mm, no s'ha de confondre amb els
cobreobjectes quadrats estérils). La carcassa i les ales
restants del flebotom romanen a la gota de solucio salina al
mig del portaobjectes
(https://zenodo.org/records/18311154). En  cas de
positivitat, o per a I'estudi taxondmic, es poden preservar el
torax i I'abdomen per a estudis moleculars o protedomics, i

les ales es poden muntar en un medi aquos. Per preservar el
muntatge, el volum addicional de liquid Marc-André es pot
substituir per un medi de muntatge aquds com ara la goma
de cloral (=Hoyer) o un medi a base d'alcohol polivinilic.

Hi ha videos detallats que demostren aquests
procediments (disseccio de l'intesti mitja del flebotom:
https://zenodo.org/records/18303014 i disseccio de les
glandules salivals del flebotom:
https://zenodo.org/records/18302850), per la qual cosa no
s'explicaran aqui.

4.4.3. Aillament i cultiu del parasit Leishmania a
partir d'intestins de flebotoms

L'aillament del parasit a partir de la disseccié de
flebotoms femelles infectades és un procediment delicat que
requereix molta habilitat i s'ha de practicar inicialment amb
mostres lliures de parasits. Després de la disseccid, els
intestins es transfereixen a una gota fresca de solucio salina
esteril (0,9%) o solucido de Locke per rentar-los [4]. Els
intestins disseccionats es poden processar de dues maneres:
i) examinar-los sota un microscopi Optic per observar les
diferents etapes dels promastigots de Leishmania i la seva
localitzacid, amb especial atenci6 a la valvula estomodeal, i
ii) obrir l'intesti per facilitar la sortida dels promastigots,
facilitant el seu cultiu massiu [4]. Trobar flebotoms
infecciosos al camp és un fet relativament rar i, per tant, les
bones sessions de practica maximitzaran les possibilitats
d'un aillament amb ¢xit.

Si s'observen parasits de Leishmania a l'intesti, s'han
d'utilitzar noves agulles esterils i afegir una petita quantitat
de solucid salina estéril al voltant del cobreobjectes per
capil-laritat per alliberar-los. L'intesti s'ha d'esquingar amb
cura i rapidesa per alliberar els parasits a la soluci6 salina.
Amb una micropipeta de 100 pL o una xeringa de
tuberculina, recolliu els parasits i inoculeu-los en un medi
de cultiu degudament etiquetat. Cultiu in vitro de
promastigots de Leishmania: els parasits aillats es mantenen
inicialment en la pendent d'agar sang SNB-9 o en medi solid
Novy, Mc Neal, Nicolle (NNN) [16] enriquits amb medi
alfa-MEM estéril [16, 65] o amb medi M199, cadascun
suplementat amb un 10% de sérum bovi fetal esteril
inactivat per calor [SBF] (per millorar el creixement del
parasit), un 1% de vitamines Medi Basal Eagle (BME), un
2% d'orina humana esteril (esterilitzada amb un filtre de
xeringa Filtropur® S 0,2 pm), 250 pg/mL d'amikacina (o 50
pg/mL de gentamicina, o una barreja d'antibiotics i
aminoacids (L-glutamina 200 mM-penicil-lina 10.000 U-
estreptomicina 10 mg/mL) [47]. Després de tres dies, si no
hi ha contaminacio, els cultius es suspenen en un medi de
congelacid6 preparat adequadament 1 posteriorment
s'emmagatzemen a -80 °C durant 1 o 2 anys o en nitrogen
liquid a -196 °C per a la conservacio a llarg termini i el futur
us experimental [7].
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4.5.  Glandules salivals

La disseccio de les glandules salivals dels flebotoms és
una técnica fonamental per estudiar les interaccions vector-
patogen, en particular per detectar arbovirus com el
flebovirus (per exemple, el virus Toscana) [44, 75]. A causa
de la mida minuscula dels flebotoms, el procediment
requereix precisio sota un estereomicroscopi, utilitzant
pinces fines o agulles de microdisseccid per aillar les
delicades glandules salivals sense causar ruptura ni
contaminacid (https://zenodo.org/records/18302850) [51,
61]. Preservar la integritat de la glandula és crucial per
garantir una analisi molecular posterior fiable. Un cop
extretes, les glandules es poden homogeneitzar i provar
mitjangant RT-PCR, qPCR o immunoassajos per detectar
ARN o antigens virals [12]. La preséncia de virus a les
glandules salivals, en lloc de només a l'intesti o 'hemocel,
confirma que el patogen ha completat el seu periode
d'incubacié extrinseca 1 ¢és transmissible durant
l'alimentacié sanguinia [71]. El procés de disseccid és
técnicament exigent a causa de la petita mida de les
glandules salivals dels flebotoms, cosa que requereix una
experiéncia significativa per evitar la degradaci6 de la
mostra [1, 51]. A més, les carregues virals poden ser baixes,
cosa que requereix métodes de deteccid altament sensibles
com la PCR imbricada o la seqiienciacié d'alt rendiment
[54]. Els riscos de contaminacid subratllen encara més la
necessitat de técniques esteérils. Més enlla dels obstacles
técnics, els factors biologics influeixen en I'éxit de la
deteccio; la competéncia del vector varia entre les espécies
de flebotoms i les taxes d'infeccié fluctuen amb les
condicions ecologiques i estacionals [33, 61].

La detecci6 de virus a les glandules salivals proporciona
informacid critica sobre els riscos de transmissio, permetent
mesures de vigilancia i control especifiques [15]. Per
exemple, la identificacio del virus Toscana en flebotoms a
les regions endémiques contribueix a elaborar protocols de
diagnostic informats i avisos de salut publica [18]. A més,
l'estudi de les interaccions virus-saliva podria revelar noves
dianes per a vacunes o terapies que bloquegen la transmissio
[15,18].

Les glandules salivals dels flebotoms també es poden
utilitzar com a font d'antigens per mesurar els anticossos de
I'hoste contra la saliva dels flebotoms mitjangant métodes
immunologics, preferiblement ELISA. Aquest meétode
permet avaluar l'exposicido de l'hoste a les picades dels

flebotoms, cosa que déna suport a I'avaluacio de 1'eficacia
dels métodes de control de vectors [25] i el risc de
transmissio de Leishmania [40].

4.6.  Identificacié de la ingesta de sang

Les femelles alimentades aillades de les captures s'han
de disseccionar amb equips d'un sol us per evitar la
contaminacid creuada. El seu abdomen s'ha d'examinar amb
un estereomicroscopi per avaluar l'etapa de digestié de la
ingesta de sang. Es recomana seleccionar només femelles
amb un abdomen vermell, marré vermellos o vermell fosc,
que no mostri signes de formacio d'ous. Extréieu I’extrem
final de l'abdomen, incloses les espermateques, per
identificar morfologicament la femella després de la
clarificaci6. La part principal de l'abdomen (sense
espermateques) s'ha de col-locar en tubs Eppendorf® i
emmagatzemar-la a -20 °C fins a una analisi posterior. Els
marcadors genétics que s'utilitzen habitualment per a la
identificacié de la ingesta de sang, com ara PNOC [5, 30,
50], CytB [67] o COI [13], estan ben establerts i descrits
ampliament a la literatura; per tant, no es detallaran més en
aquest article (Figura 6). Alternativament, per identificar la
sang de l'hoste, es pot utilitzar el mapatge de péptids
MALDI-ToF [31]. S'ha demostrat experimentalment que
aquesta técnica permet la identificacio de la sang de I'hoste
en un periode de temps més llarg després de la ingesta de
sang; per tant, ¢s un métode d'eleccid adequat, especialment
per a l'analisi de femelles ingurgitades amb una digesti¢ de
la sang de l'hoste visiblement més avancada. Idealment, les
mostres s'haurien d'emmagatzemar a -20 °C o 4 °C, pero
també es poden obtenir bons resultats de mostres
emmagatzemades a temperatura ambient durant un curt
periode de temps. L'abdomen d'una femella ingurgitada s'ha
de disseccionar de la resta del cos poc abans de l'analisi i
homogeneitzar-lo en aigua destil-lada. La resta del cos del
flebotom queda disponible per a altres analisis moleculars i
morfologiques. Després de prendre l'aliquota de
I'homogenat per al mapatge de peptids MALDI-ToF, la
resta es pot utilitzar per a 'aillament d'ADN per confirmar
la identificaci6 de la sang de 1'hoste i/o0 detectar la preséncia
de Leishmania sp. El temps total de preparacio i analisi de
mostres €és molt curt en comparacio amb les técniques
moleculars basades en ADN.

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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Figura 6: Processament de flebotoms per a aplicacions de biologia molecular, protedmica i/o virologia.

5. Processament de mostres per a estudis
morfologics (Figures 3, 6, 7 i 8; Apéndixs 1,
2,3i4)

Aquesta secci6 descriu els principis per a la preparacid
d'una mostra de flebotom per al muntatge Ginicament per a
estudis morfologics, seguit de 1'adaptacio per a aplicacions
més enlla de la morfologia. Tanmateix, comprendre aquesta
metodologia ¢és crucial, ja que permet adaptar els
procediments per a tipus de mostra especifics quan sigui
necessari.

El tractament implica passos successius de buidatge i
ompliment mitjangant pipetes Pasteur equipades amb
tetines de goma flexibles. Es recomanen fermament els
recipients de vidre de fons rodd perquée faciliten
enormement aquestes operacions. El vidre és inert a tots els
reactius. Per evitar 1'evaporacio dels reactius, els recipients
han de tenir tapes i mai s'han d'omplir massa, cosa que
provocara un desbordament en tancar o obrir, i per evitar
que caigui pols sobre les mostres. Els productes quimics
necessaris per a la neteja i el processament es mostren a la
Taula 2.
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Figura 7: Métode classic per processar els flebotoms.



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

15

Taula 2: Composici6 dels reactius utilitzats.

Hidroxid de potassi 10%
Hidroxid de potassi 10 g
Aigua destil-lada gs 100 mL

Medi de muntatge de goma de cloral (medi Hoyer)
Aigua destil-lada 50 mL
Hidrat de cloral 200 g
Goma arabiga 50 g
Glicerol 20 mL

Soluci6 de Marc-André
Hidrat de cloral 40 g
Acid acétic glacial 30 mL
Aigua destil-lada 30 mL

Fucsina acida 1% en aigua destil-lada

Fucsina acida (en pols) 1 g
Aigua destil-lada 99 mL

Solucio Marc-André acolorida amb fucsina acida

Solucié Marc-André 1 OmL
Fucsina 1% 50 puL

Medi Enecé

Colofonia blanca pura 22 g

Goma de Copal soluble en alcohol 12 g
Etanol absolut 20 mL

Camfora 10 g

Esséncia de trementina 10 mL
Eucaliptol 26 mL

5.1.  Clarificacio

Abans que es puguin preparar mostres de flebotoms per
preparacions permanents amb portaobjectes, primer s'han
de clarificar mitjangant maceraci6 utilitzant un meétode i un
agent clarificador adequats (és a dir, una solucio d'acid
acctic al 10% o una solucié de Marc-André que inclou
hidrat de cloral, que és un producte quimic restringit en
molts paisos) per fer-les transparents. El procés de
clarificacié elimina els teixits corporals, el greix, les
secrecions i la cera, fent que la mostra sigui translucida i
facilitant 'examen de les estructures exoesquelétiques (per
exemple, la insercid de setes), les caracteristiques de la
superficie (per exemple, la coloracio) i les caracteristiques
internes visibles a través del tegument (per exemple, les
espermateques).

El procés de clarificaciéo en dos passos, que implica
primer utilitzar una base forta (com ara l'hidroxid de
potassi), seguit d'un acid feble (com ara I'acid acétic en la
solucié de Marc-André), té finalitats bioquimiques diferents
[74]. La base descompon els teixits tous, com ara les
proteines, els greixos 1 els musculs, mitjangant la
saponificacié i la desnaturalitzacid de proteines, deixant
I'exoesquelet de quitina intacte per a la claredat estructural.
L'acid feble posterior neutralitza qualsevol alcali restant,
evitant una major degradacio, i blanqueja la quitina per
millorar la transparéncia [74], tot i que rentar les mostres
dues vegades amb aigua destil-lada durant 15 minuts també
pot ser suficient per neutralitzar la base. Aquest tractament
seqiiencial combina I'eliminacid eficag del teixit amb una
preservacio suau, garantint una integritat Optima de la
mostra per a 'examen microscopic.

Es recomanen dos rentats de 20 minuts amb aigua
destil-lada abans de procedir al pas segiient.

5.1.1. Lisi de teixits tous (Figura 8)

L'hidroxid de sodi (NaOH) o I'hidroxid de potassi
(KOH) soén agents maceradors quimics d'us comu, que
s'apliquen a concentracions i durades variables segons la
mida i la fragilitat de les mostres. La técnica estandard i més
efica¢ consisteix a lisar els teixits tous submergint els
flebotoms en una base forta (10% de KOH o NaOH) durant
la nit. Es pot augmentar la concentracid per reduir la durada
del tractament (és a dir, KOH al 20% durant 6 hores), aixi
com escalfar-los a 37 °C.

5.1.2. Clarificacié amb o sense tincio

Aquest pas va seguit d'un tractament d'aclariment, que
normalment combina acid acétic i hidrat de cloral (per
exemple, solucid6 de Marc-André). Després de la
clarificacid, les mostres s'han d'esbandir a fons en almenys
dos banys d'aigua successius de 20 minuts cadascun per
eliminar els productes quimics residuals.

La soluci6é de Marc-André és un agent clarificador que
s'utilitza habitualment per preparar mostres de flebotoms.
La seva eficacia rau a facilitar el procés de clarificacio
alhora que minimitza els danys significatius a les estructures
fragils, com ara les ales i les antenes.

La soluci6 s'ha de preparar al moment o emmagatzemar
en un recipient herméticament tancat per evitar I'evaporacié
o la degradacio. L'us de la solucié de Marc-André és
particularment avantatjos quan es combina amb técniques
d'aclariment o tincid per millorar detalls morfologics
especifics. Els detalls de la seva composicié i preparacio es
donen a I'Apéndix 2.

Per a mostres altament translicides, pot ser necessari
tenyir per millorar la visibilitat abans del muntatge. Hi ha
moltes tincions disponibles, cadascuna dirigida a
components quimics especifics de l'organisme. Es
important seleccionar una tincié que sigui compatible tant
amb la mostra com amb el medi de muntatge escollit.
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Aquesta metodologia basica es pot adaptar segons calgui,
per exemple, incorporant fucsina acida al 0,1% a la solucio
de Marc-André per a la tincio. A més, les mostres
conservades en solucions aquoses i destinades a muntatges
resinosos requereixen deshidratacié (vegeu la seccio 5.2
sobre deshidratacid), ja que la majoria dels medis de
muntatge de resines naturals i sintétiques son incompatibles
amb l'aigua. New (1974) va observar que algunes tincions
es poden deteriorar en certs medis de muntatge [53]. Per
exemple, la fucsina acida, que s'utilitza habitualment amb el
balsam del Canada, també es pot fixar en Euparal®.
Tanmateix, les mostres tenyides amb fucsina acida son
propenses a la decoloracid, sobretot quan queden restes d'oli
de clau, utilitzat com a fluid clarificador final. Les mostres
emmagatzemades en oli de clau poden presentar una
decoloraci6 significativa en pocs dies.

5.2.  Deshidratacio

La deshidratacio es duu a terme transferint gradualment
les mostres a través d'una serie de solucions graduades
d'etanol: 50%, 70%, 80%, 90% o 95% i finalment 100%,
amb cada bany d’almenys 20 minuts. Com que l'etanol
s'evapora rapidament, el recipient sha de segellar
herméticament durant el processament. Un cop la mostra
estigui completament deshidratada, podeu aturar el
processament durant uns dies en esséncia Euparal®, que és
preferible a 1'oli de clau. La creosota de faig, que abans
s'utilitzava ampliament per a aquest proposit, ara esta
completament prohibida a causa de la seva toxicitat.

El procés de deshidratacié ha de garantir que el fluid
dins de la mostra sigui compatible amb el medi de muntatge
per evitar 1'opacitat, el col-lapse osmotic o la distorsioé que
podrien fer que la mostra no sigui adequada per a 1'estudi
taxonomic.

5.3.  Medis de muntatge
5.3.1. Selecciéo i aplicacié6 per a la preparacié de
mostres

Idealment, el medi de muntatge hauria de tenir un IR el
més proper possible al del vidre, que és aproximadament
d'l,5. Ha de ser incolor, clar i romandre perfectament
transparent després de 'assecat i amb el pas del temps. Ha
de ser compatible amb les tincions utilitzades i capag de
penetrar i difondre's en tots els teixits de la mostra. No s'ha
d'assecar massa rapidament ni formar una terbolesa durant
el muntatge. No s'ha de retraure després del muntatge. La
seleccid d'un medi de muntatge adequat és un aspecte
fonamental de la preparacioé de mostres, ja que cap medi és
ideal per a tots els proposits. L'eleccid ha d'equilibrar
diversos factors clau:

- Propietats optiques. L'IR del medi de muntatge ha de
proporcionar un contrast i una refraccio suficients de les
caracteristiques anatomiques critiques utilitzades per a la
identificacio taxonomica o la descripcido morfologica, com
ara les espermateques, els ascoides, les sensilies de

Newstead, les dents cibarials verticals i les dents faringies.
La visibilitat d'aquestes estructures depén directament de les
propietats optiques del medi de muntatge.

- Preservacio. Per a espécimens tipus o materials
destinats a col-leccions permanents, el medi ha d'oferir
estabilitat i durabilitat a llarg termini. En canvi, per a estudis
d'inventari o enquestes epidemiologiques, on la conservacio
a llarg termini és menys critica, poden ser suficients els
medis de muntatge temporals o semipermanents.

5.3.2. Requisits per als medis de muntatge

Els especialistes sovint desenvolupen técniques de
muntatge personalitzades i complexes adaptades a les
necessitats de recerca especifiques. Tanmateix, aquests
metodes sovint passen per alt aspectes com la qualitat
arxivistica, la compatibilitat, 1'estandarditzacié o la facilitat
de maneig i la preservacio a llarg termini. Aquesta manca
d'estandarditzacido complica la integracié de col-leccions
cedides i els esfor¢os de conservacio a llarg termini.

Les aplicacions cientifiques imposen requisits diferents
per als medis de muntatge. Els taxonomistes sovint munten
exemplars sencers i prefereixen medis que maceren
suaument els organs interns per millorar la visibilitat de les
estructures cuticulars. L'TR ha de diferir prou del de
I'especimen i del portaobjectes de vidre per maximitzar la
claredat optica. Els medis de muntatge comercials solen
formular-se amb un IR proper al del vidre per minimitzar la
refraccio 1 la dispersio de la llum a través del sistema
portaobjectes-medi de muntatge-cobreobjectes. Tanmateix,
en la microscopia de camp clar, el contrast natural d'una
mostra sense tenyir es pot manipular escollint
deliberadament un medi de muntatge amb un IR
lleugerament diferent del de 1a mostra, millorant aixi la seva
visibilitat sobre el fons.

5.3.3. Tipus de medis de muntatge (Taules 3 i 4)

La microscopia requereix I'IR d'un medi de muntatge per
determinar com es desvia la llum a través del portaobjectes,
el medi i la mostra. Quan I'IR esta estretament alineat amb
el vidre del cobreobjectes (=1,515), la llum passa
uniformement, disminuint la dispersié i les distorsions
optiques, cosa que resulta en una millor resolucid i
visibilitat de les estructures fines. Per contra, una
discrepancia d'TR pot causar desenfocament, halos o
caracteristiques no tenyides obscures. La selecci6 del medi
de muntatge adequat és crucial per optimitzar el contrast, la
claredat i la qualitat general de la imatge per a una mostra
determinada a causa dels diferents IR dels diferents medis.

L'IR del medi de muntatge té un impacte significatiu en
la capacitat de veure les estructures fines en preparar els
flebotoms per al muntatge del portaobjectes. Les
caracteristiques delicades i1 lleugerament esclerotitzades
dels flebotoms, incloent-hi 1'armadura cibarial, les
espermateques, els segments antenals i la venacié de les
ales, poden ser dificils d'observar en un medi de muntatge
d'alt IR.
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Figura 8: Remuntatge de portaobjectes. A: portaobjectes danyats i secs muntats en Hoyer; B: vista microscopica d'un flebotom
sec; C: vista microscopica d'un altre flebotom danyat; D: cambra humida que conté un portaobjectes sec; E: cap i F: cos de la
mostra B després del seu remuntatge en Euparal®; G: cap i H: cos de la mostra C danyat després del seu remuntatge en Euparal®.



Per als flebotoms, les opcions més utilitzades inclouen
medis de goma-cloral com a medis de muntatge a base
d'aigua, 1 balsam del Canada i resina Enecé-Nelson
Cerqueira (NC) com a medi a base de dissolvent. Rawlins
[60] va classificar els medis de muntatge en dos tipus: (1)
medis permanents: aquests s'endureixen amb el temps i son
adequats per a la conservacié a llarg termini, i (2) medis
semipermanents: aquests no s'endureixen i normalment
s'utilitzen amb finalitats temporals

Els medis de muntatge poden ser liquids, a base de goma
o0 resinosos, solubles en aigua, alcohol o altres dissolvents
(per exemple, tolu¢, xil¢) (Taula 3). Un cop aplicats, s'han
de segellar dels efectes atmosférics mitjangant medis de
resonancia no solubles. Per distingir clarament entre els
tipus de medis de muntatge, es pot utilitzar la segiient
categoritzacio:

a. Medis aquosos. Aquests medis es dissolen facilment
en aigua, cosa que els fa adequats per a muntatges temporals
o semipermanents. Normalment son facils de manipular,
perd poden requerir segellat per evitar l'exposicidé a la
humitat atmosférica (és a dir, medis de goma-cloral i

Taula 3: Composici6 dels medis de muntatge seleccionats.

alcohol polivinilic), especialment en climes tropicals
humits.

b. Medis amb tolerancia limitada a 1'aigua. Aquests
medis es veuen menys afectats per l'aigua, perd encara
requereixen proteccid contra la humitat excessiva.
Proporcionen una major estabilitat a llarg termini en
comparacié amb les opcions solubles en aigua i s'utilitzen
freqiientment en muntatges semipermanents.

c. Medis solubles en hidrocarburs. Aquests medis es
dissolen en dissolvents organics com el xile o el tolug, o
esenegé (dissolvent enec¢). Estan dissenyats per a
muntatges permanents i ofereixen una excel-lent estabilitat
a llarg termini, i resisteixen la humitat i la degradacio, cosa
que els fa ideals per a fins arxivistics (és a dir, balsam neutre
del Canada, DPX).

En resum, els medis solubles en aigua son els millors per
a muntatges temporals o caixes que requereixen una facil
extraccid de mostres; els medis amb tolerancia limitada a
l'aigua son adequats per a muntatges semipermanents que
requereixen una durabilitat moderada, i els medis solubles
en hidrocarburs son preferibles per a muntatges permanents
destinats a I'emmagatzematge arxivistic i a llarg termini.

Medi de Solvent Possibles prepolimers o polimers Observacions

muntatge

Hoyer = glicerol, aigua compostos de goma arabiga Agent macerant: hidrat de
goma de cloral

chloral

CMCP-9 aigua (CMCP-9: 51-60%) alcohol polivinilic completament CMC(P)-9: baixa viscositat:

(=carboxime
tilcel-lulosa
fenol)

DMHF
(dimetilhida
ntoina
formaldehid)

Balsam del
Canada

Euparal®

Enecé

aigua

xile; components parcialment
volatils del balsam (A3-carene, acid
levopimaric, limon¢, mirce, acid
palustric, B-felandre, a-pine, p-
ping)

eucaliptol, paraldehid; components
parcialment volatils de la goma
sandaraca (limong, a-pine, B-pine)

alcohol etilic; amb camfora,
eucaliptol i esséncia de trementina

hidrolitzat (CMCP-9: 0—-5%)

N,N’-dimetilol dimetil hidantoina (di-
metilol DMH)

Oligdomers amb pont d'¢ter/metile

Xarxa de polimers DMH-formaldehid
reticulats

balsam (abienol, acid abiétic, acid
isopimaric, acid sandaracopimaric)

compostos de goma sandaraca (acid
comuni, manool, acid policomonic,
acid sandaracopimaric, acid 12-
acetoxi-sandaracopimaric, sugiol, acid
torulosic, torulosol, totarol)

Compostos de goma copal i colofonia
(resina)

alta viscositat

neutralitzacio: carbonat de
potassi; resina d'4bies
balsamea (Linné, 1758)

agent aclaridor: salicilat de
metil; colorant en verd
Euparal®: sal de coure
(abietinat de coure); resina
de sandaraca de Tetraclinis
articulata (Vahl, 1791)
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Taula 4: Avantatges i desavantatges de diversos medis de muntatge sobre portaobjectes de microscopi i observacions no
publicades de diverses persones [52].

Nom

Avantatges

Desavantatges

* Balsam del

Canada

DMHF

(dimetilhida

ntoina

formaldehid)

*  Euparal
(transparent)

Medi
Hoyer

CMCP-9

de

El medi és molt resistent, amb una vida util superior
als 150 anys.

Els portaobjectes es poden muntar utilitzant oli de
clau o fenol com a agents de muntatge.

Alta transparéncia

Bon IR

Excel-lent visibilitat de les estructures
Bastant bona estabilitat de les preparacions
Compatible amb moltes técniques de tincid
Bona proteccio6 de les mostres
Bona adheréncia entre el
cobreobjectes

Medi durador amb una vida 1til de més de 50 anys.
Es possible el muntatge directament des d'etanol al
80% (recomanacio del fabricant).

No emmascara les estructures no tenyides i no es
torna groc ni trencadis amb el temps.

Té un IR més adequat que el balsam del Canada per
a dipters.

Funciona bé per a mostres més gruixudes a causa de
la minima contraccid i l'assecat sense bombolles.
Roman soluble en etanol al 95%, cosa que permet el
muntatge fins i tot després de molts anys.

Els exemplars es poden muntar vius o directament a
partir d'aigua, etanol o formaldehid.

La maceraci6 proporciona una excel-lent qualitat de
la cuticula.

Té un IR favorable i es pot millorar amb tincio de
iode per a un contrast més alt.

L'acid acétic de la formula pot expandir els apéndixs
dels artropodes.

Algunes mostres poden romandre estables durant
40-60 anys.

Solubles en aigua, cosa que permet un muntatge
facil..

Els exemplars es poden muntar directament a partir

portaobjectes i el

Conté components nocius i s'ha de manipular sota una
campana.

Requereix una série de deshidratacio completa i que
requereix molt de temps.

La deshidratacio i la transferéncia d'etanol a través de
xile o oli de clau poden fer que alguns taxons siguin
fragils; les alternatives (per exemple, isopropanol, n-
butanol, Cellosolve™, 1,4-dioxa, Histoclear,
terpineol) poden reduir la ruptura.

Les mostres es poden ennegrir si el xilé es substitueix
per fenol o si queda hidroxid de potassi residual.

Els IR alts poden enfosquir les estructures no tenyides.
L'assecat complet pot trigar anys sense assecat amb
placa calenta.

El medi es torna groguenc i enfosquit amb el temps,
especialment quan es neteja amb oli de clau.

Algunes taques s'afebleixen i els colorants cationics
poden esvair-se si el medi es torna acid, cosa que pot
ocorrer espontaniament amb el temps.
Possible engroguiment amb el temps

Pot alterar algunes tincions

No apte per a tincions sensibles al formaldehid
Formacio freqiient de bombolles daire,
d'assecat lent

Medi de muntatge sensible a la humitat

El muntatge ¢és dificil de revertir

El formaldehid és toxic, irritant i cancerigen
Conté components nocius i s'ha de manipular sota una
campana extractora.

La deshidratacio i la transferéncia d'etanol mitjangant
Euparal Essence poden fer que alguns taxons siguin
fragils, pero 1'is d'isopropanol pot reduir aquest
problema.

temps

Els exemplars de plantes delicats poden col-lapsar-se
si el medi no s'afegeix gradualment, cosa que
requereix molt de temps.

Es poden formar cavitats i cristalls en menys de 10
anys.

La maceracio pot arribar a ser excessiva depenent de
la concentraci6 d'hidrat de cloral i el temps
d'exposicid.

Els components del medi es poden separar i pot
apar¢ixer una granulacié fina en qiliestié de mesos o
anys.

S'ha informat d'ennegriment del medi.

Aquest medi pot desenvolupar cristalls i enfosquir-se
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(=Carboxim
etilcel-lulosa

de medis com ara aigua, etanol, glicerol o solucions
que contenen formaldehid, i els seus organs interns

amb el temps, i de vegades pot macerar les mostres
meés del previst. A menys que el portaobjectes estigui

fenolada)) es poden macerar quan sigui necessari per facilitar segellat amb cura, les mostres més gruixudes no s’hi
I'examen general o la preparacio. conservaran bé perque es poden encongir i crear espais
al voltant de les vores del cobreobjectes. No és adequat
per a mostres tenyides o materials calcificats, i el seu
temps d'assecat és més lent que el CMC.
Eukitt™ Medi durador de més de 30 anys. Conté components nocius i s'ha de manipular sota
Compatible amb molts dissolvents per al una campana.
muntatge, com ara acetona, benze, cloroform, Requereix una série de deshidratacio completa i
dioxa, ¢ter, isopropanol, benzoat de metil, que requereix molt de temps.
terpineol, tolu¢ i xilé. No és ideal per a mostres més gruixudes a causa de
S'asseca rapidament i t¢ un pH lleugerament la contraccio i la formacié de bombolles de gas.
acid. Els cobreobjectes es poden separar amb el temps,
No s'enfosqueix notablement amb el temps. tret que el vidre es netegi bé i es segelli.
Apte per a diverses tincions (per exemple, Pot mostrar una polimeritzacié incompleta al voltant
fucsina, hematoxilina, verd de metil, violeta de les fibres de col-lagen.
de metil, blau de metil¢).
Les mostres es poden tornar a muntar després d'anys
submergint-les en xile durant un periode prolongat.
Enece Medi molt resistent, amb una durada minima Requereix una série de deshidrataciéo completa
de 50 anys. i que requereix molt de temps.
L'enece no s'enfosqueix amb el temps. La deshidratacio d'etanol i la transferéncia a
Es més mal-leable, cosa que permet la través d'oli de clau poden fer que alguns
disseccio d'insectes en el medi, a més de exemplars siguin fragils.
proporcionar un temps raonable L'insecte continua clarificant-se, tot i que molt
posicionar les estructures morfologiques. lentament; aixo pot dificultar la visualitzacid
Baix cost. d'estructures molt petites, com ara sensilies,
ascoides i setes simples.
5.3.4. Descripcié dels suports de muntatge medi per segellar, sobretot si s'utilitza Euparal®. El medi

recomanats (taules 3 i 4)
Medis per a observacio temporal

Goma cloral = fluid/medi/solucié de Hoyer (IR = 1,48)
El medi de Marc André és el millor medi per a
l'observaci6 a curt termini (unes poques hores, potser unes
quantes més si el portaobjectes s'emmagatzema en una
cambra humida) d'espermateques, incloent-hi fotografies
(Figura 4) o dibuixos. La preservacid de les espermateques
observades requereix el seu muntatge en un medi aquds que
permeti I'emmagatzematge a mitja termini. Deshidratar-les
per al seu muntatge en resina no €s impossible, perd no es
recomana (risc de pérdua). La goma cloral i el medi de
Hoyer es consideren sinonims. Aquest medi s'utilitza
habitualment per observar organs interns a causa de la seva
compatibilitat amb 1'aigua, simplicitat, aplicaci6 rapida i IR
que facilita l'examen d'estructures delicades com les
espermateques. Tanmateix, la goma cloral té inconvenients
importants si no es prepara perfectament o s'emmagatzema
en condicions d'humitat controlada. Aquests problemes
inclouen la cristal-litzaci6, la decoloracié i la pérdua de
viscositat. Fer segellar el cobreobjectes no resol aquests
problemes, ja que el medi de muntatge pot decolorar-se molt
(de vegades gairebé negre) a causa de la interaccié amb el

Hoyer s'ha considerat oOpticament el millor per als flebotoms
i tradicionalment s'ha utilitzat per a aquests proposits. El
medi consta de diverses formulacions estretament
relacionades, com ara goma arabiga, glicerol i hidrat de
cloral. Diverses formulacions han estat malinterpretades i
citades erroniament [74].

Tot i que el Hoyer és un bon medi per observar
espermateques en flebotoms, no és adequat per a la
conservacio6 a llarg termini. Es ideal per a observacions a
curt termini, com ara fotografies, dibuixos o imatges. Els
medis aquosos son adequats per a muntatges temporals,
perd no poden garantir la conservacié a llarg termini. En
canvi, el muntatge amb resina proporciona una excel-lent
durabilitat que sovint dura segles, perd pot ocultar detalls
fins de les espermateques, ja que la seva refringéncia es perd
amb freqiiéncia.

El medi de Hoyer es degrada amb el temps a causa de la
deshidrataci6 (Figura 8), donant lloc a la formaci6 de petits
cristalls blancs i opacs d'hidrat de cloral. No obstant aixo, es
poden recuperar mostres de portaobjectes cristal-litzats, ja
que la cuticula roman quimicament intacta, tot i que es
poden produir alguns danys fisics a causa dels cristalls en
creixement. En alguns casos, els portaobjectes cristal-litzats
es poden restaurar rehidratant el medi de muntatge en un
ambient calid i humit amb timol per evitar el creixement de
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fongs. Alternativament, es poden treure les mostres de la
goma cloral en remull en aigua, deshidratar-les en acid
acetic glacial 1 tornar-les a muntar en balsam del Canada

DMHF (dimetilhidantoina formaldehid) (IR 1,48)

Aquest medi a base d'aigua [72] t€ un rendiment Optic
molt bo, de manera molt semblant al Berlese, i és tan facil
d'utilitzar com el Berlese. Tanmateix, a diferéncia del
Berlese, no s'ennegreix ni cristal-litza. Funciona bé per a
flebotoms i altres Psychodidae.

CMCP (Camfora-monoclorofenol) (IR = 1,41)

Aquest és un medi de muntatge soluble en aigua a base
de glicerina que s'utilitza per crear preparacions
transparents i permanents de mostres delicades, inclosos els
flebotoms. L'avantatge d'aquest medi de muntatge és que les
mostres es poden muntar directament des d'aigua o etanol.
Relaxa i neteja rapidament el flebotom, suavitzant la
cuticula per permetre el posicionament correcte de la
mostra, cosa que és especialment util per estendre les ales o
disseccionar els genitals. Tot i que s'ha informat que permet
I'emmagatzematge a llarg termini, la durada exacta de la
conservacid continua sent incerta. La principal limitacid
d'aquest medi de muntatge rau en la seva composicio, que
conté fenol, una substancia toxica i irritant que requereix
una manipulaci6 acurada.

Medis per a muntatge permanent

Balsam del Canada (IR = 1.52-1.54)

El balsam del Canada va ser descrit per primera vegada
com un medi de muntatge adequat per a la microscopia de
llum transmesa per Andrew Pritchard a la década de 1830.
Continua sent un dels medis més utilitzats a causa de la seva
qualitat d'arxiu provada, amb més de 150 anys d'aplicacid
amb éxit. A diferéncia dels medis fluids de Hoyer, el balsam
del Canada no cristal-litza ni absorbeix humitat. Tanmateix,
el balsam del Canada és fortament autofluorescent, cosa que
de vegades pot ser un desavantatge per a certes técniques de
microscopia [60]. L'us de dissolvents no toxics en lloc de
xilé pot reduir els riscos de seguretat durant la preparacio,
pero també pot introduir inconvenients com ara un assecat
més lent i un enfosquiment més primerenc del medi.

Euparal® (IR = 1.48)

L’Euparal® ¢és una alternativa ampliament utilitzada al
balsam del Canada per al muntatge permanent, que ofereix
una excel-lent estabilitat a llarg termini i un IR comparable.
Euparal® té les caracteristiques segiients: (1) requisit de
deshidratacio: abans de la transferéncia final del medi de
muntatge, la mostra s'ha de deshidratar, normalment passant
del 95% a etanol absolut, i (2) temps de processament
prolongat: el muntatge final en una resina, ja sigui balsam
del Canada o Euparal®, requereix deshidratacio, cosa que
allarga el temps total de processament de la mostra. Quan la
deshidratacié amb dissolvents organics no ¢és factible, les

mostres extretes d'etanol absolut es poden col-locar en una
solucio intermedia que consisteix en una barreja igual
d'Euparal® i essencia Euparal, abans del muntatge final.

Enecé (IR =1.467)

L'Enecé és un medi de muntatge a base de resina que
s'utilitza principalment per a insectes petits 1 és
particularment popular al Brasil. La seva base consisteix en
colofonia i goma copal dissolta en alcohol, camfora,
esséncia de trementina i eucaliptol. Cerqueira [11] va
descriure 'Eneceé com una alternativa al balsam del Canada
per muntar preparacions permanents de larves, exuvies
d'immadurs i fins 1 tot mosquits adults, i des de llavors s'ha
adoptat ampliament per muntar flebotoms. L'Enecé ofereix
una alternativa rendible per al muntatge permanent, ja que
proporciona estabilitat a llarg termini i un temps d'assecat
suficient, permetent la disseccid i una disposicio6 precisa de
les estructures morfologiques.

5.4. Preparacio i assecat de les preparacions

L'assecatge adequat dels portaobjectes muntats ¢és
fonamental per garantir 'estabilitat i la conservacio a llarg
termini. Els portaobjectes shan d'assecar completament
abans de considerar 'emmagatzematge a llarg termini. Per
obtenir resultats Optims, els portaobjectes muntats amb
medis de muntatge permanents s'han d'assecar
horitzontalment durant 2-3 setmanes, mentre que els
preparats amb medis semipermanents poden requerir només
1-2 setmanes. Per garantir un procés d'assecatge eficag, es
recomana utilitzar una estufa configurada a una temperatura
adequada per al medi de muntatge que s'utilitzi, evitant una
calor excessiva que pugui danyar les mostres. Es recomana
un rang de temperatura de 30 °C i 37 °C. Aquest pas
d'assecatge ¢és crucial per evitar la deformacio dels
portaobjectes, el deteriorament de les mostres o la
inestabilitat del medi de  muntatge  durant
I'emmagatzematge.

El medi de muntatge utilitzat en la preparaciéo dels
portaobjectes sempre s'ha d'indicar a l'etiqueta del
portaobjectes. Si és possible, l'etiqueta també ha d'incloure
la recepta especifica utilitzada, juntament amb el nom de la
persona que el medi i la data de preparacio. Els
portaobjectes es preparen inicialment com a muntatges
temporals i no estan destinats a la conservaci6 a llarg
termini. Tanmateix, si l'estatus de 1'espécimen canvia, com
ara si es designa com a part d'una serie "tipus", s’hauria
d'utilitzar un medi de muntatge més permanent per garantir
la preservacid de Il'espécimen per a futurs estudis
taxonomics.

5.5. Técniques de muntatge alternatives:
muntatge de targetes

El muntatge amb targetes és una técnica utilitzada per a
diversos grups d'insectes en qué els exemplars es poden
enganxar directament a targetes entomologiques o
enganxar-los a la superficie. Atesa la seva petita mida i la
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necessitat d'observar els organs interns per a la seva
identificaci6 mitjancant aclariments (vegeu l'item 5), aquest
metode no és gens adequat per al muntatge de flebotoms.

5.6. Remuntatge de mostres danyades

Per a mostres rares o valuoses, es recomana un muntatge
en dos passos segons el video accessible a:
https://zenodo.org/records/18315029. 1)  rehidratar-les
sense desmuntar-les per permetre 1'observacio preliminar.
S'ha de col-locar un suport per a diversos portaobjectes de
microscopi en una placa de Petri que serveixi de suport. A
continuacid, es col-loca el portaobjectes que s'ha de
rehidratar a sobre i s'omple la placa de Petri amb uns quants
mil-limetres de dissolvent per crear una cambra humida,
garantint que el portaobjectes no entri en contacte amb el
dissolvent (Figura 8 D). El temps necessari per a la
rehidratacioé pot variar d'un a diversos dies, depenent de
l'estat de la mostra. El control diari i la paciéncia son
essencials. Un cop el portaobjectes estigui prou rehidratat,
es pot treure de la cambra humida i col-locar-lo en una
incubadora durant unes hores abans de l'examen
microscopic, la fotografia o el dibuix. 2) per tornar-lo a
muntar, el portaobjectes es pot tornar a la cambra humida
durant unes hores més o durant la nit. El desmuntatge s'ha
de realitzar sota un microscopi binocular. Amb agulles
fines, cal retirar amb cura el cobreobjectes, assegurant-se
que no quedin elements de flebotoms adherits
(https://zenodo.org/records/18315029). A  continuacio,
s'han de recollir els elements disseccionats de flebotoms i
esbandir-los amb aigua en pous petits, com els que
s'utilitzen per a 'extraccié destructiva d'ADN/ARN (vegeu
més avall), abans de deshidratar-los i tornar-los a muntar en
un medi de resina. Quan es desmunta un portaobjectes, és
crucial identificar el medi de muntatge original per
seleccionar un dissolvent adequat. Per a medis de muntatge
aquosos, s'ha d'utilitzar aigua. Si el medi de muntatge és a
base de resina (per exemple, balsam del Canada o
Euparal®), s'ha d'utilitzar xile, sota una campana extractora
i amb l'equip de proteccid individual adequat, inclosa una
mascara.

El muntatge d’espécimens tipus o de col-leccié6 només
s'ha de realitzar amb el consentiment del conservador i/o de
la institucid propietaria de la mostra.

6. Identificacio dels espécimens
6.1.  Morfologia

La identificacid dels flebotoms es basa principalment en
l'examen de les seves caracteristiques morfologiques,
incloent-hi la forma del torax, les ales, els genitals, les setes
i les relacions morfometriques especifiques entre diverses
estructures. Els investigadors utilitzen claus taxondmiques,
col-leccions de referéncia i descripcions originals d'especies
per comparar els exemplars recollits amb els taxons
coneguts. Les caracteristiques diagnostiques clau, com la
venaci6 de les ales i la morfologia del cap en ambdos sexes,
l'estructura dels genitals masculins i la configuracio de les

espermateques femenines, son particularment informatives
per a la determinacié de les espécies. La identificacio
precisa sovint requereix un examen microscopic detallat,
normalment utilitzant un microscopi compost per observar
estructures fines com els genitals i les espermateques, o un
estereomicroscopi per a caracteristiques morfologiques més
amplies.

Els avengos recents en la tecnologia d'imatge han
facilitat 1'as d'imatges digitals per a la identificacio dels
flebotoms. Les fotografies d'alta resolucio o les
il-lustracions digitals de les caracteristiques clau es poden
comparar amb materials de referéncia o analitzar mitjangant
sistemes d'identificacio assistits per ordinador, millorant
tant la precisi6 com l'accessibilitat en la taxonomia
morfologica.

6.2.  Geometria de1'ala

La geometria de les ales és una caracteristica clau
utilitzada en la identificacié i classificacio de diferents
especies de flebotoms. Les ales dels flebotoms presenten un
patr6 i una estructura unics, normalment llargues i estretes
amb una venacié ben desenvolupada (figures 9 i 10). La
disposici6é de les venes forma un patré diferent que pot
variar entre géneres 1 espécies, proporcionant
caracteristiques  diagnostiques valuoses per a la
identificaci6. En conseqiiéncia, l'estudi de la geometria de
les ales proporciona informacié valuosa per a finalitats
taxonomiques.

6.3.  Morfometria geométrica de les ales

Els investigadors utilitzen diverses técniques, com ara la
morfometria geometrica, per analitzar i comparar la forma i
la mida de les ales entre diferents espécies o poblacions de
flebotoms. L'estudi de la geometria de les ales proporciona
informacio6 valuosa sobre el comportament, les preferéncies
d'habitat i les habilitats de vol.

En l'enfocament morfométric geométric, les ales es
disseccionen acuradament, es tenyeixen (si cal) i es munten
planes en portaobjectes. Els portaobjectes preparats es
fotografien amb un estereomicroscopi, es digitalitzen i se
sotmeten a una analisi morfometrica. Aquest procediment
ha estat ben descrit a la literatura [6, 27, 42, 56, 57, 59], amb
la recomanacié d'utilitzar 1'ala dreta o esquerra de manera
consistent per a Organs aparellats per evitar possibles efectes
al-lometrics negatius [62].

Figura 9: Ala sense tenyir de Trichophoromyia ininii.
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Figura 10: Ala tenyida de Phlebotomus ariasi.

Preparacio de l'ala per a l'analisi geométric morfometric.

Per a una visualitzacio optima de les venes de l'ala, les
ales s'han de netejar d'escates i tenyir-les adequadament. Per
a la preparacié de l'ala, primer ompliu els pous petits amb
els reactius necessaris (blau de metilé, etanol, aigua i
substitut de xil¢). Recupereu una ala conservada en etanol
al 70% a temperatura ambient invertint el tub Eppendorf i
buidant-lo sobre el pou, després aixequeu l'ala
longitudinalment amb una agulla fina corbada. Passeu 1'ala
breument de l'etanol a l'aigua i de tornada a l'etanol per
eliminar les truges o pels rigids de 1’ala. Col-loqueu l'ala en
blau de metilé durant 6 minuts, assegurant-vos que suri
durant la tincié. Recupereu 1'ala amb cura i submergiu-la en
el substitut de xilé durant 2 minuts (aproximadament un terg
del temps del blau de metil¢). Fent cops suaus de 'agulla
contra les parets del pou poden ajudar a que 1'ala s'assenti;
el xilé serveix per fixar la coloraci6. Finalment, aixequeu
l'ala i col-loqueu-la sobre una petita gota d'Euparal® en un
portaobjectes microscopics. Sota una lent d'augment,
desplegueu suaument l'ala i col-loqueu amb cura un
cobreobjectes. Cal fer fotografies immediatament abans que
s'assequi 1'Euparal®, ja que pot ser necessari ajustar
lleugerament la posicio de l'ala sota el cobreobjectes per
aconseguir un alineament optim.

6.4. Técniques de biologia molecular

A més de les técniques morfologiques, els métodes
moleculars son cada cop més essencials en la recerca
entomologica, incloent-hi estudis taxonomics, genétics de
poblacions i filogenétics, aixi com per a la deteccio de
patogens d'ADN/ARN i per determinar l'origen dels apats
de sang, ja que el comportament del vector és important en
el camp de I'epidemiologia [70]. La seqiienciacié d'ADN es
pot utilitzar per a la confirmacié d'espécies o per diferenciar
especies estretament relacionades, proporcionant un mitja
d'identificacié més precis i fiable. A més, les técniques
moleculars avangades (és a dir, PCR, seqiienciaciéo d'ADN,
NGS, etc.) i la MALDI-ToF MS estan guanyant
protagonisme per a la identificacido precisa 1 rapida
d'espécies, complementant els métodes morfologics
tradicionals [46]. Malgrat aquests avengos, la identificacio
morfologica continua sent I'estandard de referéncia per a la
taxonomia i la base sobre la qual s'interpreten les dades
moleculars.

6.4.1. Extraccié destructiva d'acids nucleics

L'extraccio d'acids nucleics és un pas rutinari en molts
estudis biologics, i s'han desenvolupat diversos métodes per
aillar 'ADN de materials biologics [48]. Molts Kkits
d'extracci6 d'ADN disponibles comercialment estan
dissenyats per facilitar aquest procés [14]. Tanmateix, els
metodes que s'utilitzen habitualment per preparar mostres
d'artropodes per a la identificacid6 morfologica sovint
dificulten l'analisi d'ADN, ja que aquestes técniques poden
danyar o destruir caracteristiques fisiques critiques de la
mostra [10]. La majoria dels protocols d'extracci6 d'ADN
per a teixits d'insectes son de naturalesa destructiva [43],
cosa que planteja preocupacions particulars per a les
mostres petites, on fins i tot un mostreig limitat pot
comprometre caracteristiques morfologiques importants
[72]. El tipus i l'estat de la mostra tenen un paper clau en la
seleccid d'un métode d'aillament d'ADN adequat [29].

La necessitat d'una identificacid fiable dels flebotoms,
comprendre la dinamica de la poblacid i minimitzar els
impactes no desitjats ha impulsat el desenvolupament
d'eines de diagnostic molecular [23]. Els enfocaments
moleculars ara s'utilitzen amb freqiiéncia per complementar
els métodes taxonomics morfologics per identificar els
flebotoms. Per exemple, l'enfocament estandard per al codi
de barres d'insectes implica l'extracci6 d'ADN, Ia
seqiienciacio i la pérdua de la mostra original. Per tant, hi
ha una necessitat urgent d'explorar meétodes d'extraccid
d'ADN no destructius que preservin tant el material biologic
com la seva integritat morfologica.

S'han aplicat nombrosos meétodes d'extraccié d'acids
nucleics als flebotoms. La quantitat o la qualitat dels acids
nucleics necessaris depenen de 1'analisi molecular posterior,
ja que les diferents técniques tenen requisits de sensibilitat i
puresa variables [9]. Per exemple, s'ha descobert que els ulls
dels flebotoms inhibeixen l'amplificacié per PCR [69]. Més
enlla del cribratge de patogens, 'ADN dels flebotoms
s'extreu rutinariament amb finalitats d'identificacid
d'espécies. Es poden utilitzar diversos métodes d'extraccio,
tot i que els rendiments i la qualitat difereixen entre les
técniques. Els investigadors han adaptat alguns protocols
dels fabricants per als flebotoms [8], augmentant el
rendiment i/o la qualitat dels acids nucleics extrets [8, 9, 69],
mentre que altres adaptacions, desenvolupades per a altres
taxons d'artropodes, també es poden utilitzar en els
flebotoms [58, 76]. Les PCR d'identificacié dirigides a
petits fragments mitocondrials (COI o CytB) son
generalment compatibles amb els métodes d'extraccid que
impliquen una alta fragmentacié de ' ADN. En canvi, altres
técniques de NGS de lectura llarga (Oxford Nanopore i
PacBio) requereixen una fragmentacié minima i ADN d'alta
qualitat. Les extraccions amb columna de centrifugacio
generalment produeixen fragments d'ADN genomic de fins
a 60 kb, mentre que l'extraccié amb fenol-cloroform pot
produir fragments de fins a 150 kb [77]. La taula 5 resumeix
les diferents técniques d'extraccid d'ADN de flebotoms i
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indica si s'han fet adaptacions metodologiques per a aquests
insectes. No es mostren els rendiments, ja que depenen de
la mida de la mostra i del métode de preparacio. La columna
de modificacié fa referéncia a les adaptacions dels protocols
d'extracci6 per a flebotoms o altres artropodes petits.

L'eleccio del métode d'extraccio ha de tenir en compte
diversos criteris, com ara el nombre de mostres, el temps
d'extraccio6 i la técnica desplegada posteriorment. Si bé les
técniques de NGS requereixen ADN genomic d'alt pes
molecular, tots els métodes presentats aqui es poden utilitzar
per a aplicacions estandard basades en PCR.

A més, diversos estudis han explorat métodes
d'extracci6 d'ADN no destructius per a petits artropodes
terrestres, espécimens de museu conservats en sec i
artropodes de cos tou [19, 26, 28, 55, 63].

Taula 5: Cost mitja, aplicaci6 i adaptacio del protocol per a
lI'extraccio de gADN de flebotoms

Protocol Cost Apli Protocol
cacio d’adaptacié
per petits
artropodes
Columna de 2.5-3.55 PCR, [9]
silice USS$ [39] NGS
Fenol- PCR,
cloroform 0.24 USS [69] NGS (9]
HotSHOT <0.01 USS$ [69] PCR -
Precipitacio 0.12'$ [69] PCR ]
salina
Chelex 0.02'$ [41] PCR [41, 76]

6.4.2. Extraccié no destructiva d'acids nucleics

Un dels principals reptes en l'analisi molecular
d'artropodes, especialment els flebotoms, €s la preservacid
d'espécimens per a la seva integracid en col-leccions
entomologiques. La majoria dels protocols d'extraccio
d'ADN requereixen la maceracié del teixit, cosa que
compromet la preservacid6 de l'espécimen original.
Tanmateix, els métodes d'extraccié no destructius d'acids
nucleics estan dissenyats per extreure material genétic sense
danyar fisicament la mostra, afectar-ne la viabilitat o alterar-
ne la morfologia. Aquests métodes son particularment
valuosos quan es treballa amb espécimens preciosos o
limitats, com els flebotoms, on mantenir la integritat
estructural és essencial per a futures taxonomies,
morfologiques o de diagnodstic. Una técnica habitualment
emprada és el metode de bany no destructiu en que els
flebotoms s'immobilitzen i s'immergeixen suaument en un
tampo de lisi que conté proteinasa K.

La técnica de mild-vectolysis s'ha aplicat amb éxit als
flebotoms, especialment als espécimens tipus [24]. La
técnica utilitza un kit estandard de columnes de silice (en
aquest cas, un kit DNeasy Blood and Tissue, QIAGEN,
Hilden, Alemanya) amb adaptacié per obtenir ADN sense

destruir I'espécimen. Els passos de lisi modificats (volum de
tamp6 de lisi i addicid6 d'un pas de congelacid) [17]
permeten l'alliberament d'acids nucleics, minimitzant els
danys morfologics [24]. Pel que fa als flebotoms, també és
possible utilitzar un kit d'extracci6 d'ADN HotSHOT
(Bento Bioworks Ltd, Londres, Regne Unit) [73] que és
rapid i economic, permetent un processament rapid i de baix
cost de les mostres. Els espécimens entomologics destinats
a la identificacié morfologica es poden esbandir. Els
processats amb un kit DNeasy Blood and Tissue s'han de
clarificar amb una soluci6 de Marc-André, mentre que els
processats amb un kit d'extraccié d'ADN HotSHOT estan
prou clarificats per ser muntats en un medi aquds, o millor,
en una resina després de la deshidratacio, segons el protocol
detallat en aquest article [73]. El material genétic extret es
pot processar posteriorment per a analisis posteriors, com
ara la PCR, per amplificar marcadors geneétics especifics.
Els métodes d'extraccié d'acids nucleics no destructius son
crucials per estudiar les caracteristiques genctiques dels
flebotoms, inclosa la identificacié de possibles agents
causants de malalties que poden portar. Preservant la
integritat de la mostra, els investigadors poden obtenir
informacié genctica valuosa, alhora que conserven la
mostra per a analisis o estudis addicionals.

6.5. MALDI-ToF MS

L'espectrometria de masses de temps de vol amb
desorcid/ionitzaci6 laser assistida per matriu (MALDI-ToF
MS) és una tecnica basada en l'espectrometria de masses
dissenyada per detectar i analitzar els perfils proteics unics
("empremtes dactilars") de mostres biologiques. El
MALDI-ToF es reconeix cada cop més com una eina
important per a la identificacié d'artropodes d'importancia
medica i veterinaria. Aquesta técnica ha demostrat ser eficag
en la identificacié de diverses etapes de desenvolupament
dels flebotoms, incloses les formes immadures i els apats de
sang de femelles engorjades, i s'ha aplicat amb éxit per
diferenciar espécies de flebotoms mascles i femelles en una
série de condicions d'emmagatzematge i homogeneitzacid
[28, 30, 73, 74]. Aquest métode també ofereix un alt poder
discriminatori a nivell de subgéneres, espécies i poblacions.
Aquesta técnica permet als investigadors aconseguir una
identificacio rapida i precisa de les espécies, cosa que és
essencial per comprendre la distribucid, el comportament i
el paper dels flebotoms en la transmissié de malalties. En
diferenciar entre espécies en funcid dels perfils proteics, el
MALDI-ToF juga un paper crucial en els estudis
epidemiologics i les estratégies de control de vectors. Hi ha
dos inconvenients principals actuals d'aquesta técnica que
limiten la seva aplicacié rutinaria. En primer lloc, és la
disponibilitat d'equips d'espectrometria de masses, que soén
prohibitivament cars d'adquirir facilment només amb la
finalitat d'identificar espécies de flebotoms (o vectors
artropodes en general). Afortunadament, aquesta limitacio
es pot superar accedint a espectrometres de masses
disponibles com una eina de recerca estandard en
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instal-lacions protedomiques i/o diagnostics clinics. En
segon lloc, és la baixa representacid de les dades de
referéncia de flebotoms disponibles en bases de dades
d'accés obert, la qual cosa resulta en la necessitat de
construir una base de dades interna amb espectres de
referéncia basats en mostres identificades de manera
inequivoca, idealment mitjangant una combinacié
d'avaluacié morfologica i seqiienciacié d'un marcador
genétic adequat (COI, cytB o altres). Esperem que aquesta
limitacio es resolgui aviat mitjangant la inclusio gradual de
les dades de referéncia de flebotoms internes fins ara a la
plataforma MSI gestionada per Assistance Publique-
Hopitaux de Paris, Universitat de la Sorbona, Franga i la
col-lecci6 BCCM/IHEM/Sciensano a Brussel-les, Bélgica
(https://msi.happy-dev.fr/). Quan es planifica la
implementacié de perfils de proteines MALDI-ToF, les
mostres s'han d'emmagatzemar preferiblement congelades
en sec o en etanol al 70% de grau molecular i no s’han
d'exposar a temperatura ambient. A falta de directrius
universals per a la preparacié de mostres, es recomana als
usuaris que utilitzin una solucié aquosa d'acetonitril al
60%/TFA al 0,3% d'acid sinapinic (30 mg/mL) per a la
preparacio de la matriu MALDI-ToF per tal de fer que els
seus espectres de proteines siguin comparables amb les
dades de flebotoms publicades fins ara.

Preparacio de mostres per a MALDI-ToF MS (Figura 7)

Les mostres d'insectes, emmagatzemades en diverses
condicions, primer s'assequen a l'aire a temperatura ambient
i es disseccionen. Es retira el cap i 'abdomen per obtenir
parts del cos que contenen caracteristiques morfologiques
clau per al muntatge de portaobjectes i 1'analisi morfologica.
El torax es pot utilitzar per a MALDI-ToF i l'abdomen
restant es conserva per a l'extraccié d'ADN. Per al perfil de
proteines, el torax s'homogeneitza manualment en
microtubs d'1,5 ml amb 10 pL de solucié d'homogeneitzacio
mitjangant maceradors d’un sol Gs (pilons). Normalment
s'utilitzen dues solucions d'homogeneitzacio: aigua
destil-lada esteril i acid formic al 25%.

7. Conclusio

En aquest treball, el nostre objectiu era proporcionar als
investigadors els métodes més eficacos per al muntatge de
flebotoms, adaptats a objectius de recerca especifics, per
facilitar la identificacio precisa i la deteccid de patogens. No
hi ha un métode unic i universalment optim; més aviat,
existeixen diversos metodes, cadascun amb els seus propis
avantatges i limitacions.

A les dades de suport, hem proporcionat protocols
detallats per a diverses técniques de muntatge utilitzades en
la preparacio 1 identificacio6 de flebotoms. Aquests
protocols, inclosos videos instructius, ofereixen
procediments pas a pas adaptats a diferents objectius,
garantint resultats precisos i fiables. En oferir aquest recurs
complet, pretenem ajudar els investigadors a seleccionar i

aplicar les técniques de muntatge més adequades per a les
seves necessitats especifiques.
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Apéndix 1: Fonaments teorics bioquimics.

Els artropodes en qiiestio son els flebotoms. Tanmateix,
la idea general es pot estendre a altres artropodes molt
comuns la identificaci6 dels quals només es pot fer
mitjangant caracters morfologics interns. Per casualitat,
alguns organs interns estan parcialment quitinitzats i les
seves morfologies ens proporcionen informacié valuosa. Es
per aix0 que és molt interessant observar les bombes
alimentaries, les espermateques i els seus conductes. Amb
tots els reactius que revisarem, no s'ha d'oblidar mai que des
de l'etapa de fixaci6 dels insectes fins al muntatge,
simplement aplicarem reaccions redox. L'unica precaucio6 o
idea que ens guiara és evitar barrejar reactius reductors amb
reactius oxidants.

Alcohol etilic; etanol:

Aquesta substancia s'utilitzara de diferents maneres. Les
molécules d'alcohol tenen una forta afinitat per 1'aigua i, per
tant, presenten un efecte deshidratant. Tanmateix, un
alcohol amb baixa concentraci6 (€s a dir, massa ric en aigua)
tindra un paper en la degradacid dels acids nucleics (l'aigua
és l'enemic dels acids nucleics).

Quan es col-loquen insectes en etanol, no és només per
preservar-los, sind també per fixar els teixits. En histologia,
normalment diferenciem dos conceptes importants: la taxa
de penetraci6 i la taxa de fixaci6. Es ben sabut que un bon
conservant primer ha de penetrar rapidament i
profundament als teixits abans de fixar-los. Per a l'alcohol
al 96%, el coeficient de penetracio és d'aproximadament
1,05 (en comparacio, per a una solucié aquosa d'acid picric
al 0,75%, el coeficient de penetracié ¢s de 0,45, mentre que
el d'una solucid de dicromat de potassi al 3% és d'1,45).

Voler preservar insectes 1 altres artropodes
indefinidament en etanol és una realitat per als entomolegs.
La idea encara és molt honorable voler conservar les
captures de camp per a estudis posteriors o per a futurs
investigadors. No obstant aixo, aquesta idea no és possible
per a un citoleg o histoleg. Si es pretén mantenir les mostres
al fixador durant massa temps, poden arribar a ser
practicament impossibles de reelaborar. Es per aixo que les
mostres de més de 10 anys son dificils o fins i tot
impossibles d'utilitzar.

Una altra consideracié és la relacié entre la massa
d'artropodes a fixar i el volum del fixador. En la practica
zoologica o medica, és recomanable preveure un volum 60
vegades més gran que el volum de les peces a fixar. A la
practica, per als microartropodes, per a un volum determinat
d'espécimens a fixar, afegiu almenys 4-5 volums d'alcohol.
Tingueu en compte que l'alcohol perdra la seva forca a
mesura que elimina tota l'aigua present als teixits dels
artropodes.

En conclusio:

- L'alcohol etilic és un agent quimic reductor (per tant,
incompatible amb els fixadors oxidatius);

- Precipita energéticament les proteines i les desnaturalitza;
- Dissol certs lipids complexos i precipita el glicogen;

- Provoca una forta contraccio dels teixits i els endureix.

Solucions basiques d'hidroxid de potassi o sodi:

L'as d'aquestes solucions en entomologia s'ha centrat
principalment en I'hidroxid de potassi sense una justificacio
clara.

L'hidroxid de sodi [E524] es presenta en solucio, ja sigui
a diferents concentracions o amb diferent normalitat. Es
presenta en granuls o purpurina. El seu principal
desavantatge és que €s molt higroscopic (més que el KOH).
Quan reacciona amb les proteines, les dissol i amb els lipids
les transforma en sabons durs durant la saponificacio
(aquesta és una diferéncia important amb el KOH, que
produeix sabons liquids durant la saponificacio).

L'hidroxid de potassi [ES25] esta disponible com a
soluci6 concentrada, perd sobretot té¢ I'avantatge de
formular-se en granuls duns 0,1 g, cosa que facilita
enormement la preparacio de solucions diluides quan no
s'especifica una balanga de precisio. Per exemple, 1 granul
de 0,1 g en 1 mL d'aigua destil-lada produeix una solucié al
10%. El segon avantatge de I'hidroxid de potassi en granuls
¢és la seva menor sensibilitat a la carbonatacio (una solucié
de KOH té una alta afinitat per fixar el COz, creant aixi sals
de carbonat). Aquestes bases fortes s'utilitzaran per
solubilitzar acids grassos transformant-los en sabons
solubles en aigua. Cal recordar que el fixador, com I'etanol,
va solubilitzar alguns dels greixos de la mostra. Tanmateix,
en substituir la mostra en un medi aqués per una base forta,
els acids grassos (més o menys complexos) precipitaran. La
base forta, per tant, realitzara una saponificacio6 en fred. En
alguns casos, quan els teixits adiposos sén en excés, per
exemple en les femelles, sera avantatjos augmentar la
temperatura a 35-40 °C per facilitar la reaccid, o bé allargar
el temps de contacte a temperatura ambient.

Solucio6 acida acolorida/solucié6 Marc-André incolora:

Aqui explorarem els avantatges i els inconvenients
d'utilitzar la soluci6 Marc-André. Aquesta solucid esta
composta  dhidrat de cloral (Tricloracetaldehid
monohidrat), acid acétic i aigua. Aquesta solucié és molt
oxidant (barreja d'acid i aldehid). Neutralitzara I'excés
d'hidroxid de potassi que pugui quedar a les mostres, sense
precipitar els sabons alcalins formats durant 1'as d'hidroxid
de potassi. Aquesta solucio oxidant també tindra una accié
sobre les funcions d'alcohol secundari de les glucosamines
que es formen a la quitina oxidant-les, suavitzant aixi la
quitina. Una altra accié és la dissolucidé de certes sals
minerals presents.

Quan la solucié Marc-André esta préviament acolorida
per fucsina acida (per tant, en estat oxidat), podra fixar-se
sobre les funcions d'alcohol secundari de I'estructura.
Després del temps de contacte de la solucio Marc-André i
I'estat de tincid de les mostres, 1'esbandida es fara només
amb etanol. Aixi comencem la fase de deshidratacio de les
mostres.
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Beneficis:
- Neutralitzacié de 1'excés de solucions basiques
- Relaxacio de la quitina
- Tincid de la quitina per avaluar millor les estructures
internes quitinitzades
Inconvenients:

L'hidrat de clor és hipnotic i s'ha utilitzat en medicina
humana. S'ha d'utilitzar sota una campana quimica i s'ha de
complir la legislacio sobre riscos quimics.

Solucions de deshidratacié:

L'experiéncia demostra que per a mostres molt petites
no ¢és util seguir la seqliencia de banys d'alcohol amb
concentracions creixents. Si la mostra és gran, comencarem
amb etanol al 80%, després amb etanol al 90%, 95% i
finalment etanol absolut. Per a mostres molt petites,
utilitzarem un bany amb etanol al 90% seguit d'immersio en
etanol absolut. En aquesta etapa, sempre recordarem que
l'etanol absolut busca fixar l'aigua a l'atmosfera.

La tradici6 als laboratoris d'entomologia era finalitzar la
deshidratacié de les mostres amb un bany de creosota de
faig. Avui dia, aquesta esséncia, ampliament utilitzada com
a pesticida, antifingic i conservant de la fusta, es
desaconsella molt a causa de la seva olor (hidrocarburs
aromatics policiclics) 1 se suposa que €s reprotoxica,
cancerigena, contaminant organic persistent i ecotoxica per
als organismes aquatics.

Una soluci6 que proposem per preparar per al muntatge
de les mostres és Euparal® i esséncia Euparal (descrita al
paragraf segiient). Una barreja d'Euparal® i esséncia
Euparal és molt ben acceptada; mostres obtingudes després
d'un bany d'etanol al 90%.

Apéndix 2: Composicié dels reactius utilitzats.
Hidroxid de potassi 10%

Hidroxid de potassi 10 g

Aigua destil-lada g.s. 100 mL

Medi de muntatge de goma cloral. Medi de Hoyer
Aigua destil-lada 50 mL

Hidrat de cloral 200 g

Goma arabiga 50 g

Glicerol 20 mL

Solucié de Marc-André
Hidrat de cloral 40 g
Acid acétic glacial 30 mL
Aigua destil-lada 30 mL

Fucsina acida 1% en aigua destil-lada
Fucsina acida en pols 1 g
Aigua destil-lada 99 mL

Solucio de Marc-André acolorida amb fucsina
Solucié de Marc-André 10 mL
Fucsina 1% 50 pL

Apéndix 3: Euparal®, balsam del Canada, alcohol
polivinilic o altres solucions per al muntatge.

Alcohol polivinilic: Aquest és el medi de muntatge ideal
quan no es disposen dels productes necessaris per a una
deshidratacio adequada. L'alcohol polivinilic es barreja amb
lactofenol d'Amman. Tanmateix, aquests productes
presenten els principals inconvenients d'assecar-se o
cristal-litzar 1'alcohol polivinilic a causa de I'evaporacio de
l'aigua o l'ennegriment quan el fenol s'oxida. Aquesta
continua sent una bona técnica per al muntatge a curt
termini.

Balsam del Canada: El seu Us per al muntatge entre el
portaobjectes i el cobreobjectes requereix la deshidratacio
de les mostres que s'han de muntar. L'as de xilé o tolu¢ no
esta exempt d'inconvenients.

Medi Enecé: Per al muntatge entre el portaobjectes i el
cobreobjectes, com ara el balsam del Canada, requereix la
deshidratacio de la mostra. Formulaci6 Enece: colofonia
blanca pura (22 g); goma de Copal soluble en alcohol (12
g), alcohol absolut (20 mL), camfora (10 g), esséncia de
trementina (10 mL) i eucaliptol (26 mL). Per a la seva
preparacio, en un recipient, com ara un matras Erlenmeyer,
poseu-hi l'alcohol absolut i el camfora. A continuacio,
afegiu-hi la colofonia i la goma Copal. A continuacio, es
tanca el matras amb un tap i s'agita, i només llavors s'escalfa
al bany Maria a una temperatura suau perqué la barreja no
bulli. Un cop el contingut s'hagi liquat completament,
s'afegeix 1'esséncia de trementina, es filtra mentre la barreja
encara esta calenta i, finalment, s'afegeix l'eucaliptol al
filtrat. Quan el medi es torna menys fluid, es dilueix amb
Eenece, que té la formula segiient: alcohol absolut (30 mL),
camfora (17 g), esséncia de trementina (15 mL), eucaliptol
(38 mL) (Cerqueira, 1943).

Euparal®: Es tracta d'una resina que prové del xiprer de
I'Atles Tetraclinis articulata (Vahl, 1791) i va ser estudiada
i desenvolupada el 1906 per Gilson. El seu principal
avantatge és que no polimeritza. Les mostres muntades
entre portaobjectes i cobreobjectes es poden recuperar
facilment per l'accié de l'alcohol o, millor encara, de
I'esséncia Euparal®. Aquesta resina, també anomenada
sandaraca, accepta etanol a partir del 80%.

Utilitzaci6 del Triton X100: solucié aquosa no ionica:
El Triton X100 es presenta en forma de solucié aquosa
no ionica (solucié de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenol-
polietilenglicol, t-octilfenoxipolietoxietanol, ¢ter de
polietilenglicol tert-octilfenil), ampliament utilitzada com a
detergent en biologia cel-lular i molecular. Permet la
permeabilitzacié de les membranes cel-lulars i nuclears.
Les mostres d'insectes conservades en alcohol durant
molts anys sén habituals. Malauradament, la conservacio en
alcohol no ¢és Optima i els artropodes aixi conservats es
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tornen molt dificils de preparar per a l'examen microscopic.
Els plastics que contenen mostres sovint es degraden,
seguits de I'evaporacid de l'alcohol. En ambdoés casos, el
contacte prolongat amb l'alcohol o l'assecat de les mostres
representen un problema real. El 2008, Jonque va publicar
una nota sobre la rehidrataci6 d'aranyes amb un agent
humectant com 1'Agepon utilitzat per a pel-licules
fotografiques [26]. Aixd va conduir a la idea d'utilitzar
agents humectants que no siguin detergents potents.
A continuacié es mostra un procediment utilitzant Triton
X100 en una solucid aquosa al 0,5%:
- Impregnar la mostra seca amb alcohol absolut.
- Afegir el volum necessari de solucié de Triton X100 al
0,5% de manera que tota la mostra quedi submergida.
- Deixar reposar durant uns 5 minuts o més. Tots els
artropodes s'han de separar en la solucio.
- Es retira la soluci6 de Triton X100 i es substitueix per la
solucié d'hidroxid de potassi.

A continuacid, es segueix la técnica descrita
anteriorment.

Apéndix 4: Medi de muntatge Euparal® o Canada Balsam
pas a pas

1. Les mostres s'han de deshidratar (un aspecte térbol o
llet6s indica una deshidratacié inadequada).

2. La deshidratacid es pot aconseguir augmentant les
concentracions d'alcohol etilic.

3. Les mostres es poden transferir d'alcohol al 99% o alcohol
absolut a un agent clarificador.

Procediment:

1. Plagatz els flebotoms adults en etanol al 70%.

2. Treure I'etanol i substituir-lo per KOH al 10%. Cobrir els
flebotoms amb un portaobjectes de vidre.

3. Macerar fins que els insectes es tornin transparents.

4. Treure el KOH.

5. Cobrir la mostra amb aigua destil-lada i esperar de 30 a
45 minuts.

6. Traieu l'aigua i repetiu el rentat amb aigua destil-lada
durant 30 min (funci6 del temps de nombroses mostres: com
més mostres hi hagi per processar juntes, més llarg s'ha de
respectar aquest temps. Com menys n'hi hagi, especialment
per a les tractades individualment, més curt pot ser aquest
temps).

7. Traieu l'aigua.

8. Afegiu la soluci6 de Marc-André (potencialment
acolorida amb acid fucsina) i espereu 24 hores (un dia).

9. Traieu la soluci6é de Marc-André.

10. Cobriu la mostra amb aigua destil-lada i espereu de 30
a 45 min.

11. Traieu l'aigua i repetiu el rentat amb aigua destil-lada
durant 30 min.

12. Traieu l'aigua.

13. Afegiu etanol al 70% i disseccioneu la mostra.

a. Per al cap i I'abdomen, estireu suaument el cap o
I'abdomen del torax.

b. Per al torax, traieu les ales subjectant el torax amb un
parell de pinces i estirant la base dels apendixs amb un altre
parell. Es possible fer una dissecci6 sagital, dividint el torax
en costats esquerre i dret, depenent de les regions de més
interes.

14. Deshidrateu gradualment mitjancant una série de
solucions aquoses d'alcohol etilic. 50 — 80 — 95% fins que
s'assoleixi etanol absolut.

15. Deshidrateu les mostres rentant-les dues vegades, 10
minuts cadascuna, amb etanol al 100%.

16. Traieu l'etanol i cobriu les mostres amb oli de clau
durant 15 minuts a temperatura ambient.

17. Transferiu les mostres de 1'oli de clau a una gota
d'Euparal® o balsam del Canada en un portaobjectes net.
18. Col-loqueu-les com wvulgueu: El cap, el torax i
I'abdomen del flebotom es poden disseccionar amb agulles
fines o pinces sota un microscopi de disseccio. El cap s'ha
de disseccionar del cos per poder muntar-lo en posicio
ventrodorsal, és a dir, el foramen occipital ha d'estar orientat
cap amunt per tal que el cibari es pugui observar
directament a través d'ell.

La dissecci6 es duu a terme en el medi de muntatge per
a flebotoms.

19. Deixeu la mostra fins que la superficie es torni
enganxosa.

20. Mulleu un cobreobjectes net amb alcohol absolut.
Deixeu caure el cobreobjectes sobre el balsam del Canada
en angle.

21. Guardeu els portaobjectes en una caixa seca destinada a
aquest proposit.
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