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Abstrakt — Tento ¢lanek poskytuje komplexni navod pro zpracovani a pfipravu mikroskopickych preparati (montovani)
flebotom, coz je kli¢ové pro jejich druhové urceni a pro detekei a izolaci patogend. Pojednava o fadé technik vhodnych
jak pro terénni, tak pro laboratorni podminky. Priivodce zahrnuje podrobné instrukce k odchytu flebotomu, manipulaci
s nimi a jejich usmrcovani (doporucuje se suché zmrazeni nebo CO2 namisto chemikalii), stejné jako strategie
konzervace, jako je skladovani v chladu a uchovavani v ethanolu. Kvalita preparace uréitych anatomickych struktur
(pohlavni organy, hlava a kiidla) je zasadni pro jejich spravné mikroskopické pozorovani. Clanek také piedstavuje
detailni postup zpracovani vzorki, véetné procesu projasiiovani pomoci ¢inidel jako je hydroxid draselny a nasledné
roztok Marc-André. Porovnava rizné zpisoby zalévani do médii s dirazem na jejich optické vlastnosti a konzervaéni
potencial. Hoyerovo médium je doporuc¢ovano pro rychlé pozorovani, zejména spermaték, diky své Cirosti, ackoli neni
vhodné pro dlouhodobé skladovani. Mezi dalsi diskutovana média patii polyvinylalkohol, Euparal® a kanadsky
balzam, médium rozpustné v uhlovodicich, pfi¢emz posledni dvé jmenovana nabizeji moznost dlouhodobé konzervace.
Pozornost je vénovana také inovativnim pfistupim molekularni biologie, jako je sekvenovani DNA a MALDI-ToF
proteinové profilovani, které vyzaduji zvlastni zfetel pfi zpracovani vzorkl. Navod nabizi kratké videoklipy, ilustrujici
rizné techniky ptipravy preparati, a také preklady do mnoha riznych jazykd, coz tomuto ndvodu umoziluje naplnit
rozmanité potieby a ocekavani celosvétové védecké komunity.

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

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

ToF, Type-specimens.

Uvod

Flebotomové jsou drobny dvoukiidly hmyz patfici do ¢eledi
Psychodidae, podceledi Phlebotominae, s dosud 1 063
popsanymi druhy [21]. Jsou vyznamnymi pienaseci
patogent (arboviry bakterie rodu Bartonella a paraziticti
prvoci rodu Leishmania) odpovédnych za onemocnéni jako
arbovirové infekce, bartoneléza a leishmanidzy. Jejich
identifikace je primdrné zalozena na detailnim
mikroskopickém posouzeni morfologickych znaki na
preparatech, pfipravenych po sbéru, vhodném skladovani a
zamontovani do vhodného média, coz vyzaduje nékolik
specifickych technik, z nichz kazdd ma své vyhody a
omezeni.

Identifikace dospélych flebotomd je zalozena na pozorovani
vnéjSich (napt. tykadla, makadla, sam¢i genitalie) i
vnitinich struktur (napf. hltan, cibarium a spermatéky).
Pitva a izolace posledné jmenovanych usnadnuje jejich
pozorovani a nasledné ptresnou identifikaci. Proto na rozdil
od vétsich zastupci hmyzu (komafi, plostice) vyZzaduji
flebotomové pred identifikaci montovani mezi podlozni a
kryci sklicko. Az do 80. let 20. stoleti bylo mikroskopické
pozorovani jedinou dostupnou metodou pro identifikaci
flebotomi a dodnes zlistava nejpouzivanéj§im piistupem.
Volba postupu a ptipravy byla tedy pomérné piimocara a
zalozena hlavné na dichotomii: na jedné stran¢ definitivni
preparat umoznujici dlouhodobé uchovani vzorku a na
stran€ druhé rychly preparat pro identifikaci v médiu, které
nezarucuje dlouhodobé uchovani. Findlni montovani,
napiiklad do pryskyfice jako je kanadsky balzdm, je Casové
naro¢né a vyzaduje Gplnou dehydrataci vzorki. Navic index
lomu tohoto média neni vzdy optimalni pro snadné
pozorovani spermaték. Montovani do vodného média (napf.
Hoyerovo médium) je naproti tomu rychlej§i a umoznuje

lepsi vizualizaci spermaték, ale neumoziuje dlouhodobé
uchovani preparatl, protoze ma tendenci absorbovat vodu z
atmosféry. Jednou z moznosti je utésnit sklicko lakem na
nehty, jakmile je zcela suché.

Tato volba kompromisu ptetrvava dodnes a ovliviiuje vybér
zalévaci metody v =zavislosti na zamySleném ucelu
preparatu. Od 80. let 20. stoleti kombinuji studie
identifikace flebotomd morfologické a biochemické
pfistupy. Prvnim byla analyza kutikularnich uhlovodikd,
ktera byla rychle nahrazena technikami molekularni
biologie (tj. ndhodné amplifikovand polymorfni DNA
(RAPD), polymorfismus délky restrikénich fragmentt
(RFLP), amplifikace DNA a sekvenovani Sangerovou
metodou, stejn¢ jako sekvenovani nové generace (NGS)).
Dnes jsou molekularni pfistupy dopliiovany proteomickymi
metodami, jako je MALDI-ToF proteinové profilovani.
Navic lze molekularni identifikaci druhtt kombinovat
s molekularni detekci patogenti (Leishmania, Trypanosoma,
Bartonella, razné fleboviry), jelikoz vSechny lze detekovat
pomoci PCR nebo real-time PCR, coz vyZzaduje
prizptisobeni procesu vzorkovani a skladovani stanovenym
cilam [3, 32]. Kromé morfologickych znaku, tradicné
pouzivanych pro rozliSeni druhd, lze aplikovat i jiné
morfologické pfistupy (tj. geometricka morfometrie kiidel).
Cilem této prace, zalozené pievazn€¢ na vlastnich
zkuSenostech autord a udajich z literatury, bylo poskytnout
standardizované pokyny pro montovani a zpracovani
dospélych ~ flebotomi za  ucelem  optimalizace
morfologickych a molekuldrnich analyz. Potfeba provadét
uréité analyzy (napf. molekularni biologie nebo MALDI-
ToF proteinové profilovani) vyzaduje zachovani casti
flebotoma, ktera neni nutna pro morfologickou identifikaci.
Nase prace uvadi vhodné metody anestezie a usmrceni zive
odchycenych flebotomt, jejich skladovani a proces
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montovani pro rychlou identifikaci nebo pro dlouhodobou
konzervaci umoziujici nasledné studie.

e

Preambule: Bezpecnostni a regulacni
aspekty by mély odkazovat na prislusné

bezpecnostni listy (SDS)

Se v§emi chemikaliemi uvedenymi v tomto navodu musi byt
manipulovano za pfisnych bezpecnostnich podminek.

Tabulka 1: Seznam zkratek.

BME Basal medium Eagle (Bazalni médium Eagle)

CDC . ,
pro kontrolu a prevenci nemoci)
CMCP Camphor-monochlorophenol (Kaft-
monochlorfenol)
Carcinogenic, mutagenic, reprotoxic substance
CMR . p . e
(Karcinogenni, mutagenni, reprotoxicka latka)
col Cytochrome c oxidase subunit I gene (Gen
podjednotky I cytochrom ¢ oxidazy)
CytB Cytochrome b gene (Gen cytochromu b)
Deoxyribonucleic acid (Deoxyribonukleova
DNA ;
kyselina)
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EtOH Ethanol
M199 Medium 199
MALDI- Matrlx-assmted laser desorption/ionization time-of-
ToF MS flight mass spectrometry
(Hmotnostni spektrometrie MALDI-ToF)
MEM M}m’mum essential media (Minimalni esencialni
médium)
NGS Next-generation sequencing (Sekvenovani nové
generace)
NNN Novy-MacNeal-Nicolle medium
Polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova
PCR
reakce)
Lao PDR Lao People’s Democratic Republic (Laoska lidove

demokraticka republika)
PNOC Prepronociceptin gene (Gen prepronociceptinu)
Quantitative PCR (real-time PCR) (Kvantitativni

qPCR PCR / real-time PCR)

RAPD Randpm amplified polymorphic DNA (Nahodné
amplifikovana polymorfni DNA)

RFLP Restriction fragment length.polymorphism
(Polymorfismus délky restrikénich fragmenttt)

RI Refractive index (Index lomu)

RNA Ribonucleic acid (Ribonukleova kyselina)

RNases Ribonucleases (Ribonukleazy)
RNA stabilization solution (Stabiliza¢ni roztok

RNASS RNA) (

RT-PCR Revers; trfmscription PCR (PCR s reverzni
transkripci)

TFA Trifluoroacetic acid (Kyselina trifluoroctova)

Centers for Disease Control and Prevention (Centra

Komise a pracovnici pro bezpecnost a ochranu zdravi ve
vyzkumnych zafizenich jsou k dispozici pro poskytnuti
informaci nejen o nebezpecnosti téchto chemikalii, ale také
o postupech manipulace s nimi a likvidaci odpadu. Je nutné
dodrzovat bezpecnostni pokyny tykajici se jejich pouziti a
likvidace. Je odpovédnosti vSech wuzivatell zajistit
dodrzovani spravné a bezpecné laboratorni praxe a platnych
zakonu a predpist jejich zemé nebo vyzkumné instituce.
Navic néekteré chemikalie nebo jejich slozky (napf.
chloralhydrat) jsou v nékterych zemich regulovany. Seznam
zkratek pouzitych v tomto rukopisu je uveden v Tabulce 1.

1. Odchyt flebotomu

Dospéli flebotomové mohou byt sbirani zivi nebo mrtvi
pomoci riznych metod, jako jsou CDC svételné pasti,
lepové pasti a exhaustory v Shannonovych pastech nebo
pfimo z mist odpocinku v prostiedi (napi. pfistiesky pro
zvitata). Tyto metody zahrnuji umisténi pasti do vhodnych
stanovist, prilakdni flebotomii svétlem nebo jinymi
atraktanty (CO. nebo chemické navnady) a jejich sbér pro
dalsi analyzu, jak je popsano v nékolika publikacich [2, 3,
32, 36, 49]. Odchyt zivych flebotomi umoziuje vSechny
nasledné aplikace, zatimco sbér mrtvych jedincd
znemoznuje izolaci prvokl rodu Leishmania nebo virt.
Nekteré techniky odchytu, jako jsou lepové pasti, mohou
vést ke ztraté organt flebotomu (tykadla, makadla, kiidla
nebo nohy). Navic ricinovy olej pokryvajici lepové papiry
ulpivd na flebotomech a musi byt odstranén na zacatku
zpracovani, obvykle pomoci patnactiminutové ldzné ve
smesi ethanolu a diethyletheru ve stejném poméru.

2. Usmrceni vzorkd

Po odchytu musi byt zivi flebotomové usmrceni. U
nékterych metod sbéru (napt. lepové pasti, CDC svételné
pasti vybavené nadobou obsahujici detergent nebo ethanol)
jsou flebotomové mrtvi jiz pii sbéru. Metody molekularni
biologie lze aplikovat na ty, ktefi byli sbirani piimo do
ethanolu, a na ostatni, pokud jsou ulozeni do ethanolu co
nejrychleji. Zadna z t&chto metod usmrceni vsak
neumoziuje zpracovani hmyzu pomoci MALDI-ToF
proteinového profilovani. Kromé¢ toho mohou nékteré
metody usmrceni zpusobit ztratu urcitych morfologickych
znakl. Je proto nezbytné pouzit vhodné standardni
usmrcovaci ¢inidlo, aby byla zaji$téna spravna identifikace
nebo dlouhodobé uchovani jako dokladové exemplafe (tj.
vzorky uchované a ulozené pro budouci reference nebo
srovnani). Chemikalie jako ethylacetat, ethylether,
tetrachloretan a chloroform Ize napustit do vaty a umistit do
nadoby s flebotomy k jejich usmrceni. S t€émito ¢inidly by
se mélo zachazet opatrné a podle doporuceni vyrobce
vzhledem k jejich toxicite. Nedoporucujeme vsak
usmrcovat flebotomy pomoci chloroformu, protoze je podle
nasich zkuSenosti malo kompatibilni s metodami
molekularni biologie. Vzhledem k nebezpeéné povaze
vSech téchto produkti a jejich sporné vhodnosti pro
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molekularni analyzy se pouzivani téchto chemikalii obecné
nedoporucuje.

Nejpouzivangjsi metodou, kterd zachovava morfologii,
DNA i proteiny, je suché zmrazeni vzorkil. Vzorky musi byt
zmrazeny dostatecné dlouho, aby byly pln€ anestetizovany,
ale ne tak dlouho, aby (i) vyschly, nebo (ii) byla ohrozena
zivotaschopnost leishmanii, pokud je cilem jejich izolace in
vitro z traviciho traktu flebotoma. Doporucujeme proto
dobu zmrazeni 15 azZ 20 minut p¥i -20 °C, s pravidelnou
kontrolou, aby bylo zajisténo, Ze jsou pouze omraceni,
aniz by doslo k usmrceni parazita rodu Leishmania.
Pokud neni k dispozici mrazak, lze hmyz alternativné
usmrtit pomoci CO.. V terénnich podminkach, kde nelze
pouzit tlakové lahve s CO,, 1ze vzorky usmrtit s pomoci
malych komerénich nadobek s CO. pouzivanych v
sifonovych lahvich, ale mohou existovat omezeni pro jejich
leteckou piepravu. Jako posledni moznost 1ze hmyz usmrtit
vystavenim tabdkovému koufi. Flebotomové jsou
odchyceni zivi do CDC pasti, sebrani exhaustorem,
ponechani ve sklenéné trubici a vystaveni tabakovému
koufi, ktery je béhem néekolika sekund usmrti. Tato metoda
je pouzitelna i v naro¢nych terénnich podminkach. Protoze
se vSak sklo nasyti koufem, nelze jej pouzit pro nasledny
sbér a manipulaci s zivymi flebotomy bez dikladného
vycisténi. Nicméné tentyz nevycCistény exhaustor lze stale
pouzit k usmrcovani flebotomt z jinych pasti pro ucely
fixace. Je také nutné zkontrolovat, zda byly z exhaustoru
odstranény vSechny exemplafe. Tyto metody jsou
kompatibilni s naslednou izolaci leishmanii prostfednictvim
pitvy stfeva.

3. Skladovani vzorka pred zpracovanim
Existuji pét hlavni metody fixace pted zpracovanim:

3.1. Zmrazeni

Tato metoda se nejlépe provadi pii -20 °C nebo, pokud
mozno, pii -80 °C. Tyto metody skladovani jsou nyni
pouzivangjsi nez skladovani v kapalném dusiku. Ve vSech
ptipadech musi byt kryokonzervace provedena co
nejrychleji po omraceni vzorkd. Skladovani v chladu v
mrazécich nabizi vyhodu plného zachovani samotného
hmyzu, stejné jako RNA, DNA a proteind s plnou integritou
po celou dobu skladovani. Naproti tomu kapalny dusik
mize vazné poskodit kiidla, nohy a tykadla a tim odstranit
kli¢ové morfologické znaky. Skladovani v suchém mrazu je
pro vzorky méné traumatické, ale neni idealni pro zachovani
jejich kiehkych organti. Dilezité je, ze v dobé rozmrazovani
mohou kfidla, tykadla nebo nohy pfilnout k povrchu
nadobky, a nakonec se vlivem kondenzace odtrhnout.
Uchovavani zmrazenim neni v terénnich studiich vzdy
proveditelné, protoze vyzaduje pfistup k mrazaku nebo
nadobé s kapalnym dusikem. Skladovani v mrazédku je plné
kompatibilni s detekci patogenti pomoci molekularnich
nastroju bez ztraty citlivosti, ackoli detekce a izolace RNA
vird vyzaduje zmrazeni pii -80 °C nebo v kapalném dusiku,
pokud je pozadovano dlouhodobé skladovani. Zmrazeni
vzorki vSak neumoziuje izolaci leishmanii prostfednictvim

pitvy stfeva, s vyjimkou pfipadl, kdy jsou flebotomové
nejprve ponofeni do plynné faze a poté do kapalného dusiku
(naptiklad v lahvickdch umisténych v puncose), coz
simuluje kryokonzervaci leishmanii.

3.2. Skladovani v alkoholu (ethanol nebo
isopropylalkohol)

Toto je pravdépodobné nejpouzivanéjsi metoda pro
skladovani flebotomu. Je snadno pouzitelna v terénu, i v
obtiznych podminkach bez pfistupu k laboratofi.
Uchovavani v alkoholu je zvlast¢ vhodné pro morfologické
studie, protoze kiehké organy (kiidla, nohy, tykadla)
zustavaji neporuSené, pokud ve skladovaci zkumavce
nejsou vzduchové bubliny. Proto doporucujeme utésnit
zkumavku malym kouskem vaty, aby se odstranily veskeré
vzduchové bubliny, a umistit §titek na horni ¢ast vatové
zatky. Vhodna koncentrace alkoholu zustava predmétem
diskusi. Obecné se nedoporucuji koncentrace pod 70 % [45,
66]. Vyssi koncentrace uchovavaji DNA ucinnéji a po delsi
dobu, ale ¢ini vzorky kieh¢imi a lamavéjSimi pro
morfologické studie. Pouziti 96% ethanolu (azeotropni
smes) zajistuje stabilitu koncentrace v Case, zejména ve
vlhkych oblastech, jako jsou tropické zemé, ackoli 95%
ethanol je ¢asto snaze dostupny. Bez ohledu na koncentraci
je DNA v ethanolu obecné dobie zachovana (i kdyz méné
ucinné nez pii metodach zmrazovani, zejména pro
molekularni metody typu NGS). Proteiny jsou mnohem
méng¢ stabilni, zejména pro proteomiku, jako jsou aplikace
MALDI-ToF. Flebotomy uchovavané v alkoholu po dobu
nékolika mésict 1ze stale morfologicky identifikovat, ale je
obtizné z téchto vzorki generovat kvalitni referenéni
proteinova spektra. Skladovani v alkoholu nebo v suchych
podminkach lze zlepsit, pokud je vzorek také zmrazen na -
20 °C. Zmrazeni na -20 °C zlepSuje hlavné molekularni
uchovani (napf. nukleovych kyselin) zpomalenim
degradace a poskytuje také sekundarni vyhodu pro
morfologické uchovani snizenim rozkladu tkani v case, i
kdyz vliv na morfologii je omezenéjsi nez na molekularni
integritu. Skladovani v ethanolu lze také aplikovat pro
detekci DNA a RNA virti pfi pouziti ethanolu v koncentraci
alespont 70 % po kratkou dobu skladovéani, méné nez n€¢kolik
mesici. Také isopropylalkohol mize byt v nékterych
zemich snadno dostupny a uchovadva DNA, ale zptsobuje
tuhost vzorkti. Neni hoflavy jako ethanol, a proto jej lze
snadno prepravovat. V piipadé potieby lze flebotomy
uchované v kapalném dusiku nebo suchym zmrazenim
pfenést do alkoholu, ¢imz se vSak kombinuji nevyhody
obou metod.

3.3. Skladovani v RNA stabilizacnim roztoku (RNASS)
Toto vodné C¢inidlo je Siroce pouzivané, netoxické a
navrzené tak, aby stabilizovalo a chranilo RNA v Cerstvych
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Obrazek 1. Flebotomové uchovavani v ethanolu.

tkanich a bunéénych vzorcich. Plsobi tak, Ze rychle pronika
do vzorku a inaktivuje RN4zy (enzymy degradujici RNA),
¢imz zabrafiuje degradaci RNA bez nutnosti okamzitého
zmrazeni. Skladovani v RNASS je obecné ucinné pii
zachovani celkové morfologie tkdni a bunék pro nasledné
histologické hodnoceni. Ackoli je RNASS optimalizovan
pro stabilizaci RNA spiSe nez pro fixaci, kratkodobé az
sttednédobé skladovani obvykle dobie udrzuje strukturalni
integritu. RNASS umoziuje skladovat vzorky pii pokojové
teploté po dobu az 7 dni, pti 4 °C po dobu n¢kolika tydni
nebo pii -20 °C / -80 °C pro dlouhodobé uchovani. Tato
metoda je zvlasté cenna pii praci v terénu nebo v klinickych
podminkéch, kde je infrastruktura chladiciho fetézce
omezend. Extrakce RNA obvykle vyzaduje vyjmuti vzorki
z ¢inidla a jejich zpracovani podle standardnich protokolt.

3.4. Suché skladovani pfi pokojové teploté

Jedna se o klasickou metodu, ktera ma pfi aplikaci na vzorek
in toto (montovany vcelku) hlavni nevyhodu v tom, Ze
Spatn€ zachovava kiehké organy, jako jsou kfidla, nohy,
tykadla. Proteomické studie pomoci MALDI-ToF vsak
zustavaji proveditelné, pokud je dehydratace provedena pii
fixaci pomoci vysousedla typu silikagel. Naproti tomu
molekularni analyzy zaméfené na DNA se na téchto
vzorcich provadéji obtizné, protoze DNA je Ccasto
fragmentovana a v malém mnozstvi, coZ znamena, Ze
zmrazenych vzorkl, zejména u jadernych genomd.
Nedavné techniky, jako je "museomika", by v§ak mohly byt
pouzity na vzorcich tohoto typu [34]. Obecné se tato metoda
skladovani nedoporucuje, pokud neni k dispozici zadna
alternativa. Lze ji kombinovat se skladovanim v chladu
umisténim zkumavek do mrazaku pii -20 °C nebo -80 °C.
Hlavnim problémem je uspéSné montovani casti téla

nezbytnych pro identifikaci. K dosazeni toho je nezbytna
rehydratace. Doporucujeme pouzit roztok Triton X-100.
Doba rehydratace se pohybuje od né€kolika hodin do
né¢kolika dnti za pravidelného peclivého sledovani. Po uplné
rehydrataci by mély byt vzorky oplachnuty ve téech po sobé
jdoucich vodnich laznich.

3.5. Uchovavani na filtracnich papirech

Hlavni vyhodou filtra¢nich papira je dlouhodobé stabilita
genomové DNA v bunkdch nefixovaného, vysuSeného
celého teéla nebo krevnich bunék skladovanych pii pokojové
teploté. Filtracni papir je dodavan ve velikosti malé
karticky, coz umoziuje skladovat nekolik set vzorki pfi
pokojové teploté z minimem prostoru. Matrice filtra¢niho
papiru je impregnovana ¢inidly, ktera denaturuji infek¢ni
agens, a vzorky tak jiz nejsou povazovany za biologické
nebezpeci. To umoznuje skladovani a prepravu vzorki bez
nutnych opatfeni pro biologické nebezpeci [68].

4. Pitva flebotoma
Na rozdil od mnoha jinych druhti hmyzu, které jsou
identifikovany na zakladé vnéjsich znakl pozorovatelnych
na jednotliveich napichnutych in toto, vyzaduji flebotomové
pitvu a montovani na sklicko a posouzeni anatomickych
znakti pro pfesnou identifikaci druhu. Bez ohledu na
zvoleny postup pfipravy a montovani se pouZziva stejna
pitevni technika (Obrazky 2 & 3)
(https://zenodo.org/records/18198006).
Pouziti Tritonu X100: neiontovy vodny roztok
Montovani se tyka cerstvé chycenych nebo adekvatné
uskladnénych vzorkd. VétSina sbérateld ma vzorky hmyzu
uchované v suchu (pro pouziti MALDI-ToF) nebo ulozené
v alkoholu po mnoho let. Bohuzel dlouhodobé uchovavani
v alkoholu neni optimalni a ¢lenovci takto uchovani se
stavaji velmi obtiznymi pro piipravu k mikroskopickému
uréeni. Casto dochazi k degradaci plasti obsahujicich
vzorky, nasledované odpatenim alkoholu. Vzorky tak bud’
zustavaji prili§ dlouho v alkoholu nebo vysychaji. Vznikla
proto mys$lenka pouzit smacedla, ktera nejsou silnymi
detergenty. Triton X100 je ve formé neiontového vodného
roztoku Siroce pouzivany jako detergent v bunécné a
molekularni biologii. Umoziltuje permeabilizaci bunécnych
a jadernych membran.
Nize je uveden postup s pouzitim neiontového Tritonu X100
v 0,5 % vodném roztoku:
e Impregnujte suchy vzorek absolutnim alkoholem.
e Pridejte potiebny objem roztoku Triton X100 o
koncentraci 0,5 %, aby byl cely vzorek ponofen.
e Nechte proces béZet asi 5 minut az nékolik dni,
pravideln€ kontrolujte.
e Vsichni ¢lenovei se musi v roztoku od sebe pIné
oddélit.
e  QOdstraiite roztok Triton X100 a nahrad’te jej roztokem
hydroxidu draselného.
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Obrazek 2. Materialy potfebné pro montovani flebotomu: A: kulaté kryci sklicka (primér 10 nebo 12 mm); B: 24-jamkova desticka a zahnuta
jehla (pokud pouzivate hiebickovy olej nebo esenci Euparal® ke zpracovani flebotomt, nepouzivejte akrylatové desticky, protoze dojde k
chemické reakci a vzorky budou poskozeny); C: podlozni sklicka vhodna pro popisovani; D: detail zahnuti jehly; E: jehly nasazené na stikacky;
F: hodinové sklicko nebo ekvivalentni nadoba obsahujici flebotomy uréené k montovani; G: pinzety Dumont; H: plastova pipeta; I: sklenéna

pipeta ohnuta zahfatim pro usnadnéni pfenosu kapaliny do jamek.

Obrazek 3. Desticka s 24 jamkami, z nichz kazda obsahuje hlavu
a $picku zadecku flebotomtl.

4.1. Hlava

Pitvu Ize provadét pomoci jemnych jehel nebo
entomologickych $pendlikd pod stereolupou (Obrazky 2 &
3). Mezi nejcastéji pouzivané jehly patii: 26G x 1/2" (0.45
x 13 mm), 30G x 1/2" (0.3 x 13 mm), nebo 25G x 5/8" (0.5
x 16 mm). K ptipravé vzorku pro identifikaci se minimalné
oddéli hlava od téla a montuje se ventralni stranou nahoru,
aby se zobrazilo cibarium a hltan, zatimco hrud’ a zadedek
se po pitvé montuji lateralné (z boku). Montovani hlavy ve
ventro-dorzalni poloze zajistuje, Ze tylni otvor (occipital
foramen) sméfuje nahoru, takze cibarium lze pozorovat
ptimo. Pfistup k témto anatomickym znakiim je snazsi,
pokud je hlava zcela oddélena.

4.2. K¥idla a hrud’

K#idla musi byt montovana naplocho. Kazdé kiidlo lze
oddélit u zakladny a montovat nezavisle, nebo lze jedno
montovat samostatné, zatimco druhé se ponecha pfipojené
k hrudniku. Pokud je planovéna analyza geometrické
morfometrie, je nezbytné pfed montovanim spravné
identifikovat a oznacit pravé a levé kiidlo. Hrud’ je
rozdélena na nékolik ¢asti a kazda obsahuje velmi dilezité
taxonomické informace [20, 64]. Obecné se montuje v
bo¢nim pohledu, aby se umoznilo posouzeni chaetotaxie
Stétinach v urcitych oblastech hrudi lze pouzit k rozliSeni
nekterych druht rodu Brumptomyia. Rozlozeni barev miize
byt pouzito k rozdéleni neotropickych flebotomil na urovni
rodu (napt. Bichromomyia), druhovych sérii (napf.
Pintomyia) nebo dokonce druhti stejného rodu (napft.
Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia a
Psychodopygus) [20]. Pokud se tedy hrud’ nepouziva pro
molekularni analyzu, méla by byt montovana tak, aby se
neposkodila. Dulezité je poznamenat, ze nezalezi na
intenzit¢ barev, ale na jejich rozlozeni po hrudi. Proces
projasniovani tedy neodstrani pigmentaci ani jeji vzor.

4.3. Genitdlie

Pfi montovani genitalii u samc i samic je tfeba dbat
zvlastni opatrnosti, protoze jsou klicové pro identifikaci
rodl, podrodi a druhti. U obou pohlavi jsou genitalie
parové.
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4.3.1. Samci
Genitalie jsou vnéjs$i a skladaji se z parovych klistek
(forceps), z nichz kazda se sklada ze zakloubené dvojice
gonokoxit-gonostyl v hibetni ¢asti a epandrialniho laloku ve
ventralni ¢asti. Gonostyl nese trny a ne¢kdy Stétiny, které
musi byt spocitatelné a jejichz poloha musi byt jasné
viditelna. Je dilezité peclivé pozorovat vnitini povrch
gonokoxitu, ktery miize nést chomac sesilnich $tétin nebo
Stétiny nesené lalokem (= hrbolkem) [22]. Kolegové s
mensimi zkuSenostmi s pitvami mohou provést jednoduché
lateralni (bo¢ni) montovani, aniz by oddélili genitalie od
konce zadecku (https://zenodo.org/records/18311158). V
tomto pfipadé mulze superpozice (piekryti) dvou c¢asti
genitalii ztizit pocitani vnitinich $tétin gonokoxitu, ale
zabrani se poskozeni genitalii nezdafenou pitvou.
Zkusenéjsi kolegové se mohou pokusit otevfit genitalie na
dvé ¢asti, rozdélit je. K dosazeni toho je nutné zkosenou
stranou jehly oddélit bez uplného prefiznuti genitalii
parovou sestavu gonokoxit-gonostyl
(https://zenodo.org/records/18311158). Timto zplUsobem
bude pozorovani jejich wvnitfnich stran snadné. Toto
usporadani také usnadfiuje pozorovani paramer a
parameralnich pochev, které se jiz neptekryvaji. Pro
lateralni montovani, které podporuje superpozici organtl,
musi byt vzorky qqur}g}_e' projasnény

e

Obrazek 4. Spermatéky vypreparované a zamontované v médiu Marc-André z Cerstvych jedinct. A: Idi

4.3.2. Samice

Genitalni aparat samic je vnitini a je tvofen spermatékami.
Pokud se neprovadi pitva, musi byt pozorovany pfes télni
pokryv (tegument) a zadecek musi byt namontovan ve
ventralni poloze. Bez ohledu na zvolené zalévaci médium
Ize samotné spermatéky obecné pozorovat spravné, zejména
pokud nejsou hladké a jsou projasnéné. Nicméné
pozorovani hladkych, tenkosténnych spermaték muze byt v
malo lomivych médiich problematické. Dale je pozorovani
baze vyvodl spermaték nezbytné pro druhovou identifikaci,
napiiklad u podrodu Larroussius [35, 37, 38], hlavnich
prenasect Leishmania infantum ve Starém svété. Bez tohoto
pozorovani zlstava jednoznacna druhova identifikace
jedince nemozna. K piekonani téchto obtizi pfi pozorovani
by mél byt komplex genitalni vidlicky (furky) a spermaték
vyjmut ze zadecku (https://zenodo.org/records/18311106).

Spermatéky jsou béhem pitvy obecné  obtizné
pozorovatelné, ale genitalni furku lze lokalizovat pomérné
snadno. Vzhledem k tomu, ze vyvody spermaték usti do
genitalni furky, izolace této furky obvykle umozni i izolaci
spermaték. Pokud jsou spermatéky béhem procesu ndhodné
oddéleny, nejsou ztraceny a lze je stale pozorovat uvnitt
bfisniho integumentu (Obrazek 4).

Sergentomyia minuta (Francie); C: Phlebotomus ariasi (Francie); D: Sergentomyia anodontis (Laos).
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4.4. Pitva stfeva pro detekci a izolaci leishmanii.
Pitva traviciho traktu je nezbytna pro detekci a izolaci
leishmanii u samic flebotomi. Pitvu lze provadét jak v
terénnich, tak v laboratornich podminkach pro posouzeni
vektorové kompetence.

Doporucuje se pracovat s Cerstvé usmrcenymi samicemi.
Omyjte samice ve vod¢ nebo fyziologickém roztoku se
slabym detergentem, abyste odstranili pfebyte¢né chloupky.
Tento krok pomaha pfi izolaci leishmanii, a zaroven
zachovava morfologické znaky potiebné pro druhovou
identifikaci flebotomti. Opatrn€¢ vyjméte stievo, zejména
mesenteron (stiedni stfevo), a vlozte jej do kapky sterilniho

fyziologického roztoku (0,9% NaCl). Po zjisténi
pohyblivych bicikovet pod svételnym mikroskopem
(doporucené zvétSeni: ~200x) je pomoci inzulinové
stiikacky nebo mikropipety pieneste do kultivacniho média
(vice podrobnosti viz kapitola 4.4.3).

Hlavu a genitdlie montujte pfimo do roztoku Marc-André
pro jejich projasnéni. Dulezité: nikdy nedovolte, aby se
roztok Marc-André dostal do kontaktu s leishmaniemi, a to
ani nepfimo prostfednictvim nastroji nebo jehel, protoze
roztok parazity usmrcuje.

Pitvu samic flebotomti 1ze provadét bud’ na jednom, nebo na
dvou sklickach; obé moznosti maji své vyhody a omezeni
(Obrazek 5; https://zenodo.org/records/18311154).

CDC past - exhaustor

l

usmrceni

Krok 1
Pitva ve sterilnim
fyziologickém roztoku

Krok 2
VytaZeni stieva ve
sterilnim fyziologickém
roztoku

Krok 3
VloZeni stfeva do nové
kapky sterilniho
fyziologického roztoku By
pod sterilni kryci sklicko

22 x 22 mm

Krok 4
Vlozeni genitalii a hlavy ve
ventro-dorsalnim sméru do
kapky Marc-Andrého
roztoku pod sterilni 12 mm

kulaté kryei sklicko

l

Mikroskop. detekce leishmanii

AN,
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1) Rozmontovani
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Obrazek 5. Metoda izolace leishmanii.

4.4.1. Metoda dvou sklicek

Prvni moznost zahrnuje praci na dvou samostatnych
sklickach: jedno obsahujici sterilni fyziologicky roztok pro
pitvu stieva a druhé pro zaliti hlavy a spermaték do roztoku

Molekuldrni metody Druhové uréeni —=  MoZnost

rychlého
pfemontovani
v docasném
mediu

Marc-André. V terénnich podminkach je vSak bézné, ze
pitvaji dva nebo tii lidé a pfedavaji vypitvané flebotomy
dalSimu spolupracovnikovi, odpovédnému za identifikaci
druhu a posouzeni leishmaniové infekce. Prace se dvéma
sklicky tak mtize vést k problémim s dohledatelnosti vzorkti
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a zejména ztizit uréeni, ktery konkrétni jedinec flebotoma
byl infikovdn v pfipadé zachytu pozitivniho stfeva
(https://zenodo.org/records/18311154).

4.4.2. Metoda jednoho sklicka

Pouziti jediného sklicka zajistuje lepSi dohledatelnost
vysledki. Je vSak tfeba pfijmout nékolik opatifeni. Pro
maximalizaci sterility je tfeba si pravideln¢ Cistit ruce
dezinfekénim gelem nebo roztokem. Musi byt pouzita
hladkéd podlozni sklicka (bez matného okraje), zabalena v
hlinikové folii a sterilizovand suchym teplem (pomoci
horkovzdusného sterilizatoru / Poupinel), ¢tvercova kryci
sklicka (22 x 22 mm), spolu jehlami sterilizovanymi po
kazdé pitvé (navrh: 25G @ 0,5 mm x 16 mm).

Flebotom se umisti do kapky sterilniho fyziologického
roztoku doprostied sklicka. Hlava se oddéli, zatimco se
provede nafiznuti zadeCku v misté mezi 6. a 7.
abdomindlnim tergitem a sternitem, aniz by doSlo k
pretiznuti traviciho traktu (lze provést nafiznuti i blize k
hlave, pokud se ocekavaji velmi dlouhé spermatéky). Poté
musi byt hrudnik imobilizovan jednou jehlou a posledni
zadni abdominalni segmenty jemné vytazeny druhou jehlou
smérem dozadu. Pokud se toto nepodafi, existuje moznost
zachytit konec zadecku jehlou a vytdhnout travici trakt
doptedu za jeho ptedni ¢ast. Pokud i toto selze, musi byt
sttevo vypitvano odstranénim co nejvét§siho mnozstvi
zbyvajiciho tegumentu kolem néj. Po vypitvani stfeva musi
byt posledni abdominéalni segmenty oddéleny piefiznutim
zadni ¢asti traviciho traktu. Stfevo se poté umisti do nové
kapky sterilniho fyziologického roztoku umisténé po strané
sklicka a poté se jemn¢ zakryje sterilnim krycim sklickem.
Hlava a posledni abdomindlni segmenty se pfenesou do
malé kapky kapaliny Marc-André umisténé na druhém
konci sklicka. Hlava se spravné orientuje (tylni otvor
smérem nahoru), spermatéky s genitalni furkou se umisti
zhruba do stfedu kapky, jak je uvedeno vyse, a zakryji se
malym kulatym krycim sklickem (@ 12 mm, nezaménovat
se sterilnimi ¢tvercovymi krycimi sklicky). Zbyvajici télo
flebotoma a ktidla ziistavaji v kapce fyziologického roztoku
uprostfed sklicka (https://zenodo.org/records/18311154). V
ptipad€ pozitivity nebo pro taxonomicky pruzkum lze hrud’
a zbytek zadeCku wuchovat pro molekularni nebo
proteomické studie, a kiidla 1ze namontovat do média
misitelného s vodou. Pro uchovani preparatu lze roztok
Marc-André nahradit zalévacim médiem misitelnym s
vodou, jako je chloralhydratové médium (= Hoyer) nebo
médium na bazi polyvinylalkoholu.

Podrobnéji jsou oba postupy demonstrovany na videich
(pitva stieva flebotoma:
https://zenodo.org/records/18303014 a pitva slinnych zlaz
flebotoma: https://zenodo.org/records/18302850) , proto
zde nebudou podrobnéji vysvétlovana.

4.4.3. lzolace a kultivace parazitli Leishmania ze stiev
flebotomii

Izolace parazitl =z vypitvanych infikovanych samic
flebotomti je delikatni procedurou, vyzadujici vysokou
zrucnost, a je vhodné ji zpocatku trénovat na vzorcich bez
parazitil. Vypitvana stieva jsou pienesena do Cerstvé kapky
sterilniho fyziologického roztoku (0,9 %) nebo Lockeova
roztoku [4] a lze je zpracovat dvéma zplsoby: i) vySetfit
celé stievo pod svételnym mikroskopem na pfitomnost
promastigotil a jejich lokalizaci, se zvlastnim zfetelem na
stomodedlni valvu, a ii) oteviit stfevo pro uvolnéni
promastigotd do roztoku, coz mize usnadnit jejich kultivaci
[4]. Nalezeni infekénich flebotomti v terénu je relativné
vzacnym jevem, a proto kvalitni trénink v laboratofi
maximalizuje Sance na tispés$nou izolaci.

Pokud jsou ve stfevé pozorovani bicikovci, je tieba k dalsi
manipulaci pouzit nové sterilni jehly. Ke krycimu sklicku je
tteba pridat malé mnozstvi sterilniho fyziologického
roztoku, aby bylo mozno kryci skli¢ko nadzvednout. Stievo
by mélo byt opatrné a rychle natrzeno, aby se paraziti
uvolnili do fyziologického roztoku. Pomoci 100 pl
mikropipety nebo tuberkulinové stfikacky pak odeberte
parazity a naockujte je do fadn€¢ oznaceného kultivacniho
média.

In vitro kultivace leishmanii: izolovani promastigoti jsou
zpocatku udrzovani na Sikmych krevnich agarech SNB-9
nebo v pevném médiu Novy, Mc Neal, Nicolle (NNN) [16]
prevrstveném bud’ sterilnim médiem alpha-MEM [16, 65]
nebo médiem M199, oboji obohacené pro lepsi rlst
leishmanii 10% tepelné inaktivovanym sterilnim fetalnim
telecim sérem [FCS], 1% roztokem vitamini BME, 2%
sterilni lidskou mo¢i (sterilizovanou pomoci stiikackového
filtru Filtropur® S 0,2 pm), a s pfidanim antibiotik
(konkrétné 250 pg/ml amikacin nebo 50 pg/ml gentamicin),
nebo smési antibiotik a aminokyselin (L-glutamin 200 mM,
penicilin 10 000 U, streptomycin 10 mg/ml) [47]. Po tfech
dnech, pokud nedojde ke kontaminaci, se kultury mohou
smichat s fadné pfipravenym zamrazovacim médiem a
nasledné se skladuji pti -80 °C po dobu 1 az 2 let nebo v
kapalném dusiku pfi -196 °C pro dlouhodobé uchovani a
budouci experimentalni pouziti [7].

4.5, Slinné zlazy

Pitva slinnych zlaz flebotoml je zadkladni technikou pro
studium interakci vektor-patogen, zejména pro detekci
arbovirt, jako jsou zastupci rodu Phlebovirus (napf. virus
Toscana) [44, 75]. Vzhledem k nepatrné velikosti flebotomt
vyzaduje postup pfesné zachazeni pod stereomikroskopem
za pouziti jemnych pinzet a mikro-pitevnich jehel. Slinné
zlazy je tfeba vypitvat, aniz by doslo k jejich prasknuti nebo
kontaminaci (https://zenodo.org/records/18302850) [51,
61]. Zachovani integrity zlaz je klicové i pro nasledné
molekularni analyzy. Jakmile jsou zlazy vypitvany, mohou
byt homogenizovany a testovany pomoci RT-PCR, qPCR
nebo imunoanalyz k detekci virové RNA, nebo na
pfitomnost antigenti [12]. Pfitomnost vird ve slinnych
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zlazach, na rozdil od stfeva nebo hemocelu, potvrzuje, ze
patogen dokoncil sviij vyvoj v pienase¢i a je pfenosny
behem sani krve [71].

Proces pitvy je technicky narocny kvili malé velikosti
slinnych zlaz flebotomi, coz vyzaduje znanou zrucnost,
aby se zabranilo degradaci vzorku [1, 51]. Navic, virova
naloz ve slinnych zlazach mize byt nizka, coz vyzaduje
vysoce citlivé detekéni metody, jako je nested PCR nebo
sekvenovani nové generace (high-throughput sequencing)
[54]. Riziko kontaminace zvySuje potfebu pracovat, pokud
mozno, sterilné. Kromé technickych prekazek ovliviuji
uspésnost detekce vird 1 biologické faktory; kompetence se
lisi mezi druhy flebotomi a mira infekce kolisa s
ekologickymi a sezonnimi podminkami [33, 61].

Detekce virGh ve slinnych zlazach poskytuje kritické
poznatky o rizicich pfenosu, coz umoziuje cilend kontrolni
opatfeni [15]. Naptiklad identifikace viru Toscana u
flebotomd v endemickych oblastech méla vliv na
diagnostické protokoly a doporuceni v oblasti vefejného
zdravi [18]. Studium interakci viru a slin navic mtze odhalit
nové molekuly vhodné pro vyvoj vakciny nebo terapeutika
blokujici pienos [15, 18].

Slinné zlazy flebotomi Ize také pouzit jako zdroj antigend
pro studium hostitelskych protilatek proti slinam flebotomut
pomoci imunologickych metod, nejlépe ELISA. Tato
metoda umoziiuje posoudit miru expozice hostitele vici
pobodani flebotomy, ¢imz lze napiiklad ovéfit G€innost
metod pouzivanych ke kontrole vektorti [25] a vyhodnotit
riziko pfenosu lesihmanii [40].

4.6. Identifikace krevni potravy
Nasaté samice, izolované z odchytli, by mély byt pitvany
pomoci jednorazového vybaveni, aby se zabranilo zkiizené

kontaminaci. Jejich zadecek by mél byt vySetfen pod
stereomikroskopem pro posouzeni stadia traveni krevni
potravy. Doporucuje se vybirat pouze samice s ¢ervenym,
Cervenohnédym nebo tmavé cCervenym zadeCkem,
nevykazujici za4dné znamky tvorby vajicek. Odstraiite
$picku zadecku vcetné spermaték, abyste mohli samici po
projasnéni morfologicky identifikovat. Hlavni ¢ast zadecku
(bez spermaték) by méla byt poté umisténa do zkumavek
Eppendorf® a skladovana pii -20 °C az do dalsi analyzy.
Genetické markery, bézné pouzivané pro identifikaci krevni
potravy, jako je PNOC [5, 30, 50], CytB [67] nebo COI[13],
jsou dobie zavedeny a rozsahle popsany v literatufe, proto
nebudou v tomto ¢lanku dale podrobné rozebirany (Obrazek
6). Alternativné lze k identifikaci hostitelské krve nasadit
MALDI-ToF peptidové mapovani [31]. Experimentalné
bylo prokazano, Ze tato technika umoziuje identifikaci
hostitelské krve v delSim ¢asovém ramci po nasati krevni
potravy; je tedy vhodnou metodou volby zejména pro
analyzu nasatych samic s viditelné pokrocilejSim travenim
hostitelské krve. Vzorky by mély byt idealné skladovany pti
-20 °C nebo 4 °C, ale dobrych vysledki Ize dosahnout i ze
vzorkli skladovanych kratkodob& pii pokojové teploté.
ZadecCek nasaté samice by mél byt oddélen od zbytku téla
kratce pred analyzou a homogenizovan v destilované vodé.
Zbytek téla flebotoma zistavd k dispozici pro jiné
molekularni a morfologické analyzy. Poté, co je z
homogenatu odebran alikvot pro MALDI-ToF peptidové
mapovani, mtze byt zbytek pouzit pro izolaci DNA k
potvrzeni identifikace hostitelské krve a/nebo screeningu
ptitomnosti Leishmania spp. Celkova doba ptipravy vzorku
a analyzy je velmi kratka ve srovnani s molekularnimi
technikami zalozenymi na analyze DNA.
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Obrazek 6. Zpracovani flebotomul pro aplikace molekularni biologie, proteomiky a/nebo virologie.

5. Zpracovani vzorkli pro morfologické
studie (Obrazky 3, 6, 7 & 8; Prilohy 1, 2,3 &
4)

Tato ¢ast nastifiuje principy ptipravy vzorku flebotoma pro
montovani vyhradné pro morfologické studie, nasledované
pfipadnymi  upravami  pro  aplikace, pfesahujici
morfologické studie. Pochopeni této metodiky je vSak
zasadni, protoze umoziuje v piipad¢ potieby piizptisobit
postupy pro specifické typy vzorkl.. Zpracovani zahrnuje

postupné kroky vyprazdiovani a plnéni pomoci
Pasteurovych pipet, vybavenych pruznymi gumovymi
balénky. Dirazné se doporucuji sklenéné nadoby s kulatym
dnem, protoze tyto kroky zna¢né usnadiuji. Sklo je inertni
vici vSem Cinidlim. Aby se zabranilo odpafovani Cinidel,
m¢ély by byt nadoby opatieny vi¢ky a nikdy by nemély byt
preplihovany, coz by vedlo k pieteCeni pfi zavirani nebo
otevirani, a aby se zabranilo padani prachu na vzorky.
Chemikalie potiebné pro projasiiovani a zpracovani jsou
uvedeny v Tabulce 2.

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

Lepova past

| |

Ethanol — Ethyl éter
50%/50% J
e

H,O 10% KOH

15-30° pies noe

|

-

k{1}

-
A

Marc-Andre

pies noc

/ Zalévani do |

CDC past - exhaustor

Usmrceni

I \

vodného media

D l

0 Marc-Andre

C (nelze skladovat)
AS
NE

PR

EP PVA nebo Berleses—
A (moZnost

R znovuzalévani)
AT

v

\ 4

Obrazek 7. Klasicka metoda zpracovani flebotomti.

5.1. Projasfovani

Pfedtim, nez mohou byt vzorky flebotomi pfipraveny jako
trvalé preparaty, musi byt nejprve projasnény maceraci
pomoci vhodné metody a projastiovaciho ¢inidla (tj. 10%
roztok kyseliny octové nebo roztok Marc-André obsahujici
chloralhydrat, coz je v mnoha zemich regulovana
chemikalie), aby se staly prusvitnymi. Proces projasfiovani
odstranuje télesné tkang, tuk, sekrety a vosk, ¢imz se vzorek
stava prusvitnym, coz usnadiiuje vySetieni exoskeletalnich
struktur (napf. baze S§tétin), povrchovych charakteristik
(napf. zbarveni) a vnitfnich znakt viditelnych pfes
tegument (napf. spermatéky).

Dvoukrokovy proces projastiovani, ktery zahrnuje nejprve
pouziti silné zasady (jako je hydroxid draselny),
nasledované slabou kyselinou (jako je kyselina octova v
roztoku Marc-André), slouzi k odliSnym biochemickym
ucelim [74]. Zasada rozkladda mékké tkané€, jako jsou
proteiny, tuky a svaly, zmydelnénim a denaturaci proteind,
pricemz chitinovy exoskelet ponechava nedotéeny pro
strukturalni jasnost. Nasledna slaba kyselina neutralizuje
veskeré zbyvajici alkalie, ¢imz zabranuje dalsi degradaci, a
béli chitin pro zvySeni pruhlednosti [74], ackoli dvoji
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promyti vzorkd v destilované vodé po dobu 15 minut mtze
také stacit k neutralizaci zasady. Toto sekvencni oSetfeni
kombinuje ucinné odstranéni tkani s Setrnym zachovanim,
coz zajistuje optimalni integritu vzorku pro mikroskopické
vySetteni.

Pred prechodem k dalsimu kroku se doporucuji dva
dvacetiminutové oplachy v destilované vodé.

5.1.1. Lyze mékkych tkani (Obrazek 8)

Hydroxid sodny (NaOH) nebo hydroxid draselny (KOH)
jsou bézné pouzivand chemickd maceracni Ccinidla,
aplikovand v riznych koncentracich a po rtiznou dobu v
zavislosti na velikosti a kiehkosti vzorkil. Standardni a
nejucinngjsi technika zahrnuje lyzi mékkych tkani
namocenim flebotomt do silné zasady (10 % KOH nebo
NaOH) ptes noc. Koncentraci 1ze zvysit pro zkraceni doby
osetieni (tj. 20 % KOH po dobu 6 hodin), stejné¢ jako
zahtivani na 37 °C.
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5.1.2. Projasfiovani (CiSténi) s barvenim nebo bez néj
Nasledujicim krokem je projasiiovani, obvykle vyuzivajici
kombinaci kyseliny octové a chloralhydratu (napf. roztok
Marc-André). Po projasnéni musi byt vzorky dukladné
oplachnuty alespoii ve dvou po sobé jdoucich vodnich
laznich, kazdé po dobu 20 minut, aby se odstranily zbytky
chemikalii.

Roztok Marc-André je bézn¢ pouzivané projasiiovaci
¢inidlo pro piipravu vzorka flebotomi. Je ucinné, a ptitom
neposkozuje kiehké struktury, jako jsou kiidla a tykadla.
Roztok by mél byt Cerstvé pfipraven nebo uchovavan v
tésné uzaviené nadobé, aby se zabranilo odpafovani a
degradaci. Pouziti roztoku Marc-André je obzvlaste
vyhodné v kombinaci s barvenim pro zvyraznéni
konkrétnich morfologickych detaild. Podrobnosti o jeho
slozeni a ptipravé jsou uvedeny v Priloze 2.

U velmi prusvitnych vzorki mtze byt pred montadzi do
preparatu nutné barveni, aby se zlepsila jejich viditelnost. K
dispozici je mnoho barviv, z nichz kazdé se vaze na
specifické chemické slozky organismu. Je dulezité zvolit
takové barvivo, které je kompatibilni jak se vzorkem, tak se
zvolenym zalévacim médiem. Zakladni metodiku lze pro
ucely barveni podle potieby upravit, naptiklad pfidanim
0,1% kyselého fuchsinu do roztoku Marc-André. Vzorky
uchovavané ve vodnych roztocich a uréené pro zalévani do
pryskyfice navic vyzaduji dehydrataci (viz cast 5.2
Dehydratace), protoze vétSina pfirodnich 1 syntetickych
pryskyficnych médii je s vodou nekompatibilni. New
(1974) popisuje, ze nektera barviva se mohou v urcitych
zalévacich médiich znehodnotit [53]. Napiiklad kysely
fuchsin, bézn¢ pouzivany s kanadskym balzamem, lze
fixovat také v médiu Euparal®. Vzorky barvené kyselym
fuchsinem jsou vSak nachylné k blednuti, zejména pokud v
nich zistanou zbytky hiebickového oleje, pouzivaného jako
zaveérecnad projasnovaci tekutina. Vzorky uchovavané v
hiebickovém oleji mohou vykazovat vyrazné vyblednuti jiz
béhem nékolika dni.

5.2. Dehydratace

Dehydratace se provadi postupnym pievadénim vzorkl
vzestupnou fadou roztokd ethanolu: 50 %, 70 %, 80 %, 90
% nebo 95 % a nakonec 100 %, pricemz kazda lazen trva
nejméné 20 minut. Vzhledem k tomu, Ze se ethanol rychle
odpafuje, méla by byt nadoba tésné uzaviena. Jakmile je
vzorek zcela dehydratovan, je mozné jej skladovat nékolik
dni v médiu Euparal®, které je vhodnéjsi nez hrebickovy
olej. Dievny kreosot, dfive pro tento ucel vyuzivany, je nyni
kvuli své toxicité zcela zakazan.

Proces dehydratace musi zajistit, aby tekutina uvnitf vzorku
byla kompatibilni se zalévacim médiem. Tim se zabrani
zakaleni, osmotickému kolapsu nebo deformaci, které by
mohly vzorek ucinit nepouZitelnym pro taxonomické
studium.

5.3.  Zalévaci média

5.3.1. Vybér a poutiti pro pfipravu vzorka

Zalévaci médium by v idedlnim pfipadé¢ mélo mit index
lomu co nejblizsi indexu lomu skla, coz je pfiblizné 1,5.
Musi byt téméf bezbarvé, Ciré, a musi zdstat dokonale
transparentni i po zaschnuti a v prubéhu casu. Musi byt
kompatibilni s pouzitymi barvivy a schopné proniknout a
difundovat do vSech tkani vzorku. Nesmi zasychat ptili§
rychle, ani vytvaret béhem montaze zakal. Po montazi se
nesmi smr§tovat. Vybér vhodného zalévaciho média je
zakladnim aspektem piipravy vzorku, protoze zadné
médium neni idealni pro vSechny ucely. Volba by méla
zvazovat nékolik kli¢ovych faktorti:

- Optické vlastnosti: Index lomu zalévaciho média by mél
poskytovat dostatecny kontrast a lom svétla u kritickych
anatomickych znakd pouzivanych pro taxonomickou
identifikaci nebo morfologicky popis. Mezi tyto znaky patfi
zejména spermatéky, askoidy, Newsteadova sensila,
cibaridlni zuby a faryngedlni zuby. Viditelnost téchto
struktur pfimo zéavisi na optickych vlastnostech zalévaciho
média.

- Konzervace: U typovych exemplaii nebo materiali
uréenych pro trvalé sbirky musi médium vykazovat
dlouhodobou stabilitu a odolnost. Naproti tomu u
inventarizaénich studii nebo epidemiologickych prizkumii,
kde je dlouhodobé uchovani méné kritické, mohou
postac¢ovat docasna zalévaci média.

5.3.2. Pozadavky na zalévaci média

Specialisté casto vyvijeji vlastni a slozité techniky montaze,
pfizptisobené konkrétnim vyzkumnym potiebam. Tyto
metody vSak Casto prehlizeji aspekty, jako je archivacni
kvalita, kompatibilita, standardizace nebo snadna
manipulace a dlouhodoba konzervace. Tento nedostatek
standardizace pak komplikuje integraci darovanych sbirek a
dlouhodobou kuratorskou péci.

Védecké aplikace kladou na zalévaci média specifické
pozadavky. Taxonomové Casto montuji celé exemplaie a
upfednostituji média, kterd jemné maceruji vnitini organy,
¢imz se zvyrazni viditelnost kutikuldrnich struktur. Jejich
index lomu by se mél dostatecné lisit od indexu lomu vzorku
i podlozniho sklicka, aby se maximalizovala opticka Cistota.
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Tabulka 2. Slozeni pouzitych Cinidel.

10% Hydroxid draselny
Hydroxid draselny 10 g
Destilovana voda do 100 ml

Hoyerovo médium
Destilovana voda 50 ml
Chloralhydrat 200 g
Arabska guma 50 g
Glycerol 20 ml

Roztok Marc-André
Chloralhydrat 40 g

Ledova kyselina octova 30 ml
Destilovana voda 30 ml

1% Kysely fuchsin v destilované vodé
Kysely fuchsin (praskovy) 1 g
Destilované voda 99 ml

Roztok Marc-André barveny kyselym fuchsinem
Roztok Marc-André 10ml

1% Fuchsin 50 pl

Médium Enecé

Cista bila kalafuna 22 g

V alkoholu rozpustna kopalova guma 12 g
Absolutni ethanol 20 ml

Kafr 10 g

Terpentynova esence 10 ml
Eukalyptol 26 ml

Komer¢ni zalévaci média jsou obvykle navrzena s indexem
lomu blizkym indexu lomu skla, aby se minimalizoval lom
a rozptyl svétla v systému podlozni sklicko — zalévaci
médium — kryci sklicko. V mikroskopii ve svétlém poli v§ak
lze s pfirozenym kontrastem nebarveného vzorku
manipulovat zamérnym vybérem média s indexem lomu
mirné odlisnym od vzorku, ¢imz se zlepsi jeho viditelnost
vuci pozadi.

5.3.3. Typy zalévacich médii (Tabulky 3 & 4)

Znalost indexu lomu (RI) zalévaciho media umoznuje urcit,
jak se svétlo lame pfi prichodu podloznim sklickem,
médiem a vzorkem. Pokud je RI uzce sladén s indexem
kryciho sklicka (= 1,515), svétlo prochdzi rovnomeérné, coz
snizuje rozptyl a optické zkresleni, a vede k lepSimu
rozliSeni a viditelnosti jemnych struktur. Naopak nesoulad
index lomu muze zplsobit rozmazani, halé efekty nebo
zastiit nebarvené znaky. Vybér spravného zalévaciho média
je zasadni pro optimalizaci kontrastu, jasnosti a celkové
kvality obrazu daného vzorku vzhledem k rozdilnym RI
riznych médii.

Index lomu zalévaciho média ma tak vyznamny vliv na to,
jak dobfe jsou viditelné jemné struktury pii piiprave
flebotomil pro montdz na podlozni sklicko. Kiehké a slab¢
sklerotizované znaky flebotomd, véetn€ cibaridlni armatury,

spermaték, ¢lankl tykadel a zilnatiny kiidel, mize byt v
zalévacim médiu s vysokym indexem lomu obtizné
pozorovat.

U flebotomt jsou bézné pouzivana média na bazi arabské
gumy a chloralhydratu, misitelna s vodou, a dale kanadsky
balzam nebo pryskyfice Enecé (NC), coz jsou média
rozpustna v nepolarnich rozpoustédlech. Rawlins [60]
rozdélil zalévaci média do dvou typt: (1) trvald média: v
pribéhu casu tvrdnou a jsou vhodnd pro dlouhodobé
uchovani (archivaci), a (2) doasna média: tato média zcela
neztvrdnou a obvykle se pouzivaji pro docasné ucely.
Zalévaci média mohou byt rozpustna ve vodé¢, alkoholu
nebo jinych rozpoustédlech (napf. toluen, xylen)
(Tabulka 3). Po aplikaci by méla byt izolovana od okolniho
prostiedi pomoci nerozpustnych uzaviracich lakd. Pro jasné
rozliSeni mezi typy zalévacich médii 1ze pouzit nasledujici
kategorizaci:

a. Média rozpustna ve vodé (dale vodni media). Tato
média se snadno rozpoustéji ve vode, diky Cemuz jsou
vhodna pro docasné preparaty. Obvykle se s nimi snadno
manipuluje, ale mohou vyzadovat uzavieni, aby se
zabranilo  pasobeni  atmosférické  vlhkosti .
chloralhydratova média a polyvinylalkohol), zejména v
tropickém vlhkém podnebi.
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Tabulka 3. Slozeni vybranych zalévacich médii.

Zalévaci medium Rozpoustédlo Polymer Poznamka
Hoyerovo medium glycerol, voda arabska guma projasnovaci slozka:
chloraldrat

CMCP-9

(= karboxy methyl

celulose fenol)

DMHF (dimethyl voda

hydantoin

formaldehyd)

Kanadsky balzam  xylen; ¢astecné t€kavé slozky
balzamu (A3-karen, kyselina
levopimarova a palustrova, limonen,
myrcen, B-felandren, o-a B-pinen)

voda (CMCP-9: 51-60%)

Euparal~ eukalyptol, paraldehyd; ¢astecné
tekavé slozky sandarakové pryskyfice
(limonen, a- a B-pinen)

Enecé etylalkohol, kafr, eukalyptol a

terpentynova silice.

slozky sandarakové pryskyftice
(rizné organické kyseliny a
alkoholy)

hydrolyzovany polyvinyl alkohol CMCP-9: méné viskozni,
(CMCP-9: 0—5%)

CMCP-10: vice viskozni

zesitované oligomery N,N'-
dimethylol dimethylhydantoinu s
methylenovymi mustky.

balzam (abienol, kyseliny
abietova, isopimarova a
sandarakopimarova)

pryskyfice z Abies balsamea
(Linné, 1758), neutralizace
uhli¢itanem draselnym.

pryskytice z Tetraclinis
articulata (Vahl, 1791),
projasfiovacim médiem
methyl salicylat.

slozky kalafuny a kopalové gumy

b. Média s omezenou odolnosti vii¢i vodé. Tato média jsou
méné misitelnd s vodou, ale stale vyzaduji ochranu proti
nadmérné vlhkosti. Poskytuji vétsi dlouhodobou stabilitu ve
srovnani s vodorozpustnymi variantami a ¢asto se pouzivaji
v doCasnych preparatech.

c. Média rozpustna v uhlovodicich. Tato média jsou
rozpustna v organickych rozpoustédlech, jako je xylen nebo
toluen. Jsou navrzena pro trvalou montdz a nabizeji
vynikajici dlouhodobou stabilitu, odolavaji vlhkosti a

degradaci, diky ¢emuz jsou idedlni pro archivacni ucely
(napf. neutralni kanadsky balzam, DPX).

Struéné feceno, vodorozpustnd média jsou nejlepsi pro
docasné preparaty nebo piipady vyzadujici snadné vyjmuti
vzorku; média s omezenou odolnosti vii¢i vodé jsou vhodna
pro preparaty vyzadujici stfedni trvanlivost a média
rozpustnd v uhlovodicich jsou upfednostiiovana pro trvalé
preparaty urcené k archivaci a dlouhodobému uchovavani.
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Tabulka 4: Vyhody a nevyhody vybranych zalévacich médii a nepublikované poznatky riznych autort [52].

Nazev Vyhody Nevyhody
Kanadsky Vysoce trvanlivé (vice nez 150 let), ale vyzaduje Obsahuje Skodlivé slozky a vyzaduje manipulaci v
balzam ¢asoveé narocnou dehydrataci a pouziti toxickych digestofi. Dehydratacni série je ¢asoveé narocnd a
rozpoustédel (xylen/fenol). prevedeni ptes xylen nebo hiebickovy olej mohou
zpusobit kiehkost; alternativy (napf. isopropanol, n-
butanol, Cellosolve™, 1,4-dioxan, Histoclear,
terpineol) mohou snizit lamavost. Vzorky mohou
z¢ernat, pokud je xylen nahrazen fenolem nebo
pokud ztistane rezidualni hydroxid draselny. Vysoké
indexy lomu mohou ztizit pozorovani nebarvenych
struktur.
Uplné vyschnuti miize bez suseni na vyhiivané
plotné trvat roky. Médium casem Zloutne a tmavne,
zejména pokud bylo projasnéno hiebickovym
olejem.
Kationtova barviva mohou vyblednout, pokud se
médium stane kyselym (coz miize ¢asem spontanné
nastat).
DMHF Vysoka transparentnost, dobry index lomu, vynikajici Mozné zZloutnuti v prib¢hu ¢asu, mize ménit
(dimethyl viditelnost struktur, pomérn¢ dobra stabilita n¢které druhy barveni, nevhodné pro barvici
hydantoin preparatt. techniky citlivé na formaldehyd. Vzduchové
formaldehyd) = Kompatibilni s mnoha barvicimi technikami bubliny, pomalé doba schnuti, citlivé na vlhkost,
Dobré ochrana vzorki, dobra adheze mezi podloznim obtizné op€tovné zaliti.
sklickem a krycim sklickem. Formaldehyd je toxicky, drazdivy a karcinogenni, ve
vysSich koncentracich zdravotnim rizikem. Lépe
pracovat v digestori
Euparal Odolné médium s zivotnosti ptes 50 let. Je mozné Obsahuje skodlivé slozky a musi se s nim
zalévat piimo z 80% etanolu. Casem neZloutne ani manipulovat v digestofi. Dehydratace etanolem a
nekfehne. Ma index lomu vhodnéjsi pro Dipteranez  prevedeni pfes Euparal Essence mohou u nékterych
kanadsky balzam. Dobfe se hodi pro silnéjsi vzorky  taxonil zpusobit kiehkost, ale pouziti isopropanolu
diky minimalnimu smrsténi a suseni bez tvorby miZze tento problém zmirnit.
bublinek. Ziistava rozpustné v 95% etanolu, coz
umoziuje opétovné zaliti i po mnoha letech.
Hoyerovo Vzorky lze zalévat Zivé nebo ptfimo z vody, etanolu ~ MuZe vysychat, v dutinach se mohou vytvofit
médium ¢i formaldehydu. Macerace poskytuje vynikajici krystaly jiz za mén€ nez 10 let.
kvalitu kutikuly. M4 pfiznivy index lomu a lze jej Macerace muze byt nadmérna v zavislosti na
zvyraznit jodovym barvenim pro vyssi kontrast. koncentraci chloralhydratu a dobé expozice. Slozky
Octova slozka ve formulaci muize rozsifovat média se mohou oddélovat a béhem mésici ¢i let se
¢lankované koncetiny ¢lenovci. Nékteré vzorky muze objevit jemna granulace. Médium mize
mohou ziistat stabilni po dobu 40-60 let. Rozpustné  ztmavnout az zCernat.
ve vode, coz umoznuje snadné opétovné zaliti.
CMCP-9 Vzorky lze zalévat pfimo z médii, jako jsou voda, Mize Casem vytvaret krystaly a tmavnout a nékdy
(=karboxy ethanol, glycerol nebo roztoky obsahujici mize vzorky macerovat vice, nez je zamysleno.

methyl celul6za
fenol

formaldehyd, a jejich vnitini organy mohou byt podle
potieby macerovany, aby bylo usnadnéno celkové
pozorovani nebo preparace.

Pokud neni preparat s tlust§imi vzorky peclivé
ordmovan, mize vysychat a vytvofit mezery kolem
okraji kryciho sklicka. Neni vhodné pro barvené
vzorky ani kalcifikované materialy a jeho doba
schnuti je relativn€ dlouha.



Tabulka 4 (pokracovani)

Nazev Vyhody

Nevyhody

Enecé Vysoce odolné médium s zivotnosti
alespoi 50 let. Casem neztmavne.
Vysycha pomalu, coz umoziiuje
preparaci hmyzu pfimo v médiu a
poskytuje dostatek ¢asu pro usporadani
morfologickych struktur. Levné.

Vyzaduje casoveé narocnou dehydratacni sérii; ta a prevedeni
ptes hiebickovy olej mohou u nékterych vzorkl zplsobit
ktehkost. Projasiiovani pokracuje, i kdyz velmi pomalu; to
mize ztizit pozorovani velmi malych struktur, jako jsou
senzily, askoidy a stétinky.

5.3.4. Popis doporucenych zalévacich médii (Tabulky 3
& 4)

Média pro docasné pozorovdni

Hoyerovo médium (RI = 1,48)

Roztok Marc-André je vhodny pro kratkodobé pozorovani
spermaték (vcetné fotografii nebo kreseb) po dobu nékolik
hodin (mozno i vice, pokud je sklicko ulozeno ve vlhké
komote). Uchovani spermaték vsSak vyzaduje jejich
pfemontovani do  vodniho média, umoziujiciho
sttednédobé  skladovani.  Jejich  dehydratace pro
pfemontovani do pryskyfic je sice mozna, ale nedoporucuje
se (riziko ztraty vzorku).

Hoyerovo medium a chloralhydratové medium jsou
obvykle povazovany za synonyma. Obsahuji arabskou
gumu, glycerol a chloralhydrat a jsou jednou z variant tak
zvanych Berleseho médii. Rlizné receptury byly v minulosti
chybné interpretovany a citovany [74]. Hoyerovo médium
se bézné pouziva k pozorovani vnitinich organt diky své
kompatibilit¢ s vodou, jednoduchosti, rychlé aplikaci a
indexu lomu, ktery usnadiiuje zkoumani jemnych struktur,
jako jsou spermatéky. Médium ma vSak zna¢né nevyhody,
pokud neni dokonale pfipraveno nebo skladovano v
podminkach s kontrolovanou vlhkosti. Tyto problémy
zahrnuji krystalizaci, zménu barvy a ztratu viskozity.
Oramovani kryciho sklicka lakem tyto potize nefesi,
protoze zalévaci médium muze v disledku interakce s

uzaviracim lakem silné¢ zménit barvu (nékdy az témeét
zCernat).

Hoyerovo médium bylo povazovano za opticky nejlepsi pro
flebotomy a tradi¢né se pro tyto ucely pouzivalo. Ackoli je
dobré pro pozorovani spermaték u flebotomtl, neni vhodné
pro dlouhodobou konzervaci. Je idedlni pro kratkodoba
pozorovéni, véetn¢ pofizovani fotografii, kreseb nebo
snimkid. Nemtize ale zajistit dlouhodobé uchovani, protoze
v prubéhu €asu degraduje v disledku dehydratace (obrazek
8), coz vede k tvorbé malych bilych, neprithlednych krystala
chloralhydratu. Nicméné vzorky lze ze zkrystalizovanych
sklicek zachranit, protoze kutikula zustava chemicky
neporusend, i kdyz muze dojit k urcitému fyzickému
poskozeni rostoucimi krystaly. V nékterych pfipadech lze
zkrystalizovana sklicka obnovit rehydrataci zalévaciho
média v teplém a vlhkém prostiedi s pfidavkem thymolu,
ktery zabranuje rastu plisni. Alternativné lze vzorky
vyplavit ve vod¢, dehydratovat v ledové kyselin€ octové a
znovu namontovat do kanadského balzamu.

DMHF (dimethylhydantoin-formaldehyd) (Rl 1.48)

Toto médium na vodni bazi [72] vykazuje po optické
strance velmi dobré vysledky, podobné jako Berleseho
média, a jeho pouZiti je stejné snadné. Na rozdil od
Berleseho médii vSak necerna ani nekrystalizuje. Dobfe se
osvédCilo u flebotomtt 1 dalSich zastupcti Cceledi
Psychodidae.
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Obrazek 8: Opétovna montaz preparatu (remounting). A: poskozend a vyschla sklicka v Hoyerové médiu; B: mikroskopicky pohled na
vyschlého flebotoma; C: mikroskopicky pohled na dal§iho poskozeného flebotoma; D: vlhka komirka obsahujici vyschlé sklicko; E: hlava a
F: té€lo exemplafe B po jeho opétovném namontovani do média Euparal®; G: hlava a H: télo poskozeného exemplafe C po jeho op€tovném
namontovani do média Euparal®.



CMCP (kafr-monochlorfenol) (Rl = 1.41)

Je vodorozpustnym zalévacim médium na bazi glycerinu,
které se pouziva k vytvareni transparentnich, trvalych
preparati jemnych vzorkd, vcetné flebotoml. Vyhodou
tohoto média je, Ze vzorky lze montovat pfimo z vody nebo
ethanolu. Rychle flebotoma projasiniuje, pficemz zmékcuje
kutikulu, coz umoziiuje spravné polohovani vzorku — to je
uzite¢né zejména pii roztahovani kiidel nebo pitveé genitalii.
Ackoli se uvadi, ze umoznuje dlouhodobé uchovani, presna
doba trvanlivosti zlistdva nejistd. Hlavni omezeni tohoto
zalévaciho média spociva v jeho sloZeni, které obsahuje
fenol, toxickou a drazdivou latku vyzadujici opatrnou
manipulaci.

Meédia pro trvalou montaz

Kanadsky balzam (RI = 1.52-1.54)

Kanadsky balzam poprvé popsal jako vhodné zalévaci
médium pro mikroskopii v prochazejicim svétle Andrew
Pritchard ve 30. letech 19. stoleti. Diky své osvédcené
archivaéni kvalité s vice nez 150letou historii uspé$ného
pouzivani zlstava jednim z nejrozsifenéjSich médii. Na
rozdil od Berleseho médii kanadsky balzam nekrystalizuje
ani neabsorbuje vlhkost. Kanadsky balzam vsak vykazuje
silnou autofluorescenci, coz muize byt u nckterych
mikroskopickych technik nevyhodou [60]. Pouziti
netoxickych rozpoustédel namisto xylenu muze snizit
bezpecnostni rizika béhem piipravy, ale mize také prinést
média.

Euparal~ (RI = 1.48)

Euparal® je Siroce pouzivanou alternativou ke kanadskému
balzamu pro trvalou montaz, kterd nabizi vynikajici
dlouhodobou stabilitu a srovnatelny index lomu. Euparal®
vyzaduje dehydrataci, coz prodluzuje celkovou dobu
zpracovani vzorku: pfed zavéreCnym pienosem do
zalévaciho média musi byt vzorek dehydratovan, obvykle
pfechodem z 95% do absolutniho ethanolu. Pokud neni
dehydratace organickymi rozpoustédly proveditelnd, lze
vzorky vyjmuté z absolutniho ethanolu pfed finadlni montazi
umistit do pfechodného roztoku sestavajiciho ze smési
Euparalu® a fedidla Esence Euparal v poméru 1:1.

Enecé (RI = 1.467)

Enecé je zalévaci médium na bazi pryskyfice, které se
pouziva piedevsim pro maly hmyz a je obzvlasté popularni
v Brazilii. Jeho zaklad tvofi kalafuna a kopalova guma
rozpusténé v alkoholu, kafru, terpentynové silici a
eukalyptolu. Cerqueira [11] popsal Enecé jako alternativu
ke kanadskému balzdmu pro montdz trvalych preparatt
larev, exuvii juvenilnich stadii, a dokonce i dospélct
komart; od t¢ doby bylo toto médium Siroce pfijato i pro
montaz flebotomt. Enecé nabizi cenové vyhodnou
alternativu pro trvalou montdz, pfiCemz poskytuje
dlouhodobou stabilitu a dostate¢nou dobu zasychani, coz
umoziuje pitvu a presné usporadani morfologickych
struktur.

5.4.  Ptiprava a suseni preparati

Radné vysuseni sklicek se vzorky je kritické pro zajisténi
dlouhodob¢ stability a konzervace. Pred ulozenim k
dlouhodobému skladovani by méla byt sklicka dikladné
vysusena. Pro dosazeni optimalnich vysledki by se sklicka
s trvalymi zalévacimi médii méla susit ve vodorovné poloze
po dobu 2-3 tydnti, zatimco u preparat s doCasnymi médii
mohou stacit 1-2 tydny. Pro zajisténi efektivniho suSeni se
doporucuje pouzit inkubdtor, pficemz je tfeba vyvarovat se
nadmérného tepla, které by mohlo vzorky poskodit.
Doporucené rozmezi teplot je 30 °C az 37 °C. Tento krok
suseni je zdsadni, aby se predeslo Uniku zalévaciho média a
znehodnoceni vzorku béhem skladovani.

Pouzité zalévaci médium by mélo byt vzdy uvedeno na
stitku sklicka. Pokud je to mozné, Stitek by mél obsahovat
také pouzitou recepturu spolu se jménem preparatora a
datem pfipravy. Sklicka mohou byt zpocatku pfipravovana
jako docasné preparaty, které nejsou ureny k
dlouhodobému uchovani. Pokud se vSak status exemplaie
zmeéni, napiiklad je-li uren jako soucast ,typové® série,
meélo by byt pouzito trvalejsi zalévaci médium, aby se
zajistilo uchovani vzorku pro budouci taxonomické studie.

5.5.  Alternativni techniky montaZze: montaz na
Stitky

Montaz na §titky je technika pouzivana u nékterych skupin
hmyzu, pfi niZ mohou byt exemplare bud’ pfimo pfipichnuty
na entomologické Stitky, nebo pfilepeny na jejich povrch.
Vzhledem k malé velikosti flebotomt a potfeb€ pozorovat
vnitini organy pro identifikaci (viz bod 5) neni tato metoda
pro jejich montaz viibec vhodna.

5.6. Opétovna montaz poskozenych vzorku

U vzacnych nebo cennych exemplait se doporucuje
dvoukrokovy pfistup podle videa dostupného na:
https://zenodo.org/records/18315029. 1) Vzorek se
rehydratujte, aby bylo mozné provést predbézné
pozorovani. Do Petriho misky je umistén drzak na nékolik
mikroskopickych skli¢ek. Sklicko urcené k rehydrataci se
polozi na tuto podpéru a Petriho miska se naplni né€kolika
milimetry rozpoustédla, aby se vytvorila vlhka komdrka,
pficemz je nutné zajistit, aby samotné sklicko nepfiislo do
kontaktu s rozpoustédlem (obrazek 8 D). Doba potfebna k
rehydrataci se mize pohybovat od jednoho do nékolika dni
v zavislosti na stavu vzorku. Zasadni je kazdodenni
sledovani a trpélivost. Jakmile je sklicko dostate¢né
rehydratovano, lze jej vyjmout z vlhké komirky a pred
mikroskopickym  vySetfenim, fotografovanim  nebo
kreslenim umistit na nékolik hodin do inkubatoru. 2) Pro
opétovnou montaz lze sklicko vratit do vlhké komurky na
nékolik dalsich hodin nebo pfes noc. Rozebirani by mélo
byt provadéno pod binokularnim mikroskopem. Pomoci
jemnych jehel je tfeba opatrné sejmout kryci sklicko a
zajistit, aby na ném nezustaly pfichyceny zadné casti
flebotoma (https://zenodo.org/records/18315029). Dale by
mely byt vypreparované c¢asti flebotoma posbirany a
oplachnuty vodou v malych jamkéch, podobnych tém, které
se pouzivaji pro destruktivni extrakci DNA/RNA (viz nize),
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a to pred dehydrataci a opétovnou montazi do pryskyticného
média. Pfi rozebirani preparatu je klicové identifikovat
puvodni zalévaci médium, aby bylo mozné zvolit vhodné
rozpoustédlo. Pro vodni zalévaci média by méla byt pouzita
voda. Pokud je zalévaci médium na bazi pryskyfice (napf.
kanadsky balzam nebo Euparal®), je vhodné pouzit xylen,
a to v digestofi a s pouzitim vhodnych osobnich ochrannych
pomicek, véetné masky.

Opétovna montaz typovych nebo sbirkovych exemplatri smi
byt provadéna pouze se souhlasem kuratora a/nebo
instituce, ktera dany vzorek vlastni.

6. Druhova identifikace
6.1. Morfologie

Druhové urCovani flebotomi se primarné€ opird o posouzeni
jejich morfologickych znakt, véetné tvaru hrudi, kiidel,
genitalii, Stétin a specifickych morfometrickych vztaht
mezi rOznymi strukturami. Vyzkumnici pouzivaji
taxonomické klice, referencni sbirky a plvodni popisy
druhd k porovnani sebranych vzorkl se znamymi taxony.
Klicové diagnostické znaky, jako je zilnatina kiidel a
morfologie hlavy u obou pohlavi, struktura samcich
genitalii a konfigurace samicich spermaték, jsou pro urceni
druhu obzvlasté informativni. Pfesnd identifikace casto
vyzaduje podrobné mikroskopické pozorovani drobnych
struktur, jako jsou genitdlie a spermatéky, nebo
stereomikroskopu pro S§ir§i posouzeni morfologickych
znakil.

Nedavny pokrok v zobrazovacich technologiich usnadnil
vyuziti digitdlniho zobrazovani k identifikaci flebotomi.
Fotografie s vysokym rozliSenim nebo digitalni ilustrace
kli¢ovych znak Ize porovnat s referenénimi materialy nebo
analyzovat pomoci pocitacove podporovanych
identifikacnich systémd, coz zlepSuje jak pfesnost, tak i
ptistupnost morfologické taxonomie.

6.2. Morfologie kridel

Morfologie kiidel je dilezitym znakem, pouzivanym k
druhovému urcovani a klasifikaci flebotomt. Jejich kiidla
vykazuji typicky vzor a strukturu, obvykle jsou dlouha a
uzkd, s dobfe vyvinutou zilnatinou (obrazky 9 a 10).
Usporadani zilek tvofi charakteristicky vzor, ktery se miize
lisit mezi rody a druhy, coz poskytuje cenné diagnostické
znaky pro identifikaci. Studium morfologie kiidel proto
poskytuje cenné poznatky pro taxonomické ucely.

6.3. Morfometrie k¥idel

Vyzkumnici pouzivaji techniky jako je geometricka
morfometrie k analyze a porovnani tvaru a velikosti kiidel
u ruznych druhi nebo populaci flebotomd. Studium
geometrie kiidel poskytuje cenné poznatky o jejich chovani,
preferencich stanovist’ a letovych schopnostech.

Pii pouziti geometrické morfometrie se kiidla peclive
oddéli, obarvi (v pripadé potieby) a umisti na podlozni

sklicka. Pripravena sklicka se poté vyfotografuji pod
binokularni lupou, digitalizuji a podrobi morfometrické
analyze. Tento postup je v literatufe dobfe popsan. [6, 27,
42,56, 57, 59], s doporu€enim pouzivat u parovych organt
konzistentné pravé nebo levé kiidlo, aby se piedeslo
potencidlnim negativnim alometrickym ucinktim [62].

Obrizek 9: Cerstvé kifdlo Trichophoromyia ininii.

Preparace kridla _pro analyzu pomoci _geometrické
morfometrie

Pro optimalni vizualizaci zilek na kiidlech by meéla byt
kiidla ocisténa od Supin a vhodné obarvena. Pro jejich
preparaci nejprve naplitte malé jamky potiebnymi ¢inidly
(methylenova modr, ethanol, voda a xylen). Vyjméte kiidlo
konzervované v 70% ethanolu pii pokojové teploté
pfevracenim  Eppendorfovy  zkumavky a  jejim
vyprazdnénim do jamky, poté kfidlo podélné¢ zvednéte
pomoci jemné zahnuté jehly. Ktidlo kratce protahnéte z
ethanolu do vody a zpét do ethanolu, abyste odstranili
chloupky. Ktidlo vlozte na 6 minut do methylenové modfi
a ujistéte se, ze beéhem barveni plave. Opatrné vyjméte
kiidlo a ponofte ho na 2 minuty do xylenu (pfiblizné na
tretinu doby pusobeni methylenové modfi). Jemné
poklepévani jehlou o stény jamky mutze pomoci kiidlu
usadit se; xylen slouzi k fixaci zbarveni. Nakonec ktidlo
zvednéte a umistéte ho na mikroskopické podlozni sklicko
na malou kapku Euparalu®. Pod lupou kiidlo opatrné
rozlozte a opatrné pfilozte kryci sklicko. Fotografie by mély
byt pofizeny co nejdiive pied zaschnutim Euparalu®, pro
dosazeni optimalniho zarovnani muize byt nutné mirné
upravit polohu kfidla pod krycim sklickem.

6.4. Techniky molekularni biologie

Kromé morfologickych technik jsou molekularni metody
taxonomickych, populacné genetickych a fylogenetickych
studii, stejné jako pro detekci DNA/RNA patogend a pro
uréeni zdroja hostitelské krve, pficemz chovani vektoru je
dualezité v oblasti epidemiologie [70]. Sekvenovani DNA
lze pouzit k potvrzeni druhu nebo k rozliSeni blizce
pfibuznych druht, coz poskytuje piesnéjsi a spolehlivéjsi
zpisob identifikace. Navic pokro¢ilé molekularni techniky
(j. PCR, sekvenovani DNA, NGS atd.) a MALDI-ToF MS
proteinové profilovani ziskavaji na vyznamu pro piesnou a
rychlou identifikaci druhi a dopliuji tradi¢ni morfologické
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metody [46]. Navzdory tomuto pokroku ziistdva
morfologicka identifikace referencnim standardem pro
taxonomii a zékladem, na kterém se interpretuji molekularni
data.

6.4.1. Destruktivni extrakce nukleovych kyselin
Extrakce nukleovych kyselin je rutinnim krokem v mnoha
biologickych studiich a byly vyvinuty rizné metody pro
izolaci DNA z biologickych materiald [48]. Mnoho
komer¢né dostupnych sad pro extrakci DNA je navrzeno
tak, aby tento proces usnadiiovalo [14]. Metody bézné
pouzivané pro piipravu vzorkt ¢lenovct pro morfologickou
identifikaci vSak casto brani analyze DNA, protoze tyto
techniky mohou poskodit nebo zni¢it dilezité fyzikalni
vlastnosti analyzovaného jedince [10]. VétSina protokolt
pro extrakci DNA z hmyzich tkani je destruktivni povahy
[43], coz vyvolava obavy zvlast u malych vzorkd, kde i
omezeny odbér tkané mlze ohrozit dulezité morfologické
znaky [72]. Typ a stav vzorku hraji klicovou roli pfi vybéru
vhodné metody izolace DNA [29].

Potieba presné identifikace flebotomt pro pochopenti jejich
populacni dynamiky vedla k vyvoji molekularné
diagnostickych nastroji [23]. Molekularni ptistupy se nyni
Casto  pouzivaji  jako  dopln€ék  morfologickych
taxonomickych metod pro jejich druhovou identifikaci.
Napiiklad standardni pfistup pro DNA barcoding zahrnuje
extrakci DNA, sekvenovani, a pfitom ztratu puvodniho
vzorku. Existuje tedy naléhava potieba vyvijet
nedestruktivni metody extrakce DNA, které zachovavaji jak
biologicky material, tak jeho morfologickou integritu.

U flebotomi bylo pouzito mnoho metod extrakce
nukleovych kyselin. Pozadované mnozstvi nebo kvalita
nukleovych kyselin zavisi na nasledné molekularni analyze,
protoze rizné techniky maji riznou citlivost a pozadavky na
Cistotu [9]. Naptiklad bylo zji§téno, Ze o¢i fleboomd mohou
inhibovat naslednou PCR amplifikaci [69]. Krom¢ detekce
DNA patogenti se DNA flebotoml bézné extrahuje pro
ucely identifikace druhi. Mohou byt pouzity ruzné
extrakéni metody, ackoli vytézky a kvalita se u jednotlivych
technik 1isi. Nekteré protokoly vyrobet byly vyzkumniky
upraveny specificky pro flebotomy [8], ¢imz se zvysil
vytézek a/nebo kvalita extrahovanych nukleovych kyselin
[8, 9, 69], zatimco jiné adaptace, vyvinuté ptivodn€ pro jiné
taxony clenovel, lze pouzit i u flebotomt [58, 76].
Identifikani PCR cilené na malé mitochondrialni
fragmenty (COI nebo CytB) jsou obecné kompatibilni s
extrakénimi metodami zahrnujicimi vysokou fragmentaci
DNA. Naproti tomu jiné techniky NGS s dlouhym ¢tenim
(Oxford Nanopore a PacBio) vyzaduji minimalni
fragmentaci a vysoce kvalitni DNA. Extrakce na
stocitelnych kolonkach obvykle poskytuji fragmenty
genomové DNA o velikosti az 60 kb, zatimco extrakce
fenol-chloroformem muize produkovat fragmenty az do 150
kb [77]. Tabulka 5 shrnuje rizné techniky extrakce DNA a
uvadi, zda byly provedeny specifické metodologické
upravy. Vytézky nejsou uvedeny, protoze zavisi na velikosti

vzorku a zpisobu pripravy. Sloupec s modifikacemi se tyka
uprav extrakénich protokoll pro flebotomy nebo jiné malé
¢lenovce.

Volba extrakéni metody by méla zohlednit nékolik kritérii,
jako je pocet vzorkil, doba extrakce a pouzitd technika.
Zatimco techniky NGS vyzaduji genomovou DNA s
vysokou molekulovou hmotnosti, vSechny zde uvedené
metody 1ze pouzit pro standardni aplikace zalozené na PCR.
Kromé toho se né¢kolik studii zabyvalo nedestruktivnimi
metodami extrakce DNA u malych suchozemskych
¢lenovcet, muzejnich exemplaid konzervovanych za sucha a
¢lenovet s meékkym télem [19, 26, 28, 55, 63].

6.4.2. Nedestruktivni extrakce nukleovych kyselin
Jednou z hlavnich vyzev v molekularni analyze ¢lenovcl
véetné flebotomi je konzervace vzorkii pro zatazeni do
entomologickych sbirek. Vétsina protokolll pro extrakci
DNA vyzaduje maceraci tkdné, coz ohrozuje zachovani
puvodniho vzorku. Nedestruktivni metody extrakce
nukleovych kyselin jsou vSak navrzeny tak, aby extrahovaly
geneticky materidl bez fyzického poskozeni vzorku,
ovlivnéni jeho trvanlivosti nebo zmény jeho morfologie.
Tyto metody jsou obzvlasté cenné pfi praci s cennymi nebo
omezené dostupnymi vzorky, kde je zachovani strukturalni
integrity nezbytné pro budouci taxonomické, morfologické
nebo diagnostické Gcely. Bézné pouzivanou technikou je
nedestruktivni metoda, pifi které jsou flebotomové
znehybnéni a opatrné ponofeni do lyza¢niho pufru
obsahujiciho proteinazu K.

Technika Setrné vektolyzy byla uspésné aplikovana na
flebotomy, zejména na typové exemplafe [24]. Tato
technika vyuziva konven¢ni sadu se stoCitelnymi kolonkami
(v tomto ptipadé DNeasy Blood and Tissue kit, QIAGEN,
Hilden, Némecko) s tipravou pro ziskani DNA bez zniCeni
vzorku. Modifikované lyzacni kroky (objem lyzacniho
pufru a pfidani kroku mrazeni) [17] umoziuji uvolnéni
nukleovych kyselin a minimalizuji morfologické poskozeni
[24]. Je také mozné pouzit sadu HotSHOT DNA Extraction
kit (Bento Bioworks Ltd, Londyn, Spojené kralovstvi) [73],
ktera je rychla a levna a umoznuje rychlé a nizkonakladové
zpracovani vzorkti. Entomologické vzorky urcené k
morfologické identifikaci 1ze poté oplachnout. Vzorky
zpracované sadou DNeasy Blood and Tissue kit musi byt
projasnény roztokem Marc-André, zatimco vzorky
zpracované¢ sadou HotSHOT DNA Extraction kit jsou
vhodné pro montdz do vodného média, nebo 1épe do
pryskyfice po dehydrataci, dle protokolu popsaného v tomto
¢lanku [73]. Extrahovany geneticky material lze poté dale
zpracovat pro naslednou analyzu, jako je PCR, za ucelem
amplifikaci specifickych genetickych markerut.
Nedestruktivni metody extrakce nukleovych kyselin jsou
klicové pro studium genetickych vlastnosti flebotomd,
vcetné identifikace potencialnich piivodci onemocnéni,
které mohou piendSet. Zachovanim integrity vzorku mohou
védci ziskat cenné genetické informace a zaroven si vzorek
uchovat pro dalsi analyzy nebo studie.
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Obrazek 10. Obarvené kiidlo Phlebotomus ariasi.

Tabulka 5. Praimérné néklady, pouziti a Gpravy protokold pro extrakci gDNA flebotomt

Protokol Cena Pouziti Upravy protokolu pro malé ¢lenovce

Stocitelné kolonky 2.5-3.55US$ [39] PCR, NGS [9]

fenol-chloroform 0.24 USS$ [69] PCR, NGS [9]

HotSHOT <0.01 USS$ [69] PCR -

Vysoleni 0.12 $3 [69] PCR -

Chelex 0.02 $4 [41] PCR [41,76]
6.5. MALDI-ToF MS vzorcich, idedlné kombinaci morfologického hodnoceni a
MALDI-ToF MS (matrix-assisted laser sekvenovani vhodného genetického markeru (COI, cytB

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) je
technika hmotnostni spektrometrie, uréena k detekci a
analyze jedinecnych proteinovych profild (,,otisk prstid)
biologickych vzorki. Je stale vice uznavana jako uziteny
nastroj pro identifikaci ¢lenovci s 1ékarskym a veterinarnim
vyznamem. Tato technika se ukdzala jako ucinna pfi
identifikaci dospélcti 1 larev flebotomu a hostitelské krve u
nasatych samic a byla Gspésné pouzita k druhovému uréeni
samcti i samic flebotomi za riznych skladovacich a
homogenizaénich podminek [28, 30, 73, 74]. Umoziuje
dosahnout rychlé a presné identifikace, cozZ je nezbytné pro
pochopeni rozsifeni, chovani a role flebotoml v pienosu
nemoci. Diky rozliSeni mezi druhy na zakladé proteinovych
profild  hraje = MALDI-ToF  dutlezitou roli v
epidemiologickych studiich a strategiich kontroly vektord.
Rutinni pouziti omezuji v soucasnosti dvé hlavni nevyhody.
Prvni je dostupnost vybaveni pro hmotnostni spektrometrii,
jehoz snadné pofizeni pouze pro ucely druhové identifikace
flebotomi (nebo obecné ¢lenovel) je neunosné drahé.
Nastésti 1ze toto omezeni prekonat vyuzitm volné kapacity
hmotnostnich spektrometrl, které se staly standardnim
vyzkumnym nastrojem v proteomickych zafizenich a/nebo
klinické diagnostice. Druhym je nizké zastoupeni
referencnich dostupnych ve volné pfistupnych databazich,
coz vede k potiebé vytvorit interni databazi s referencnimi
spektry zalozenymi na jednoznacné identifikovanych

apod.). Toto omezeni bude doufejme brzy vyfeseno
postupnym zacletiovanim dosud internich referen¢nich dat
do platformy MSI, kterou provozuje Assistance Publique-
Hopitaux de Paris, Univerzita Sorbonna ve Francii a sbirka
BCCM/IHEM/Sciensano v Bruselu v  Belgii
(https://msi.happy-dev.fr/). Pokud se plénuje pouziti
proteinového profilovani metodou MALDI-ToF, mély by
byt vzorky skladovany nejlépe zmrazené nebo v 70%
ethanolu molekularni kvality a nemély by byt vystaveny
proménlivym teplotdm. Vzhledem k absenci univerzalnich
standardt pro pfipravu vzorkid se uzivatelim doporucuje
pouzit pro pfipravu matrice MALDI-ToF vodny roztok
kyseliny sinapové (30 mg/ml) o koncentraci 60%
acetonitrilu a 0,3% TFA, aby byla jejich proteinova spektra
srovnatelna s dosud publikovanymi daty o flebotomech.

Priprava vzorku na MALDI-ToF MS (Obrazek 7)

Vzorky hmyzu skladované za riznych podminek se nejprve
vysus$i na vzduchu pfi pokojové teploté a pitvaji. Odstrani
se hlava a zadecCek, aby se ziskaly cCasti t¢la obsahujici
klicové morfologické charakteristiky pro montaz na sklicka
a morfologickou analyzu. Hrud’ 1ze pouzit pro MALDI-ToF
a zbyvajici ¢ast zadecku se uchova pro extrakci DNA. Pro
profilovani proteint se hrud’ ruéné homogenizuje v 1,5ml
mikrozkumavkach s 10 pl homogeniza¢niho roztoku
pomoci jednorazovych pistkti. Obvykle se pouzivaji dva



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

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

homogenizaéni roztoky: sterilni destilovana voda a 25%
kyselina mravenci.

7. Shrnuti

V této praci jsme si kladli za cil poskytnout vyzkumniktim
nejucinnéjsi metody pro  zpracovani  flebotomd,
pfizptsobené specifickym vyzkumnym cilim, aby se
usnadnila piesnd druhova identifikace a detekce patogent.
Neexistuje jedind, univerzalné¢ optimalni metoda; existuje
n¢kolik metod, z nichz kazda ma své vyhody a omezeni.

V dopliujicich materidlech uvadime podrobné protokoly
pro ruzné techniky montdZe pouzivané pii pripravé a
identifikaci  flebotomti.  Tyto  protokoly,  vcetné
instruktaznich  videi, nabizeji  podrobné  postupy
prizptisobené riznym ciliim a zajist'uji presné a spolehlivé
vysledky. Touto komplexni praci se snazime podpofit
vyzkumniky pii vybéru a pouziti nejvhodnéjsich technik
montaze pro jejich specifické potieby.

8. Podékovani

Autoti dékuji Richardu Lane and Zoe Jay Adams z Natural
History Museum of London, Velka Britdnie za jejich
vynikajici recenze, které pozvedly kvalitu tohoto rukopisu.

0. Financovani

Dékujeme Brazilské rozvojové agentuie CNPq (project ¢.:
404395/2024-4) a Araucaria Foundation (project C¢.:
433/2025 PDI) za financovani prace AJA.

10. Stret zajmu

Jérdome Depaquit je zastupcem S$éfredaktora cCasopisu
Parasite; nemél zadny vliv na recenzni proces a rozhodovani
o tomto rukopisu. Ostatni autofi prohlasuji, Ze nemaji zadny
stiet zajmau.

11. Popisky k obrazkiim

Obrazek 1: Flebotomové uchovani v etanolu.

Obrazek 2: Materidly potiebné pro montovani flebotomd:
A: kulata kryci sklicka (pramér 10 nebo 12 mm); B: 24-
jamkova desticka a zahnutd jehla (pokud pouzivate
hiebickovy olej nebo esenci Euparal® ke zpracovani
flebotomi, nepouzivejte akrylatové desticky, protoze dojde
k chemické reakci a vzorky budou poskozeny); C: podlozni
sklicka vhodna pro popisovani; D: detail zahnuti jehly; E:
jehly nasazené na stfikacky; F: hodinové sklicko nebo
ekvivalentni nadoba obsahujici flebotomy uréené k
montovani; G: pinzety Dumont; H: plastova pipeta; I:
sklenénd pipeta ohnutd zahfatim pro usnadnéni pfenosu
kapaliny do jamek.

Obrazek 3: Desticka s 24 jamkami, z nichz kazdéa obsahuje
hlavu a $pi¢ku zadecku flebotomi.

Obrazek 4: Spermatéky vypreparované a zamontované v
médiu Marc-André z Cerstvych jedinci. A: Idiophlebotomus
longiforceps (Laos); B: Sergentomyia minuta (Francie); C:
Phlebotomus ariasi (Francie); D: Sergentomyia anodontis
(Laos).

Obrazek 5: Metoda izolace leishmanii.

Obrazek 6: Zpracovani flebotomii pro aplikace
molekularni biologie, proteomiky a/nebo virologie.
Obrazek 7: Klasicka metoda zpracovani flebotomd.
Obrazek 8: Opétovna montaz preparatu (remounting). A:
poskozend a vyschld sklicka v Hoyerové médiu; B:
mikroskopicky pohled na vyschlého flebotoma; C:
mikroskopicky pohled na dalsiho poskozeného flebotoma;
D: vlhké komiirka obsahujici vyschlé sklicko; E: hlava a F:
télo exemplare B po jeho opétovném namontovani do média
Euparal®; G: hlava a H: télo poskozeného exemplaie C po
jeho opétovném namontovani do média Euparal®.
Obriazek 9: Cerstvé kiidlo Trichophoromyia ininii.
Obrazek 10: Obarvené kiidlo Phlebotomus ariasi.

12. Videa na Zenodo.

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

This is Supplementary Material text here.
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Appendix A: Biochemické teoretické zaklady.

Doty¢nymi ¢lenovci jsou v této praci flebotomové. Obecné
principy lze vSak rozsifit i na dal§i velmi bézné ¢lenovce, u
kterych lze identifikaci provést pouze na zaklad€ vnitinich
morfologickych znakd. Shodou okolnosti jsou nékteré
vnitini organy ¢éastecné chitinizovany a jejich morfologie
nam poskytuje cenné informace. U vSech pouZzivanych
¢inidel bychom nikdy neméli zapominat, Ze od faze fixace
hmyzu aZ po sestaveni jde o redoxni reakce. Hlavni
myslenkou je vyhnout se michani redukénich ¢inidel s
oxida¢nimi ¢inidly.

Etyl alkohol; etanol:
Tato latka je pouzivana riznymi zpusoby. Molekuly
alkoholu maji silnou afinitu k vodé, a proto vykazuji
dehydrataéni u¢inek. Alkohol s nizkou koncentraci (tj. ptilis
bohaty na vodu) vsak bude hrat roli v degradaci nukleovych
kyselin (voda je nepfitelem nukleovych kyselin).
Kdyz je hmyz umistén v etanolu, nejde jen o jeho
konzervaci, ale také o fixaci tkdni. V histologii obvykle
rozliSujeme dva dulezité pojmy: rychlost penetrace a
rychlost fixace. Je dobie znamo, ze dobry konzervant musi
nejprve rychle proniknout hluboko do tkani, nez je fixuje.
Pro alkohol s koncentraci 96 % je penetracni koeficient
ptiblizn¢ 1,05 (pro srovnani, pro 0,75% vodny roztok
kyseliny pikrové je penetracni koeficient 0,45, zatimco pro
3% roztok dichromanu draselného je to 1,45).
Snaha uchovavat hmyz a dalsi clenovce v ethanolu na dobu
neurcitou je pro entomology realitou. Myslenka uchovavat
terénni vzorky pro nasledné studie nebo pro budouci
vyzkumniky je stile velmi relevantni. Pro cytologa nebo
histologa je vSak tato myslenka nerealna. Pokud se vzorky
uchovévaji ve fixatoru pfili§ dlouho, mtize byt jejich
opétovné zpracovani prakticky nemozné. Proto je obtizné
nebo dokonce nemozné pouzit vzorky starsi nez 10 let.
DalSim faktorem, ktery je tfeba zvazit, je pomér mezi
hmotnosti fixovaného ¢lenovce a objemem fixatoru. V
zoologické nebo Iékafské praxi se doporucuje planovat
objem 60krat vétsi nez objem fixovanych kust. V praxi se
u malych ¢lenovctl pro dany objem fixovanych vzorkl
ptidava alespon 4-5 objemu alkoholu. Méjte na paméti, Ze
alkohol ztrati svou silu, protoze odstrani veSkerou vodu
pfitomnou v tkdnich ¢lenovcet.
Shrnuto:
e Etylalkohol je redukéni chemické cinidlo (proto
nesluditelny s oxidac¢nimi fixativy);
e  Srézi proteiny a degraduje je;
e Rozpousti urcité komplexni lipidy a srazi glykogen;
e  Zpusobuje silnou kontrakei tkani a jejich zpevnéni.

Zasadité roztoky hydroxidu draselného nebo
sodného:

Aniz by k tomu byl skute¢ny diivod, v entomologii byl z
téchto dvou roztokt pouzivan predevsim hydroxid draselny.
Hydroxid sodny [E524] se vyskytuje v roztoku, bud v
ruznych koncentracich, nebo s riznou normalitou. Dodava
se v peletach nebo Supinkach. Jeho hlavni nevyhodou je, Ze
je velmi hygroskopicky (vice nez KOH). Kdyz reaguje s
proteiny, rozpousti je, a u lipidd je béhem saponifikace
pfeménuje na tuha mydla (to je hlavni rozdil oproti KOH,
ktery pfi saponifikaci poskytuje tekutd mydla).

Hydroxid draselny [E525] je k dispozici jako
koncentrovany roztok, ale pfedev§im ma tu vyhodu, ze je
formulovan do pelet o hmotnosti pfiblizné 0,1 g, coz znacné
usnadiiuje pfipravu ziedénych roztokl, pokud neni k
dispozici presna vaha. Napiiklad 1 peleta o hmotnosti 0,1 g
v 1 ml destilované vody vytvofi 10% roztok. Druhou
vyhodou hydroxidu draselného v peletach je jeho nizsi
citlivost ke karbonataci (roztok KOH ma vysokou afinitu k
vazani CO2, ¢imz vznikaji uhli¢itanové soli).

Tyto silné zasady se budou pouzivat k solubilizaci mastnych
kyselin jejich pfeménou na vodorozpustna mydla. Je tieba
mit na paméti, ze fixacni cinidlo, jako je ethanol,
solubilizovalo ¢ast tukli ve vzorku. Nicméné po pfeneseni
vzorku do vodného prostiedi se silnou zasadou se mastné
kyseliny (vice ¢i méné komplexni) vysrazi. Silna zasada
proto provede saponifikaci za studena. V nékterych
ptipadech, kdy jsou tukové tkané v nadbytku, napiiklad u
samic, bude vyhodné zvysit teplotu na 35-40 °C pro
usnadnéni reakce, nebo prodlouzit dobu kontaktu pfi
pokojové teplote.

Barevny kysely roztok / bezbarvy Marc-Andrého
roztok:

Zde prozkoumame vyhody a nevyhody pouzivani Marc-
Andrého roztoku. Tento roztok se sklada z chloralhydratu
(trichloracetaldehyd monohydratu), kyseliny octové a vody.
Je velmi oxida¢ni (smés kyseliny a aldehydu). Bude
neutralizovat ptebytek hydroxidu draselného, ktery mtze ve
vzorcich zlstat, aniz by doslo k vysrazeni alkalickych
mydel, vzniklych béhem pouziti hydroxidu draselného.
Tento oxidacni roztok bude mit také vliv na sekundarni
alkoholové funkce glukosamind, které se tvofi v chitinu, a
to jejich oxidaci, ¢imz chitin zmekcuje. Dalsim Gcinkem je
rozpusténi uréitych pfitomnych mineralnich soli.

Pokud je Marc-Andrého roztok pfedem obarven kyselym
fuchsinem (tedy v oxidovaném stavu), bude se moci vazat
na sekundarni alkoholové funkce struktury. Po uplynuti
doby kontaktu s Marc-Andrého roztokem a po obarveni
vzorkti se oplachovani provadi pouze ethanolem. Tim
zahéjime fazi dehydratace vzorki.

Vyhody:
e Neutralizace pfebytku zasaditych roztoka
e Uvolnéni chitinu
e Barveni chitinu pro  lepsi
chitinizovanych vnitinich struktur

posouzeni

Nevyhody:
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Chloralhydrat je hypnotikum a byl pouzivan v humanni
mediciné. Musi byt pouzivan v chemické digestofi a musi
byt dodrzovana legislativa o chemickych rizicich.

Dehydratacni roztoky:

Zkusenost ukazuje, Ze u velmi malych vzorktl neni nutné
dodrzovat sekvenci alkoholovych lazni se zvySujici se
koncentraci. Pokud je vzorek velky, zacneme 80%
ethanolem, poté 90%, 95% a nakonec absolutnim
ethanolem. Pro velmi malé vzorky pouzijte lazen s 90%
ethanolem nasledovanou ponofenim do absolutniho
ethanolu. V této fazi budeme mit vzdy na paméti, Ze
absolutni ethanol ma tendenci véazat vzdusnou vlhkost.
Tradici v entomologickych laboratofich bylo dokoncovat
dehydrataci vzorkt v lazni z bukového kreosotu. Dnes je
tato esence, Siroce pouzivana jako pesticid, antifungicid a
konzervant dfeva, velmi dirazné¢ nedoporucovana kvuli
svému zapachu (polycyklické aromatické uhlovodiky) a
predpoklada se, Ze je reprotoxicka, karcinogenni, patii mezi
persistentni organické polutanty a je ekotoxicka pro vodni
organismy.

Roztok, ktery navrhujeme pfipravit pro montovani vzorkd,
je Euparal® a Euparal esence (popsano v nasledujicim
odstavci). Smeés Euparalu® a Euparal esence je velmi dobie
pfijiména; vzorky ziskané po lazni v 90% ethanolu.

Priloha B: SloZeni pouzitych cCinidel.

10% Hydroxid draselny
Hydroxid draselny 10 g
Destilovana voda g.s. 100 ml

Chloralhydratové montovaci médium Hoyerovo
médium

Destilovana voda 50 ml

Chloralhydrat 200 g

Arabska guma 50 g

Glycerol 20 ml

Marc-Andrého roztok
Chloralhydrat 40 g
Ledova kyselina octova ml
Destilovana voda 30 ml

1% kysely fuchsin v destilované vodé
Praskovy kysely fuchsin 1 g
Destilovana voda 99 ml

Marc-Andrého roztok barveny fuchsinem
Marc-Andrého roztok 10 ml
1% Fuchsin 50 pL

Priloha C: Euparal®, kanadsky balzam,
polyvinylalkohol a dalSi roztoky pro
montovani

Polyvinylalkohol: Jedna se o idedlni montovaci médium v
ptipadech, kdy nejsou k dispozici produkty nezbytné pro
fddnou dehydrataci. Polyvinylalkohol se poté misi s
Ammanovym laktofenolem. Tyto preparaty vSak vykazuji
zasadni nevyhody spocivajici bud’ ve vysychani nebo v
krystalizaci polyvinylalkoholu v disledku odpatovani vody,
pfipadné v ¢ernani pti oxidaci fenolu. Tato technika zlstava
vhodnou metodou pro kratkodobé montovani.

Kanadsky balzam: Jeho pouziti pro montovani mezi
podlozni a kryci skli¢ko vyzaduje dehydrataci montovanych
vzorkt. Pouziti xylenu nebo toluenu neni bez nevyhod.

Enecé médium: Pro montovani mezi podlozni a kryci
sklicko, podobné¢ jako kanadsky balzam, vyzaduje
dehydrataci vzorku. Slozeni Enecé: Cista bila kalafuna (22
g); v alkoholu rozpustna klovatina kopal (12 g), absolutni
alkohol (20 ml), kafr (10 g), terpentynova silice (10 ml) a
eukalyptol (26 ml). Pro jeho pfipravu vlozte do nadoby,
napfiklad do Erlenmeyerovy banky, absolutni alkohol a
kafr. Poté pridejte kalafunu a klovatinu kopal. Baiika se poté
uzavie zatkou a protiepe, a teprve poté se zahtiva ve vodni
lazni pfi mirné teploté, aby smés neviela. Jakmile je obsah
zcela zkapalnén, pfida se terpentynova silice, poté se smeés
jesté za horka prefiltruje a nakonec se k filtratu pfida
eukalyptol. Kdyz se médium stane méné tekutym, nafedi se
roztokem Eenecé s nasledujicim slozenim: absolutni
alkohol (30 ml), kafr (17 g), terpentynova silice (15 ml),
eukalyptol (38 ml) (Cerqueira, 1943).

Euparal:  Jedna se o pryskyfici pochazejici ze
sandarakovniku vétvi¢natého (Tetraclinis articulate, (Vahl,
1791), kterd byla studovana a vyuzita v roce 1906
Gilsonem. Jeji hlavni vyhodou je, Ze nepolymeruje. Vzorky
namontované mezi podlozni a kryci sklicka 1ze snadno
ziskat zpét ptisobenim alkoholu, nebo jesté 1épe pomoci
Euparal® esence. Tato pryskyfice, nazyvana také sandarak,
pfijima ethanol od 80 %

Vyuziti Tritonu X100: neiontovy vodny roztok:

Triton X100 je ve formé neiontového vodného roztoku
(roztok 4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)fenyl-
polyethylenglykolu neboli t-
oktylfenoxypolyethoxyethanol, polyethylenglykol tert-
oktylfenylether), Siroce pouzivany jako detergent v bunééné
a molekularni  biologii. Umoziuje permeabilizaci
bunéénych a jadernych membran. Vzorky hmyzu
uchovavané v alkoholu po mnoho let jsou béznou
zalezitosti. Uchovavani v alkoholu bohuzel neni optimalni
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a Clenovci takto konzervovani se stavaji velmi obtizné

pfipravitelnymi pro mikroskopickou analyzu. Plasty z

nadobek, pouzitydch k uskladnéni vzorkl, se v case

znehodnocuji, coz vede k naslednému odpatovani alkoholu.

V obou pfipadech predstavuje prodlouzeny kontakt s

alkoholem nebo vysychani vzorkl skute¢ny problém. V

roce 2008 publikoval Jonque studii o rehydrataci pavouku

pomoci smacedla, jako je Agepon pouzivany pro

fotografické filmy [26]. To vedlo k myslence vyuzit

smacedla, ktera nejsou silnymi detergenty.

Nize je uveden postup s vyuzitim 0,5% vodného roztoku

Triton X100:

e Suchy vzorek nechte nasdknout absolutnim
alkoholem.

e Pfidejte potfebny objem 0,5% roztoku Triton X100
tak, aby byl cely vzorek ponofen.

e Nechte odstat asi 5 minut nebo déle. VSichni ¢lenovci
se musi v roztoku od sebe oddélit.

e Roztok Triton X100 se odstrani a nahradi roztokem
hydroxidu draselného.

Dale se pokracuje technikou popsanou vyse.

Pfiloha D: Podrobny postup montovani do

médii Euparal® nebo kanadského balzamu

1. Vzorky musi byt dehydratovany (zakaleny nebo mlécny

vzhled indikuje nedostatecnou dehydrataci).

2. Dehydratace lze dosdhnout zvySovanim koncentraci

ethylalkoholu.

3. Vzorky lze prenést z 99% alkoholu nebo absolutniho

alkoholu do projasiiovaciho ¢inidla.

Postup:

1. Vzorky dospélé flebotomy v 70% ethanolu.

2. Odstrante ethanol a nahrad’te jej 10% KOH. Prikryjte
flebotomy podloznim sklickem.

3. Macerujte, dokud hmyz nezprisvitni.

4. Odstrante KOH.

5. Zalijte vzorek destilovanou vodou a pockejte 30 az 45
minut.

6. Odstraiite vodu, opakujte promyvani destilovanou
vodou po dobu 30 minut (doba zavisi na mnozstvi
vzorki: ¢im vice vzorki se zpracovava spole¢né, tim
déle musi byt tento ¢as dodrzen. Cim méné jich je,

zejména u téch zpracovavanych jednotlive, tim kratsi
tento ¢as muze byt).
7. Odstraiite vodu.
8. Pfidejte Marc-Andrého roztok (pfipadné obarveny
kyselym fuchsinem) a pockejte 24 hodin (jeden den).
. Odstrante Marc-Andrého roztok.
10. Zalijte vzorek destilovanou vodou a pockejte 30 az 45
minut.
11. Odstraiite vodu a opakujte promyvani destilovanou
vodou po dobu 30 minut.
12. Odstraite vodu.
13. Pridejte 70% ethanol a proved’te pitvu vzorku.
a. V pripad¢ hlavy a zadeCku opatrné oddélte hlavu
nebo zadecek od hrudi.
b. V ptipad¢€ hrudi odstrante kiidla tak, ze jednou
pinzetou pridrzite hrud’ a druhou pinzetou zatdhnete
za bazi piivéski. Je mozné provést sagitalni pitvu, pfi
niz se hrud’ rozd¢€li na levou a pravou stranu, v
zavislosti na oblastech nejvétsiho zajmu.
14. Postupné dehydratujte v fadé vodnych roztoka
ethylalkoholu: 50 — 80 — 95 %, dokud nedoséhnete
absolutniho ethanolu.
15. Vzorky dehydratujte dvojim promytim, pokazdé
po dobu 10 minut, ve 100% ethanolu.
16. Odstrante ethanol a zalijte vzorky hiebickovym
olejem na 15 minut pfi pokojové teplote.
17. Pteneste vzorky z hiebickového oleje do kapky
Euparalu® nebo kanadského balzdmu na Cistém
podloznim skli¢ku.
18. Hlavu, hrud’ a zadecek flebotoma lze pitvat
pomoci jemnych jehel nebo pinzet pod binokularni lupou.
Hlava musi byt od téla odd¢lena tak, aby mohla byt
namontovana ve ventro-dorzalni poloze, tj. tylni otvor
(occipital foramen) musi sméfovat nahoru, aby skrze néj
bylo mozné ptimo pozorovat cibarium. Pitva se provadi v
montovacim médiu pro flebotomy.

19. Ponechte vzorek, dokud se povrch nestane
lepkavym.
20. Navlhcete ¢isté kryci sklicko absolutnim

alkoholem. PfiloZte kryci sklicko pod uhlem na kanadsky
balzam.

21. Podlozni skli¢ka uchovavejte v suchém boxu
urceném k tomuto ucelu.



