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ھا و تشخیص و دھد کھ برای شناسایی گونھھای پشھ خاکی فلبوتومینھ ارائھ می این مقالھ یک راھنمای جامع برای پردازش و مونتاژ نمونھ –  چکیده 

و ھم آزمایشگاھی مناسب ھستند مورد بحث قرار    فیلدھا کھ ھم برای شرایط  ای از تکنیکھا بسیار مھم است. در این مقالھ مجموعھجداسازی پاتوژن
با توصیھ بھ انجماد  (ھاسازی و کشتن آنھای خاکی، جابجایی، نگھداری، بیھوش آوری پشھھای دقیق برای جمع گرفتھ است. این راھنما شامل دستورالعمل 

سازی برخی ساختارھای  آماده کیفیت    .باشدھای نگھداری مانند نگھداری در سرما و اتانول می و ھمچنین روش   بھ جای مواد شیمیایی) CO₂ خشک یا
ھا) برای مشاھده صحیح زیر میکروسکوپ بسیار مھم است کھ در این مطالعھ توضیح داده شده است. این مقالھ  ھای تناسلی، سر و بالآناتومیکی (اندام

در فرآیند    .دھدرا توضیح می Marc-André سازی با استفاده از موادی مانند ھیدروکسید پتاسیم و سپس محلولھمچنین پردازش نمونھ شامل شفاف 
کھ بھ نام گام کلرال نیز شناختھ    (Hoyer)اند. مایع ھویرھای نوری و قابلیت نگھداری مقایسھ شدهھای مختلف مونتاژ با تأکید بر ویژگیمونتاژ، محیط

ھای مدت مناسب نیست. محیط برای نگھداری طولانی  شود، اگرچھشود برای مشاھده سریع، بھ ویژه اسپرماتکاھا، بھ دلیل شفافیت بالا توصیھ میمی
ھای نوین  ھمچنین روش  .کنندمدت را فراھم می بالزام ھستند کھ دو مورد آخر امکان نگھداری طولانیکانادا  و    Euparalوینیل الکل،  دیگر شامل پلی 

اند. علاوه بر این، پردازش نمونھ دارند، بررسی شدهکھ نیاز بھ دقت خاصی در   MALDI-ToF و DNA شناسی مولکولی مانند تعیین توالیزیست 
 . ارائھ شده است تا این راھنما برای جامعھ علمی جھانی قابل استفاده باشدھای مختلف ھای مونتاژ و ترجمھ بھ زبانویدئوھای آموزشی کوتاه از تکنیک

فلبوتومینھ  مونتاژ : کل�دیكلمات   ھای  خاکی  پشھ  ای،  شیشھ  اسلایدھای  مارك   محیط،  روی  محلول  الکلپلی اكلرال،  گام  ندره،  آ–ھویر،  ،  وینیل 
Euparal®  ،آنالیز ملکولی، تشریح، شرایط فیلدلیشمانیا،   جداسازی،   کانادا بالزام  ،MALDI-Tof ، یپاھای تنمونھ.(Type-specimens) 

   



 

 

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. 

  

 همقدم

خانواده پشھ بھ  متعلق  کوچک  دوبال  حشرات  فلبوتومینھ  خاکی   ھای 
Psychodidae زیرخانواده حداقل   Phlebotominae و  کھ   1063ھستند 

ھایی مانند لیشمانیا،  . این حشرات ناقل مھم پاتوژن[21]   شده دارندگونھ شناختھ
بھ ترتیب باعث  آربوویروس بارتونلا ھستند کھ  لیشمانیوز، بیماریھا و  ھای 

شوند. شناسایی این حشرات عمدتاً ھای آربوویروسی و بارتونلوز میعفونت
می انجام  میکروسکوپی  دقیق  بررسی  اساس  جمعبر  نیازمند  کھ  آوری شود 

این  از  یک  ھر  و  است  لام  روی  دقیق  مونتاژ  و  مناسب  نگھداری  صحیح، 
 .را دارند ھای خاص خودھا، مزایا و محدودیتمراحل تکنیک
پشھ (مانند شناسایی  خارجی  ساختارھای  مشاھده  اساس  بر  بالغ  خاکی  ھای 

پالپآنتن فارنکس،  ھا،  (مانند  داخلی  ساختارھای  و  نر)  تناسلی  دستگاه  و  ھا 
می انجام  اسپرماتک)  و  ساختارھا سیباریوم  این  کردن  جدا  و  تشریح  شود. 

آن آسانمشاھده  را  شناسایھا  نتیجھ  در  و  کرده  دقیقتر  ممکن ی  را  گونھ  تر 
ھای خاکی باید زن، پشھھای بوسھھا یا ساسسازد. بنابراین، برخلاف پشھمی

 .قبل از شناسایی بین لام و لامل مونتاژ شوند
پشھ  ، مشاھده میکروسکوپی تنھا روش موجود برای شناسایی  ۱۹۸۰تا دھھ  
ست. انتخاب بود و ھمچنان پرکاربردترین روش امروزه باقی مانده ا   خاکیھا

سازی بنابراین نسبتاً ساده بود و عمدتاً بر اساس یک دوگانگی  فرآیند و آماده
مدت  قطعی کھ امکان نگھداری طولانی  مونتاژگرفت: از یک سو،  صورت می

و تعیین   سریع برای شناسایی  مونتاژکرد و از سوی دیگر،  نمونھ را فراھم می
نھایی،    مونتاژکرد.  تضمین نمی  مدت رادر محیطی کھ نگھداری طولانی  گونھ

گیر است  ، وقت(Canada balsam) برای مثال در رزینی مانند صمغ کانادا 
ھاست. علاوه بر این، ضریب شکست این و نیازمند دھیدراسیون کامل نمونھ

آل نیست. ایده (spermathecae) تکھاا سپرمامحیط ھمیشھ برای مشاھده آسان  
مقابل،   محیط    مونتاژدر  سریعیع  مادر  ھویر  محلول  امکان  مثلاً  و  است  تر 

بھتر   فراھم میاسپرمامشاھده  را  نگھداری طولانیتکھا  اجازه  اما  مدت  کند، 
دھد زیرا تمایل دارد آب را از ھوا جذب کند. یک گزینھ، مھر و  را نمی  لامھا

موم کردن لام با لاک ناخن پس از خشک شدن کامل آن است. این انتخاب با 

، بستھ بھ مونتاژ نان امروز نیز وجود دارد و بر انتخاب روش  مصالحھ ھمچ
 .گذاردسازی، تأثیر میھدف مورد نظر از آماده

دھھ   شناسایی  ۱۹۸۰از  مطالعات  خاکیھا،  رویکردھای   پشھ  از  ترکیبی 
آن اولین  است.  بوده  بیوشیمیایی  و  تحلیلمورفولوژیکی  ھیدروکربن ھا  ھای 

تکنیک (cuticular hydrocarbon) پوستی توسط  بھ سرعت  کھ  ھای بود 
ش  آنالیز جایگزین  ا  )  RAPD) ، RFLP  ،NGSد   مولکولی  مروزه، . 

تکمیل   MALDI-ToF ھای پروتئومیک مانندرویکردھای مولکولی با روش
گونھمی مولکولی  شناسایی  این،  بر  علاوه  میشوند.  شناسایی  ھا  با  تواند 

طریق پاتوژن از  فلبوویروس)  شمانیا،  ی(ل  PCR ھا  و  بارتونلا  تریپانوزوما، 
این زیرا ھمھ  باھا میترکیب شود،  و  PCR روشھای توانند  شناسایی شوند 
سازی با اھداف مشخص شده ھستند گیری و ذخیرهنیازمند تطبیق فرآیند نمونھ

ھای مورفولوژیکی کھ بھ طور سنتی برای تفکیک علاوه بر ویژگی ].  3،  32[
میگونھ استفاده  اعمال شھا  قابل  نیز  مورفولوژیکی  رویکردھای  دیگر  وند، 

 .ھا)ھستند (مثلاً ژئومورفومتری بال
، مقالات ھای موجود در  عمدتاً بر اساس تجربیات شخصی نویسندگان و داده

پشھ  و پردازش    مونتاژھای استاندارد برای  ھدف این مطالعھ ارائھ راھنمایی
ھای مورفولوژیکی و مولکولی تحلیل  سازیبرای بھینھھ  بالغ فلبوتومین  خاکیھای

تحلیلاست برخی  انجام  بھ  نیاز  یا  آنالیزھای  المثبرای   (ھا.   مولکولی 
(MALDI-ToF   از بخشی  نگھداری  خاکیھامستلزم  برای    پشھ  کھ  است 

دقیق  انتخاب  ضرورت  بر  کھ  نیست،  ضروری  مورفولوژیکی  شناسایی 
 .کندپروتکل تأکید می

روش بر  ما  مقالھ،  این  بیدر  کشتن  ھای  و  خاکیھایحسی  زنده،    پشھ 
مدت برای شناسایی سریع یا حفظ طولانی  مونتاژھا و فرآیند  سازی آنذخیره

 .کنیمجھت مطالعات بعدی تمرکز می
  



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

 
 

 
های  گفتار: ملاحظات ا�میف و مقررایت با�د به برگهپ�ش

 م��وطه ارجاع دهند ) SDSاطلاعات ا�مین (
 

ارائھ شیمیایی  مواد  ایمنی  تمام  شرایط  تحت  باید  راھنما  این  در  شده 
کمیتھسخت شوند.  استفاده  و  نگھداری  مراکز گیرانھ  ایمنی  و  بھداشت  ھای 

اند تا اطلاعاتی نھ تنھا درباره خطرات این مواد، بلکھ درباره  تحقیقاتی آماده
قرار دھند. با این    ھا و دفع پسماندھایشان در اختیار شماھای کار با آنروش

ھا الزامی  ھای ایمنی مربوط بھ استفاده و دفع آنحال، پیروی از دستورالعمل
ھای است. شایان ذکر است کھ مسئولیت ھمھ کاربران است تا از رعایت شیوه

خوب و ایمن آزمایشگاھی و قوانین و مقررات قابل اجرا در کشور یا مؤسسھ 
علاوه بر این، برخی از مواد شیمیایی یا تحقیقاتی خود اطمینان حاصل کنند.  

ھا (مانند ھیدرات کلرال) در برخی کشورھا تحت نظارت ھستند. اجزای آن
 .ارائھ شده است.  1جدول  فھرستی از اختصارات مورد استفاده در این مقالھ در  

 
 فھرست کلمات اختصاری  .  1جدول 

BME  ایگل محیط پایھٴ 
CDC ھا مرکز کنترل و پیشگیری از بیماری 
CMCP مونوکلروفنول–کامفور 
CMR زا و سمی برای تولیدمثل زا، جھشمادهٴ سرطان 
COI سیتوكروم c  أوكسیداز 
CytB سیتوكروم b 
DNA ریبونوکلئیک اسید دئوکسی 
ELISA سنجی متصل بھ آنزیم آزمون ایمنی 
EtOH نول اتا 
M199 199 محیط 
MALDI-ToF 
MS 

پرواز با یونش/واجذب لیزریِ سنجی جرمی زمان طیف
 گرفتھ از ماتریکس کمک

MEM  محیط کشت ضروری حداقل 
NGS یابی نسل جدید توالی 
NNN نیكول –ماكنیل–نوفي محیط 
PCR ای پلیمرازواکنش زنجیره 
Lao PDR  جمھوری دموکراتیک خلق لائوس 
PNOC  پرونوسیسپتینپیشژن (prepronociceptin) 
qPCR ای ای پلیمراز کمی (واکنش زنجیرهواکنش زنجیره

 واقعی)پلیمراز زمان
RAPD مورفیک تصادفی تکثیرشده ای پلیاندی 
RFLP شده با آنزیم محدودکننده مورفیسم طول قطعات برشپلی 
RI  ضریب شکست نور 
RNA  اسید ریبونوکلئیک 
RNases  ریبونوکلئازھا 
RNASS  محلول پایدارکنندهٴ RNA 
RT-PCR ای پلیمراز با رونویسی معکوسواکنش زنجیره 
TFA فلورواستیک اسید تری 

 
   ها  خا�  آوری �شهجمع 1
 

میپشھ را  بالغ  خاکی  از ھای  استفاده  با  مرده  یا  زنده  صورت  بھ  توان 
جمعروش مختلف  مانندھای  کرد،  یا   ھایتلھ :آوری  چسبان  تلھ  نورانی، 

ھا  ھای استراحت آنآسپیراتور با استفاده از تلھ ھای شانون یا مستقیماً از مکان
ھا در ھا شامل قرار دادن تلھاین روش .ھای حیواناتمانند پناھگاه در محیط

پشھزیستگاه مناسب، جذب  جاذبھھای  یا  نور  با  جاذبھای  ھا  مانند  دیگر  ھای 
دی جمع  شیمیایی  و  کربن  آناکسید  تحلیلآوری  برای  است، ھا  بعدی  ھای 

 [49 ,36 ,32 ,3 ,2]طور کھ در چندین مقالھ توصیف شده است ھمان
کند، در پذیر می ھای زنده تمام کاربردھای بعدی را امکان آوری پشھجمع

ھای لایشمانیا یا آوری نمونھ ھای مرده مانع از جداسازی سویھحالی کھ جمع
آوری، مانند تلھ ھای چسبان، معمولاً ھای جمعبرخی روش .شودمی  ویروس

ھا یا ھا، بالھا، پالپمثل شاخک(ی   ھای پشھ خاکباعث از دست رفتن اندام
علاوه بر این، روکش روغن کرچک روی تلھ ھای چسبان بھ   .شوندمی  )پاھا
  ۱۵معمولاً با حمام  چسبد و باید در ابتدای پردازش حذف شود، کھ  ھا میپشھ

 .گیرداتیل اتر بھ نسبت مساوی انجام میای در مخلوطی از اتانول و دیدقیقھ
. 
 

ن (اتانازی) نمونه  2  ها کشنت
 

جمع از  پشھپس  برخی  آوری،  در  شوند.  کشتھ  باید  زنده  خاکی  ھای 
مجھز بھ  CDC ھای نوریمانند کاغذھای چسبنده، تلھ(  آوریھای جمعروش

دترج  حاوی  اتانولظرف  یا  جمعپشھ) نت  زمان  در  خاکی  مرده ھای  آوری 
می  آنالیزھای ھستند.   را  نمونھمولکولی  روی  بر  در توان  مستقیماً  کھ  ھایی 

ھا در صورتی کھ در  اند و ھمچنین بر روی سایر نمونھآوری شدهاتانول جمع
حال،  سریع این  با  داد.  انجام  شوند،  نگھداری  اتانول  در  ممکن  زمان  ترین 

روشچھی این  از  آمادهیک  امکان  کشتن،  آنالیز ھای  برای  حشرات  سازی 
MALDI-ToF   ھای کشتن کنند. علاوه بر این، برخی روشرا فراھم نمی

ھای مورفولوژیک شوند. بنابراین ممکن است باعث از بین رفتن برخی ویژگی
شناسایی  از  اطمینان  برای  مناسب  و  استاندارد  کشتن  عامل  یک  از  استفاده 

طولانی نگھداری  یا  نمونھصحیح  بھمدت  نمونھھا  مرجععنوان   ھای 
(voucher specimens) ھایی کھ برای ارجاع ضروری است (یعنی نمونھ

 .شوند)ھای آینده نگھداری و ذخیره مییا مقایسھ

را  کلروفرم  و  تتراکلرواتان  اتر،  اتیل  استات،  اتیل  مانند  شیمیایی  مواد 
ھای خاکی قرار داد تا باعث  آغشتھ کرد و در ظرف حاوی پشھتوان بھ پنبھ  می

ھای  ھا شود. این مواد بھ دلیل سمیت باید با احتیاط و مطابق توصیھمرگ آن
پشھ کشتن  برای  کلروفرم  از  استفاده  حال،  این  با  شوند.  استفاده  ھای سازنده 

ولی شناسی مولکشود، زیرا طبق تجربھ، با مطالعات زیستخاکی توصیھ نمی
نبودن  مناسب  و  مواد  این  بودن  بھ خطرناک  توجھ  با  دارد.  کمی  سازگاری 

طور ھا برای آنالیزھای مولکولی، استفاده از این مواد شیمیایی بھاحتمالی آن
 .شودکلی توصیھ نمی

کند،  ھا را حفظ مییا پروتئین DNAترین روش کھ مورفولوژی،  متداول
باید بھ مدت کافی منجمد شوند تا کاملاً    ھاھا است. نمونھانجماد خشک نمونھ

آنبی نھ  اما  شوند،  (بیھوش)  کھحرکت  طولانی  یا    قدر  شوند،   بقایخشک 
از دستگاه  in vitro صورتھا بھلیشمانیا در صورتی کھ ھدف جداسازی آن

  .گوارش پشھ خاکی باشد، از بین برود

گراد  رجھ سانتید -۲۰دقیقھ در دمای  ۲۰تا  ۱۵بنابراین، انجماد بھ مدت 
می بیتوصیھ  فقط  تا  شوند  بررسی  مرتباً  باید  و  و شود  باشند  شده  حرکت 

 .ھای لیشمانیا کشتھ نشده باشندانگل

کشت. در  CO₂ توان حشرات را با گازاگر فریزر در دسترس نباشد، می
سیلندر  فیلدشرایط   از  استفاده  امکان  می CO₂ کھ  ندارد،  از وجود  توان 
 Soda) ھای نوشابھمورد استفاده در سیفون CO₂ تجاری  ھای کوچککپسول

siphons) با ھواپیما محدودیت  استفاده کرد، اگرچھ ممکن است حمل آن ھا 
 .داشتھ باشد
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توان با دود تنباکو کشت. در این حل، حشرات را میعنوان آخرین راهبھ
آوری آسپیراتور جمعبھ دام افتاده، با   CDC ھای خاکی زنده در تلھروش، پشھ

شیشھ لولھ  در  میشده،  نگھداری  قرار ای  تنباکو  دود  معرض  در  و  شوند 
شرایط  یکشد. این روش در تمامھا را می گیرند کھ در عرض چند ثانیھ آنمی
، حتی در شرایط ایزولھ و دشوار نیز قابل استفاده است. با این حال، بھ  فیلد 

توان از آن برای میز کردن کامل نمی دلیل آغشتھ شدن شیشھ بھ دود، بدون ت 
ھای خاکی زنده استفاده کرد. با این وجود، آوری و نگھداری بعدی پشھجمع

ھای خاکی سایر توان برای کشتن پشھھمان آسپیراتور تمیزنشده را ھمچنان می
ھا استفاده کرد. ھمچنین لازم است بررسی منظور فیکس کردن نمونھھا بھتلھ

ھا با جداسازی  این روش .ھا از آسپیراتور خارج شده باشندونھشود کھ تمام نم
 .لیشمانیا از طریق تشریح روده سازگار ھستند

 ها قبل از پردازشنگهداری نمونه 3

ھا قبل از پردازش  چھار روش اصلی برای تثبیت (فیکس کردن) نمونھ
 :وجود دارد

   انجماد   3.1

درجھ  -۸۰گراد یا ترجیحاً  درجھ سانتی -۲۰این روش بھتر است در دمای  
ھای نگھداری بیشتر از نگھداری در گراد انجام شود. امروزه این روشسانتی

ترین زمان شوند. در تمام موارد، انجماد باید در سریعنیتروژن مایع استفاده می
انجام شودحرکت کردن نمونھپس از بی  ممکن این  .ھا  نگھداری در فریزر 

ھا را با و پروتئین RNA  ،DNAمزیت را دارد کھ خود حشرات و ھمچنین  
کند. در مقابل، نیتروژن حفظ کامل یکپارچگی در طول دوره نگھداری حفظ می

ھا آسیب برساند و اغلب ھا و آنتنھا، پاھا، پالپشدت بھ بالتواند بھمایع می
 .شودھای مھم مورفولوژیک میویژگی ھا و گاھی حذفباعث قطع شدن آن

ھا آسیب کمتری دارد، اما برای  نگھداری خشک در فریزر برای نمونھ
آل نیست. نکتھ مھم این است کھ ھنگام ذوب شدن،  ھای ظریف ایدهحفظ اندام

ھا یا پاھا ممکن است بھ دیواره ویال بچسبند و در اثر تراکم ھا، پالپھا، آنتنبال
با این حال، نگھداری با انجماد ھمیشھ .شوندجدا    (condensation) رطوبت

پذیر نیست، زیرا نیاز بھ فریزر یا مخزن نیتروژن مایع  امکان  فیلددر مطالعات  
 .دارد

پاتوژن با تشخیص  کاملاً  فریزر  در  با روشنگھداری  مولکولی  ھا  ھای 
 ھایبدون کاھش حساسیت سازگار است، اگرچھ تشخیص و جداسازی ویروس

RNA درجھ  -۸۰مدت، بھ انجماد در  در صورت نیاز بھ نگھداری طولانی
ھا معمولاً اجازه با این حال، انجماد نمونھ  .یا نیتروژن مایع نیاز دارد  گرادسانتی

ھای خاکی دھد، مگر اینکھ پشھجداسازی لیشمانیا از طریق تشریح روده را نمی
ھایی داده شوند (مثلاً در ویال  ابتدا در فاز بخار و سپس در نیتروژن مایع قرار

 .کندسازی میداخل جوراب)، کھ شرایط کرایوپرزرویشن لیشمانیا را شبیھ
 

 نگهداری در ال�ل (اتانول �ا ایزو�رو��ل ال�ل)  3.2   

ھای خاکی است. اجرای ترین روش نگھداری پشھاین روش احتمالاً رایج
 آن در شرایط صحرایی، حتی بدون دسترسی بھ آزمایشگاه، آسان است.  

 
بھ الکل  در  است، نگھداری  مناسب  مورفولوژیک  مطالعات  برای  ویژه 

ھا) در صورت نبود حباب  ھا و پالپھا، پاھا، آنتنھای ظریف (بالزیرا اندام
شود لولھ با یک  مانند. بنابراین توصیھ میھوا در لولھ نگھداری سالم باقی می

تا حباب بستھ شود  پنبھ  و برچسب روی گلولھ کوچک  ھای ھوا حذف شوند 
غلظت مناسب الکل ھنوز مورد .  )1تصویر  (  .پنبھ قرار داده شودقسمت حاوی  

از   کمتر  غلظت  اما  است،  نمی  ٪۷۰بحث   .شودتوصیھ 
کنند، اما تر حفظ میرا بھتر و برای مدت طولانی DNA ھای بالاترغلظت
مینمونھ ترد  و  شکننده  مورفولوژیک  مطالعات  برای  را  .  [66 ,45]کنندھا 

 ویژه در مناطق  باعث پایداری غلظت در طول زمان، بھ  ٪۹۶استفاده از اتانول  

 .ده در اتانولنمونھ ھای پشھ خاکی نگھداری ش .1 تصویر
 
 

می گرمسیری  کشورھای  مانند  اتانول  مرطوب  اگرچھ  معمولاً    ٪۹۵شود، 
 .تر در دسترس استراحت

شود  خوبی حفظ میمعمولاً در اتانول بھ   DNAنظر از غلظت،  صرف
ان جی   ھای مولکولی مانندویژه برای روش(اگرچھ کمتر از روش انجماد، بھ

ویژه برای مطالعات پروتئومیکس  پایدار ھستند، بھھا بسیار کمتر  پروتئین  .)اس
شده در الکل پس از چند ماه ھای خاکی نگھداریپشھ .MALDI-ToF مانند

نمی اما  ھستند،  شناسایی  قابل  مورفولوژیک  نظر  از  طیفھنوز  ھای توان 
 .ھا تھیھ کردپروتئینی مرجع از آن

درجھ    - ۲۰در    تواند با انجمادصورت خشک می نگھداری در الکل یا بھ
گراد بھبود یابد. انجماد در این دما عمدتاً باعث حفظ بھتر مولکولی (مانند  سانتی

طور ثانویھ  شود و ھمچنین بھکاھش سرعت تخریب میواسیدھای نوکلئیک)  
کند، اگرچھ تأثیر آن بر مورفولوژی کمتر از بھ حفظ مورفولوژی کمک می

 .تأثیر آن بر یکپارچگی مولکولی است
تشخیصنگھ برای  ھمچنین  اتانول  در    RNA  نیزو DNA داری 
برای مدت کوتاه  و ٪۷۰در صورتی کھ از اتانول با غلظت حداقل  ھاویروس

ایزوپروپیل الکل نیز در برخی  .(کمتر از چند ماه) استفاده شود، مناسب است
ھا را کند، اما نمونھرا حفظ می DNA راحتی در دسترس است وکشورھا بھ

ند. ھمچنین برخلاف اتانول قابل اشتعال نیست و بنابراین حمل آن کسفت می
 .تر استآسان

شده در نیتروژن مایع یا فریزر ھای خاکی نگھداریدر صورت لزوم، پشھ
توان بھ الکل منتقل کرد، اگرچھ این کار در واقع معایب ھر دو خشک را می

   .کندروش را با ھم ترکیب می
 

  RNA (RNASS)  محلول پا�دارکنندەنگهداری در  3.3  

 طور گسترده برای پایدارسازی و حفاظت، غیرسمی و بھمایعاین معرف  
RNA شود. این ماده با نفوذ ھای سلولی استفاده میھای تازه و نمونھدر بافت

 RNA) کنندهھای تخریبآنزیم (ھاRNaseسریع بھ نمونھ و غیرفعال کردن  
 .کنددون نیاز بھ انجماد فوری جلوگیری میب RNA از تخریب

معمولاً برای حفظ مورفولوژی کلی بافت و سلول  RNASS نگھداری در
بررس اگرچھیبرای  است.  مؤثر  بعدی  ھیستولوژیک  برای   RNASS ھای 

است، اما در نگھداری  RNA تثبیت طراحی نشده و بیشتر برای پایدارسازی
 .کندھا را حفظ میمدت، یکپارچگی ساختاری نمونھمدت تا میانکوتاه

RNASS کندھا را در شرایط زیر فراھم میامکان نگھداری نمونھ: 
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 روز  ۷تا  :دمای اتاق •
 چند ھفتھ   :گراددرجھ سانتی ۴ •
 مدت نگھداری طولانی :گراددرجھ سانتی -۸۰یا  -۲۰ •

ھای بالینی با محدودیت زنجیره  یا محیط  فیلدویژه در مطالعات  این روش بھ
معمولاً نیاز بھ خارج کردن نمونھ  RNA سرد بسیار ارزشمند است. استخراج

 .ھای استاندارد داردپروتکلاز محلول و پردازش طبق 
 
 نگهداری خشک در دمای اتاق 3.4  

اندام شود،  انجام  کامل  نمونھ  روی  وقتی  و  است  قدیمی  روش  ھای  این 
با این حال،  .شوندخوبی حفظ نمیھا بھھا و پالپھا، پاھا، آنتنظریف مانند بال

با   با خشکدر صورتی کھ     MALDI-ToFمطالعات پروتئومیکس  سازی 
 .پذیر استدسیکانت سیلیکاژل انجام شود، ھمچنان امکان

مولکولی آنالیزھای  مقابل،  نمونھ DNA در  این  است، روی  دشوار  ھا 
قطعھ DNA زیرا تحلیلمعمولاً  بنابراین  است،  کم  آن  مقدار  و  ھا قطعھ شده 

ای. ھستھویژه برای ژنوم  ھای تازه یا منجمد دشوارتر ھستند، بھنسبت بھ نمونھ
تکنیک این حال،  موزئومیکسبا  مانند  توانند می  (Museomics) ھای جدید 
 .ھا استفاده شوندروی این نوع نمونھ

نمی توصیھ  روش  این  در  بنابراین  دیگری  روش  ھیچ  اینکھ  مگر  شود 
نباشد را می  .دسترس  این  این روش  بھ  کرد،  ترکیب  نگھداری سرد  با  توان 

 .گراد قرار داده شوندرجھ سانتید   -۲۰ ھا در فریزرصورت کھ لولھ
نمونھ از  استفاده  بخشھای خشکبرای  یا  شناسایی،  شده  برای  بدن  ھای 

ضروری است. برای این کار استفاده   (Rehydration) دار کردن مجددآب
دار کردن از چند شود. مدت زمان آبتوصیھ می Triton X-100 از محلول

دار شدن باید مرتباً بررسی شود. پس از آب  ساعت تا چند روز متغیر است و
 .ھا باید در سھ حمام آب متوالی شستشو داده شوندکامل، نمونھ

 
 نگهداری روی کاغذ صا�ف 3.5  

پایداری طولانی کاغذھای صافی  اصلی  در  DNA مدتمزیت  ژنومی 
شده در دمای اتاق  ھای خونی ذخیرهنشده یا سلولھای بدن کامل خشکسلول

توان صدھا نمونھ  ھای کوچک ھستند و میصورت کارتاست. این کاغذھا بھ
ماتریس   .را در دمای اتاق در فضایی بھ اندازه یک جعبھ کوچک نگھداری کرد

کنند، بنابراین  کاغذ صافی با موادی آغشتھ شده کھ عوامل عفونی را دناتوره می 
شوند. این موضوع نمیمحسوب     (Biohazard) ھا دیگر خطر زیستینمونھ

ھا بدون نیاز بھ اقدامات ایمنی زیستی خاص را  امکان نگھداری و انتقال نمونھ
 [68]کندفراھم می

. 

 
�ــــح  4  نمونه ها��ش

نمونھ کامل    یظاھر  یھایژگیاز حشرات کھ بر اساس و  یاریبرخلاف بس 
)Pinned in totoق یدق  ییشناسا  یبرا  یخاک  یھا پشھ  شوند، ی م  یی) شناسا  

 یبررس  ی کیآناتوم  یھایژگیلام دارند تا و  یو مونتاژ رو  حیبھ تشر ازیگونھ ن
  ستا  کسانی  حیو مونتاژ، روش تشر  ی سازنظر از روش آمادهشوند. صرف

 .    )https://zenodo.org/records/18198006() 3و  2 تصاویر(

 وین ی غ�ي  یع:  محلول ماTriton X100  فادە ازاست

اند  شده ینگھدار یخوبکھ بھ ییھانمونھ ایتازه  یھانمونھ یمونتاژ معمولاً رو
  ا ی  MALDI-ToF  یصورت خشک براھا بھاز نمونھ  یاری. بسشودیانجام م

نگھدارسال  یبرا الکل  در  نگھدارشده  یھا  مناسب   یطولان  یاند.  الکل  در 

 یبررس  ی برا  یدشوار  یازسروش آماده  نیبھ ا  شدهینگھدار  انیو بندپا   ست ین
گاھ  یکروسکوپیم تخرلولھ  کی پلاست  یدارند.  تبخ   شودیم  بی ھا  الکل   ریو 
 . شودیدشوار م یسازھا خشک شده و آمادهحالت نمونھ نیدر ا شود؛ یم
 شده است.  شنھادیپ فی کننده ضعاستفاده از مواد مرطوب لیدل  نیھم بھ

Triton X-100  ی سلول  یشناسستیاست کھ در ز  یونی  ریغ  عیمحلول ما  کی 
مبھ  یو مولکول نفوذپذ  شودیعنوان دترجنت استفاده    ی شدن غشا  ریو باعث 

 . شودیو ھستھ م یسلول
 Triton X-100 ٪۰٫۵استفاده از محلول  روش

 . دیخشک را با الکل مطلق آغشتھ کن نمونھ -
تا نمونھ کاملاً در   دی اضافھ کن ٪۰٫۵با غلظت  Triton X-100 محلول -

 ور شود. محلول غوطھ
  ی و مرتباً بررس  ابدیتا چند روز ادامھ    قھیدق  ۵از حدود    ندیفرآ  دی دھ  اجازه -

 کاملاً از ھم جدا شوند.   انیشود تا بندپا
  میپتاس   دیدروکسیرا خارج کرده و با محلول ھ  Triton X-100  محلول -

)KOHدیکن نیگزی) جا . 
 
  4.1  � 

 
سوزن با  پینتشریح  یا  ظریف  حشرهھای  زیر ھای  شناسی 

می انجام   .شوداستریومیکروسکوپ 
 :ھای رایجسوزن
• 26G (0.45 × 13 mm)  
• 30G (0.3 × 13 mm)  
• 25G (0.5 × 16 mm)  

 :برای شناسایی گونھ، حداقل باید
  سر از بدن جدا شود •
تا سیباریومسر بھ • بالا مونتاژ شود  بھ   صورت سطح شکمی رو 

(cibarium)   و فارنکس دیده شوند 
 صورت جانبی مونتاژ شوند  قفسھ سینھ و شکم بعداً بھ •

می باعث  ونترودورسال  موقعیت  در  سر  دادن  پسقرار  سوراخ   سریشود 
(occipital foramen)  بھ سمت بالا قرار گیرد و مشاھده سیباریوم آسان شود 

 )3و  2تصاویر (
 

    ها و قفسه سینهبال  4.2  
 

 :تواندھر بال می .مونتاژ شوندھا باید کاملاً صاف بال
 جداگانھ از قاعده جدا شود   •
 یا یکی جدا شود و دیگری بھ قفسھ سینھ متصل بماند  •

چپ   و  راست  بال  مونتاژ  از  قبل  باید  شود،  انجام  ھندسی  مورفومتری  اگر 
 .گذاری شوندمشخص و برچسب

ھای مختلفی است کھ اطلاعات تاکسونومیک مھمی قفسھ سینھ شامل بخش
شود تا موارد زیر  صورت نمای جانبی مونتاژ میو معمولاً بھ  [64 ,20]دارند  

 :بررسی شود
  (Chaetotaxy) الگوی موھا •
 توزیع رنگ  •

 :ھادر برخی گونھ
رستنگاه • گونھ  شکل  تشخیص  برای  سینھ  قفسھ  در  ھای موھا 

Brumptomyia  شودستفاده میا.  
ھای خاکی ھا در پشھھا و گونھتوزیع رنگ برای تشخیص جنس •

  [20] .شودنئوتروپیکال استفاده می
شدت رنگ مھم نیست، بلکھ الگوی توزیع رنگ مھم است و فرآیند  :نکتھ مھم

  .رد بسازی رنگدانھ را از بین نمیشفاف
 

https://zenodo.org/records/18198006
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   های تناس� اندام 4.3  
 

واندام نر  در  تناسلی  گونھ    ھای  و  زیرجنس  جنس،  شناسایی  برای  ماده 
 .بسیار مھم ھستند

 
 نرها 4.3.1  

 
 :اندام تناسلی خارجی شامل

 ھای جفت  فورسپس •
• Gonocoxite  
• Gonostyle  
• Epandrial lobe  

Gonostyle  دارای خارھا و گاھی موھایی است کھ: 
 باید قابل شمارش باشند   •
 [22]ھا مشخص باشد محل اتصال آن •

 :ممکن است Gonocoxite سطح داخلی
 ای از موھا دستھ •
 یا موھایی روی یک لوب (توبِرکل)  •

توانند اندام تناسلی را بدون جدا کردن از انتھای شکم تجربھ میافراد کم
موھای داخلی   اما این کار ممکن است شمارش  ، صورت جانبی مونتاژ کنندبھ

توانند اندام تناسلی را باز کرده و بھ دو قسمت  افراد باتجربھ می  .را دشوار کند
 .تر شودتقسیم کنند تا مشاھده ساختارھای داخلی آسان

)https://zenodo.org/records/18311158.(  
 
 

 مادە ها 4.3.2  
 

در صورت    .دستگاه تناسلی درونی است و از اسپرماتکھا تشکیل شده است
ھا و با قرار دادن شکم در وضعیت ھا را از طریق تگومنتعدم تشریح، باید آن
طور  شده، اسپرمتکاھا بھبدون توجھ بھ نوع مونتاژ انتخاب .شکمی مشاھده کرد

 .ناھموار و شفاف نباشدھا ویژه اگر سطح آنمعمول قابل مشاھده ھستند، بھ
با این حال، مشاھدهٴ اسپرماتکھای صاف و دیوارهٴ نازک در محیط ھایی  

علاوه بر این، مشاھدهٴ پایھٴ   .ساز باشدتواند مشکلبا شکست نور ضعیف می
ھای زیرگروه مجاری اسپرماتک برای تعیین گونھ ضروری است، مانند گونھ

صلی لیشمانیا اینفانتوم در دنیای قدیم  ، کھ ناقلین ا[38 ,37 ,35]لاروسیوسھا  
 .بدون این مشاھده، تعیین گونھٴ نمونھ غیرممکن است .ھستند

شود اسپرماتک از شکم جدا می-برای رفع این مشکلات، ساختار فوروکا
(https://zenodo.org/records/18311106).  طول در  اسپرماتکھا 

نظر می بھ  دشوار  فوروکتشریح معمولاً  اما  قابل رسند،  آسان  تناسلی نسبتاً  ا 
است می .یافتن  باز  تناسلی  فوروکا  بھ  اسپرماتک  مجاری  کھ  آنجا  شوند،  از 

 .کندجداسازی این فوروکا معمولاً امکان جداسازی اسپرماتکھا را فراھم می
روند  اگر در طول این فرآیند اسپرماتکھا بھ طور اتفاقی بریده شوند، از بین نمی

  ) ۴ تصویر(ھا را در پوشش بدنی شکم مشاھده کردتوان آنو ھمچنان می
 

�ــــح رودە م�این برای جداسازی ل�شمان�ا  4.4    ��ش

ھای تشریح دستگاه گوارش برای تشخیص و جداسازی لیشمانیا در پشھ
 .قابل انجام است فیلدخاکی ماده ضروری است و در آزمایشگاه یا 

 :مراحل
  .اندھایی کھ تازه کشتھ شدهکار روی ماده .1
برای حذف   .2 ملایم  دترجنت   + فیزیولوژی  سرم  یا  آب  با  شستشو 

  .موھا
 (NaCl 0.9%) استریل  ره سرمروده میانی جدا شده و در یک قط .3

  .قرار داده شود
انگل .4 حدود  مشاھده  (بزرگنمایی  میکروسکوپ  زیر  متحرک  ھای 

200(×.  
  .ھا بھ محیط کشت با سرنگ انسولین یا میکروپیپتانتقال انگل .5
مایع .6 در  تناسلی  اندام  و  شفاف Marc-André سر  سازی برای 

  .مونتاژ شوند
نباید با لیشمانیا تماس پیدا کند، چون  Marc-André مایع  :نکتھ بسیار مھم

می را   ؛ 5  تصویر( .کشدانگل 
 https://zenodo.org/records/18311154(. 

 
 

 روش دو لام   4.4.1

یکی شامل نرمال سالین  ،  گزینھٴ اول شامل کار روی دو لام جداگانھ است 
دیگری برای مونتاژ سر و اسپرماتک و  استریل برای استخراج رودهٴ میانی  

با این حال، در شرایط فیلد، دو یا سھ نفر است.  Marc-André در محلول  
ھا را بھ یک پژوھشگر مسئول تعیین ھای خاکی را تشریح کرده و نمونھپشھ

 .نتقل می کنندگونھ و بررسی عفونت لیشمانیا در روده م
ھا ایجاد  تواند مشکلاتی در قابلیت پیگیری نمونھمونتاژ دو لام جداگانھ می

است بوده  آلوده  منفرد  پشھٴ  کدام  اینکھ  قطعی  تشخیص  ویژه  بھ  و    کند 
)https://zenodo.org/records/18311154(. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://zenodo.org/records/18311158
https://zenodo.org/records/18311154
https://zenodo.org/records/18311154
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اگر از روغن  ( خانھ ای و سوزن قلاب دار  24پلیت   B:  )؛ میلیمتر  12  یا  10(قطر    لامل ھای شیشھ ای گردA:   :برای مونتاژ پشھ خاکیھا  مورد نیازمواد    . 2  تصویر
پشھ خاکی ھا استفاده می شود، نباید از پلیت ھای آکریلیک استفاده کرد زیرا واکنش شیمیایی رخ داده و نمونھ ھا آسیب می    برای آماده سازی   ®Euparalمیخک یا  

برای مشابھ  یا ظرف    ت ساع  شیشھ  F: ؛ سوزنھای متصل بھ سرنگ  E: ؛ نمای نزدیک از قلاب سوزن؛ لامھای شیشھ ای مناسب برای برچسب گذاری , C: )بینند
پیپت شیشھ ای کھ با حرارت خم شده است تا انتقال مایع بھ داخل  I: ؛ پیپت پلاستیکی  H: ؛  Dumont پنس G: ؛ نگھداری پشھ خاکیھایی کھ قرار است موننتاژ شوند

 . خانھ ھای پلیت آسان تر شود
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ھای ای کھ در ھر خانھ آن، سر و انتھای شکم پشھخانھ  ۲۴یک پلیت    .3  تصویر
 . خاکی قرار داده شده است

 
 

 روش تک لام  4.4.2 

 این با .است نتایج پیگیری قابلیت کنندهٴ تضمین لام یک روش از استفاده
 این در بودن استریل حداکثر برای .شود رعایت باید احتیاط چندین حال، 

 .کنند تمیز ھیدروالکلی ژل با مرتب را خود ھایدست باید اپراتورھا مرحلھ، 
 فویل در کھ (mm 22 × 22) مربعی ھایلامل و شدن مات  بدون ھای لام از

 بھ اند، شده استریل (Poupinel کوره) خشک حرارت با و پیچیده آلومینیومی
 ۲۵G Ø 0.5 :پیشنھاد) شود استفاده تشریح  ھر برای استریل سوزن ھمراه

mm × 16 mm). 
 .گیردمی قرار لام وسط در استریل سالین نرمال قطره  یک در خاکی پشھٴ 

 ایجاد شکم ھفتم و ششم ھایاسترنیت و ھاتِرژیت بین برش یک و شده جدا سر
 شودمی ثابت  سوزن با توراکس سپس .(شود بریده  روده اینکھ بدون شودمی

 روده تا شوندمی کشیده آرامی بھ دیگر سوزن با شکم خلفی قطعات آخرین و
 .شود استخراج
 کرده مسدود سوزن با را شکم انتھای توانمی نبود،  موفق روش این اگر

 حذف با باید روده نشد،  موفق دوباره اگر  .کشید قدامی قسمت از را  روده و
 کردن خارج از پس .شود استخراج آن اطراف تیگومنت ماندهٴ باقی حداکثری

 .شوندمی جدا روده برش با شکمی قطعات آخرین روده، 
 داده قرار لام طرف یک در استریل سالین نرمال تازه قطرهٴ  یک در روده

 قطعات آخرین و شود. سر می پوشانده  آرامی بھ استریل لامل با سپس  و شده
 بدون لام دیگر طرف در Marc-André محلول کوچک قطره یک بھ شکمی
  شوند، می منتقل لیشمانیا با تماس

جھت درستی  بھ  میسر  پس(شودیابی  بالادھانھٴ  بھ  رو  و    )سری 
لاملاسپرماتکھای یک  با  و  شده  جدا  فورکا  با  ھمراه  می ھا   شوند،پوشانده 

در صورت  .مانندھا در قطرهٴ سالین وسط لام باقی میباقیماندهٴ بدن پشھ و بال
کاوش   برای  یا  بودن  میمثبت  شکم  و  توراکس  برای  تاکسونومیک،  توانند 

مونتاژ  ھا در محیط مایعمطالعات مولکولی یا پروتئومیک حفظ شوند و بال
تواند با محیط می  Marc-Andréبرای حفظ نمونھ، حجم اضافی محلول   .شوند

وینیل الکل جایگزین  نصب مایع مانند چوب صمغ کلرال یا محیط مبتنی بر پلی
 .شود

 :ھستند دسترس در مراحل این تفصیلی ویدئوھای
 :خاکی پشھ میانی  رودهٴ  تشریح •

https://zenodo.org/records/18303014  
 :خاکی پشھ بزاقی  غدد تشریح •

https://zenodo.org/records/18302850  
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 جداسازی و کشت ل�شمان�ا  4.4.3   

 کھ است حساس فرآیند یک آلوده مادهٴ  ھایپشھ از انگل ایزولاسیون
 انگل بدون ھاینمونھ روی ابتدا شودمی توصیھ و باشدمی بالا مھارت نیازمند
 .شود تمرین

 محلول یا ٪۰.۹ استریل سالین از ای تازه قطرهٴ  بھ ھاروده تشریح،  از پس
Locke سپس شدهتشریح ھایروده .[4] شوند شستھ تا شوندمی منتقل 

 :شوند پردازش روش دو بھ توانندمی
 مختلف مراحل مشاھدهٴ  برای نوری میکروسکوپ زیر بررسی .1

 بھ ویژه توجھ با ھا، آن قرارگیری محل و ھاپرومستیگوت لیشمانیا
  .(stomodeal valve) ولو سوپتوئال

 کردن فراھم و ھاپرومستیگوت خروج تسھیل برای روده کردن باز .2
  .[4] ھاآن انبوه کشت شرایط

ً  طبیعت در آلوده ھایپشھ یافتن  کافی تمرین بنابراین است،  نادر نسبتا
 .دھدمی افزایش را ایزولاسیون در موفقیت شانس

 استریل ھایسوزن از باید شوند،  مشاھده  روده در لیشمانیا ھایانگل اگر
 از تا  شود اضافھ لام دور استریل نرمال سالین کمی مقدار و شده استفاده جدید

 دقت با باید روده .شوند آزاد ھاانگل (capillary action) مویینگی اثر طریق
نرمال ھاانگل تا شود پاره سرعت و  از استفاده با .شوند سالین وارد 

 و شده آوریجمع ھاانگل توبرکلین، سرنگ یا میکرولیتر ۱۰۰ مایکروپیپت 
 .شوندمی تلقیح صحیح گذاریبرچسب با مناسب کشت محیط در

 :لیشمانیا  ھای پروماستیگوت ایشیشھدرون کشت
 محیط در یا SNB-9 خون آگار ھایشیب روی ابتدا شدهایزولھ ھایانگل

 و شوندمی داده کشت Novy, Mc Neal, Nicolle (NNN) [16] جامد
 اضافھ M199 محیط یا [65 ,16] استریل alpha-MEM محیط یا ھاآن روی

 :اندشده تکمیل زیر  ھایافزودنی با دو ھر کھ گرددمی
 (FCS) حرارتی شده غیرفعال و  استریل گاو جنین سرم ۱۰٪ •

  انگل رشد افزایش برای
  BME ھایویتامین ۱٪ •
 سرنگ فیلتر با شدهاستریل(استریل   انسانی ادرار ۲٪ •

Filtropur™ S 0.2 µm (  
• ۲۵۰ µg/mL ۵۰ یا آمیکاسین µg/mL از ترکیبی یا جنتامایسین 

  ] 47  [آمینھ اسیدھای و ھابیوتیکآنتی
 فریزینگ محیط در ھاکشت آلودگی،  عدم صورت در روز،  سھ از پس

 درجھ ۸۰− در سال ۲–۱ نگھداری برای  سپس و  شوندمی معلق  شدهآماده
 حفظ برای گراد سانتی درجھ ۱۹۶− مایع نیتروژن در یا گرادسانتی

 .[7] شوندمی ذخیره بعدی آزمایشی استفادهٴ  و مدتطولانی

 
 

 غدد بزا�ق  4. 5

 مطالعھٴ  برای اساسی تکنیک یک خاکی ھایپشھ بزاقی غدد تشریح  ي
 مانند ھاآربوویروس شناسایی برای ویژهبھ است،  پاتوژن–میزبان تعاملات

 بسیار کوچکی دلیل  بھ .[75 ,44] توسکانا ویروس  مثلاً  ھافلبوویروس
 و است استریومیکروسکوپ زیر بالا دقت  نیازمند فرآیند این خاکی،  ھایپشھ
 بزاقی غدد جداسازی برای میکروتشریح ھایسوزن یا ظریف ھایپنس از باید

 شوند آلوده یا پاره آنکھ بدون  شود استفاده حساس
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 61]. حفظ 

 .است حیاتی بعدی دقیق مولکولی ھایتحلیل برای غدد یکپارچگی
-RT ھایروش با و شده ھموژنیزه توانندمی غدد استخراج،  از پس

PCR ، qPCR ، شناسایی برای  ھاایمونواسی یا RNA ویروسی ژنآنتی یا 
 در تنھا نھ بزاقی،  غدد در ھاویروس حضور .[12] گیرند قرار آزمایش مورد
 کامل را خود خارجی تکثیر دورهٴ  پاتوژن کھ کندمی تأیید ھموسل،  یا روده
 .[71] دارد را خون از  تغذیھ ھنگام در انتقال قابلیت و کرده

 بزاقی غدد زیرا است برانگیزچالش فنی نظر از تشریح فرآیند این
 جلوگیری برای بالا تخصص بھ نیاز و ھستند کوچک بسیار خاکی ھایپشھ
 کم است ممکن  ویروسی بار این،  بر علاوه .[51 ,1] دارد نمونھ تخریب از

 تو در تو PCR مانند حساس بسیار ھایروش از استفاده بنابراین باشد، 
(nested PCR) خطرات .[54] است ضروری بالا بازده با یابیتوالی یا 

 .کندمی بیشتر را استریل ھایتکنیک از استفاده ضرورت نیز آلودگی
 ناقل شایستگی دارند؛  تأثیر شناسایی موفقیت بر نیز بیولوژیک عوامل

 و اکولوژیکی شرایط با ابتلا نرخ و است  متفاوت خاکی پشھ ھایگونھ بین
 .[61 ,33] کندمی تغییر فصلی

 انتقال ریسک دربارهٴ  حیاتی اطلاعات بزاقی غدد در ھاویروس شناسایی
 .[15] کندمی فراھم را کنترلی اقدامات و ھدفمند نظارت امکان و دھدمی ارائھ
 بھ بومی،  مناطق در خاکی ھایپشھ در توسکانا ویروس شناسایی مثال،  برای
 .[18] است کرده کمک بھداشتی ھایتوصیھ و تشخیصی ھایپروتکل تدوین

 ھاواکسین برای جدیدی اھداف تواندمی بزاق–ویروس تعامل مطالعھٴ  ھمچنین، 
 .[18 ,15] دھد ارائھ انتقال مسدودکنندهٴ  ھایدرمان یا

 برای ژنآنتی منبع عنوانبھ توانندمی ھمچنین خاکی ھای پشھ بزاقی غدد
 ایمونولوژیک،  ھای روش با پشھ  بزاق علیھ میزبان ایمنی ھایپاسخ سنجش
 ً  تماس ارزیابی امکان روش این .گیرند قرار استفاده مورد ، ELISA ترجیحا
 کنترل اثربخشی ارزیابی نتیجھ در و کندمی فراھم را خاکی پشھ نیش با میزبان

 .کندمی پشتیبانی را [40] لیشمانیوز انتقال ریسک و [25] ناقل
 

 
 
 
 

نمونھ  ییاسپرماتکھا  . 4  تصویر از  محلول  کھ  در  و  شده  تشریح  تازه  ھای 
 Idiophlebotomus اند شده  ونتاژم (Marc-André) آندره–مارک

longiforceps :A . )؛ لائوس( Sergentomyia minuta : B  فر)؛ ھنسا( 
Phlebotomus ariasi : C ؛ ھنسا(فر(Sergentomyia anodontis : D  

 ).لائوس(

 

 



 

 

 
 
 شناسایی منبع خون    4.6

 
بارمصرف  ھای پرخون باید با استفاده از تجھیزات یکھای مادهٴ پشھنمونھ

شود جلوگیری  متقابل  آلودگی  از  تا  شوند  آن  .تشریح  تحت شکم  ھا 
می بررسی  گردداستریومیکروسکوپ  مشخص  مرحلھٴ ھضم خون  تا   .شود 

ای مایل بھ قرمز یا قرمز ھایی با شکم قرمز، قھوهشود تنھا نمونھمیتوصیھ  
 .ای از تشکیل تخم نداشتھ باشندتیره انتخاب شوند کھ ھیچ نشانھ

 :سازیروش آماده
نوک شکم شامل اسپرماتک باید برداشتھ شود تا نمونھ ماده از نظر  •

  .سازی شناسایی شودمورفولوژیک پس از روشن
لولھ) تکابدون اسپرم(بخش اصلی شکم   •  Eppendorfھای  در 

گراد تا زمان تجزیھ و  درجھ سانتی  ۲۰−قرار داده شده و در دمای  
  .تحلیل بعدی نگھداری شود

 ,PNOC [5مارکرھای ژنتیکی رایج برای شناسایی خون میزبان، مانند  
30, 50]  ،CytB [67]   یاCOI [13]بھ علمی ،  منابع  در  گسترده  طور 

شده نمی  اندتوصیف  داده  مجدد  توضیح  مقالھ  این  در  .  ) ۶  تصویر(شوند  و 
برداری پپتیدی توان از نقشھطور جایگزین، برای شناسایی خون میزبان، میبھ

MALDI-ToF   این تکنیک نشان داده شده کھ حتی پس از  .[31]استفاده کرد
بنابراین روش  پذیر است و  مدت طولانی از تغذیھٴ خون، شناسایی میزبان امکان

 .ھای پرخون با ھضم پیشرفتھٴ خون استمناسبی برای ماده
 :ھاشرایط نگھداری نمونھ

 گراد  درجھ سانتی ۴گراد یا  درجھ سانتی ۲۰−دمای  :آلایده •
  .دھدمدت در دمای محیط نیز نتایج مناسبی ارائھ مینگھداری کوتاه •

 :سازی پیش از تحلیلآماده
باید کوتاه قبل از تحلیل از بدن جدا شود و در آب  شکم مادهٴ پرخون   •

  .مقطر ھموژنیزه شود
ھای مولکولی و مورفولوژیک ماندهٴ بدن پشھ برای سایر تحلیلباقی •

  .قابل استفاده است
، باقی ھموژنات  MALDI-ToFای برای  پس از برداشتن آلیکوتھ •

استخراج  می برای  خون  DNAتواند  شناسایی  تا  شود  استفاده 
 .Leishmania spیا برای بررسی حضور  /زبان تأیید شود و می

  .استفاده گردد
آماده  کلی  زمان  نمونھمدت  تحلیل  و  روشسازی  با  مقایسھ  در  ھای ھا 

   .بسیار کوتاه است DNAمولکولی مبتنی بر 
 

 
  تصاو�ر  (ها برای مطالعات مورفولوژ�کپردازش نمونه 5

 )4و 3، 2، 1 پیوست های ؛  8و 7، 6، 3
 

روی لام جھت    ھای خاکی برای مونتاژسازی پشھاین بخش اصول آماده
دھد. این روش شامل مراحل تخلیھ و پر  مطالعات مورفولوژیک را توضیح می

از استفاده  است.  پاستور  پیپت  از  استفاده  با  شیمیایی  مواد  با  متوالی    کردن 
کند تر میھا را آسانبا نمونھشود زیرا کار گرد توصیھ میتھ  ایظروف شیشھ

نمی واکنش  شیمیایی  مواد  با  شیشھ  مواد،  و  تبخیر  از  جلوگیری  برای  دھد. 
 .ظروف باید درب داشتھ باشند و بیش از حد پر نشوند

ارائھ    2سازی و پردازش در جدول  مواد شیمیایی مورد استفاده برای شفاف
 .اندشده

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 .لیشمانیا روش جداسازی .5 تصویر
 
 
 
  سازیشفاف    5.1

 آماده دائم ھایلام صورتبھ بتوانند خاکی پشھ ھاینمونھ اینکھ از قبل
 محلول مثلاً (مناسب کنندهروشن  عامل و  روش یک از استفاده با باید ابتدا شوند، 

 در کھ ھیدرات کلرال شامل Marc-André محلول یا استیک اسید ۱۰٪
 فرآیند .شوند سازیشفاف   )است محدودشده مادهٴ  یک کشورھا از بسیاری
 را نمونھ موم،  و ترشحات چربی،  بدن، ھایبافت حذف با سازیروشن

 محل مثلاً (خارجی اسکلت ساختارھای بررسی امکان و کندمی شفافنیمھ
 ساختارھای و   )رنگ مثلاً (سطحی    ھایویژگی ، )سطحی موی قرارگیری

 .آوردمی فراھم را  )اسپرماتکھا مثل(کوتیکول   طریق از مشاھده قابل داخلی
 مثل(قوی   باز یک از ابتدا استفاده شامل ایمرحلھ دو سازیروشن فرآیند

 محلول در   )استیک اسید (مثل ضعیف اسید یک سپس و  )پتاسیم ھیدروکسید
Marc-André [74] دارد متمایزی بیوشیمیایی اھداف و است: 

ھا و عضلات را از طریق  ھا، چربیھای نرم مانند پروتئینبافتباز قوی  •
ھا تجزیھ و دناتوره شدن پروتئین (saponification) شدنفرایند صابونی

گذارد  نخورده باقی میکند، در حالی کھ اسکلت خارجی کیتینی را دستمی
 .تا شفافیت ساختاری حفظ شود

 جلوگیری بیشتر تخریب از تا دکنمی خنثی را باز ماندهٴ باقی ضعیف اسید •
 اگرچھ ؛ [74] دھد افزایش را آن شفافیت و کرده سفید را کوتیکول و شود

 برای است ممکن نیز دقیقھ ۱۵ مدت  بھ مقطر آب در بار دو شستشو
  .باشد کافی باز سازیخنثی
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 کندمی ترکیب نمونھ ملایم حفظ با را  ھابافت مؤثر حذف متوالی درمان این
 باقی سالم و بھینھ میکروسکوپی مشاھدهٴ  برای نمونھ کھ دھدمی اطمینان و

 .بماند
 توصیھ مقطر آب در ایدقیقھ ۲۰ شستشوی  دو بعد،  مرحلھ بھ ادامھ از قبل

 .شودمی
 

ف بافت نرم   5. 1.1   ) 8 تص��ر (ل�ی
 

سدیم پتاسیم (NaOH) ھیدروکسید  ھیدروکسید  عوامل  (KOH) یا  از 
ماسرهشیمیایی   برای  غلظتمتداول  با  کھ  ھستند  بافتی)  (تجزیھ  و سازی  ھا 

نمونھزمانمدت شکنندگی  میزان  و  اندازه  بھ  بستھ  متفاوت،  بھھای  کار  ھا، 
 .روندمی

بافت کردن  لیز  شامل  تکنیک  مؤثرترین  و  استاندارد  از روش  نرم  ھای 
غوطھ پشھطریق  کردن  قوی   ور  باز  یک  در  خاکی  یا   KOH  10٪(ھای 

(NaOH  تواند برای کاھش مدت زمان فرآیند  غلظت می .بھ مدت شبانھ است
توان از گرمادھی و ھمچنین می   )ساعت  ۶٪ برای  KOH ۲۰مثلاً  (افزایش یابد

 .گراد بھره برددرجھ سانتی ۳۷در دمای 
 

ی سازی با �ا بدون رنگشفاف  2.1.5  �ی  آم�
 

یابد، کھ معمولاً شامل ترکیبی  سازی ادامھ میاین مرحلھ با فرآیند روشن
پس از  .است   Marc-André)مثلاً محلول  (از اسید استیک و کلرال ھیدرات  

باید بھسازی، نمونھروشن طور کامل در حداقل دو حمام آب متوالی، ھر  ھا 
 .نده حذف شوندمادقیقھ، شستشو داده شوند تا مواد شیمیایی باقی ۲۰کدام 

روشن Marc-Andréمحلول   عامل  آمادهیک  برای  رایج  سازی  کنندهٴ 
سازی اثربخشی آن در این است کھ فرآیند روشن .ھای پشھٴ خاکی استنمونھ

ھا ھا و شاخککند در حالی کھ بھ ساختارھای حساس مانند بالرا تسھیل می
نمی وارد  توجھی  قابل  تازه .کندآسیب  باید  محلول  در یک    این  یا  آماده شود 

استفاده   .ظرف کاملاً بستھ نگھداری شود تا از تبخیر یا تخریب جلوگیری شود
آمیزی سازی یا رنگھای روشنزمانی کھ با تکنیک Marc-Andréاز محلول  

سازی جزئیات مورفولوژیک خاص مفید ترکیب شود، بھ ویژه برای برجستھ
 .ارائھ شده است Bیوست  سازی آن در پجزئیات ترکیب و آماده .است

نمونھ رنگبرای  است  ممکن  شفاف،  بسیار  مونت  ھای  از  قبل  آمیزی 
ھای متعددی موجود است رنگ .ضروری باشد تا قابلیت مشاھده افزایش یابد

می قرار  ھدف  را  ارگانیسم  از  شیمیایی خاصی  ترکیبات  کدام  ھر   .دھندکھ 
انتخاب مونت  محیط  و  نمونھ  با  کھ  اھمیت شد انتخاب رنگی  باشد،  ه سازگار 

تواند در صورت نیاز تطبیق داده شود، مثلاً با افزودن این روش پایھ می .دارد
 .آمیزیبرای رنگ Marc-André٪ اسید فوکسین بھ محلول ۰.۱

آبی نگھداری شده و برای  ھایی کھ در محلولعلاوه بر این، نمونھ ھای 
 ۵.۲بھ بخش   (راسیون دارند  اند، نیاز بھ دھیدمونت رزینی در نظر گرفتھ شده

کنید مراجعھ  دھیدراسیون  مورد  محیط)در  اکثر  زیرا  رزینی  ،  مونت  ھای 
ذکر کرده است کھ  New (1974) .طبیعی و مصنوعی با آب ناسازگار ھستند

برای  .[53]ھای مونت خاص تخریب شوند  توانند در محیطھا میبرخی رنگ
بال کانادا  با  معمولاً  کھ  فوکسین  اسید  میزمثال،  استفاده  میام  در شود،  تواند 

Euparal شود تثبیت  نمونھ .نیز  حال،  این  رنگبا  اسید آمیزیھای  با  شده 
ماندهٴ روغن میخک ویژه زمانی کھ باقیپریدگی ھستند، بھفوکسین مستعد رنگ

بھ روشن کھ  محلول  بماندعنوان  باقی  شده،  استفاده  نھایی  ھای نمونھ .کنندهٴ 
شده در روغن میخک ممکن است طی چند روز تغییر رنگ قابل توجھی  ذخیره

 .نشان دھند
 

ی  آب   5. 2   (Dehydration) گ�ی
 

ھای اتانول  ق یک سری محلولھا از طریدھیدراسیون با انتقال تدریجی نمونھ
٪ ۹۵٪ یا  ۹۰٪،  ۸۰٪،  ۷۰٪،  ۵۰ :شودبندی شده انجام میھای درجھبا غلظت

از  .کشددقیقھ طول می  ۲۰طوری کھ ھر مرحلھ حداقل  ٪، بھ ۱۰۰و در نھایت  
شود، ظرف باید در طول فرآیند کاملاً بستھ سرعت تبخیر میآنجا کھ اتانول بھ

 .باشد
کا دھیدراسیون  از  میپس  نمونھ،  در  مل  روز  چند  برای  را  پردازش  توان 

داده می  Euparalعصارهٴ   این روش ترجیح  شود نسبت بھ متوقف کرد، کھ 
طور گسترده کھ قبلاً بھ (Beech creosote)کرئوزوت راش  .روغن میخک

طور کامل بھ دلیل سمیتش ممنوع شد، اکنون بھبرای این منظور استفاده می
 .شده است
یدراسیون باید تضمین کند کھ مایع موجود در نمونھ با محیط مونتاژ فرآیند دھ 

جلوگیری  تغییر شکل  یا  اسمزی  فروپاشی  کدری،  ایجاد  از  تا  باشد  سازگار 
می مشکلات  این  زیرا  تاکسونومیک  شود،  مطالعات  برای  را  نمونھ  توانند 

 .غیرقابل استفاده کنند
 

 
 های مونتاژ مح�ط 5.3   

 
 انتخاب مح�ط مونتاژ  5.3.1  

 
ترین حالت ممکن، ضریب شکست نزدیک بھ شیشھ  آلمحیط مونتاژ باید ایده

رنگ، شفاف و پس  این محیط باید بی .است  ۱.۵داشتھ باشد، کھ تقریباً برابر  
ھای ھمچنین باید با رنگ .از خشک شدن و گذر زمان کاملاً شفاف باقی بماند

ھای نمونھ را  ی نفوذ و پراکنش در تمام بافتمورداستفاده سازگار باشد و توانای
آلود شود محیط نباید خیلی سریع خشک شود یا در ھنگام مونتاژ مھ .داشتھ باشد

 .و نباید پس از مونت کوچک شود
سازی نمونھ است، زیرا انتخاب محیط مونتاژ مناسب یک جنبھٴ اساسی در آماده

انتخاب باید بین چند عامل کلیدی   .آل نیستھیچ محیطی برای ھمھٴ اھداف ایده
 :تعادل برقرار کند

انکسار  :ھای نوریویژگی - باید کنتراست و  ضریب شکست محیط مونتاژ 
ویژگی مشاھدهٴ  برای  شناسایی  کافی  در  مورداستفاده  مھم  آناتومیکی  ھای 

آسکوییدھا،   اسپرماتکھا،  مانند  مورفولوژیک،  توصیف  یا  تاکسونومیک 
دNewsteadسنسیلاھای   دندانندان،  و  عمودی  سیباریال  حلقی،  ھای  ھای 

ھای نوری محیط  قابلیت مشاھدهٴ این ساختارھا مستقیماً بھ ویژگی .فراھم کند
  .مونتاژ بستگی دارد

ھای دائم در ھای تیپ یا موادی کھ برای مجموعھبرای نمونھ :حفظ نمونھ -
پایداری و دوام  نظر گرفتھ شده در   .مدت ارائھ دھدطولانیاند، محیط باید 

بررسی یا  موجودی  مطالعات  برای  حفظ  مقابل،  کھ  اپیدمیولوژیک  ھای 
محیططولانی دارد،  اھمیت  کمتر  نیمھمدت  یا  موقت  مونت  کافی  ھای  دائم 

 .خواھند بود
 
 

 الزامات مح�ط مونتاژ  5.3.2  

دھند  ای توسعھ میھای مونتاژ سفارشی و پیچیدهمتخصصان اغلب تکنیک
ھا اغلب با این حال، این روش .ھ متناسب با نیازھای خاص پژوھشی ھستندک

ھایی مانند کیفیت آرشیوی، سازگاری، استانداردسازی، سھولت استفاده و جنبھ
طولانی مینگھداری  نادیده  را  استانداردسازی،  .گیرندمدت  کمبود  این 

برای نگھداری را  ھای بلندمدت  ھای اھدایی و تلاشسازی مجموعھیکپارچھ
 .کندپیچیده می

نیازمندی علمی  محیطکاربردھای  برای  تحمیل  ھای خاصی  مونتاژ  ھای 
ھایی  کنند و محیطھای کامل را مونت می ھا اغلب نمونھتاکسونومیست .کنندمی

می ترجیح  اندامرا  کھ  بھدھند  را  داخلی  وضوح   ھای  تا  کنند  نرم  آرامی 
قدر کافی با ضریب شکست محیط باید بھ .ابدساختارھای کوتیکولی افزایش ی

تا شفافیت نوری حداکثر شودنمونھ و لام شیشھ باشد  متفاوت  ھای محیط .ای 
شوند تا  مونتاژ تجاری معمولاً با ضریب شکستی نزدیک بھ شیشھ فرمولھ می

 .لامل بھ حداقل برسد–محیط مونتاژ–انکسار و پراکندگی نور در سیستم لام 
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ھا  آ 6. تصویر خاکی  پشھ  پردازش  و  سازی   Sand fly)ماده 
processing)   ملکولی آنالیزھای  ،  (molecular biology)برای 

 .ویروس شناسی یا، و/ (proteomics) روتیومكسپ
 
 

میدان روشن   میکروسکوپی  در  این حال،  کنتراست (brightfield)با   ،
تواند با انتخاب آگاھانھٴ محیط مونتاژ با ضریب رنگ میطبیعی نمونھٴ بدون  

شکست کمی متفاوت از نمونھ، دستکاری شود و بدین ترتیب قابلیت مشاھدهٴ 
 .زمینھ بھبود یابدآن در برابر پس

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ) 4و 3(جداول های مونتاژ انواع مح�ط 5.3.3  

 
کند کھ محیط مونتاژ تعیین می  (RI) میکروسکوپی، ضریب شکستدر  

 .شودنور چگونھ در ھنگام عبور از لام، محیط مونتاژ و نمونھ شکستھ می
 طوربھ نور باشد،  راستاھم نزدیک (1.515 ≈) لامل شیشھٴ  با RI کھ ھنگامی

 و وضوح و یافتھ کاھش نوری اعوجاج و پراکندگی کند، می عبور یکنواخت
 تواندمی RI ناسازگاری برعکس،  .یابدمی بھبود ظریف ساختارھای مشاھدهٴ 

 .شود رنگ بدون ھایویژگی شدن پنھان یا ھالھ تاری،  باعث
 کیفیت و  وضوح کنتراست، سازیبھینھ برای مناسب مونتاژ محیط انتخاب

 متفاوتی RI محیط ھر زیرا دارد،  ایویژه اھمیت نمونھ ھر برای تصویر کلی
 مشاھدهٴ  توانایی بر توجھی قابل تأثیر مونتاژ محیط شکست ضریب .دارد

 لام روی مونت برای خاکی ھایپشھ سازیآماده ھنگام  ظریف ساختارھای
 آرایش شامل خاکی،  ھایپشھ شدهٴ سکلریتکم و ظریف ھایویژگی  .دارد

 بال، بندیرگ و آنتن قطعات اسپرماتکھا،  ، (cibarial armature) سیباریال
 .باشند مشاھده قابل دشوار بالا شکست ضریب با ھایمحیط در است ممکن

 بر مبتنی مایع ھایمحیط شامل رایج  ھایگزینھ خاکی،  ھایپشھ برای
 Enecê – Nelson و امزبال کانادا مانند  حلالی  ھایرزین و گام کلرال

Cerqueira (NC) نوع دو بھ را مونتاژ ھایمحیط [60] راولینز .ھستند 
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 :است کرده تقسیم
 برای و شوندمی سخت زمان گذر با ھامحیط این :دائم ھایمحیط .1

  .اندمناسب مدتطولانی نگھداری
 برای معمولاً  و شوندنمی سخت  ھامحیط این :دائمنیمھ ھایمحیط .2

  .شوندمی استفاده موقت مقاصد
 در و باشند رزینی یا صمغ بر مبتنی مایع،  توانندمی مونتاژ ھایمحیط

 از پس) .۱ جدول(شوند )زایلنحل تولوئن،  مانند (ھاحلال سایر یا الکل آب، 
 جوی تأثیرات  از حل،  غیرقابل  زنیحلقھ ھایمحیط از استفاده با باید اعمال، 

 .شوند محافظت
 را زیر بندیدستھ توانمی مونتاژ،  ھایمحیط انواع واضح تمایز برای

 :کرد استفاده
 برای و شوندمی حل آب در راحتیبھ ھامحیط این) :آبی ھایمحیط (الف

 ممکن اما دارند،  آسان استفادهٴ  معمولاً  .اندمناسب دائمنیمھ یا موقت ھایمونت
 مثل(باشد ھوا رطوبت با تماس از جلوگیری برای درزگیری بھ نیاز است

 و گرم مناطق در ویژهبھ ، )الکل وینیلپلی  و gum-chloral ھایمحیط
 .مرطوب
 تأثیر تحت کمتر ھامحیط این) :آب بھ نسبت محدود تحمل با ھایمحیط (ب

 .دارند زیاد رطوبت برابر در محافظت بھ نیاز ھنوز اما گیرندمی قرار آب
 و دھندمی ارائھ آب در محلول ھایمحیط بھ نسبت ترطولانی پایداری ھاآن

 .شوندمی استفاده دائمنیمھ ھایمونت در اغلب
 آلی ھایحلال در ھامحیط این  ) :ھیدروکربن در محلول ھایمحیط (ج

 مونت برای  ھامحیط این .شوندمی حل Enecê حلال یا تولوئن یا زایلن مانند
 و رطوبت برابر در دارند،  عالی مدتطولانی پایداری اند، شده طراحی دائم

 خنثی  امزبال کانادا ( مثل ھستند آلایده آرشیوی اھداف  برای و  اندمقاوم تخریب
(DPX  

 :خلاصھ
 بھ نیاز کھ مواردی یا موقت مونت برای آب در محلول ھایمحیط •

  .اندگزینھ بھترین دارند،  نمونھ آسان جداسازی
 دائمنیمھ ھایمونت برای آب بھ نسبت محدود تحمل با ھایمحیط •

  .اندمناسب متوسط دوام با
 آرشیوی ھدف با دائم ھایمونت برای  ھیدروکربن در محلول ھایمحیط

  .شوندمی داده ترجیح مدتطولانی نگھداری و
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 کلاسیک پردازش  ھایروش 7. تصویر
 ھا خاکی پشھ
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نمای میکروسکوپی از یک   B : ، مونتاژ شده اند  Hoyerلام ھای آسیب دیده و خشک شده کھ در محیط  A:  (Slide remounting).ژ مجدد لامھامونتا8.  تصویر
پس   Bبدن نمونھ  F :، سر E : ,محفظھ مرطوب حاوی یک لام خشک شده D: ، نمای میکروسکوپی از یک پشھ خاکی آسیب دیده دیگر : Cپشھ خاکی خشک شده،  

 ®Euparalپس از مونتاژ مجدد در محیط  Cبدن نمونھ آسیب دیده  H: سر و  Euparal ،:G از مونتاژ مجدد در محیط 
  

 
 

 
 

 ) 4و 3ول ا(جدشدە های مونتاژ توص�همح�ط 5.3.4  .

 های موقتمح�ط 
 

 Marc محیط .1.48  انكسار =ضریب  (Hoyer) محلول ھویر/ گام  كلورال
André بیشتر کمی شاید ساعت،  چند (مدتکوتاه مشاھدهٴ  برای محیط بھترین 

 ۴ تصویر( است اسپرماتک  )شود نگھداری مرطوب محفظھٴ  یک در  لام راگ
 مجدد مایع محیط یک در را ھاآن باید شده، مشاھده اسپرماتکھای حفظ ، برای)

 مونتاژ برای ھاآن دھیدراسیون .شود ممکن  مدتمیان نگھداری تا مونتاژکرد
 رفتن دست از خطر(شود  نمی توصیھ اما نیست،  غیرممکن رزین در مجدد
 .شوندمی گرفتھ نظر در مترادف معمولاً  ھویر محلول و گام کلرال  ) .نمونھ

 بھ شود، می استفاده داخلی ھایاندام مشاھدهٴ  برای معمول طوربھ محیط این
 بررسی کھ شکست ضریب و سریع،  کاربرد سادگی،  آب،  با سازگاری دلیل
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 .کندمی تسھیل را اسپرماتکھا مانند ظریف ساختارھای
 آماده کامل طوربھ اگر دارد توجھیقابل معایب گام کلرال حال،  این با

 شامل مشکلات این .نشود نگھداری شدهکنترل رطوبتی شرایط در یا باشد نشده
 زدنحلقھ .است ویسکوزیتھ رفتن دست از و رنگ تغییر شدن،  کریستالیزه

(ringing) است ممکن مونتاژ محیط زیرا کند، نمی حل را مشکلات این  لامل 
 Euparal از اگر ویژهبھ حلقھ،  محیط با تعامل دلیل بھ دھد رنگ تغییر شدت بھ

 .شود استفاده
 در بھترین فلبوتومینھ خاکی ھایپشھ برای نوری نظر از ھویر محیط

 محیط این .است شده استفاده منظور این برای  سنتی طوربھ و  شده گرفتھ نظر
 عربی،  صمغ جملھ از است،  ھم بھ  نزدیک فرمولاسیون چندین شامل

 نقل و تفسیر اشتباه بھ ھافرمولاسیون برخی .ھیدرات کلرال و گلیسیرول
 .[74] اندشده

 خاکی ھایپشھ در اسپرماتکھا مشاھدهٴ  برای خوبی محیط ھویر اگرچھ
 مشاھدات برای محیط این .نیست مناسب مدتطولانی نگھداری برای است، 
ھای  محیط .است آلایده تصویرسازی یا  رسم عکسبرداری،  شامل مدت، کوتاه
 تضمین را مدتطولانی حفظ توانندنمی اما اند، مناسب مونتاژ موقت برای مایع

 ماند، می پایدار ھاقرن اغلب و دارد عالی دوام رزینی مونتاژ مقابل،  در .کنند
 نور شکست زیرا کند،  مخفی را اسپرماتکھا ظریف جزئیات  است ممکن اما
 .رودمی بین از اغلب ھاآن

  )۸ تصویر(شودمی تخریب دھیدراسیون دلیل بھ زمان گذر با ھویر محیط
 .گرددمی ھیدرات کلرال مات و سفید کوچک  ھایکریستال تشکیل بھ منجر و
 زیرا شوند بازیابی کریستالیزه ھایلام از توانندمی ھانمونھ حال،  این با

 فیزیکی ھایآسیب برخی ھرچند ماند، می باقی سالم شیمیایی نظر از کوتیکول
 کریستالیزه ھایلام موارد،  برخی در  .دھد رخ ھاکریستال رشد از  است ممکن

 با ھمراه گرم و مرطوب محیط در مونتاژ محیط مجدد دھیآب با توانندمی
 جایگزین،  طوربھ .شوند بازسازی قارچ رشد از جلوگیری برای تیمول
 یخچالی استیک اسید در شده،  خارج آب در گام کلرال از توانندمی ھانمونھ

 .شوند مجددا مونتاژ امزبال کانادا در و دھیدراتھ
 

 

 

 برای مونتاژ  ترکیب مواد شیمیایی مورد استفاده .2جدول 

 در آب مقطر ٪۱اسید فوکسین  %10تاسیوم پ ھیدروكسید 
   گرم 1بصورت پودر  اسید فوکسین گرمی  10تاسیوم پ ھیدروكسید 

 یترلیلی م 99مقطر  آب ی لیترلیم 100 آب مقطر

 Hoyer medium)ھویر محیط( محیط مونتاژ گام کلرال
 فوکسینرنگ آمیزی شده با اسید   Marc-André محلول 

 یترلیلی م Marc-André 10 محلول یترلیلی م 50مقطر  آب
 تریمیكرول 50% 1ین کس فواسید  گرم  200 کلرال ھیدرات

  گرم  50صمغ عربي 
  یتر لیلی م 20لیسرول گ

Marc-André  إینیسي محیط محلول  Enecê  

 گرم  22کولوفون خالص سفید  گرم  40 کلرال ھیدرات

 گرم  12 محلول در الکلصمغ كوبال  یتر لیلی م 30زده اسید استیک یخ

 یتر لیلی م 20 خالصانول ات یترلیلی م 30مقطر  آب
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DMHF    نوری نظر از [72] آب بر مبتنی محیط این  .1.48انكسار=  ضریب 
 برای آسان اندازه  ھمان بھ و ، Berlese مشابھ دارد،  خوبی بسیار عملکرد
 کریستالیزه و شودنمی سیاه ، Berlese برخلاف حال،  این با .است استفاده

 Psychodidae خانوادهٴ  دیگر  و خاکی ھایپشھ برای محیط این .گرددنمی
 .است مناسب

 CMCP   و گلیسیرین بر مبتنی مونتاژ محیط این   1.41انكسار =  ضریب 
 ظریف،  ھاینمونھ از دائم و شفاف ھایلام ایجاد برای کھ است آب در محلول
 ھانمونھ کھ است این محیط این مزیت .شودمی استفاده خاکی ھایپشھ شامل

ً  توانندمی  را نمونھ سرعت بھ محیط این .شوند مونتاژ اتانول یا آب از مستقیما
 درستیبھ نمونھ دھدمی اجازه و کرده نرم را کوتیکول کند، می شفاف و آرام

 تناسلی ھایاندام تشریح یا ھابال کردن باز برای ویژهبھ کھ شود،  دھیموقعیت
 فراھم را مدتطولانی نگھداری امکان کھ شده گزارش اگرچھ  .است مفید
 محیط این اصلی محدودیت .است نامعلوم ھنوز نمونھ حفظ دقیق مدت کند، می

 است کنندهتحریک و سمی مادهٴ  یک فنول،  شامل کھ است آن ترکیب مونتاژ، 
  .دارد استفاده در دقت بھ نیاز و

 
 های دائ�مح�ط 

بالزام ضریب =    کانادا   بار اولین برای امزبال کانادا  .  1.54–1.52انكسار 
 مونتاژ برای مناسب محیط یک عنوانبھ ۱۸۳۰ دھھٴ  در پریچارد اندرو توسط
 از یکی ھمچنان ماده این .شد توصیف عبوری نور میکروسکوپ در ھانمونھ

 از بیش و دارد ایشدهاثبات آرشیوی کیفیت زیرا ھاست، محیط پرکاربردترین
 بر مبتنی  ھایمحیط برخلاف .است گرفتھ قرار موفق استفادهٴ  مورد سال ۱۵۰

 با .کندنمی جذب را رطوبت و شودنمی کریستالیزه امزبال کانادا ھویر،  محلول
 برای است ممکن گاھی کھ دارد قوی خودفلورسانس امزبال کانادا حال،  این

 ھایحلال از استفاده .[60] باشد عیب یک میکروسکوپی ھایتکنیک برخی
 کاھش سازیآماده ھنگام را ایمنی خطرات تواندمی زایلن جای بھ غیرسمی

 محیط زودھنگام تیرگی و کندتر شدن خشک مانند معایبی است ممکن اما دھد، 
 .کند ایجاد

=    ضریب ®Euparal یوبارال  جایگزین یک یوپارال  ،  1.48انكسار 
 و  مدتطولانی پایداری و  است دائم مونتاژ در  امزبال کانادا برای پرکاربرد

 زیر موارد شامل یوپارال ھایویژگی .دھدمی ارائھ  مشابھ شکست ضریب
 :است

 باید نمونھ مونتاژ،  محیط نھایی انتقال از قبل :دھیدراسیون بھ نیاز .1
 اتانول بھ اتانول ٪ ۹۵ از گذر  با معمولاً  شود،  دھیدراسیون

  .مطلق
 امزبال کانادا چھ رزین،  در نھایی مونتاژ :طولانی پردازش زمان .2

 پردازش زمان کھ است دھیدراسیون نیازمند یوپارال،  چھ و باشد
 ھایحلال با دھیدراسیون کھ ھنگامی .دھدمی افزایش را نمونھ کل
 توانندمی مطلق اتانول از شدهاستخراج ھاینمونھ نباشد،  ممکن آلی
 عصارهٴ  و یوپارال مساوی مخلوط شامل ای واسطھ محلول در

  .نھایی مونتاژ از قبل گیرند قرار یوپارال
Enecê     رزین  بر مبتنی مونتاژ محیط یک اینسھ   1.467  انكسارضریب 

ً  کھ است  در ویژهبھ و شودمی استفاده کوچک  حشرات برای عمدتا
 در شده حل کوپال صمغ و کلوفونی شامل آن پایھٴ  .است محبوب برزیل
 اینسۀ [11] سرکویرا .است اوکالیپتول و تربانتین عصارهٴ  کافور،  الکل، 

 لاروھا،  دائم مونتاژ برای امزبال  کانادا برای جایگزینی عنوانبھ را
 آن از و کرده توصیف بالغ ھایپشھ حتی و نابالغ مراحل اندازیپوست
 پذیرفتھ خاکی ھایپشھ مونتاژ برای  گسترده طوربھ محیط این زمان، 

 دھد، می ارائھ دائم مونتاژ برای اقتصادی گزینھٴ  یک اینسۀ .است شده
 و تشریح امکان کھ کافی،  شدن خشک زمان و مدتطولانی پایداری با

 .کندمی فراھم را مورفولوژیک ساختارھای دقیق چینش
 
 
 

 سازی لام و خشک کردن آماده 5.4  
شده برای اطمینان از پایداری و حفظ  ھای مونتخشک کردن صحیح لام

کامل خشک شوند قبل از طور  ھا باید بھلام .ھا حیاتی استمدت نمونھطولانی
برای دستیابی بھ نتایج  .مدت در نظر گرفتھ شوندآنکھ برای نگھداری طولانی

صورت افقی بھ مدت  اند باید بھھایی کھ با محیط مونتاژ دائم آماده شدهبھینھ، لام
اند  دائم آماده شدهھایی کھ با محیط نیمھھفتھ خشک شوند، در حالی کھ لام  ۳–۲

 .ھفتھ نیاز داشتھ باشند ۲–۱بھ  ممکن است تنھا
شود از انکوباتوری برای اطمینان از یک فرآیند خشک شدن مؤثر، توصیھ می

با دمای مناسب برای محیط مونتاژ استفاده شود و از گرمای بیش از حد کھ 
  ۳۷تا    ۳۰محدودهٴ دمایی   .ھا آسیب برساند، اجتناب گرددممکن است بھ نمونھ

این مرحلھٴ خشک کردن برای جلوگیری از  .شودمی گراد توصیھدرجھ سانتی
تاب خوردن لام، تخریب نمونھ، یا ناپایداری محیط مونتاژ در طول نگھداری  

 .بسیار مھم است
استفاده مونتاژ  آمادهمحیط  در  لام  شده  برچسب  روی  ھمیشھ  باید  لام  سازی 

ھیھ،  در صورت امکان، برچسب باید شامل دستورالعمل دقیق ت .یادداشت شود
ھا در ابتدا لام .سازی نیز باشدو تاریخ آماده (preparator)کننده نام فرد آماده

مدت در نظر شوند و برای نگھداری طولانیعنوان مونت موقت آماده میبھ
با این حال، اگر وضعیت نمونھ تغییر کند، مانند زمانی کھ بھ  .اندگرفتھ نشده

مجموعھٴ   از  بخشی  دائمتعیین   «تیپ»عنوان  مونتاژ  محیط  از  باید  تر شود، 
 .استفاده شود تا حفظ نمونھ برای مطالعات تاکسونومیک آینده تضمین گردد

 
 مونتاژ روی کارت  :ھای جایگزین مونتاژتکنیک   5 .5
 

کار  مونتاژ روی کارت یک تکنیک است کھ برای چندین گروه حشرات بھ
شناسی  ھای حشرهمستقیم روی کارتطور ھا یا بھرود، کھ در آن نمونھمی

ھا  با توجھ بھ اندازهٴ کوچک آن .شوندشوند یا روی سطح چسبانده میپین می
بھ بند  (سازیھای داخلی برای شناسایی از طریق شفافو نیاز بھ مشاھدهٴ اندام

 .ھای خاکی مناسب نیست، این روش اصلاً برای مونتاژ پشھ)مراجعھ کنید ۵
 

 دیده ھای آسیبمونتاژ مجدد نمونھ 5.6

شود، ای توصیھ میھای نادر یا ارزشمند، یک رویکرد دو مرحلھبرای نمونھ
 .Zenodoمطابق با ویدئوی قابل دسترس در لینک 

کنید تا    (rehydrate)دھی مجددھا را آبابتدا بدون جدا کردن اجزا، نمونھ  .1
نگھدارنده برای چند لام میکروسکوپ یک   .امکان مشاھدهٴ اولیھ فراھم شود

سپس لامی  .عنوان پایھ عمل کنددیش قرار داده شود تا بھباید درون یک پتری
آب باید  میکھ  داده  قرار  آن  روی  شود  مجدد  پتریدھی  و  چند  شود  با  دیش 

کھ خود طوریشود تا یک محفظھٴ مرطوب ایجاد شود، بھمتر حلال پر میمیلی
دھی مجدد بستھ بھ زمان موردنیاز برای آب .نداشتھ باشدلام با حلال تماس  
پایش روزانھ و صبر  .تواند از یک تا چند روز متغیر باشدوضعیت نمونھ می

توان آن را  دھی مجدد شد، میطور کافی آبھنگامی کھ لام بھ .بسیار مھم است
از محفظھٴ مرطوب خارج کرده و برای چند ساعت در انکوباتور قرار داد، 

 .سپس بررسی میکروسکوپی، عکاسی یا رسم انجام شود
تواند برای چند ساعت دیگر یا یک شب دوباره  برای مونتاژ مجدد، لام می. 2

جدا کردن اجزا باید زیر میکروسکوپ  .بھ محفظھٴ مرطوب بازگردانده شود
ھای ظریف، لامل باید با دقت برداشتھ با استفاده از سوزن .دوچشمی انجام شود

 .و اطمینان حاصل شود کھ ھیچ بخش از پشھٴ خاکی بھ لامل نچسبیده باشدشود  
تشریح اجزای  جمعسپس  باید  خاکی  پشھٴ  چاھکشدهٴ  در  و  شده  ھای  آوری 

چاھک مشابھ  شوند،  شستھ  آب  با  تخریبی کوچک  استخراج  برای  کھ  ھایی 
DNA/RNA شوند، و سپس قبل از دھیدراسیون و مونتاژ مجدد استفاده می

 .حیط رزینی آماده شونددر م
 

ھنگام باز کردن یک لام، بسیار مھم است کھ محیط مونتاژ اولیھ شناسایی شود  
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ھای مونتاژ آبی، باید از آب استفاده  برای محیط .تا حلال مناسب انتخاب گردد
باشد .شود رزین  پایھٴ  بر  مونتاژ  محیط  یا    Canada balsamمانند   (اگر 

(Euparal  زایلن استفاده شود، آن ھم زیر ھود شیمیایی و با تجھیزات ، باید از
 .حفاظت فردی مناسب، از جملھ ماسک

نمونھ مجدد  نمونھمونتاژ  یا  تیپ  مجموعھھای  رضایت ھای  با  باید  فقط  ای 
 .انجام شود )یا مؤسسھٴ مالک نمونھ/کیوریتورو (مسئول مجموعھ

 
 
 شناسایی نمونھ  6
 

 مرفولوژی1.6  
پشھ ویژگیشناسایی  بررسی  بر  عمدتاً  خاکی  آنھای  مورفولوژیک  ھا ھای 

، )موھا(ھای تناسلی، ستاھاھا، انداممتکی است، از جملھ شکل قفسھٴ سینھ، بال
مختلف ساختارھای  میان  خاص  مورفومتریک  روابط  از   .و  پژوھشگران 

رای  ھا بھای اصلی گونھھای مرجع، و توصیفبندی، مجموعھکلیدھای رده
نمونھ جمعمقایسھٴ  تاکسونآوریھای  با  شناختھشده  میھای  استفاده   .کنندشده 

بندی بال و مورفولوژی سر در ھر دو  ھای تشخیصی کلیدی، مانند رگویژگی
 ویژه برای  ھا، بھجنس، ساختار اندام تناسلی نر، و ساختار اسپرمتکا در ماده

 

 
 

 .ه برای مونتاژترکیب محیطھای مورد استفاد . 3 جدول
 

 توضیحات  پلیمر(ھای) بالقوه لیمر یا پیشپ حلال محیط مونتاژ 
Hoyer fluid 

  
   آبلیسرول، گ

 ٪) CMCP-9–60 : 51( آب
   صمغ عربي  ترکیبات

 وینیل الکل کاملاً ھیدرولیزشده  پلی
)0 : CMCP-9–5 (٪ 

کننده):  (ماسھکننده عامل نرم
 :CMC(P)-9 :کلرال ھیدرات

 ویسکوزیتھٴ پایین؛ ویسکوزیتھٴ بالا  

DMHF  متیل ھیدانتوئینمتیلول دیدی-ان′-ان آب 
 (DMH) متیلولدی

 

 
Canada balsam  

-(دلتابالزام  اجزای نسبتاً فرار؛ زایلین
، لیمونین،  لووپیرامیک اسید كارن، -3

فیلاندرین، -بتا، اسید  میرسین، بالوستریك
 ینین)پ-ینین، بتاپ-ألفا

شده با اتِر یا الیگومرھای متصل
–DMH متیلن؛ شبکھٴ پلیمری متقاطع

نول، اسید  م (ابیزا بال ، فرمالدھید 
آبیتیک، اسید ایزوپیماریک، اسید  

 سنداراکوپیماریک) 

 رزین درخت تاسیم؛ پكربنات 
Abies balsamea 

 (Linné, 1758) 

 
®Euparal    

اجزای نسبتاً فرار كالیبتول، بارالدھید؛ او
-ینین، بیتاپ-(لیمونین، ألفا صمغ سنداراک

 ینین) پ

ترکیبات صمغ سنداراک (اسید  
کومونیک  کومونیک، مانول، پلی

-۱۲اسید، اسید سنداراکوپیماریک، 
سنداراکوپیماریک اسید،  -ستوکسیا

سوگیول، اسید تورولوزیک، 
  )تورولوزول، توتارول

سالیسیلات متیل : ندهپاک کنعامل 
 نمک؛ سبز Euparaدر رنگ شده 

 رزین)؛ مسی(أبییتینات  مسی
 Tetraclinisدرخت سندراك 

articulata (Vahl, 1791)  

Enecê  عصاره  وكالیبتول واكافور، اتیل الکل، با
   ترپنین

ترکیبات صمغ کوپال و کولوفون  
  (رزین) 

 

 
 
   



 

 

  [52].ھای میکروسکوپی و مشاھدات منتشرنشده توسط افراد مختلفلاممحیطھای مورد استفاده برای مونتاژ مزایا و معایب  .4جدول 

 نام  مزایا معایب 
 .حاوی اجزای مضر است و باید زیر ھود حمل شود -
آبگیری اتانول و  .بر آبگیری داردنیاز بھ یک سری کامل و زمان -

ھا را تواند برخی از گونھانتقال از طریق زایلن یا روغن میخک می
بوتانول،  -nمثلاً ایزوپروپانول، ) ھاشکننده کند؛ جایگزین

Cellosolve™ ،۱،۴- ،دیوکسانHistoclear ،terpineol)   ممکن
 .را کاھش دھند آسیباست 

زایلن با فنول جایگزین شود یا اگر ھیدروکسید پتاسیم باقی بماند،   اگر -
 .ھا ممکن است سیاه شوندنمونھ

آمیزی نشده را مبھم  تواند ساختارھای رنگضریب شکست بالا می -
 .کند

ھا طول  تواند سالخشک کردن کامل بدون دستگاه خشک کن می  -
 .بکشد

شود، بھ خصوص وقتی کھ  بھ مرور زمان زرد و تیره می آنرنگ  -
  .با روغن میخک پاک شود

ھای کاتیونی ممکن است در  شوند و رنگھا ضعیف میبرخی از لکھ -
تواند بھ مرور زمان خود بھ خود کھ می -صورت اسیدی شدن محیط 

 .محو شوند -رخ دھد 
 

سال  ۱۵۰این ماده بسیار بادوام است و طول عمر آن بیش از  -
  است

  مونتاژتوان با استفاده از روغن میخک یا فنول اسلایدھا را می -
 .کرد

Canada 
balsam 

 احتمال زرد شدن بھ مرور زمان  -
 را تغییر دھد  رنگھاممکن است برخی  -
 حساس بھ فرمالدئید مناسب نیست  رنگ ھایبرای  -
 حباب ھوا، زمان خشک شدن آھستھ  -
 محیط نصب حساس بھ رطوبت  -
 دشوار است  مونتاژبرگرداندن  -
 زا استفرمالدئید سمی، محرک و سرطان -

 شفافیت بالا  -
 ضریب شکست خوب   -
 قابلیت مشاھده عالی  -
 ساختارھا پایداری نسبتاً خوب  -
 آمیزی ھای رنگھا سازگار با بسیاری از تکنیکسازیآماده -
 .ھاچسبندگی خوب بین اسلاید و لامل محافظت خوب از نمونھ -

DMHF 
 

 حاوی اجزای مضر است و باید زیر ھود حمل شود -
تواند می Euparal Essence زدایی اتانول و انتقال از طریقآب -

ھا را شکننده کند، اما استفاده از ایزوپروپانول  برخی از گونھ
 .ممکن است این مشکل را کاھش دھد

 

 .سال ۵۰محیط کشت بادوام با طول عمر بیش از  -
 پذیر است ٪ امکان۸۰مستقیم با اتانول  مونتاژ  -
پوشاند و با گذشت زمان زرد یا ساختارھای رنگ نشده را نمی  -

 .شودشکننده نمی
تری نسبت بھ کانادا بالزام برای دوبالان ضریب شکست مناسب -

 دارد
بھ دلیل حداقل انقباض و خشک شدن بدون حباب، برای    -

  .کندتر بھ خوبی کار میھای ضخیمنمونھ
مجدد را  مونتاژماند و امکان ٪ محلول باقی می۹۵در اتانول  -

 ..کندھا فراھم میحتی پس از سال

Euparal 

ھای ظریف ممکن است از بین بروند، مگر اینکھ محیط کشت  نمونھ -
 بر است بھ تدریج اضافھ شود، کھ این کار زمان

 .شوندسال تشکیل  10ھا ممکن است در کمتر از ھا و کریستالحفره -
بستھ بھ غلظت ھیدرات کلرال و مدت زمان قرار گرفتن در معرض  -

 .تواند بیش از حد شودآن، خیساندن می
بندی ریز اجزای محیط کشت ممکن است از ھم جدا شوند و دانھ -

 .ھا ظاھر شودھا یا سالتواند ظرف ماهمی
 .گزارش شده است برخی موارد سیاه شدن محیط -

صورت زنده یا مستقیماً از آب، اتانول یا  توان بھ ھا را مینمونھ -
 .کرد مونتاژفرمالدئید 

 می شودکیفیت کوتیکول منجر بھ بھبود خیساندن  -
آمیزی ید  توان آن را با رنگضریب شکست مطلوبی دارد و می -

 .برای کنتراست بالاتر بھبود بخشید
ھای بندپایان را  تواند زائدهاسید استیک موجود در فرمول می -

 .گسترش دھد
سال پایدار   ۶۰تا  ۴۰ھا ممکن است برای برخی از نمونھ -

مجدد آسان را فراھم   مونتاژمحلول در آب، امکان  .بمانند
 .کندمی

Hoyer fluid 

 )ادامھ در صفحھ بعد (
 



 

 

 
 

 

 
 

 
 

مھم ھستند  و  اطلاعاتی  بسیار  گونھ  بررسی  .تعیین  بھ  اغلب  دقیق  شناسایی 
با استفاده از میکروسکوپ نوری  میکروسکوپی دقیق نیاز دارد، کھ معمولاً 
مرکب برای مشاھدهٴ ساختارھای ظریف مانند اندام تناسلی و اسپرماتکھا، یا 

 .شودمی تر انجامھای مورفولوژیک کلیاستریومیکروسکوپ برای ویژگی
ھای اخیر در فناوری تصویربرداری، استفاده از تصویربرداری پیشرفت

پشھ شناسایی  برای  را  استدیجیتال  کرده  تسھیل  خاکی  با  عکس .ھای  ھای 
توانند با مواد مرجع  ھای کلیدی میوضوح بالا یا تصاویر دیجیتال از ویژگی

ی بر رایانھ تحلیل شوند،  ھای شناسایی مبتنمقایسھ شوند یا با استفاده از سیستم
 بخشد بندی مورفولوژیک را بھبود میپذیری در ردهکھ این امر دقت و دسترسی

 
 ھندسھ بال  6.2

 ھایگونھ بندیطبقھ و شناسایی  در کھ است کلیدی ویژگی یک بال  ھندسھٴ 
 ساختار و الگو خاکی ھایپشھ ھایبال .شودمی استفاده خاکی پشھٴ  مختلف

بندی رگ دارای  و بوده باریک  و بلند معمولاً  و دھند می نشان فردیمنحصربھ
 یک ھارگ آرایش ،  ) ۱۰ و ۹ اشکال(ھستند   یافتھتوسعھ خوبیبھ   )وناسیون(

 متفاوت ھاگونھ و ھاجنس میان در تواندمی کھ کندمی ایجاد مشخص الگوی
 نتیجھ،  در .کند فراھم شناسایی برای ارزشمندی تشخیصی ھایویژگی و باشد

   )تاکسونومیک(بندی  رده اھداف برای ارزشمندی  ھایبینش بال ھندسھٴ  مطالعھٴ 
 دھد می ارائھ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  Trichophoromyia ininii. تصویر بال9.  تصویر
 
 
 
 
 
 

 نام  مزایا معایب 

تشکیل دھد و تیره  تواند بھ مرور زمان کریستال این محیط می -
ھا را بیش از حد مورد نظر  تواند نمونھشود، و گاھی اوقات می

ھای گذاری شود، نمونھمگر اینکھ اسلاید با دقت حلقھ .خیس کند
توانند کوچک شوند و  کنند زیرا میتر در آن خوب عمل نمیضخیم
  .ھای لامل ایجاد کنندھایی در اطراف لبھشکاف

آمیزی شده یا مواد کلسیفیھ شده  ھای رنگاین محیط برای نمونھ -
 .است CMC مناسب نیست و زمان خشک شدن آن کندتر از

مینمونھ را  محیطھا  از  مستقیماً  اتانول،  توان  آب،  مانند  ھایی 
ھای حاوی فرمالدئید مانت کرد و در صورت  گلیسرول یا محلول

اندام می لزوم،  را  آنھا  داخلی  بررسی  ھای  تسھیل  برای  یا توان 
 .سازی عمومی، خیساندآماده

CMCP 

  .حاوی اجزای مضر است و باید زیر ھود حمل شود -
  .بر آبگیری داردنیاز بھ یک سری کامل و زمان -
تر  ھای ضخیمبھ دلیل انقباض و تشکیل حباب گاز، برای نمونھ -

 آل نیست ایده
ھا ممکن است بھ مرور زمان جدا شوند، مگر اینکھ شیشھ روکش -

 .بندی شودخوبی تمیز و آببھ 

  .سال 30محیطی بادوام با ماندگاری بیش از  -
ھا برای نصب، از جملھ استون،  سازگار با بسیاری از حلال -

اکسان، اتر، ایزوپروپانول، متیل بنزوات،  بنزن، کلروفرم، دی
 .ترپینئول، تولوئن و زایلن

با گذشت زمان  .کمی اسیدی دارد pH شود وسریع خشک می -
 شود طور قابل توجھی تیره نمیبھ 

ھای مختلف (مانند فوشین،  آمیزیمناسب برای رنگ -
  .ھماتوکسیلین، متیل گرین، متیل ویولت، متیلن بلو)

ھا با خیساندن در زایلن برای  توان پس از سالھا را مینمونھ -
 .کرد ونتاژمدت طولانی، دوباره م

Eukitt™ 

 .بگیری داردگیر برای آنیاز بھ یک سری کامل و وقت -
تواند برخی از زدایی اتانول و انتقال از طریق روغن میخک میآب

  .ھا را شکننده کندنمونھ
سازی حشره ھمچنان ادامھ دارد، ھرچند بسیار کند؛ این امر  شفاف

تواند دیدن ساختارھای بسیار کوچک مانند سنسیلا، آسکوئیدھا و می
 .خارھای ساده را دشوار کند

 على الأقل  .سنة 50وسط عالي المتانة یدوم  -
 .لا یغمق بمرور الوقت -
الحشرات داخل الوسط، ویوفر  أكثر لیونة، مما یسمح بتشریح -

 وقتاً مناسباً لوضع التراكیب المورفولوجیة 
 .منخفض التكلفة -

Enecê 
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 مرفومتریک ھندسی بال  6.3
 

 برای ھندسی مورفومتریک مانند مختلفی ھایتکنیک از پژوھشگران
 پشھٴ  مختلف ھایجمعیت یا ھاگونھ میان در بال اندازهٴ  و شکل مقایسھٴ  و تحلیل
 رفتار،  دربارهٴ  ارزشمندی اطلاعات بال ھندسھٴ  مطالعھٴ  .کنندمی استفاده خاکی

 .کندمی فراھم پروازی ھایتوانایی و زیستگاھی ترجیحات
 صورت در شده،  تشریح دقت با ھابال ھندسی،  مورفومتریک رویکرد در

 از  سپس  .شوندمی مونت  ھا لام روی صاف صورتبھ و شده  آمیزیرنگ نیاز
 تصاویر  شود، می برداریعکس استریومیکروسکوپ زیر شدهآماده ھایلام

 منابع در روش این .گیرندمی قرار مورفومتریک آنالیز تحت و شده دیجیتالی
 توصیھ و   59] ، 57 ، 56 ، 42 ، 27 ،  [است شده توصیف خوبی بھ علمی

 استفاده ثابت طوربھ چپ یا راست  بال از ھمیشھ جفت،  ھایاندام برای شودمی
 .[62] شود جلوگیری احتمالی منفی آلومتریک اثرات از تا شود

 
نی  برای بال سازیآمادە �ک آنال�  هند�  مورفوم�ت
 

 تمیز ھاپولک از باید ھابال ، (wing veins) ھارگبال بھینھٴ  مشاھدهٴ  برای
 ابتدا  بال،  سازیآماده برای .شوند آمیزی رنگ مناسب طوربھ و شده

 و آب اتانول،  بلو،  متیلن(موردنیاز   ھای معرف با را کوچک ھایچاھک
 اتاق دمای در ٪۷۰ اتانول در شدهنگھداری بال یک  .کنید پر   )زایلن جایگزین

 کنید،  خارج چاھک روی آن کردن خالی و اپندورف لولھٴ  کردن وارونھ با را
 .بردارید ظریف خمیدهٴ  سوزن یک از استفاده  با طولی صورتبھ را بال سپس

 موھای تا کنید منتقل اتانول بھ دوباره و  آب بھ اتانول از کوتاه طوربھ را بال
 دھید قرار بلو متیلن در دقیقھ ۶ مدت بھ را بال .شوند حذف  )ھابریستل(ریز 

 بال  .بماند شناور سطح روی آمیزیرنگ حین در کھ کنید حاصل  اطمینان و
ً (کنید ورغوطھ زایلن جایگزین در دقیقھ ۲ مدت بھ و برداشتھ دقت با را  تقریبا

 تواندمی چاھک دیوارهٴ  بھ سوزن آرام ھایضربھ .)بلو متیلن زمان سومیک
 بال نھایت،  در .کندمی عمل رنگ تثبیت برای زایلن کند؛  کمک بال نشستن بھ
 قرار  میکروسکوپ لام روی Euparal کوچک قطرهٴ  یک روی و برداشتھ را

 را  لامل دقتبھ و  کرده باز آرامیبھ را بال  نما، بزرگ عدسی یک  زیر .دھید
 برداریعکس بال از Euparal شدن سفت از قبل بلافاصلھ باید .دھید قرار
 دستیابی برای لامل زیر بال موقعیت جزئی  تنظیمات است ممکن زیرا شود، 

 .باشد لازم بھینھ ترازیھم بھ
 
 روشهای مل�و�  6.4  
 

تکنیک بر  روشعلاوه  مورفولوژیک،  بھھای  مولکولی  طور  ھای 
اند، از جملھ در مطالعات  شناسی ضروری شدهھای حشرهای در پژوھشفزاینده

ھای بندی، ژنتیک جمعیت، و فیلوژنتیک، ھمچنین برای شناسایی پاتوژنرده
DNA/RNA ی و تعیین منشأ وعدهٴ خونی، کھ رفتار ناقل در حوزهٴ اپیدمیولوژ
دارد   تمایز می DNAیابی  توالی .[70]اھمیت  یا  گونھ  تأیید  برای  تواند 

بھگونھ ھم  بھ  نزدیک  دقیقھای  روشی  و  رود  قابلکار  و  برای  تر  اعتمادتر 
، PCRمانند  (ھای مولکولی پیشرفتھ  علاوه بر این، تکنیک .شناسایی فراھم کند

شناسایی برای   MALDI-ToF MSو     )و غیره DNA  ،NGSیابی  توالی
ھای سنتی مورفولوژیک  اند و روشای یافتھھا اھمیت فزایندهسریع و دقیق گونھ

می تکمیل  پیشرفت .[46]کنند  را  این  وجود  مورفولوژیک با  شناسایی  ھا، 
است کھ  عنوان استاندارد مرجع در ردهھمچنان بھ مبنایی  مانده و  باقی  بندی 

 .دشونھای مولکولی بر اساس آن تفسیر میداده
 

 DNA تخ��یب  راج استخ6.4.1  
 

 مطالعات از بسیاری در معمول مرحلھٴ  یک نوکلئیک  اسید استخراج

 زیستی مواد از DNA جداسازی برای گوناگونی ھایروش و است، زیستی
 صورتبھ کھ DNA استخراج ھایکیت از بسیاری .[48] اندیافتھ توسعھ
 این با .[14] اندشده طراحی فرایند  این تسھیل برای ھستند  دسترس در تجاری

 منظوربھ بندپایان ھاینمونھ سازیآماده برای معمولاً  کھ ھاییروش حال، 
 شوند، می DNA تحلیل مانع اغلب شوند، می استفاده مورفولوژیک شناسایی

 زده آسیب  را نمونھ حیاتی فیزیکی ھایویژگی است ممکن ھاتکنیک این زیرا
 ھای بافت از DNA استخراج ھایپروتکل بیشتر .[10] کنند تخریب یا

 ھاینمونھ برای ویژه بھ موضوع این کھ ، [43] دارند تخریبی  ماھیتی حشرات
 ممکن نیز محدود بردارینمونھ حتی کھ  جایی است،  برانگیزنگرانی کوچک

 وضعیت و نوع .[72] بیندازد خطر بھ را مھم مورفولوژیک ھایویژگی است
 ایفا  DNA جداسازی برای مناسب روش یک  انتخاب در کلیدی نقش نمونھ

 .[29] کندمی
 حداقل بھ  و جمعیت، پویایی درک خاکی، ھای پشھ دقیق شناسایی بھ  نیاز
 مولکولی تشخیصی ابزارھای توسعھٴ  غیرھدف، ھایگونھ بر اثرات رساندن

 برای مکرر طوربھ اکنون مولکولی رویکردھای .[23] است کرده ھدایت را
 استفاده  خاکی ھایپشھ شناسایی در مورفولوژیک بندیرده ھایروش تکمیل

 شامل حشرات  بارکدگذاری در استاندارد رویکرد مثال،  برای .شوندمی
 بنابراین،  .است اصلی نمونھٴ  رفتن بین از و توالی،  تعیین ، DNA استخراج

 کھ دارد وجود DNA استخراج غیرتخریبی ھایروش  بررسی بھ فوری نیاز
 .کنند حفظ را آن مورفولوژیک یکپارچگی ھم و زیستی مادهٴ  ھم

 کاربھ خاکی ھایپشھ از نوکلئیک اسید استخراج برای متعددی ھایروش
 تحلیل نوع  بھ موردنیاز نوکلئیک اسیدھای کیفیت یا مقدار .اندشده گرفتھ

 حساسیت دارای  مختلف ھایتکنیک زیرا دارد، بستگی  دستی پایین مولکولی
 کھ است شده مشخص مثال،  برای .[9] ھستند متفاوتی خلوص الزامات و

 از فراتر .[69] کنند مھار را PCR تکثیر توانندمی خاکی پشھٴ  ھایچشم
 شناسایی اھداف برای معمول طوربھ خاکی  پشھٴ  DNA پاتوژن،  غربالگری

 ھستند، استفاده  قابل مختلفی استخراج ھای روش .شودمی استخراج گونھ
 ھایپروتکل  از برخی .است متفاوت ھاتکنیک میان  در کیفیت و بازده اگرچھ
 اندشده داده تطبیق خاکی ھایپشھ برای پژوھشگران توسط سازنده ھایشرکت

 شده  شدهاستخراج نوکلئیک اسیدھای کیفیت یا/و بازده افزایش باعث کھ ، [8]
شده کھ برای دیگر ھای اصلاححالی کھ سایر روشدر   ،  69] ، 9 ، [8 است
ھای خاکی مورد استفاده  توانند برای پشھاند نیز میھای بندپایان توسعھ یافتھرده

واکنش گیرند.  میتوکندریایی   PCR ھایقرار  کوچک  قطعات  کھ  شناسایی 
ھای استخراجی دھند، معمولاً با روشرا ھدف قرار می CytB) یا COI مانند(

قطعھکھ   زیادباعث  شدن  ھستندمی DNA قطعھ  سازگار   مقابل، در .شوند 
 Oxford مانند (NGS) بلند خوانش با جدید نسل یابیتوالی ھایتکنیک سایر

Nanopore و PacBio و شدن قطعھقطعھ میزان حداقل بھ DNA کیفیت با 
 (spin column) چرخشی  ستون بر مبتنی ھایاستخراج .دارند نیاز بالا

 کھ حالی در کنند، می تولید کیلوباز ۶۰ حدود تا ژنومی DNA قطعات معمولاً 
 .[77] کند ایجاد کیلوباز ۱۵۰ حدود تا قطعاتی  تواندمی کلروفرم-فنل استخراج

 و کندمی خلاصھ را خاکی پشھٴ  DNA استخراج مختلف  ھایتکنیک ۵ جدول
 است شده انجام حشرات این برای شناختیروش ھایتطبیق آیا کھ دھدمی نشان

 سازیآماده روش و نمونھ اندازهٴ  بھ زیرا اند، نشده داده نشان ھابازده .خیر یا
 ھایپشھ برای استخراج ھایپروتکل تطبیق بھ   »اصلاح «ستون .دارند بستگی
 .دارد اشاره کوچک بندپایان سایر یا خاکی

 تعداد مانند بگیرد،  نظر در  را معیار چندین باید استخراج روش انتخاب
 در .دستیپایین مراحل در استفاده مورد تکنیک و استخراج،  زمان ھا، نمونھ
 دارند،  نیاز بالا مولکولی وزن با ژنومی DNA بھ NGS ھایتکنیک کھ حالی

 مبتنی استاندارد کاربردھای برای توانندمی اینجا در شدهارائھ ھایروش تمامی
 استخراج ھایروش مطالعھ چندین این،  بر علاوه .شوند استفاده PCR بر

DNA ایموزه ھاینمونھ زی، خشکی کوچک بندپایان برای را غیرتخریبی 
 .63] ، 55 ، 28 ، 26 ، [19 اندکرده بررسی نرم بدن با بندپایان و شده، خشک
. 
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 Phlebotomus ariasi. شده  بال رنگ آمیزی 10.  تصویر
 
 

 .پشھ خاکیھا (gDNA) ژنومی DNA ھزینھ متوسط، کاربرد و تطبیق پروتکل برای استخراج .5جدول 
 

 
   

تخ��یب  6.4.2    استخراج غ�ی

 پشھ ویژهبھ بندپایان، مولکولی آنالیزھای در اصلی ھایچالش از یکی
 اغلب .است شناسیحشره ھایمجموعھ در ادغام برای ھانمونھ حفظ خاکیھا، 
 در و ھستند بافت   )خردسازی(کردن  ماکره نیازمند استخراج ھایپروتکل
 استخراج ھایروش حال،  این با .کنندمی مختل را اولیھ نمونھ حفظ نتیجھ، 

 ماده کھ اندشده طراحی ایگونھبھ غیرتخریبی صورتبھ نوکلئیک اسیدھای
 قابلیت بھ کھآن بدون کنند،  استخراج نمونھ بھ فیزیکی آسیب بدون را ژنتیکی
 .شود وارد لطمھ آن شناسیریخت ھایویژگی یا استفاده
 

 پشھ مانند محدود،  یا ارزشمند ھاینمونھ با کار در ویژهبھ ھاروش این
 آینده مطالعات برای ساختاری یکپارچگی حفظ کھ جایی دارند؛  اھمیت خاکیھا، 

 از یکی .است ضروری تشخیص یا مورفولوژی بندی، رده ھایزمینھ در
 حرکتبی خاکی  پشھ آن در کھ است غیرتخریبی حمام روش رایج،  ھایتکنیک

 .شوندمی ورغوطھ پروتئیناز حاوی لیز بافر در آرامیبھ و شده
 

 ویژهبھ ، ھا   خاکی پشھ برای موفقیت با نیز mild-vectolysis تکنیک
 ستون استاندارد کیت یک از  روش این .است رفتھ کاربھ تیپ،  ھاینمونھ

 شرکت از DNeasy Blood and Tissue کیت  اینجا، در (چرخشی
QIAGEN ، استخراج برای اصلاحاتی با   )آلمان DNA نمونھ  تخریب بدون 

 افزودن و لیز بافر حجم تنظیم جملھ از (شدهاصلاح لیز مراحل .کندمی استفاده
 در و کرده فراھم  را نوکلئیک اسیدھای آزادسازی امکان  ) انجماد مرحلھ یک
 .رساندمی حداقل بھ را شناسیریخت آسیب حال عین

 DNA HotSHOT استخراج کیت از استفاده ، ھا  خاکی پشھ مورد در
 را ھانمونھ پردازش و بوده ھزینھکم  و  سریع روشی کھ است پذیرامکان نیز

 برای کھ ایحشره ھاینمونھ .کندمی فراھم پایین ھزینھ و بالا سرعت با

 شستھ  استخراج از پس توانندمی اند، شده گرفتھ نظر در مورفولوژیک شناسایی
–مارک محلول با باید اندشده پردازش DNeasy کیت با کھ ھایینمونھ .شوند
 کیت با شدهپردازش ھاینمونھ کھحالی در شوند،  سازی شفاف آندره

HotSHOT تا ھستند شفاف کافی حدبھ  ً  شوند،  مونتاژ آبی محیط در مستقیما
ً  یا  با مطابق گیرند،  قرار رزینی محیط در دھیدراتاسیون از پس ترجیحا

 .مقالھ این در شدهارائھ پروتکل
 PCR مانند بعدی آنالیزھای برای تواندمی شدهاستخراج ژنتیکی ماده

 ھایروش  .گیرد قرار استفاده مورد خاص ژنتیکی نشانگرھای تکثیر جھت
  ژنتیکی ھایویژگی مطالعھ برای نوکلئیک اسیدھای غیرتخریبی استخراج

 
 .ھستند حیاتی بسیار زا، بیماری عوامل شناسایی  جملھ از ، ھا   خاکی  پشھ

 ارزشمندی ژنتیکی اطلاعات توانندمی پژوھشگران نمونھ،  یکپارچگی حفظ با
 نیز آینده تکمیلی مطالعات یا ھاتحلیل برای نمونھ کھ حالی در آورند،  دستبھ

  شودمی حفظ
 

        MALDI-Tof MS 6.5   
 

MALDI-Tof MS   )سنجی جرمی است کھ  یک تکنیک مبتنی بر طیف
   )اثر انگشت   (فرد  ھای پروتئینی منحصربھبرای شناسایی و تحلیل پروفایل

استنمونھ شده  طراحی  زیستی  بھ .ھای  روش  فزایندهاین  بھطور  عنوان  ای 
ابزاری مھم برای شناسایی بندپایان دارای اھمیت پزشکی و دامپزشکی شناختھ 

 .شودمی

ت جملھ این  از  خاکیھا،  پشھ  رشدی  مختلف  مراحل  شناسایی  در  کنیک 
مادهفرم در  منبع خون  تعیین  و ھمچنین  نابالغ  کارآمد ھای خونھای  خورده، 

گونھ تفکیک  در  و  و بوده  نگھداری  مختلف  شرایط  تحت  ماده  و  نر  ھای 
ھمچنین، این روش قدرت تفکیک  .ھموژنیزاسیون نیز موفق عمل کرده است

 .سطوح زیرجنس، گونھ و جمعیت داردبالایی در 

   سازگاری روش برای بندپایان کوچک کاربرد  ھزینھ  روش مورد استفاده 
  Spin column 2.5 – 3.55 US$ [39] PCR, NGS [9] 

  Phenol-chloroform  0.24 US$ [69] PCR, NGS [9] 

  HotSHOT  <0.01 US$ [69] PCR – 

  Salting out   0.12 US$ [69] PCR – 
  Chelex 0.02 US$ [41] PCR [41, 76] 
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MALDI-ToF کند  ھا را فراھم میامکان شناسایی سریع و دقیق گونھ
ھا ضروری کھ برای درک پراکنش، رفتار و نقش پشھ خاکیھا در انتقال بیماری

ھای پروتئینی، این روش نقش مھمی ھا بر اساس پروفایلبا تمایز گونھ .است
 .کندراھبردھای کنترل ناقلین ایفا میدر مطالعات اپیدمیولوژیک و 

با این حال، دو محدودیت اصلی وجود دارد کھ کاربرد روتین این تکنیک  
سنجی جرمی است کھ  نخست، دسترسی بھ تجھیزات طیف .کندرا محدود می 

آن تھیھ  و  دارند  بالایی  گونھھزینھ  برای شناسایی  پشھ خاکیھا  ھا صرفاً  ھای 
از امکانات  این محدودیت می .صرفھ نیستبھمقرون معمولاً   با استفاده  تواند 

 .موجود در مراکز پروتئومیکس یا تشخیص بالینی تا حدی برطرف شود
ھای داده  در پایگاه  ھا  خاکی  پشھھای مرجع  دومین محدودیت، کمبود داده

ھای عمومی است کھ منجر بھ نیاز بھ ایجاد بانک اطلاعاتی داخلی از طیف
نمونھم اساس  بر  قطعیرجع،  شناسایی  با  بررسی (ھایی  ترکیب  با  ترجیحاً 

انتظار   .شودمی   CytB)یا   COIمورفولوژیک و تعیین توالی ژنتیکی مانند  
دادهمی تدریجی  افزودن  با  مشکل  این  پایگاهرود  بھ  بینھا  مرجع  المللی  ھای 

 .برطرف شود
مدنظر باشد،   MALDI-ToFسازی پروتئینی با در صورتی کھ پروفایل

بھنمونھ ترجیحاً  باید  اتانول  ھا  در  یا  خشک  منجمد  گرید  ۷۰صورت  با   ٪
نگیرند قرار  محیط  دمای  معرض  در  و  شوند  نگھداری  نبود  .مولکولی  در 

شود از  سازی نمونھ، توصیھ میھای استاندارد جھانی برای آمادهدستورالعمل
 (TFA)استیک اسید  فلورو٪ تری۰٫۳٪ استونیتریل و  ۶۰محلول آبی شامل  

سیناپینیک اسید  میلیمیلی  ۳۰ (حاوی  بر  ماتریکس    )لیترگرم  تھیھ  برای 
MALDI-ToF طیف تا  شود  دادهاستفاده  با  حاصل  پروتئینی  ھای  ھای 

 .منتشرشده قابل مقایسھ باشند
 

 )7 تص��ر  MALDI-Tof MS (آمادە سازی نمونه برای
 

اند، ابتدا در دمای ھای حشرات کھ تحت شرایط مختلف نگھداری شدهنمونھ
سر و شکم  .شوندصورت ھواخشک خشک شده و سپس کالبدگشایی میاتاق بھ

شناسی کلیدی ھای ریختھایی از بدن کھ حاوی ویژگیشوند تا بخشجدا می
 دست آید ھستند برای مونتاژ روی لام و تحلیل مورفولوژیک بھ

 
می آنالیزتوراکس  برای  و   Maldi-Tofتواند  گیرد  قرار  استفاده  مورد 

باقی شودبخش  نگھداری  ای  ان  دی  استخراج  برای  شکم  از  برای   .مانده 
 ۱.۵ھای  صورت دستی در میکروتیوبسازی پروتئینی، توراکس بھپروفایل

حاوی  میلی محلول    ۱۰لیتری  از میکرولیتر  استفاده  با  ھموژنیزاسیون، 
 .شودھای ساینده، ھموژن میبارمصرف و گلولھیک   )پستل(  ھای خردکندستھ

قرار  بھ استفاده  مورد  ھموژنیزاسیون  محلول  نوع  دو  معمول،  طور 
 .۲۵استریل و اسید فرمیک ٪ آب مقطر :گیردمی

 
 

ی  7    نت�جه گ�ی
 

ھای مونتاژ پشھ خاکی ھا  مؤثرترین روشدر این مطالعھ، ھدف ما ارائھ  
منظور تسھیل شناسایی بھ پژوھشگران، متناسب با اھداف خاص تحقیقاتی بھ

ای وجود طور جھانی بھینھھیچ روش واحد و بھ .ھا بوددقیق و تشخیص پاتوژن
ندارد؛ بلکھ چندین روش مختلف در دسترس است کھ ھر یک دارای مزایا و 

 .ھستندھای خاص خود محدودیت
پیوست پروتکلدر  روشھا،  برای  دقیق  مورد  ھای  مونتاژ  مختلف  ھای 
ھا،  این پروتکل .سازی و شناسایی پشھ خاکی ھا ارائھ شده استاستفاده در آماده

گام و متناسب با  بھصورت گامھمراه با ویدئوھای آموزشی، مراحل کار را بھ
 .کنندعتمادی را تضمین میدھند و نتایج دقیق و قابل ااھداف مختلف شرح می

و   انتخاب  در  پژوھشگران  از  حمایت  ما  ھدف  جامع،  منبع  این  ارائھ  با 
مناسببھ تکنیککارگیری  اختصاصی  ترین  نیازھای  با  متناسب  مونتاژ  ھای 

 .ھا استآن
 

  و �شکر  تقدير 
 

نویسندگان از ریچارد لین و زوئی جی آدامز از موزه تاریخ طبیعی لندن،  
شان کھ کیفیت این مقالھ را بھ میزان قابل توجھی انگلستان، برای بررسی عالی
 .کنندافزایش داده است، تشکر می

 
 بودجه تحق�قایت 

 
آژانس از  برزیلیما  توسعھ  پرونده:   CNPq ھای  (شماره 

 (PDI 433/2025شماره پرونده:  ) Araucária ) و بنیاد404395/2024-4
 .کنیمقدردانی می AJA برای تأمین بودجھ تحقیقات

 
 اد منافع  تض

 
تاثیری بر روند بررسی و  ژروم دپاکیت بعنوان سردبیر این مجلھ ھیچ 

کنند  سایر نویسندگان اعلام می .مورد این مقالھ نداشتھ استگیری در  تصمیم
 .کھ ھیچ تضاد منافعی ندارند
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 مباین نظری بیوش�م�ایی   A :پیوست

این مطالعھ   این حال، مفھوم کلی  ھا  خاکی    پشھبندپایان مورد نظر در  ھستند. با 
آنمی شناسایی  کھ  یابد  تعمیم  نیز  رایج  بندپایان  سایر  بھ  اساس  تواند  بر  تنھا  ھا 

امکانویژگی داخلی  مورفولوژیک  بھ ھای  است.  اندامپذیر  برخی  اتفاقی،  ھای طور 
کند. ھا اطلاعات ارزشمندی فراھم می ولوژی آناند و مورفداخلی تا حدی کیتینھ شده

ھا تک و مجاری آن اھای غذایی، اسپرمبھ ھمین دلیل، مشاھده ساختارھایی مانند پمپ
 .ای دارداھمیت ویژه 

می انجام  مونتاژ  تا  حشره  تثبیت  از  کھ  مراحلی  تمامی  بر  در  کار  اساس  شود، 
اکسایشواکنش  است.  –ھای  از  کاھش (ردوکس) استوار  است کھ  این  اساسی  نکتھ 

 .اختلاط مواد کاھنده با مواد اکسیدکننده اجتناب شود
 

 الکل اتیلیک (اتانول)
ھای الکل تمایل گیرد. مولکولھای مختلفی مورد استفاده قرار می این ماده بھ روش

کنندگی دارند. با این حال، الکل با  بالایی بھ آب دارند و بنابراین خاصیت دھیدراتھ
تواند باعث تخریب اسیدھای نوکلئیک شود، پایین (یعنی حاوی آب زیاد) می   غلظت

 .ھا مضر استزیرا آب برای این مولکول
ھا نیز تنھا برای نگھداری، بلکھ برای تثبیت بافت قرار دادن حشرات در اتانول نھ

شناسی، دو مفھوم مھم مطرح است: سرعت نفوذ و سرعت  شود. در بافتانجام می
سرعت بھ عمق بافت نفوذ کرده و سپس  یک ماده نگھدارنده مناسب باید ابتدا بھتثبیت.  

اتانول   کند. برای  تثبیت  را  نفوذ حدود  ٪۹۶آن  است (در مقایسھ،    1.05، ضریب 
آبی   کرومات  ٪ دی 3و محلول    0.45٪ اسید پیکریک دارای ضریب  0.75محلول 

 .است)   1.45پتاسیم دارای ضریب 
شناسان امری رایج است، اما  رات در اتانول برای حشرهمدت حشنگھداری طولانی 

تواند باعث از دیدگاه سیتولوژی و ھیستولوژی، نگھداری طولانی در فیکساتور می
  ۱۰تر از  ھای قدیمی ھا عملاً غیرقابل استفاده شوند. بھ ھمین دلیل، نمونھشود نمونھ

 .سختی یا اصلاً قابل استفاده نیستندسال اغلب بھ 
شود  نسبت حجم فیکساتور بھ حجم نمونھ اھمیت دارد. در عمل، توصیھ می  ھمچنین

برابر حجم نمونھ باشد، اما برای میکروبندپایان، افزودن    ۶۰حجم فیکساتور حدود  
برابر حجم نمونھ از الکل کافی است. باید توجھ داشت کھ الکل با جذب آب    ۵تا    ۴

 .ھددتدریج قدرت خود را از دست میھا بھاز بافت 
 :گیرینتیجھ

است)؛  – ناسازگار  اکسیدکننده  مواد  با  (و  است  کاھنده  شیمیایی   اتانول یک عامل 
پروتئین – سریع  رسوب  دناتورهباعث  و  آنھا  می شدن   شود؛ھا 
می  – رسوب  را  گلیکوژن  و  کرده  حل  را  پیچیده  لیپیدھای   دھد؛برخی 
 .شودھا میشدن آنھا و سخت موجب انقباض شدید بافت –
 

 ھای قلیایی ھیدروکسید پتاسیم یا سدیممحلول
این محلولدر حشره  از  استفاده  پتاسیمشناسی،  بھ ھیدروکسید   (KOH) ھا عمدتاً 

 .محدود شده است
ھای مختلف وجود دارد و صورت محلول در غلظتبھ (NaOH) ھیدروکسید سدیم

این ماده پروتئینشدت رطوبت بھ لیپیدگیر است.  ھا را در فرآیند ھا را حل کرده و 
 .کندھای جامد تبدیل میشدن بھ صابونصابونی

گرم در دسترس   ۰٫۱ھای حدود صورت پلت معمولاً بھ (KOH) ھیدروکسید پتاسیم
محلول تھیھ  کھ  میاست  آسان  را  رقیق  در  ھای  پلت  مثال، حل یک  (برای   ۱کند 

بھایجاد می  ٪۱۰لیتر آب مقطر، محلول  میلی ماده نسبت  این  کمتر   NaOH کند). 
 .شدن استمستعد کربناتھ

آن تبدیل  از طریق  اسیدھای چرب  برای حل  قوی  بازھای  بھ صابوناین  ھای  ھا 
ھای ماده با بافت شوند. در برخی موارد (مثلاً در نمونھمحلول در آب استفاده می

د یا افزایش زمان تماس، فرآیند گرادرجھ سانتی  ۴۰–۳۵چربی زیاد)، افزایش دما بھ  
 .کندرا تسھیل می

 
 آندره–رنگ مارکمحلول اسیدی رنگی / محلول بی 

آندره از کلرال ھیدرات، اسید استیک و آب تشکیل شده و یک عامل  – محلول مارک
 :اکسیدکننده قوی است. این محلول

 
 KOH–  د؛ھای قلیایی رسوب کننکھ صابونکند بدون آناضافی را خنثی می 

 شود؛ شدن کیتین میبا اکسیدکردن ساختارھای کیتینی، باعث نرم –
 .کندھای معدنی را حل می برخی نمک  –

رنگ  صورت  می در  محلول  این  اسیدی،  فوکسین  با  ساختارھای آمیزی  بھ  تواند 
آمیزی کند. پس از این مرحلھ،  ھا را برای مشاھده بھتر رنگ کیتینی متصل شده و آن

 .شودانول انجام شده و فاز دھیدراتاسیون آغاز میشستشو فقط با ات
 :مزایا

 سازی بازھای اضافی خنثی –
 کردن کیتیننرم –
 افزایش وضوح ساختارھای کیتینی  –

 :معایب
آور است و باید تحت ھود شیمیایی و با رعایت مقررات  ای خواب کلرال ھیدرات ماده
 .ایمنی استفاده شود

 
 دھیدراتاسیونھای محلول

ھای ھای بسیار کوچک، نیازی بھ عبور از سری کامل اتانول با غلظتبرای نمونھ
اتانول    ٪۹۵،  ٪۹۰،  ٪۸۰تر، توالی  ھای بزرگ افزایشی نیست. در نمونھ و سپس 

و سپس اتانول مطلق   ٪۹۰ھای کوچک، استفاده از  شود. برای نمونھمطلق استفاده می 
 .کافی است 

 .اتانول مطلق تمایل بھ جذب آب از محیط دارد  باید توجھ داشت کھ
شد، اما امروزه  در گذشتھ، از کرئوزوت راش برای تکمیل دھیدراتاسیون استفاده می

چندحلقھ  آروماتیک  (ترکیبات  سمیت  دلیل  سرطانبھ  خاصیت  اثرات  ای)،  و  زایی 
 .شودمحیطی، استفاده از آن توصیھ نمیزیست 

از بھ استفاده  جایگزین،  اسانس  ®Euparalمحلول    عنوان  پیشنھاد  Euparal و 
  ٪۹۰ھایی کھ از حمام اتانول  ھا مناسب بوده و با نمونھشود کھ برای مونتاژ نمونھمی

 .اند، سازگاری خوبی داردعبور کرده
 

 های مورد استفادە ترک�ب مواد و معرف  :B پیوست

 ٪۱۰ھیدروکسید پتاسیم 
 گرم  ۱۰ھیدروکسید پتاسیم: 
 لیترمیلی ۱۰۰آب مقطر: تا حجم 

 محیط مونتاژ صمغ کلرال (محیط ھویر) 
 لیترمیلی  ۵۰آب مقطر: 

 گرم ۲۰۰کلرال ھیدرات: 
 گرم ۵۰صمغ عربی: 

 لیترمیلی  ۲۰گلیسرول: 
 آندره –محلول مارک

 گرم  ۴۰کلرال ھیدرات: 
 لیترمیلی  ۳۰اسید استیک گلاسیال: 

 لیترمیلی  ۳۰آب مقطر: 
 در آب مقطر ٪۱فوکسین اسیدی 

 گرم ۱پودر فوکسین اسیدی: 
 لیترمیلی  ۹۹آب مقطر: 

 شده با فوکسینآمیزیآندره رنگ–محلول مارک
 لیترمیلی  ۱۰آندره: –محلول مارک

 میکرولیتر ۵۰: ٪۱فوکسین 
 

پ� کانادا  ،  ®C: Euparal پیوست   ، سایر  بالزام  و  ال�ل  و�ن�ل 
 های مونتاژ مح�ط 

الکل پلی  :(PVA) وینیل 
آل است کھ مواد لازم برای دھیدراتاسیون کامل در دسترس نباشد. ماده زمانی ایدهاین  

شود. با این حال، این نوع مونتاژھا دارای معایبی معمولاً با لاکتوفنل آمان مخلوط می
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شدن در اثر اکسیداسیون فنول  دلیل تبخیر آب، یا سیاهبھ PVA شدن، تبلورمانند خشک
 .مدت مناسب استبرای مونتاژھای کوتاه ھستند. بنابراین، بیشتر

 :بالزامکانادا 
برای مونتاژ بین لام و لامل نیاز بھ دھیدراتاسیون کامل نمونھ دارد. استفاده از  

ھایی ایجاد  تواند محدودیتزایلن یا تولوئن در این روش بدون مشکل نیست و می
 .کند

 :Enecê محیط
 .یون کامل استبالزام ، نیازمند دھیدراتاسکانادا مانند 

 :ترکیب
 گرم ۲۲کولوُفونی سفید خالص:  –
 گرم ۱۲صمغ کوپال محلول در الکل:  –
 لیترمیلی  ۲۰الکل مطلق:  –
 گرم  ۱۰کافور:  –
 لیترمیلی ۱۰اسانس تربانتین:  –
 لیتر میلی ۲۶اوکالیپتول:  –

 :روش تھیھ
شود. سپس کولوُفونی  می ابتدا الکل مطلق و کافور در ظرفی (مثلاً ارلن) قرار داده  

شود، سپس شوند. ظرف بستھ شده و مخلوط تکان داده می و صمغ کوپال افزوده می
گردد (بدون جوشیدن). پس از حل کامل، اسانس  در حمام آب با دمای ملایم گرم می

می گرم صاف  حالت  در  مخلوط  و  افزوده  بھ تربانتین  اوکالیپتول  نھایت  در  شود. 
افزوده می افزایش ویسکوزیتھ، میشودمحلول  توان آن را با محلول . در صورت 

 .(الکل مطلق، کافور، تربانتین، اوکالیپتول) تنظیم کرد Enecê کنندهرقیق
Euparal®: 

 ۱۹۰۶آید و در سال  دست میبھ Tetraclinis articulataرزینی است کھ از درخت  
بھ  است،  پلیمریزاسیون  عدم  آن  اصلی  مزیت  شد.  نمونھکطوریمعرفی  ھای ھ 

الکل یا اسانسمونتاژشده را می این رزین   Euparal توان با  بازیابی کرد.  مجدداً 
 .نیز سازگار است  ٪۸۰(سانداراک) با اتانول 

 
 محلول غیر یونی Triton X-100 استفاده از

Triton X-100 شناسی سلولی و مولکولی یک شوینده غیر یونی رایج در زیست
 .رودکار می ای بھ کردن غشاھای سلولی و ھستھاست کھ برای نفوذپذیر 

اند، اغلب برای  ای کھ برای مدت طولانی در الکل نگھداری شده ھای حشرهنمونھ
می  دشوار  میکروسکوپی  عوامل  بررسی  از  استفاده  مشکل،  این  رفع  برای  شوند. 

 .ترکننده توصیھ شده است
 :)٪۰٫۵روش پیشنھادی (محلول 

 خشک با الکل مطلق سازی نمونھ آغشتھ  –
 وری کاملتا غوطھ) Triton X-100 )۰٫۵٪ افزودن محلول –
 دقیقھ  ۵مدت حدود نگھداری بھ  –
 KOH و جایگزینی با محلول Triton حذف محلول –
 ادامھ مراحل طبق پروتکل استاندارد –
 

 مرحله) بهبالزام (مرحله کانادا �ا   ®Euparal مونتاژ با :D پیوست
 :شرایط اولیھ

 .ھا باید کاملاً دھیدراتھ شوند (کدورت نشانھ دھیدراتاسیون ناقص است)نمونھ .۱
 .شودھای افزایشی اتانول انجام میدھیدراتاسیون با غلظت .۲
 .پذیر استکننده امکان انتقال از الکل مطلق بھ عامل شفاف .۳

 :مراحل
 ٪۷۰بالغ در اتانول ھای خاکی  پشھکالبدگشایی  .۱
 (پوشاندن با لامل) KOH ۱۰٪ اتانول و جایگزینی باحذف  .۲
 شدن نمونھ کردن تا شفافماکره  .۳
 KOH حذف .۴
 دقیقھ) ۴۵–۳۰شستشو با آب مقطر ( .۵
 دقیقھ) ۳۰تکرار شستشو با آب مقطر (حدود  .۶
 حذف آب  .۷

 ساعت ۲۴مدت آندره (در صورت نیاز رنگی) بھ–افزودن محلول مارک  .۸
 آندره –مارکحذف محلول  .۹

 دقیقھ) ۴۵–۳۰شستشو مجدد با آب مقطر ( .۱۰
 دقیقھ) ۳۰تکرار شستشو ( .۱۱
 حذف آب  .۱۲
 :و انجام کالبدگشایی نھایی ٪۷۰افزودن اتانول   .۱۳

 
 ھا از توراکس الف) برای سر و شکم، جداکردن ملایم آن

 داشتن توراکس توسط یک پنس و کشیدن درھا را با نگھب) برای توراکس، بال 
می  نیاز،  صورت  در  کنید.  جدا  دیگر  پنس  یک  با  زوائد  اتصال  برش محل  توان 

ساژیتال انجام داد و توراکس را بھ دو نیمھ چپ و راست تقسیم کرد، بستھ بھ نواحی 
 .موردنظر برای مطالعھ

انجام  صورت تدریجی از طریق سری محلول دھیدراتاسیون بھ .۱۴ اتانول  آبی  ھای 
 :شود
 .تا رسیدن بھ اتانول مطلق → ۹۵٪ → ۸۰٪ → ۵۰٪

دھیدراتھ   ٪۱۰۰دقیقھ، در اتانول    ۱۰مدت  ھا را با دو بار شستشو، ھر بار بھنمونھ .۱۵
 .کنید

دقیقھ در دمای اتاق در روغن    ۱۵مدت  ھا را بھاتانول را حذف کرده و نمونھ .۱۶
 .میخک قرار دھید

بالزام روی کانادا  یا   ®Euparal ھا را از روغن میخک بھ یک قطره ازنمونھ .۱۷
 .لام تمیز منتقل کنید

 :چیدمان نمونھ .۱۸
ھای ظریف یا پنس، توانند با استفاده از سوزن خاکی می  پشھسر، توراکس و شکم 

 .زیر میکروسکوپ استریو، کالبدگشایی شوند
دورسال) مونتاژ  -پشتی (ونترو–سر باید از بدن جدا شود تا در وضعیت شکمی

سری بھ سمت بالا قرار گیرد تا سیباریوم مستقیماً از  کھ سوراخ پس طوریگردد؛ بھ
 .شدطریق آن قابل مشاھده با

 .شودخاکی انجام می پشھکالبدگشایی در محیط مونتاژ 
 .نمونھ را رھا کنید تا سطح آن حالت چسبنده پیدا کند .۱۹
کانادا یک لامل تمیز را با اتانول مطلق مرطوب کرده و آن را با زاویھ روی   .۲۰

 .بالزام قرار دھید
 .کن) مخصوص نگھداری کنیدھا را در یک جعبھ خشک (خشک لام .۲۱
 


