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Tinme - Xota €l na alixléme dax6 dé dé 1ée & na w’azd gbon bo na 1€ s3 kpddéwu flebotomu 1ée toné d6 nui ji gbon é
wu, bo afadide éne do taji tawun nd & na d6 tunwun kanlin alokpa 1ée bo na 1¢ tunwun nii e no don azon wé lée é, lobo
nal¢ & ye d6 vo. E do x6 d6 wlenwin tenme tenme e sogbe x4 gle me kp6dé ntigbéjéten kpé lée é ji. Alixlémewema 5
hen niikpldme lyengbe lyengbe 1¢¢ ji d6 lee e no cyén flebotomu lée gbon é, lee € no w'azd dé ye ji gbon €, lee € na s
ni nd ye gbon é, kpo lee & na hu ye gbon é kpo wu (& no kpldn me do & ni hen ye do6 te d6 xixd ji alo CO2 é ni ma zan
plodwi 6) gd ni wlenwin e & na zan dé hen ye d'ayi €, di € ni hen ye d6 fifd me, bo 1¢ hen ye d6 éthanol me. NU s nd
wujonu dé lée (avadoxwé, ta kpddo awa 1ée kpd) do taji nd & na kpdn ye ganji dd niigbejenime me, bo & tinme 0 wema
elo me. Xota 3 1€ x1¢ lee & no w'azd d6 kpondéwti 1ée wu gbon € cédécédé, dota ji 3 lee é no wé ye gbon kpddé hydroxydu
potassium kpddé sin Marc-André ton kpan e. Wlenwin nt s3 d6 nu ji tno no jlé fi vovo lée dé yedée wu, bo no tedé
niwukpikpé nukinme ton yeton lée kpodé nuwukpikpé e ye d6 bo na hen nii 1ée d6 te € kpo ji. Hoyer sin sin (& no 1¢
ylo do gomu chloralu) we € no kpldn me do € ni yawu zan d6 kpdn nti, do taji o, nd spermatéku, d6 € no kdn wutu, so
lee & na hen nd hwenu gegé a. Nu devo e ji & do x6 do 1ée € we nyi ahan syensyen polyvinyl ton, Euparal® (d6 sin gege
nd yi ji d), kpodo balsamu Canada ton kpo (noten e no gba do hydrocarbur me 1é€), bo we gudo ton ene lée no na

nitwukpikpé bo & na hen nit 1é€ d6 te ni hwenu gegé. E 1¢ do x6 d6 wlenwin yoy3 e & no zdn dé kpldn nii d6 nii e nlidogbe
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lé¢ sin wujo nd kpé ji, di ADN sin mima kp6dé MALDI-ToF kpd, ee byo do & ni 83 ayi d6 niijledontiwu 1ée ji tawun é
jid6 w'azd. G na 3, € no na ye klewun klewun ee x1¢ wlenwin vovo e € no zan dé jla nu 46 1ée €, bo no 1¢ lile d6 gbe
vovo 33 me lée é, bo ene no zdn bo alixlémewema 9 no kpé hudo vovo e nlinywe xwitixwitizdwatd gbe 3 ton 1ée do
nukdun lée é wu

Xégbe taji lée : Nt sisd lamu lée ton, flebotomu, sin Hoyer ton, sin Marc-André ton, jé kloral ton, ahan polyvinyl ton,
Euparal®, Balsamu Canada ton, Leishmania s3 dé vo, ninome gle me ton lé¢, kiinfifa, ni finfén, ntikldn d6 ntidogbe lée
ji, MALDI-ToF, Nujledontiwu alokpa lée

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.

Introduction

Flebotomu 1é¢ nyf jexli kpevi kpevi e 0 Psychodidae sin
xwédo me lée é, xwédo kpevi phlebotommiae ton e me, &
hen kanlin alokpa 1 063 de € [21]. Ye nyf nt taji e no hen
azon wa lée é (Leishmania, arbovirus, kpéd6 Bartonella
kpd) bo no don azon e € no ylo do leishmaniasis, arbovirus
sin azon lée, kpddo bartonellose kp6 wa lée é. Nt taji e ji ¢
no jinjon bo no tunwun ye é we nyi do ¢ ni gbéjé nu kpevi
kpevi 1ée kpdn cédécédé, bo € no x0 ye kplé ganji, b6 e nd
byd do é ni to lamu lé¢ ganji. Kéndide ene byo wlenwin taji
de 1é¢, bo dokpd dokpo d6 1& ton lée kpdd6 dogbd ton lée
kpé. Flebotomu mex6 l1ée tunwuntunwun jinjon wujond ye
ton wexo ton 1é¢ ji (di, zovi, be, avadonu quiinnd lé¢ ton) kpo
ni e 40 xome lée é kpo ji (di, gld, cibarium, kp6dé
spermateku kp6). Nu lée finfén kpdé dide ye dévo kpé nd
hen ye kpinkpdn boyu o, bo éne no z3n bo & no tunwun ye
ganji. Gbonvo ni zandukpo 1é¢ kp6 jexli 1ée kp6 5 ne wu o,
phlebotomu Iée d6 nd nyi sisd d6 lamu kp6dé lamu kpevi 1ée
kp6 tentin cobo & na tunwin ye. Kaka je xwe 1980 1ée me
o, nu kpevi kpevi 1ée kpinkpon we nyi wlenwin dokpo e &
sixu zén d6 tunwun flebotomu Ié¢ é, bo é kpé O wlenwin e
¢ 1o zan hugan do égbé é nyi we. Ene wu 9, lee ¢ de wlenwin

3 kpo niisiso ton kp6 gbon € bokun tawun, bo 1€ jinjon nii we
ji tawun : do alo dokpo me 5, & nit 3 sisd d6 nii ji no zdn bo
¢ no hen nli 5 d6 te nd hwenu gegé, bo do alo devo go d me
5, & nit $3d6 nit ji e ya e ni kéndide no zdn bo & no hen nti o
do te ni hwenu gegé 4. Di kpdndéwd o, nli s5 d6 ni ji
gudogudo ton 3 d6 balsamu Canada ton é no du hwenu, bo
no byo do € ni d¢ sin sin ni e & kpdn 1ée é me bi mlémlé. G
na , nii e &€ no mo do ni ene me é no nyd hugin hwebinu
bonu & na dé6 sixu kpdn spermatéku 1é¢ bo é na bowii 4. E do
m3 ¢6, enyi & s5 nit d6 nii e me sin d¢ é dé me (kpdndéw 3,
sin Hoyer ton) 3, é no yawu bo no z3n bo & no mo spermatéku
e no kdn lée € ganji, amd, é no zdn bo € no hen nit e & s5 46
ni ji 1ée é 6 te nd hwenu gegé &, d6 € no jl6 na yi sin sin
johon me. Nt e & sixu wa é dokpd we nyi do € ni s lamu d6
st dide 3 na, enyi € ko xt bi mlémlé 5 ne. N ene e & 85 d’ayi
bo na dé dyo nu € kpé do te kaka je égbé, bo no wa nli d6
zinzin dé wlenwin e & na s 6 nti ji € wu. Sin xwe 1980 lée
me 3, nlikpldnme dé tunwin Flebotomu 1ée ny{ x0 nti e & no
ylo do morphologii kpdé biochimii kpé € kplé. Nukonton o
we nyi do € ni gbéjé akan glagld sin xdxd lée kpdn, bo &
yawu dyo ye kp6dé wlenwin niidogbe 1é¢ ton lée kpé (é we
nyi do, hldnhldn nina ma xwédé nide ADN wume-
tenmetenmeno ton (RAPD), wume-tenmetenme ga ton nd nu
e fén d6 vo e l1ée (RFLP), ADN dide q’ayi, kpodo dide q’ay{
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gbon Sanger sin wlenwin 3 gblame, g5 nd dide d’ayi e bo
d’ewu é (sequecing-NGS). Egbé 3, & no s5 gb ni wlenwin
kédide nuvindvi 1ée ton gbon wlenwin proteomiku 1ée di
MALDI-ToF gblame. E dd m3 ¢6, & sixu blé bo & na mo nit
je nit e no don azon w4 lée é wu gbon PCR (Leishmania,
Trypanosoma, Bartonella, kpo Phlebovirus kpo) gblame, dé
& sixu mo ye bi gbon PCR e no w4 vivonu € kpddé ee no nyi
hwenu jo hwenu é kpé gblame, bo nobyodo e nijlante e
s d’ayi lée € d6 [,3]. G5 nui nu agbaza ton e & no zdn o aca
me bo no d¢ kanlin 1ée d6 vo é 3, & sixu 1¢ zdn wlenwin
agbaza ton devo lée (é we nyi do, wing geomorphométrie).
E do m3 c6, & d6 na hen nti e me e wlan wema 5 1ée é mo
kpdn d6 ayi me, bo nit e gbé nya we € d¢ é we nyi do & ni na
alixléme e sogbe lée é d6 lee & na s) flebotomu mexomo e
no nyi phlebotomu 1é¢ é d6 bo na 1¢ wa nii x4 ye gbon é wu,
bo na dé sixu gbéjé nit Iée kpdn ganji.

Hudo e & 46 bo na gbéjé nti dé 1ée kpdn é (kpdndéwd 5,
ninywe xwitixwiti sin nii 1ée ald MALDI-ToF) byo do € ni
hen flebotomu 3 sin akpdxwé dé d’ayi, bo € ma do dandan
nu & na tutin lee é ci é &, bo no ted¢ hudo e & 6 bo na sd tuto
dé 1ee é ji.

Do xota elo me 3, mi sd ayi 6 wlenwin e & no zdn dé dé
anesthesie kpddé nutifinfén kpé nd flebotomu e & wli do gbe
Tablo 1. X6kwin e se sin xwe na lée.

lée € ji, lee & no hen ye 46 € kpddé lee & no sd ye d6 nu ji
gbon € kpd ji, bo na d6 yawu tunwun ye ald hen ye d6 te nu
hwenu gegé bo ene na zdn bo & na kpldn nii 0 nukonme.

Nujenukon ton: N e & na gbéjé kpdn d6 ayijayi kpo sén
1ée kpo wu lé¢ € d6 na sogbe x4 wema e kinkpla ayijayi lée
é (SDS).

E {6 na zén plodwi e do alixlémewena elo me Iée é bi o
ninome ayijayi ton syensyen lée gld. Wédegbé lanme na no
ganji kpddé ayijayi kpd ton e 0 dobantintiten lée é do
gbesisome bo na na we nil e kiinkpld awovind e nil ene lée
no don wd 1é¢ é kede 4, 109, ye na 1¢ na we lee & na kpé nukiin
dé6 ye wu gbon € kp6do lee & na bé nit kwijikwiji 1é€ gbon é
kp6. Am3, é do dandan do & ni xwedd wlenxi e kinkpla lee
¢ na zén ye gbon é kpddé lee & na bé ye nyi gbé gbon é kpd
é. E do taji ni wemadzantd dokpé dokp6 do & ni xwédé walo
dagbe ntigbeje kpdn ton 1ée do 1é€ bi bo 1€ xwed6 sén kp6do
tuto e do tO yeton ald tutoblonunu dobantinil ton me lée é
kpo. Pevo 3, & no kpé nukin dé nii e no hen nit gblé dé me
wu lée (plodwi) é dé lée, ald nit e O ye me lée é wu (€ we
nyi do, chloral hydrate) do to dé Iée me. E s5 x6kwin e se sin
xwe na lée 0 alonuwema elo me 1ée é sin wéma dé d6 Tablo
1 me.

BME Honsuhonsu basal kpevi

CDC Ten e me & no kpé nukiin d6 azon 1ée wu deé é kpddo ee no sdnti dayi nd azon lée é kpo
CMCP Kanf3lu monoklorofenolu

CMR N e no don kanséezon wé é, nii e no dyo nti é, nii e no vd nii gblé dé me wu é
COI Wenhennu akpaxwé kpevi nukon ton protéine ¢ ton e no gba e

CytB Wenhennd protéine b ton

DNA N e no hen nti gble do wu ni me déoxyribonucléiques ton

ELISA Nt e no di xwi x4 azon é ténkpdn e cd kan x4 enzyme é

EtOH Etanolu

M199 199 do tentin

MALDI-ToF MS Laser e no hen nt gblé dé me wu é/ionization hwenu e ¢ no j’ayi € sin spectrométrie
MEM Xdéjlawema taji kpevi bi 3

NGS Jijime yoyo e bo d'ewu € sin tutome

NNN Novi-MacNeal-Nicolle sin tenme

PCR Nuwiwa polymérase ton

Lao PDR Togun to we no s gan to we no du gan ton kpaa Lao ton

PNOC Wenhenni peptide taglome ton

qPCR PCR dax6 (PCR hwenu jo hwenu)

RAPD ADN e 0 alokpa gegé € e ¢ jlado qo jlé ji é

RFLP E d6 alokpa gegé é gaga fénnd dé ton

RI Xokwin kpevi kpevi le sin wéma

RNA Asidu ribonucléiques

RNases Ribonukleaz

RNASS N e no zdn bo ARN no note é

RT-PCR PCR e no wlan nit d6 wema ji é

TFA Asidu trifluoroacétiques
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1. Flebotomu leg wliwli

E sixu wli flebotomu mexomo lée kplé gbede gbede ald
kiakd ton gbon wlenwin vovo lée gblame di CDC sin mo e
no hen weziza lée é, mo e no t€ ni 1é¢ €, kpddo ntigbonnu lée
e no zdn mo Shannon ton lée, ald gbojeten ye t on e do
ayikidngban 3 ji lée é me (kpondéwii 3, kanlin lée sin kp6
me). Wlenwin ene 1ée we nyi do & ni 3 mo 1ée 46 fi e jexa
lée é, bo don flebotomu lée kp6dé weziza ald nu devo e no
don me Iée é kp6 (CO2 ald nit e no don me 1é¢ é), lobo x0 ye
kplé bo na d6 gbéjé ye kpdn d’eji, lee & tinme gbon dd wema
gege me é [2, 3, 32, 36, 49].

Enyi ¢ wliwl{ flebotomu gbeede 1é€ no zdn bo & no zén nii e
do do 1é¢ € bi, 103 e ku 1é¢ é kplékplé no zdn bo & no sixd de
Leishmania ald azonkwin sin atinkwin lée d6 vo 4. Wlenwin
e & no zdn dé wli nu 1ée é ¢¢ Ié¢, di wema e & no t€ d6 nli wu
lée é no zdn bo € no hen nli wujont de 1é€ b (zovi, bg, awa,
alo afo) hwehwe. G na 3, wema e & s ami d6 bl6 na lée é
no té dé flebotomu 1ée wu, bo & d6 na de ye sfin do az3 5 sin
bibéme, bo hwehwe 3, & no zén ceju 15 sin dé k1 do éthanol
kpodo éther diéthyl kpd e € x0 kplé € me do akpaxwé dokp6
3 lée me.

2. é n2 z3n bo kpindéwa le no ku

Enyi & x0 flebotomu e do gbe 1ée € kplé gudo 3, & d6 na hu
ye. Kp6d6 wlenwin nilixixa ton dé lée kp6 (kpondéwi 9,
wema e no t€ 1ée é, CDC sin mo wezizano e me & sd gannu
e me nusisd sin ni ald éthanol de é dé do é) flebotomu lée
no ki azon dokp6 hwenu e & x0 ye kplé é. E sixu zdn niinywe
xwitixwiti sin nii 1ée d6 me dédee & x0 kplé tlolo d6 éthanol
me 1ée € ji, bo 1¢ zdn ye d6 me devo lé¢ ji, enyi & hen ye do
éthanol me b’e na yéa lee é nyd bl gbon é 5 ne. AmJ,
wlenwin mehuhu ton ene lée d& no na gbe bo & no zédn
MALDI-ToF dé wa nu dé nuvinavi lée wu §. G5 na 9,
wlenwin mehuhu ton dé 1é¢ sixu zinzin dé bo ninome agbaza
ton dé 1é¢ ji. Ene wu o, é d0 taji do € ni zdn nli e no hu me é
dé bo na d6 tunwun 1 ganji alo e hen d6 fi dé nd hwenu gegé
di kpdndéwa taji ton 1ée dohun (é we nyi do, kpondéwi e &
hen d’ayi bo na d6 sixu kpdn alo jlé ye d6 yedée wu do
sogudo lée é). N e no hen nti gblé dé6 me wu lée (plodwi) é
di éthyl acétate, éther éthyl, tétrachloroéthane kp6dé
chloroforme kp6 sixu byo avokanfiin me, bo na s5 dé nit e
me & no yi flebotomu lée dé é dé me, bo na dé hu ye. E d6
na kpé nukin dé ni e no hu me lée € wu ganji, bo na xwedd
alidentime e me e bld ye € d6 adi e ye no hen wu. Amd, mi
no kplon me do € ni zén klorofomu dé hu flebotomu 1é¢ &,
d6 do nti e mi mo kpdn 1ée é me o, é no sogbe x4 nitkplonme
niidogbe 1é¢ ton e no nyi molekwilu é ganji 4. D6 nil ene lée
bi no hen nti gblé dé me wu, bo & no 1€ x0 nit kpdn d6 lee ye
sogbe gbon bo na gbéjé nii e 6 mo 5 me lée é kpdn é wu 93,
¢ no gbé do & ni ma zdn nu ene lée 6. Wlenwin e & no zén
hugan, bo no hen dide, ADN alo proteine 1ée d6 te é we ny{
do & no hen nii lée d6 te xiixi ton. E d6 na hen nii e & kpn
lée é d¢ fifa nd hwenu gegé cobo € na bl bo ye na ki atli bi

mlémlé &, amd, é 6 na nyi md kaka bo ye na (i) xu, alo (ii)
na hen nui gblé d6 lee Leishmania sixu no gbé gbon é wu 4,
enyi linlin 9 we nyf do € ni d¢ ye d6 vo gbede sin adogbo
flebotomu ton 1ée me 3 né. Ene wu 3, mi byo do & ni blé bo
ye na no niifand me nd ceju 15 je 20 dd -20°C, bo na no kpn
ye hwehwe bo na d6 tunwun do ye ki t6 kpowun, bo ma ka
na hu ntivinivi Leishmania ton 1é¢ a.

Enyi &€ ma d6 nufand dé & 3, & sixu hu nivindvi lée gbon
CO2 gblame. B0 ninome gle ton e me ¢ ma sixu zdn CO2
sin kdfu lée de a 1ée é me 9, € hen 5 e na hu kpdndéwi lée
gbon CO2 sin kdfu ajdwiwa ton kpevi kpevi e € no zdn do
‘Soda siphons’ (ahan syensyen 1é¢) me é gblame, am3, & sixu
do6 gbé hinhen ye gbon johonme. N gudogudo ton e & sixu
wa é we nyi do & sixu hu nuvinivi lée gbon azo glagld me
nino gblame. E no wli flebotomu lée gbede gbede do mo
CDC ton dé me, bo no x0 ye kplé kpddé ntigbonnu kpd, bo
no hen ye dé kafu 5 me, lobo no s3 ye d6 azs glagld e no hu
ye do ceju klewun dé me é me. Wlenwin ene nyd zén do
ninome gle ton 1é€ bi me, € na bo tle nyi o ninome e vewl
bo & na d¢ medé 4o vo lée é me 5 ne. Am3, d6 azo glagld no
g5 kdfu 5 me wutu 3, & sixu zdn dé x0 flebotomu e do gbé
1é¢ é kplé bo 1¢ kpé nukiin d6 ye wu 0 nukonme &, e nyi &
ma k13 ye ganji 4 5 ne. E dd m3 c6, & sixu kpé o niigbonnu
dokpo 5 e & ma ko sla wit na & é zdn we bo na dé hu
flebotomu e 0 mo devo lée me 1ée é, bo na d6 hen nu lée 6
te. E 1¢ do dandan do & ni kp5n do & ko dé nii e & kpdn Iée é
bi sin niigbonnu 5 me a ji. Wlenwin ene lée sogbe x4 lee &
no d¢ Leishmania d6 vo gbon xome dide tn gblame é.

3. Hinhen kp3ndéw l€€ d6 te coba wa az3 dé
ye ji

Wlenwin taji ene we € no zéan d6 hen nii lée d6 te cobo & no
wa dé ye ji:

3.1. Hinhen do fifame

Wlenwin ene ny) hugin bo & na zén do -20°C abi e jl6 me 3
do -80°C. E no z4n wlenwin niihinhénten ton ene lée din hi
lee & no hen nii d6 azote sin men gbon. PO ninome 1é¢ bi me
5, € d6 na yawu blé nit e & no ylo do cryopreservation é
hwenu e & ko blo bo kpdndéwu lé¢ ko ku atli e. NU hen d6
nufdnime 5 no wa dagbe bo no hen nlivindvi lée glebu, g
nd ARN, ADN kp6do6 proteine 1ée kpé dé mimé ji bi mlémlé
do hwenu e & na hen nti 5 6 € bi me é. Lod, azotu sin sixu
hen awa lég, afo 1ée, alovi 1ée kpo hiinvi 1ée kpo gblé, bo
hwehwe 3, é no sen ye, bo no 1€ d¢ nu taji e do agbaza 5 wu
l¢¢ € sfin hwedelenu. Nii e € no hen d6 ntifanu xdxd me é no
ddya nd nuvindvi 1ée somd &, amd, é nyd bo nu e na dé hen
agbaza yeton sin wilijond e ma syen som3 4 1ée € 46 te 4. Nu
taji 3 we nyf do hwenu e & na o xtxu we é 3, awa lée, zovi
lég, alovi 1€, alo afo 1ée sixu té d6 gannu lée wu bo é w4 fén.
Am3, & sixu hen nt 1ée d6 fifd me hwebinu do gle 1ée me 4,
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d6 € nd byo do € ni d6 nutifand dé ald nii e me & no bé azotu
sin sin d6 é dé. Nii hen d6 fifime 5 sogbe bi mlémlé x4 nti e
no don azon wé lée é dide gbon wlenwi niividogbe ton
gblame, é 0 mJ cd, & no hen nil e no hen nit gblé d6 me wu
1ée é d6 kpd bo no 1€ dg ye d6 vo, é O m3 ¢, nutidide kpddé
niide d6 vovo kpd azonkwi ARN lée ton no byd nii hen dé
fifd ji do -80°C alo do azotu sinno me, ni hen dé te nd hwenu
gegé. M3 dokp6 3, kpdndéw lée do fifame é no zon bo & no
de Leishmania d6 vo gbon xomenu dide gblame a, afi nd ¢
nylo flebotomu lée d6 azizont 5 me je nukon, bo wé nyld ye
dé azotu sinno 9 me (do gannu e & sd d6 kdfu me lée é me),
bo no jl¢ lee & no hen Leishmania d6 te do johonti me gbon
é.

3.2. NU hen d'ayi d6 ahan me (éthanol al6 ahan isopropyl)

E we ny{ wlenwin e & no zdn hugin bo no hen flebotmu lée
d'ayi e. E bowii bo & na zdn do gle me, é na bo tle nyi do
ninome vewl lée me bo & ma d6 nigbéjéten dé & 5 ne. Nu
hen d6é ahan me nyd tawun nd nikplonme dé agbaza sin
wljonu lée (awa lée, afo 1ée, zovi l€g, ald alovi 1é€) no kpd
do m3, enyi johon e no tdn sin nii 5 me é d¢ ma do nii e & no
hen d’ayi é me 4 3 ne. Ene wu 9, e byo do € ni s avokanfiin
kpevi dé do st tuto 3 na, bo na dé d¢ johon e do ji ton € bi
sfin, lobo na 1¢ s3 wuntun dé d6 avokanfin 5 ji (dide 1g5 9).
Ahan syensyen 3 kp6 do nti dindon nyi we. Do kpaa me 3, &
no kpldn me do & ni ma hen nii e 4o 70% me 6 [45, 66]. E
syen lée é no hen ADN (6 te ganji bo no 1¢ no ayi nd hwenu
gegé, amd, é no zdn bo nit e € kpdn 1ée é no fén bo no 1€ zon
ni nitkplénkpln d6 lee ye ci é wu. Ethanol 96% (azeotrope
mixture) zinzan no zdn bo & no hen nii 1ée d6 te o hwenu
gege, do taji 9, do fi e johon no ja d¢ 1ée € di t0 e me johon
no ja de lée é, é do md cb, € no bokun hwehwe bo & na mo
éthanol 95% 4. E na bo nyi nii debti we é na bo nyi 5, ADN
no hen ganji do éthanol me (€ o md cd, € no w’azd ganji hd
wlenwin nufifd ton lée, do taji 9, nd wlenwin molekwilu
NGS-type ton l¢¢). Plotéinu 1ée no syen somd &, do taji 3, nd
ploteomiques, di MALDI-ToF sin niwiwa 1ée dohun. E sixu
kp6 do flebotomu e & hen d6 ahan me nd sun yoywe dé lée é
tunwun we do lee ye ci é linu, am3, & sixu bl6 bo &€ na mo nu
je nii e & no ylo do ploteinu é wu do nii ene lée me 4. E sixu
hen nit e & kpdn é d6 ahan ald fi e xd d¢ é ganji, enyi & 1€ hen
nit e & kpdn € 46 -20°C ji 3 ne. Fifd o -20 °C no zdn bo & no
hen nit 1é¢ d6 te (kpdndéwi 3, acide nucléique) bo no hen nit
gblé é didekpo gblame, bo no 1€ na & devo dé me e no hen
ni 1ée d6 te é gbon nl e no hen nii gblé d6 me wu lée é
didekpo gblame o hwenu e do yiyi we é me, € na bo tle ny{
do nil e é no wa d6 nti 1ée wu € hwe hd nil € é no wa d6 nil
1ée wu é. E sixu I¢ zdn nil e & hen 6 éthanol me é d6 tunwiin
azonkwin ADN kpo ARN kpo ton hwenu e ¢ do éthanol zan
we d0 70% md me nd hwenu, bo é ma no bl sun yoywe dé
4 é. G) na 9, ahan isopropyl sixu bokun bo & na mo do to dé
1ée me, bo na 1¢ hen ADN d6 te, am3, é no zdn bo nit e & kpdn
1¢¢ é no syen. E no fy? éthanol dohun &, ene wu 3, & sixu hen
yi fi devo bo é na bowil. Enyi € byo m3 9, € sixu s3 flebotomu

e & hen d6 azotu sin me ald e xid 1ée é d ahan me, bo md me
3, & na x0 nl nyanya e 0 wlenwin we lée me é kplé.
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=
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Pide 1g3 3. flebotomu e & hen d6 éthanol me 1é€ é.
3.3. Nuihen d0 te d6 ARN sin sin me é (RNASS)

E no ene e no dé nil ji é do fi gégé, é no hen nii gblé dé me
wu &, bo & blé b’e no hen ARN (6 te bo no 1€ cyon alo wujonu
y3ys lée. E no yawu by kpddéwu lée me gbon ace hu nu
RNases (enzymu e no hen ARN gblé 1é¢ €), bo m3d me o, é
no blé bo ARN no gblé &, bo & s3 no d6 hudo hinhebé dé fifd
me &. Nut e ¢ no hen d6 RNASS me € no w’az3 ganji d6 hen
wujond 1éeblée ye de gbon e, bo na d6 gbéjé 1ée ye de gbon
d'ayi e kpdn. Hwenu e & blé bo RNASS ny3 hugan nd ARN
sin hlonhlon hid do € ni hen d6 te é 3, nti e & no hen d6 hwenu
klewun d¢ je hwenu klewun dé me € no hen bunino e do
tutoblonunu 5 me é d6 te ganji. RNASS no z3n bo & no hen
nit e & kpdn lée é 6 xome sin fifa ji kaka nd azdn 7, do 4°C
ji nd aklunozdn gblame gegé, alo do -20°C/-80°C ji bo na
dé sixu hen ye d6 te nd hwenu gegé. Wlenwin ene xo akwe
tawun do az3 e & no wa do gle me 1ée é ald do dotéoxwé lée
me fi e & fifd ma de 4 é. Hwehwe 3, cobonu & na ¢ ARN ton
2, é no byo do € ni ¢ nti e & kpdn 1é€ € sin ni e & no zédn d6
gbéjé ni kpdn é me, bo wa nli x4 ye sogbe x4 tuto e & s
d’ayi lée é.

3.4. Nuihen d0 te do johan nu yaya dé xuxu ji.

Wlenwin x6x6 dé we nyi ene, bo enyi & zdn dé nti e & s d6
ni ji é dé ji 3, € d6 nli nyanya dax6 do wujoni e ma syen
som3 & lée hinhen d6 te me, afo 1ég, hiin 1ée kpo alovi lée
kpo. E dd m3 c6, niikplénme proteominu ton e & zdn
MALDI-ToF d6 bl6 lée é kp6 dd nli wa we, enyi € bl6 bo &
de sin sin agbaza me hwenu e € s3 nti e no xd nti é dé d6 te
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¢ 5 ne. Do vogbingbon me 3, nil gbéjé kpdn molekwilu e no
sd ayi d6 ADN ji lée € kpd O vewl we bo & na wa do
kpdndéwi ene 1é¢ ji, d6 hwehwe 5, ADN 3 kp6 do finfén we
bo 1ée dd didekpo we, ene we nyi do nu gbéjé kpdn kpd do
wive we hi kpdndéwu yoy3d 1ée ald ee & hen d6 fifd ji lée é,
do taji 9, nd genomes nucléaire 1é¢. E qo m3 c6, & sixu zdn
wlenwin yoy3 1ée di museomics d6 kpdndéwi alokpa ene ji
[34]. Ene wu 3, & no kpldn me do € ni zdn wlenwin nithénten
ton ene 4, afi nd & ma mo wlenwin devo 4 4 ne. E sixu xo0
kplé x4 nii e & no hen d6 fifd me é gbon tuto 1é¢ dido do fifa
dé me do -20°C alo -80°C ji gblame. Tagba taji  we nyi do
¢ ni kpéwii bo sd nl e & kpdn lée € ald agbaza sin wiijond e
d0 dandan bo & na tunwun ye lé¢ € 0 ten e jexa é me. Bo na
do kpé ene wu 3, € dO taji do € ni v sin na ye. E byd do e ni
zan Triton X-100 sin. Ganxixo e & no v3 sin na me é no gbon
vo sin ganxixo klewun d¢ yi ji je azan gegé ji, bo € no do
nukin kpé d6 wi ton we ganji hwehwe. Enyi & v9 sin nd ni
e & kpdn lée € bi mlémlé gudo 3, & d6 na k1 ye o sin vovo
aton me.

er

3.5. NUhen do te do wema e ji € no xo nii dé é ji é

Nt taji e 0 wema e ji & no x0 nti d6 € ji ton 1ée me é we ny{
do ADN génomique 5 no no ayi ni hwenu gegé do agbaza 5
bi sin kpdndewu e ma ko syen &, (agbazam blebu abi hun) e
¢ hen do fifa ji 1ée ¢ me. Wema e ji € no x0 nit d6 é bo d6
ninome kati kpevi ton, bo ene no zdn bo & no hen
nitjledontiwu gege d6 gnavisin fifa me. E no s nil e no hen
ni gblé lée é d6 wema fitlu ton 5 me, bo md me 3, & s5 no
kpdn kpindéwii 1ée d6 mo nti e no hen nit gblé d6 me wu é
dé 4. Ene no z3n bo € no hen nti e & kpdn lée é bo no 1€ hen
yi fi devo lée, bo no 1€ hen nii e & kpdn 1ée é 6 mimé ji &
[68].

4. Pide wujoni Kpddewu 3 ton lee

Gbon vo nd nivindvi gegé devo lée & no tunwiin gbon nli e
do agbaza ye ton tu bo ¢ sixu mo do nuvinivi dokpo dokpo
e & té do tuto ji 1ée é gblame 3, flebotomu 1é€ no byos do & ni
de wujoni ye ton 1ée ye bo 1€ s3 ye 6 nti ji bo na d6 kpldn

nu d6 agbaza yeton wu, bo na dé tunwun niivindv{ alokpa
ye nyi e ganji. Wlénwin debii € s3 bo na dé sonti na abi bo
1€ ye s3 d6 lamu ji é 3, & no zdn wlenwin wunjoni dide ton
dokpé 3 (dide 2 & 3)
(https://zenodo.org/records/18198006).

Triton X100 zinzan: sin e ma nyi ioniki a é

Do ayi wu do nti d5 s5 d6 nit ji 5 kinkpld kpddewu & wli
yoyd lée é ald e & hen q’ayi ganji 1ée é. Me e no x0 nit kplé
1ée é gégé no hen nivindvi 1ée sin kpdndéwii 1é d6 te bo ye
no xu (bo na d6 zan MALDI-ToF) ald no hen ye d6 ahan me
nii xwe mokpan. E blawu do & kin sixd hen nii d6 ahan me
ganji nd xwe gége 6, bo nui e & hen d’ayi gbon mJ lée no
vewll tawun bo € na sontl nd ye bonu & na gbéjé ye kpdn do
nuigbejekpdn sin 1ée me. N e no je hwehwe é we nyi do ala
e me & s3 kpondéwii 1ée d6 é no gblé, bo ene gudo 3, ahan 5
no xd. PO ninome we 1ée bi me 5, mi d6 ni debt bo na wa
4, d6 kpondéwii 1ée nd no ahan me nd hwenu gegé ald nd xd.
Ene wu 9, linlin 9 wé ton do € ni zén nli € nd hen nil xd 1€ €,
bo ye ma nyi nii e no hen ni syensyen 1ée é 4. Triton X100
di sin e ma ny{ ioniki & é d¢é (4-(1,1,3,3-tetraméthylbutyl)
fenil-poliéthylene glycol linfin, alo t-
oktilfenoksipolyetoxyéthanol, poliéthylene glikol tert-
oktilfenyle birgent éther me 3, & no zan do fi gegé. E no zén
bo & no blé bo nil e no do kI nuti na lée é kpé no gbon me.

Do do 3, & no zdn Triton X100 e ma ny{ ioniki & é d0 sin
0,5% me:

- Mi kon ahan akd d6 kpdndéwi xixi 3 ji.

- Mi kon € d6 Triton X100 sin sin me do 0,5% e jexd e de ji
bonu kpdndéwu 3 bi na sixd f,.

- Mi jo nu 3 do b6nd e no ayi nu ceju 5 m3 nd azan gege, bo
na no c) € hwehwe. Afo 1ée bi 6 na jevovo do sin 9 me.

- Mi de Triton X100 sin sin 3 sin bo sd sin hydroxyde
potassiumu ton do dyo na.



DPide 2g5 5. Nii e & na zdn d6 sj flebotomu 1ée 46 nit ji 1é€ é: A: lamu e s go e sin toboo d6 bl6 nd e (10 ald 12 mm dod gbld me);
B: 24- pléki kp6dé yenvi e x4 do nu e kpé (enyi a zdn ami atinken gba dota ton ald sensin Euparal® ton d6 w'azd d6 flebotomu
1é¢ ji 3, ma zdn plaki acrylique ton 1é€ 6 6 nii e no hen nit gblé d6 me wu é dé na je bo nii e & kpdn 1é€ é na gblé); C: lamu go ton
e jexa bo € na wlan nui d6 ji 1ée é; D: nlitinme d6 yenvi 9 sin nu ji. E: yénvi e 3 d6 yédont nd e; F: kdfu e me & no kpdn gan de é
alo gannd € hen flebotomu e & na s3 d6 nit ji 1ée é; G: Dumont sin nithen nd; H: pipeti ala ton; I: pipeti go ton e fl5 zo do na dé6

dun sin do zen l1ée me.

DPide 3g) 3. Plaki e me doto 24 de é dé, bo flebotomu Ié€ sin
ta kp6dé adogo yeton sin nuvinu kpé do dokpo dokpo me.

4.1.Ta

E hen 5 e na de wujoni lée kp6dé yénvi e wini tawu kpé do
stereomicroscopu gl5 (dide 2 & 3). Yénvi hugén lée é die:
26G x 1/2" (0,45 x 13 mm), 30G x 1/2" (0,3 x 13 mm), al6
25G x 5/8" (0,5 x 16 mm). Nu e na sdnti ni kpdndéwu 3 e
do nd de ta 5 sin adogo 9 wu hwe b6 nd sd dé nu ji
agbonnusixwedo kpanta aga c6bd sixd kpdn cibarumu
kp6d6 pharynx kpd, bo akdn kpédé adogo kpé no do
akpaxwé 1¢é¢ ji 4o dide lée gudo. Enyi € sdta d 6 ten e me &

no blé ventro-dorsal dé é 3, é no zon bo & no mo do occipital
foramen 9 do ji, ene wu 9, € sixu kpdn cibariumu 3 tlolo.
Enyi & s3 ta 3 d6 vo 3, é no bowil bo &€ na mo nil je wujonu
agbaza ton lée wu.

4.2. Awa lég kpodé akin kpé

Awa lée d6 na do tité. E sixu d& awa dokp6 dokp6 sin do ton
nu bo s3 46 nti ji édokpono, ald & sixu sd dokpé d6 nii ji, bo
j6 wego 5 d6 akdn wu. Enyi & do tuto blé we bo na gbéjé nii
e do nu ji 1ée é kpdn 3, é do taji do & ni tunwun awa disixwé
ton kp6dé amyoxwé ton kpd ganji bo 1€ 6 wuntun ye ji cobo
s5 nit ji. E ma aknnii 4 6 akpaxwé gégé ji, bo nil wen e
kinkpla nii e € no ylo do taxonomii é 0 dokpo dokpo me
[20, 64]. D0 kpaa me 3, & no sd € d6 aja ji do nu ji, bo na dé
sixu gbéjé chetotaxie kpddé lee € no ma sinme lée gbon é
kp6 kpdn.

Wuntun x4 ton do adogod sin akpdxwé de 1éen 3 zon bo e no
tunwun jexli alokpa de lée di Brumptomyia lée. E sixu zdn
sinme e € m4d é d6 klan flebotomu Neotropicalu ton lée 6
vo do hénnu lée sin tinme (kpdndéwd 5, Bichromomyia),
hénnu alokpa lée (kpdndéwd 3, Pintomyia), ald hénnu dokpo
5 ton lée (kpdndéwd 93, Micropygomyia, Nyssomyia,
Psathyromyia, kp6d6 Psychodogupy kpd]. Ene wu 3, enyi &
ma zén akdnni 5 d6 gbéjé nii kpdn a 3, & d6 na sd d6 nu ji
kp6do yeyi kpé bo ma hen gblé 6. Nu taji o we nyi do & ni
tunwun do € kdn ny{ lee sinme 1é¢ syen 83 é we 40 taji 6, o9,
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lee ye gbakpé gbon do akdn me é we d0 taji. Ene wu 9, lee &
na bl bo nti 1ée na dd wen gbon é na dé nu e do ji ton é ald
lee € ci € sfin 4.

4.3. Avadonu lee

E d6 na c5 medée tawun hwenu e & o avadond asd lée
kp6do asi 1ée kpo ton s3 d6 ni ji we é, d6 ye do taji tawun
bo na dé tunwiin hénnu lée, hénnu kpevi 1ée kpo kanlin
alokpa lé€ kpo. Do ast 1ée kpddé asi 1ée kpo me 3, avadoni
1ée no do kpd.

4.3.1. Asu lée

Avadoni lée wexo bo dokpé dokpé no doé gofléme
gonocoxite-gonostyle d0 nengbe, bo epandrial do akdn ton
me. Gonostyle 3 no 6 xi kp6dé kpé hwedelenu, bo & d6 na
xa ye, bo fi e & no s5 ye d6 lée é 46 na o wéxo ganji. E 4o
taji do € ni kpdn gonocoxite 9 sin xome ganji, 6 é sixu hen
XU e no no ayi € dé ald dédee lobu (= tubercule) dé no hen
lée € [22]. Azdgbé e ma ko d6 joddmewu gege do wujond
dide me & lée sixu bl6 nii e & no s5 do aja ji é md kpowu 4,
ma de avadond lée sin  adogo 5 me
(https://zenodo.org/records/18311158). Do ninome ene me
3, akpaxwé avadonu asi lée ton we lée e € 33 d6 kpd é sixu
z5n bo é vewl bo & na xa hiin e 0 gonocoxitu 3 me 1é¢ é,
amd, eng no zdon bo € no nyi alo nd nl e & no ylo do
gonocoxitu é sin ni gblégblé gbon wujonidide e ¢ ma
kpéwi bo de 4 é gblame. Az3gbé e 6 jodomewu gege lée é
sixu tenkpon bo na ze avadont lée d6 we, bo na mé ye. Bo
na dé kpé ene wu 3, & d6 na sd akpdxwé yénvi ton dokp6 de
me (ni e no hen nu gblé d6 me wu do agbaza me é sin
alokpa), bo ma na de avadond ma sén ye bi mlémlé, bo na

dé kldan kplékplé gonocositu-gonostyle ton lée
(https://zenodo.org/records/18311158). M3 me 9, nukinme
yeton e d0 xome lée é kpinkpon na bowt. Kplékplé ene no
1€ z3n bo & no kpdn paramée 1ée akpdxwé 1é€ de je de gudo.
N & na sd nu 1ée d6 akpaxwé, ee no zdn bo & no sd agbaza
sin wiijond 1é€ 6 kpd € 3, & d6 na de kpondewu e & kpdn lée
¢ sfin ganji.

4.3.2. Avadont asi lée

Avadonti 5 0 xome, bo spermathecae we no blé. Enyi ¢ ma
na de wujonu lée 4 3, & d6 na kpdn ye gbon xu 1é¢ ji bo na 1€
s adogo 3 d6 nt ji do aja ji. Nl debti e & na s d6 nit ji é 3,
¢ sixu kpdn spermathecae 9 desu ganji do kpaa me, do taji
5, enyi € ma cif mu bo 1€ mé & 5 ne. Amd, enyi ¢ kpdn
spermathecae e 0 mii bo féd¢ 3, é sixu ny{ tagba do nii e ma
no hen nt gblé ganji 4 1ée é me. G na 3, & d6 na kpdn do e
me spermateku 1ée no tdn sin é do taji bo na dé tunwun
kanlin alokpa l¢e, di o subenus Larroussius [35, 37, 38] me,
ee nyi nil taji e no hen Leishmania infantum wa do gbe x6x6
5 me é Enyi ¢ ma kpdn ni ene & 5, & sixu
tunwln spermateku lée &. Bo na dé du do nu kpinkpdn sin
tagba ene lée ji 3, & d6 na deé fén e no hen xd meton do te é
sin adogo me (https://zenodo.org/records/18311106).
Hwehwe 3, é no vewll bo & na mo spermathecae 1ée hwenu e
¢ do ni wujonu Iée de we é, amd, é bowll tawun bo € na mo
ff e & no mo avadoni furca ton d¢ é. B6 spermatkue 1ée no
hun bo no byo avadoni furca ton me wutu 9, furca éne e &
de 46 vo é no zdn bo & no d¢ spermathecae lée 6 vo. Enyi &
gbd spermathecae 1ée do niiwiwa 5 hwenu d0 manywe me
3, ye no bu &, bo & sixu kpé do ye mo we do adogo 5 sin xd
lée me (Pide 4g5 3).




Pide 4g5 3. E de spermathecae bo s5 d6 sin Marc-André ton sin nit yoy3 e & kpdn lée é me. A : Idiophlebotomus longiforceps
(Togun to we no s5 gan to we no du gan ton kpaa Lao ton) ; B : Sergentomyia minuta (France) ; C : Phlebotomus ariasi (France)
; D : Sergentomyia anodontis (Togun to we no sd gan to we nd du gan ton kpaa Lao ton).

4.4. E ze adovi kpevi bo na dé dé Leishmania dé6 vo

E 4o taji do & ni de adovi lée bo na d6 tunwiin Leishmania
do flebotomu asi 1ée me bo 1¢ d& & 6 vo. E dd m3 ¢6, & sixu
blé tuto 5 o gle me kpo dobantniiten kpo me, bo na dé
gbéjé niwukpikpé nithenni ton kpsn. E no kplén me do & ni
w’azd dé asi e & hu o yoy?d lée € ji. K15 asi 1ée kp6dé sin ald
j€ e me nti e no k13 nii € dé dé é kpo bo na d6 de fin e gdngdn
lé¢ € sfin. Afo ene no d’alo bo & no hen ninome dagbe 1ée 6
te ni Leishmania sin, bo no 1€ hen nit e 0 agbaza me bo &
d6 hudo ton bo na d6 tunwimn 5 lée é d6 te. Bo na d6 mo
Leishmania bo dé é d6 vo 9, & d6 na d¢ adovi 3 sin xome
ganji bo $3 d6 jé e me & ma no mo ni je nit me dé & é dokpd

me (0,9% NaCl). Enyi a kpdn nivindvi e no s¢ ten 1ée € do
ntigbeje mo me gudo 3 (¢ kpldn do & ni bld bo ye na nyi daxé
: ~200x), zan insulinu sin j& ald pipéti kpevi kpevi dé sd ye
dé nt e me € no d6 nikin de é me (nd a na mo tinme devo
lée hiin, kpdn Wemata 4.4.3). S5 ta 5 kpédé avadoni 3 kpé
tlolo d6 sin Marc-André ton me bo na d6 de ye sfin. Nu taji
5 : malon gbede do sin Marc-André ton ni je Leishmania wu
4 — tlolo ald ma nyi tlolo gbon azowand lé¢ ald nti 1ée gblame
4 — d6 € no hu nuvindvi lée.

E sixu de flebotomu asi 1ée d6 we ji ; linlin we Iée bi we d6
dagbe kp6d6 nyannya ye ton kpé (Pide 5g5
5; https://zenodo.org/records/18311154).
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4.4.1. Wienwin dide we tan

Nu nukonton e ¢ sixu wa é we nyf do € ni w’azd do lamu
vovo we ji : lamu nukon ton 3 seum physiologique bo na dé
de adovi kpevi lég, bo wego 0 na do sd ta 3 kpd spermathecae
1ée kp6 d6 sin Marc-André ton me. Am3, do ninome gle ton
1é€ me 3, é no bowil bo me we ald me aton na x0 flebotomu
1ée kplé bo na s5 nit e ye x0 lée € j6 nid dobaniiniitd dokpo
géé e no kpé nukiin d6 niikdn-yiya sin nit 1ée wu é kpo lee &
no gbéjé Leishmania sin azon 3 kpdn gbon do xome é kpo.
E do md co, Lamu we zinzin na vewt bo € na dé tunwun
kp6doé jide kpd kpondewu dokpo dokpé e me azon 5 de é,
enyi € mo do & hen xome dagbe dé wa O ne
(https://zenodo.org/records/18311154 ).

4.4.2. Wilenwin lamu dokpo ton

Lamu dokpo zinzan no z3n bo € no tunwiin nit e & mo lée é
ganji. Am3d, & 6 na ¢ medée do nu gégé me. Bo na dé sixu
hu adind nt lée 3, azdwatd 1ée d6 na no kl5 alo yeton lée
hwehwe kp6dé jelu hydroalcooliku kpé. E d6 na zan lamu e
ma d6 nt ji 4 1ée é kpdé lamu e & s5 kdfu d6 blé na lée é
kp6 (22 x 22 mm) bo & s aluminiumu d6 bld ye na, bo s
myo xtixd dé blé bo ye na hen nti gblé dé ye wu (¢ na zédn
myokén Poupinel ton d¢), gd nd nit e ¢ ma no hen nu gblé dé
ye wu & lée é nii lamu dokpé dokp6 (linlin : 25G @ 0,5mm
x1). E no s flebotomu 3 dé serumu physiologique é dé me
do lamu 5 tentin. E no gbo ta  hwenu e & dd fén dé gbo we
do tergites kpddé sternites kpé adogo ton 6gd 3 kpo 7gd 5
kpo tentin €, bo no gbo nll e no hen nii gblé dé6 me wu é d (e
sixu gbo fén dax6 dé enyi & do nukiin 6 spermathecae gaga
dé we 5 ne). Ene gudo 3, & d6 na s3 yénvi dé d6 hen akdn 5
do te, bo na don adogo 5 sin akpdxwé gudogudo ton e do
gudo 1é¢ é kpd yénvi devo kpé bo na dé de adovi 3 tdn. Enyi
ene gl6 3, & he no e na s yénvi do st adogo 3 sin vivonu, bo
na don adovi 5 sin akpadxwé ton nukonton 3. Enyi ene 1o 1¢
glo 3, & d6 na de adovi 3 ton gbon nit e kpd dO xome 5 wu
1é¢ é sisd sfin lee é nyd bl6 gbon é gblame. Enyi ¢ d¢ adovi
5 tdn 5 & d6 na de adogo S sin akpaxwé gudogudo ton lée 6
vo gbon serumu physiologiques gblame bé nd s akpaxwé
dé d6 lamu ji b6 nd sd akpaxwe wego 9 d6 lamu kpevi ji.
Ene gudo 3, & no s3 adovi 3 d6 j€ e ma no hen ni gblé d6 me
wu & é yoyd dé me bo & no s3 d6 dide 5 sin akpd dokp6, bo
ene gudo 9, & no s5 ni e no hen nu gblé dé6 me wu é dé dé
cyon nii  ji bléblé. E no s5 ta 3 kpédé adogo 3 sin akpaxwé
gudogudo ton Iée kpo dé sin Marc-André ton kpevi dé me
bo no $3 d6 dide 5 sin vivonu devo, bo no bl bo Leishmania
no x0 nit kpdn &. Ta 3 dO ten ton me ganji (occipital foramen
upwards), bo spermathecae 1é¢ no do vo kpo avadoni furca
ton kpo lee & x1¢ gbon do aga é, bo no s nii kpevi kpevi e no
cyon nui d6 nit ji é dé do6 cyon ye ji (@ 12 mm, & ma vedd do
lamu kpevi e hua di nd we 6). Nu e kpo do wut on é kp6dé
awa ton lée kp6 no no j€ e o kd me é do lamu ji é tentin
(https://zenodo.org/records/18311154). Nu € nyi nu dagbe,
ald ni & na ba do nd ni o taxonomie me 3, & sixu hen akdn
kp6dé adogo kp6 d6 te nd nilikplonkplon molekwilu ald
proteomic ton, bo sixu s3 awa lée d6 nii e me sin dé é dé me.
Bo na d6 hen nli e e s5 nti 3 d6 te 3, & sixu dyo sin Marc-
André ton e gdngdn é kpo nil e no hen sdnili nd e d6 sin me é

dé kpo di chloral gum (=Hoyer) ald nti e & s ahan syensyen
polyvinyl ton dé bl6 € dé kpé.

Yewunkonyidowu e x1¢€ 1ée & no wa nit gbon é cédécédé lée
é tfin (dide adovikpevi Flebotomu
ton: https://zenodo.org/records/18303014 kpddd atdn sin
gojiblani lée dide
kp6: https://zenodo.org/records/18302850 kpo), ene wu 9,
¢ na tinme ye do fi a.

4.4.3. Leishmania sin nuvindvi lée dide dé vo kpédéd
nukunyiya ye tan kpé sin flebotomu lée xome me

Nu e no byo niinywe daxé € dé we nyi do € ni d¢ nuvindvi
1ée d6 vo do flebotomu asi e & hen azon 3 1ée é me, bo & d6
na bé dé nivinivi e me nivinivi ma de 4 1ée € ji. Enyi ¢ ze
adovi 9 gudo 3, & no s5 d6 j€ e adi nd e me (0,9 %) ald
Locke’s sin me bo no k13 [4]. E dd m3 c6, & sixu gbéjé adovi
e & ze 1ée é kpdn do ali we nu : i) & na gbéjé ye kpdn do
niigbejekpdmo o gld bo na kpdn akpixwé vovo e do
Leishmania promastigotes me lée é kp6do fi e ye dg é kpd,
bo na 6 ayi valve stomodeal ton 5 wu tawun, II-) e na na ze
adovi 5 bo na d6 blé bo promastigotes 1ée na ton bo na blé
bo & na kpln nii ye [4]. E do m3 ¢6, & no mo flebotomu e no
hen azon wa lée € do gle me &, bo ene wu 9, azdwiwa dagbe
1é€ na zon bo € na d6 medée d6 vo ganji. Enyi € mo nuviniv{
Leishmania ton lée d0 adovi 3 me 3, & d6 na zdn yenvi yoyd
e hu adi lée é, bo na 1€ s3 de do serumu physiologique 1¢1¢
d6 lamu 4 b6 na dé j6 ye do. E d6 na ze adovi 5 ganji bo na
yawu tl€ bo na d6 de ntuivindvi 1é€ tn d6 j€ 5 me. Mi z€ pipéti
kpevi 100 pL ald tuberculine sin jé d6 x0 nuvinivi lée kplé
bo dé jé do niikiinyiya sin ni e ¢ wlan nyiko ton ganji é dé
me.

E dd m3 ¢6, & no hen nitviniivi e & d¢ d6 vo lée é 46 SNB-9
sin hun agar slopes ji ald o Novy, Mc Neal, Nicolle (NNN)
sin ni syensyen dé me [16] bo & no sd nii alfa-MEM e hu adji
e [16, 65] ald nti e & no ylo do M1909 € d6 g na. nyibuvi e
do xome é sin hun e hu adi na e [FCS] (bo na dé6 bl bo
nuvindvi lée na su d’eji), vitaminu BME 1%, adp gbetd ton
e hu adi na e 2% (& no zan Filtropur® S 0,2 um ma dé6 adj),
amikacine 250 pg/mL (ald antibiotiques 50 pg/mL ami-
glumicine, 200 mM-penicillin 10 000 U-streptomycin 10
mg/mL) [47] Az&n aton gudo 3, enyi nii kwijikwiji d& ma do
fine & 3, & no s5 niikin 1ée 6 i e & sontl na ganji é dé me, bo
ene gudo 3, & no hen ye d6 -80°C jind xwe 1 je2 dofie e
no hen nikin 1ée d6 é nd xwe 1 je 2. & no zdn o ni tén kpdn
me [7].

4.5. Atan sin géjiblanu lgg

Zize atdn sin gojibland flebotomu 1ée ton nyi wlenwin taji
de do dobaniinii do niwiwa azonkwin-hennd ton, do taji 3,
bo na do mo arbovirus di Phlebovirus (e.g., Toscana virus)
[44, 75]. D6 flebotomu lée sin ga kpevi kpevi wutu 5,
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niwiwa 3 byo do € ni blé nl 1ée ganji o stereomicroscope
dé gld, bo na zén yénvi dagbe dagbe lée alo yénvi kpevi
kpevi 1ée d6 de atdn sin gdjibland lée é d6 vo, bo ma na zon
bo ye na gba ald0 hen nu kwiji &
(https://zenodo.org/records/18302850) [51, 1]. Gojiblant
1€ sin buinino hen d’ayi o taji tawun bo na dé sixu deji d6
ni e & no gbéjé kpon do do 1ée é wu. Enyi & de ye ton 9, &
sixu bl6 bo gdjiblani 1ée na nyi nit dokpo 3 bo tén ye kpdn
gbon RT-PCR, qPCR, ald immunoassays gblame bo na d6
tunwiin ARN ald antigénes viral ton lé¢e [12]. E d0 m3 c6,
enyi & mo do azonkwin lée 0 gojibland lée me, é nyi do
adovi alo hun 5 kede me & 3, é no x1¢ do azonkwin 3 ko 6
hwenu e € no hen nii gblé d6 me wu €, bo no 1€ hen me gble
do hundudu hwenu [71]. Zize atan sin gojiblanu flebotomu
1€¢ ton nyi wlenwin taji de b6 hizi b6 byd nuwukpikpe daxé
bo na dé sixu nyi alo nd nti e & s5 q’ayi lé¢ € sin didekpo [1,
51]. G5 na 3, agban e 0 azonkwin lée me € sixu hwe, bo na
byo do ¢ ni zdn wlenwin nlimojeniime ton e no hen nu gblé
d6 me wu tawun 1ée é di PCR e & bl6 d6 kpd é alo nii e & no
ylo do high-throughput sequencing € [54]. Aw¢€ e ¢ sixu x0
me lée € 1évo ted€ hudo e & 6 bo na zdn wlenwin votd 1ée é
ji. Gbon vo nd tagba niinywe xwitixwiti ton lée 3, ni e 4o
gbé 5 me lée é we no wa nii d6 lee € no mo nil je nit me gbon
€ wu ; nuwukpikpe sin nlinywe no gbon vo do flebotomu
alokpa 1ée tentin, bo azon 5 sin hlonhlon no gbon vo sogbe
x4 ninome e do ayikingban 5 ji 1ée é kp6d6 hwenu lée kp6
[33, 61]. Enyi & mo azonkwin lée do atdn sin gojibland
flebotomu lée me 3, é no na nukdnnimojentime taji dé awé
e & sixu x0 me 1ée € wu, bo no z5n bo & no ¢d me lée bono 1€
kpé nukin d6 ye wu [15]. Di kpdndéwii 3, &€ mo Toscana sin
azonkwin do febotomu lée me o fi e azon 5 gbakpé de¢ lée
é, bo ene zdn bo & tunwun azon 5 sin tuto lée kpddé
weédexdme e kinkpld lanme na no ganji me ton lée é kp6
[18]. Bevo 3, nikpldnkpldn dé nli e azonkwin 1ée kp6dé atdn
lée kpd no wa € ji sixu d& nil yoyd e & na sd do te lée € x1€ nd
aboxwi e no d6 dogb6 nu azonkwin 1ée € al azongbontime
1é [15, 18]. E sixu 1¢ zdn atén sin gojiblani flebotomu lée
do jl¢€ antigénes e no di xwi x4 anticorps jono tenkpon lée é
gbon wlenwin nii e no di xwi x4 azon lée é gblame, é na ny?
hugéan dp & ni zdn ELISA. Wlenwin ene no zon bo & no gbéjé
lee me e o xwé dgbe 1é¢ é no du nti gbon é kpdn, bo ene no
d’alo bo ¢ no gbéjé lee wlenwin e € no zan dé du do nii e no
hen nit gblé d6 me wu 1ée é no w’azd gbon € kpdn [25] kp6do
lee Leishmania sixu hen me gble gbon é kpé [40].

4.6. Kéndide hun me sin ntidudu Iés ton

E d6 na z4n nii e & no zdn azon dokpo gée é d6 ze asi lée bo
¢ de ye d6 vo nid nti e & wli 1é¢ é, bo na dé bl6 bo ye ma na
hen nit kwijikwiji 1ée wa ye ji 6. E 6 na gbéjé adogo yeton
kpdn do nit e & no ylo do stereomicroscope é gl3, bo na dé
tunwiin ba e me niidudu e do hun me éno dude é. Edo do &
ni 83 asi dédee sin adogo vovo, vovo-akd, ald vovo-cécé, bo
ma no xI¢ do azin dé tdn & Iée € kede. Stin adogo 5 sin nuvinu
e me spermathecae l1ée d& € bo na dé tunwin asi o o dide
ton me do dide gudo. Ene gudo 3, & d6 na sd adogo 3 sin
akpdxwé taji d (e me spermathecae ma d¢ & &) d6
Eppendorf® sin tuto 1ée me, bo na hen do -20°C ji kaka je
hwenu e & na gbéjé kpdn d’eji é. Nii e & no zan d6 tunwun
ntdudu e do hun me é, di PNOC [5, 30, 50], CytB [67], alo
COI [13], ¢ ko tunwun ganji, bo ¢ tinme ye tawun 0 wema
lée me ; ene wu 9, & na 1évo do x6 d6 ye ji d0 wema elo me
4 (dide 6g9 2). Ald, bo na d6 tunwiin hun me e yi me é ton 3
& sixu zan dide peptide MALDI-ToF ton [31]. E ko xI¢ do
niigbejekpdn me do wlenwin ene no zon bo € no tunwiin hun
me e yi me € ton do hwenu linlin dé€ me do hun e & du € gudo
; ene wu 9, wlenwin e jexa é dé we bo & na s9, do taji o, nti &
na gbéjé asi e & du nii ze xwé wu lée € kpdn, bo & no mo do
hun e me e yi ye é ko yi nukon hugin é we. E nyd wa 3, & d6
na hen nii e & kpdn lée é 6 -20°C ald 4°C ji, am3, & sixu 1€
mo le dagbe 1ée do nit e & hen d6 adovi sin fifa ji nd hwenu
klewun dé 1ée é me. E d6 na d& adogo asi e & hen xi é ton
sin agbaza ton sin akpaxwé e kpd 1ée é me cobo & na gbéjé
nit 3 kpdn, bo na blé bs é na ci nit dokpo 3 dohun do sin e &
hen x1 € me. Agbaza flebotomu ton kpo e o te nii nu devo
lée bo na dé gbéjé nti e do kd me 1ée é kpo lee ye ci € kpo
kpdn. Enyi ¢ d¢ alikotu 9 sin ni dokpo 9 me bo na dé blé
MALDI-ToF peptide mapping gudo 93, & sixu zan ee kpo lée
€ d6 d¢ ADN d6 vo bo na dé dexI¢ do € tunwiin hun me e yi
me é ton kpo/ald & na kpdn do Leishmania sp. Hwenu e & no
zan dé6 sonti nd kpdndéwu lée bo no 1€ gbéjé ye kpdn é bi no
hwe tawun, enyi & 83 jl¢é d6 wlenwin ntjledontiwu ton e
jinjon ADN ji 1é€ é wu 5.
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5. Az3wiwa kp3ndewd I ji nG nukplinme dé
agbaza ssin nu lé€ (dide 3, 6, 7 & 8; Akpaxwé
1,2,3&4)

Akpaxwé elo tinme nugbododd e e € na zan d6 sont nd
kpondéwii flebotomu dé ton bo na s5 d6 nu ji nd
nuikpldnkpldn d6 lee nii 1ée d& gbon é kede wu é, bo ene gudo
3, & na bl6 bo é na sogbe x4 lee nu lée ¢i é wu é. AmJ,
nukunnimojentime dé wlenwin ene wu do taji tawun, d6 é
nd z4n bo € no dyo tuto 1ée ni kpdndéwii alokpa tawun tawun
1ée hwenu e € byo d6 é.

Nt e & no wa dé gbo azon nt me € we nyi do € ni dé nli e o
me wu lée é siin bo 1€ g ye me, bo no zan pipettes Pasteur
e & s5 kdlu e no hen nii ¢i m3 é d6 bl na lée é. E no kplén
me tawun do € ni zdn gannu e me & s3 kdfu dé blé bo do ton
do x0 é, d6 ye no zdn bo azd ene 1é€ no bokun tawun. Go no
di xwi x4 nti e no hen nit gblé d6 me wu lée é bi 4. Bo na d6
bl6 bo nti e & no zén d6 gbéjé nti kpdn na lée é ma wé xd 6
3, & d6 na s5 nusi dé gannu lé¢ ji, bo ma na g ye ze xwé wu
gbedé 6, bo enyi ¢ st ye e ald hun ye o, ye na gongdn, bo na
1€ bl6 bo kb ma na je nli e & kpdn lé€ é ji 6. Nit e & no zén d6
de nt 1ée siin bo no 1€ wa nti d6 ye wu 1é¢ é do tablo 2 me.
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Tablo 2. Nu e € no zdn d6 blé nit Ié¢ é sin kplékplé.

idroksidi potasiyomu ton 10 %
Hidroksidi potasiyomu ton 10 g
Sin dida gs 100 mL

niisinsinni chloral kpé e (Hoyer médium)
Sin e ¢ hu ace na é 50 mL

Klolu sin sin 200 g

Nuisinsunnt arabe 50 g ton

Glicérol 20 mL

Marc-André sin xésin

Klolu sin 40 g

Acide acétique glaciaire 30 mL
Sin e ¢ hu ace na é 30 mL

Fuchsin acide 1% (o sin e € hu ace na é
Asidu fuchsine (do linfln me) 1 g
Sin e ¢ hen xixd € 99 mL

Marc-André sin sin e ¢ sJ fuchsin acide dé bl6 na é
Marc-André sin sin 10mL
Fuchsin 1% 50 pL

Enecé tentin

Kolofoni wewé akd 22 g

Gomme copal soluble dans I'alcool 12 g
Ethanol absolu 20 mL

Kanf5 10 g

Terpentin sin 10 mL

Eukaliptolu 26 mL.
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Pide 7g3 3 : Wlenwin hwexo6nu ton e & no zdn d6 wa nu x4 flebotomu 1é¢ é.

5.1. Fidenu nii

Cobonu ¢ na sonil nd kpdndéwii flebotomu 1ée ton 1ée d6 sd
ye d6 nu ji ji kaka soyi 9, & d6 na d¢ ye d6 mimé ji gbon
wlenwin e sogbe é dé kpddo nu e no sld wi nu ye é kpé
gblame (€ we nyi do, acide acétique 10% sin sin ald Marc-
André sin sin e me chloral hydrate d¢ é, ee nyi plodwi e &
d6 dogbd na do to gegé me é dé) bo na d6 bl bo ye na kdn.
Wlenwi ene nd d¢ nti e 4O agbaza me lée é, j6, nii e no tin

sin agbaza me lée é kpo6 j€ kpd, bo no zdn bo nti e & kpdn é
no kdn, bo no zdn bo & no gbéjé wujont 1ée kpdn (kpdndéwi
3, & no s fin d6 me), nu e dO wexo lée é (kpindéwd 3,
sinme) kpddo nti e 0 xome 1ée é kpd bo & no mo gbon xd 5
ji (kpdndéwai 9, spermathecae).

Wlenwi 5 do we ji, nukoton 5 no zan “hydroxyde de
potassium”, bo na 1¢ zdn acide e ma syen somd 4 é dé (di
acide acétique do0 Marc-André sin sin me), bo na d6 wa nu
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vovo lée dO nii e & no ylo do biochimie é me [74]. N e do
do é no gba agbaza e féd¢ 1é¢ é, di proteine 1é¢, ami 1ée kp6
xu lée kp6 gbon adi didé kpddé proteine 1ée sin dide kp6
gblame, bo no j6 xd e o kdxota é d6 bo é no o wen. Asidu
e ma do6 hlonhlon som3 & zinzin bo d’ewu no hu ace nd nt e
do dol ée bi, bo nd gldn ali nd nit e ko do ayi lée ni ye ni
gblé d’eji, lobo no 1€ blé bo chitine 3 no ¢f wéwé bo no zdn
bo nii 1€ no kdn [74], é 0 m3 cd, enyi & kld nti e & kpdn 1ée
¢ azon we do sin e ¢ hen xixd é me nd ceju 15 9, € sixu 1€
kpé bo na hen nti e o do € gblé. Nii ene e € no wa do tuto ji
€ no X0 nu e O agbaza me lé¢ € sisd siin ganji, bo no 1¢ hen
ni 1ée 6 te kpddé wubibo kpd, bo no zdn bo & no hen nii e
¢ kpdn 1ée é d6 mimé ji ganji bo na d6 gbéjé ye kpdn do nui
kpevi kpevi lée me. E do do & ni kI3 sin mime nd ceju 20
cobo yi akpaxwé e bo d’ewu € ji.

5.1.1. Hinhen lanti agbaza e fa lé< ton xu (Dide 8g5 3)

Hydroxyde sodium (NaOH) alo potassium hydroxide
(KOH) we nyi nti e & no zan dé bl6 d6 xd nii Iée é, bo & no
zén ye d0 hlonhlon vovo me, bo no 1¢ zdn nd hwenu vovo
sogbe x4 ga e nil e & kpdn 1ée é d6 é kpddo lee ye syen sd é
kp6. Wlenwin e & s d’ayi bo 1¢ nyd hugan é we nyi do & ni
hen lanti e fa lée é xd gbon flenotomu lée bibe dé sin
syensyen dé me (10% KOH alo NaOH) do zan dokpo gbla
me. E sixu nd h13nhldn d’eji bo na dé d¢ hwenu e & na zan
d6 wa azd dé ye ji e kpo (é we nyi do, KOH 20% nu ganxixo
6) bo na 1€ bl6 bo é na xo zo do 37°C ji.

5.1.2. NU hen dé mimég kp6dé sinme kpé alé nii ma
do sinme kpo

Afodide ene gudo 9, € no bl6 nil 1ée no mé, bo € no x0 acide
acétique kp6dé chloral hydrate kpé kplé (kpdndéwi 9,
Marc-André sin sin). Enyi & kI3 nti 1ée gudo 3, & d6 na k1
ye ganji o sin e me, bo dokpé dokpd na no xo ceju 20, bo
na dé deé nti e kpo 1é¢ € siin. Marc-André sin sin 9, nli e & no
z4n d6 de ni 1ée 46 mimé ji é dé we bo no sonti nd kpdndéwi
flebotomu 1é¢ ton. Nt e é no wa é we nyi do é no zdn bo & no
de nt 1ée siin, bo no 1€ d& nit e no hen nit gblé d6 nit wu lée
é, di awa lée kp6do zovi lée kpé wu é kpo. E d6 na hen sin
5 d6 gannu e € sd ganji é dé me, bonu é ma wd xd alo gblé
6. E no hen 1&¢ wé tawun hwenu e & no zan wlenwin Marc-
André ton lé¢ zinzan d6 bl6 bo nit 1€ no kdn ald no kdn ni
lée €, bo na d6 bl6 bo nli tawun tawun e O agbaza me lée é
na ny kpdn. E tinme nii e & bl é kp6do lee & sonti na gbon
¢é kp6 do nlizegdninl 2g3 5 me. Nd nil e no kdn tawun lée é
3, € sixu by do & ni d6 nii d6 ye ji bonu ¢ na dé sixu mo ni
ganji cobo na s3 ye d6 nti ji. Nii e no hen nti gblé dé me wu
lée é gegé tiin, bo dokpd dokpd no s ayi d6 nti e do nidogbe
5 me lée é ji. E do taji do & ni cyan nii e sogbe x4 nii e & kpsn
é kp6dé nit e & s5 bo na 3 d6 nii ji é kpé é. E sixu dyo
wlenwin taji ene lee € byo gbon é, di kpdndéwii 3, & sixu sd
fuchsin acide 0,1% dé Marc-André sin sin me bo na dé hen

nit dé nt ji. Pevo 3, ni e & hen d’ayi do sin me bo sd 6 ni
jind ni e & sd j€ d6 bld na lée € no byo do & ni de sin sin ye
me (kpdn Akpaxwé 5.2g5 5 dé Nit E E No S5 D6 S5 D’ayi
E Wu), d6 nii e & no s3 j& d6 blé na lée é gegé no sogbe x4
sin 4. New (1974) do do nit kwijikwiji dé lée sixu gblé do nu
e &no sd d6 ni ji lée € dé 1ée me [53]. Di kpondéwii 5, & sixu
1¢ hen fuchsin acide e & no zdn hwehwe x4 balsamu Canada
ton é d6 Euparal® me. AmJ, nui e & s acide fuchsin d6 blé
na lée é no yawu xu, do taji 5, hwenu e ami e & no zdn d6 d¢
nit lée d6 mimé ji gudogudo ton 3 € sin nii e kpo 1é¢ é kpo é.
Nu e & hen d6 kdfu sin ami me 1ée é sixu x1¢ do emi do
didekpo we tawun do azén yoywe dé gudo.

5.2. Sinxwixwi sin lanme

E no bl6 bo & no de sin sin agbaza me gbon nii e & s d’ayi
lée é dide d’ayi kpedé kpedé gbon j¢ e & s5 éthanol d6 bl6 é
dé gblame : 50%, 70%, 80%, 90%, al6 95% bo gudo me 9,
100%, bo wislasld dokp6 dokpd no du ceju 20 md. Do
éthanol no yawu xd wutu 3, & d6 na sd gannu 3 ganji hwenu
e ¢ do azd wa we é. Enyi sin ko xd do nt e & kpdn é me bi
mlémlé 3, & sixu d6 azd 3 te nd azédn yoywe dé do Euparal®
essence me, ee nyd hi ami clove ton é. Beech creosote e ¢
no zan 4o fi gégeé d’ayi ni nl ene é 3, & ko gbé bi mlémlé din
dé adi e € no hen me gblé € wu.

Nt e & no wa bo no d¢ sin sin lanme € d6 na blé bo sin e do
kpdndewu 9 me é na sogbe x4 nil e & s3 6 nt ji é, bo na d6
bl6 bo ¢ ma na mo nt je nii me &, ¢ ma na hen nt gblé dé me
wu 6, ald & ma na hen nt gblé d6 kpondewu 5 wu 6.

5.3. Ntithennu nli e & na s3 d6 nli ji 1€ é ton

5.3.1. Nucyancyan kp6dé Nuwiwa kpé nd nisisd nd
kpdndéwii lée

Nt e & no s5 d6 nt ji € d6 na d6 hldnhln e sekpo kdfu ton
lee é ny5 bl6 gbon &, é we nyi 1,5 m3. E d6 na d6 sinme d&
4, bo na no kdn, bo na no kdn bi mlémlé hwenu e é xd gudo
é kp6d6 hwenu e é na wé yi é kp6. E d6 na sogbe x4 nii e &
zan lée é, bo na 1¢ kpéwu bo na byo nit e € kpdn € sin xd lée
bi me bo na 1¢ gbakpé. E d6 na yawu xi din ald blé ahiin dé
do nii ji yiyi hwenu 4. E d6 nd xd hwenu e & s5 d6 nii ji é 4.
Nu taji dé we é nyi do € ni cyan nti e & na s3 d6 ni ji é dé,
do6 nt dokpd géé kidn nyd nd ni 1€ bi 6. N taji gegé we &
do6 na s5 46 jl€ ji :

- Ninome wekpén ton 1ée. E d6 na hen nii taji e do agbaza
me lée é d6 ayi me, di spermathecae, ascoides, Newstead
sensilla, adu cibarial vertical, kpéd6é adu pharyngéal kpé.
Nt e & no mo do nii ene 1ée me é no sin nii e & no s5 d6 nii ji
€ wu tlolo.
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- N1 hen d’ayi. Nd & na do x6 d6 kpdndéwi alokpa 1ée ton
ald nli e & s5 d6 te nud nit e & na x0 kplé kaka soyi 1é€ € ji 3,
nil e & na zén é d6 na no na hldnhldn e na no ayi nd hwenu
gegé é kp6dé ee na no ayi kaka soyi é kpé. E dd m3 ¢6, ni
niikplonme nt 1€ ton ald ntikanbyo azon lée ton, fi e & ma
no hen ni 1ée 6 te nd hwenu gegé de¢ 4 é 5, nti e € no s5 46
nu ji nd hwenu klewun dé ald nti e no no ayi ni hwenu
klewun dé lée é sixu kpé.

5.3.2. Dandanment e & bys do nli e & na s3 d6 nu ji
I€€ é sin nuhennu si é

Hwehwe 3, niinywetd 1€ no blg wlenwin e & s5 6 medesuno
jibo 1€ vewl é, bo ye no sogbe x4 hudo dobantinti ton tawun
tawun 3. AmJ, wlenwin ene 1ée no won ntl elo lée hwehwe :
lee nii e & hen d’ayi 1ée € nyd s3 é, lee ye na sogbe gbon é,
alo lee ye na bowu bo ¢ na zén ye gbon € kpddo lee ye na
hen nii lée d6 te nd hwenu gegé gbon é kpd. N ene e & ma
kp6dé gan e € d6 bo na kpé nukin dé ye wu nd hwenu gegé
€ kpd no vewti.

Nunywe xwitixwiti sin nli 1é€ no byo nit vovo lée do nit e &
no $5 d6 nti ji 1é¢ é si. Hwehwe o, me e no gbéjé nit 1ée kpon
lée é no sd nti e O agbaza me lée é bi d6 nu ji bo no yi win
nd nti e no xO nil e dO agbaza me 1ée é kplé bléblé 1é¢ é, bo
na dé sixu mo nii e 4O agbaza me 1é¢ é ganji. Nii e no hen nit
ci € d6 na gbon vo nt nti e & kpdn é kpddé ni e & s kdfu do
bl6 € kpd, bo na dé sixu mo nii je nit me ganji. Hwehwe 3, &
no blé nli e & no 83 46 ajd ji lée é kp6do nii e no hen nu cf
kdfu dohun é dé kpd, bo na dé d¢ weziza e no hen nu gblé
d6 me wu é kp6do nti e no gbakpé ni e & no s d6 nt ji € kpd
ji é kpd. Am3, do nu kpevi kpevi e no kpdn nii 1ée é me 3, &
sixu dyo vogbingbon jowamo ton e d0 nu e & ma d6 niide na
4 é me é gbon nl e & na 5 d6 nt ji é dé xixo kpo jlo kpd
gblame, bo nti e & $3 6 nit ji € na gbon vo kpedé nd nii e &

Tablo 3g3 3. Nii e & s5 d6 nui ji lée € sin kplékplé.

kpdn é, bo ene na z5n bo & na mo nii ganji dd nti e o gudo é
me.

5.3.3. Nuthennu alakpa alokpa e € na s3 nti d6 nu ji na
lée é (Tablo 3 & 4)

Nuxwitixwi-kpinkpdn no byo dp € ni zdn nii e € s5 d6 nu ji
é dé sin dide (RI) cobo na tunwin lee weziza no kdn gbon
dide 9, nii e & s3 d6 nti ji é kpd nu e & kpdn é kpd ji gbon é.
Enyi RI o sekpo kdfu e no cyon nit d6 nt ji é (=1,515) 9,
weziza no gbon md dokpé 3, bo no d¢ nii e no gbakpé lée é
kp6do nt e no hen ni gblé d6 me wu lée € kpd kpo, bo ene
no z4n bo & no mo nu dagbe 1ée ganji, bo no 1€ mo ye ganji.
Do alo devo me 3, RI e ma sogbe & € sixu zdn bo nii e ma do
weéxo 4 1ée é na ci nli e ma dO wen & é dohun, bo ye na ci nit
e do xome dohun. E do taji do & ni cyan nii e & na s3 d6 nii ji
é dagbe 3, bo na d6 blé bo nti Iée na gbon vo, bo nti lée na
zawé, lobo na 1€ nyd kpdn do dide dé me, d6 RI vovo e o
nti vovo lée me é wutu.

E d6 na hen nii e & no nyi ye é d6 ayi me, bo na dé sixu mo
nit dagbedagbe 1ée ganji hwenu e ¢ do flebotomu 1ée sontl
na we bo na s5 d6 nii ji é. E sixu vewil bo & na mo nii e 4o t6
lé¢ é, di cibarial armature, spermathecae, zovi sin akpaxwé
1é¢, kpddo kan e no hen awa 1ée d6 te 1ée é kpd do nit e € no
s d6 kdme bo no hen nit ¢f mJ é dé me.

N flebotomu lé¢ 3, nit e & no zdn hugin 1ée é we nyi nti e &
no s3 flebotomu doé blé na é, bo no 1€ s balsamu Canada ton
kp6dé Enecé - Nelson Cerqueira (NC) sin résine kp6 dé bl
nil € no hen nu xd € dé. Rawlins [60] mé nii e & no s3 6 ni
jilée é 6 we : (1) nli e no no ayi kaka soyi 1ée é : ni ene lée
no syen 40 hwenu e do yiyi we é, bo no ny? zén bo & na hen
nd hwenu gegé, kp6 (2) ni e no no ayi kaka soyi akpdxwé
dé 1ée é kpd : nll ene 1ée no syen &, bo € no zdn ye ni hwenu
klewun dé.

Nii e & nd s d6 nti ji € sin te Sin

Polymeéres (alé polymeéres) e sixu Nii e & da l¢¢ é
tiin I é

Hoyer = gomu kloralu glycérol, sin

CMCP-9 sin (CMCP-9: 51-60%)
(= carboxyméthylcellulose

phénol)

DMHEF (diméthyl hydantoine sin

formaldéhyde)

nti e € no ylo do gomu arabe é

Nu e no hen nu xd 3:
kloral hydrate
hlonhlon

ahan syensyen e € s3 sin d6 bl na é
(CMCP-9: 0-5%)

diméthylol diméthyl hydantoine
(diméthylol DMH) Oligomeres
éther-/méthylene-pont
DMH-formaldehyde sin hlonhlon e &
$5 46 kpd é

CMC(P)-9:
kpede: hlonhlon daxo
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Balsam Canada ton xyleéne; nu e o balsamu
me bo no hen ni gblé dé
me wu lée é sin akpaxwé
dé 1ée (A3-careéne, acide
levopimarique,
limoneéne, mircéne, acide
palustric, B-félandréne,
a- pinéne, B-pinene)

Euparal ® eukaliptolu, paraldéhide;
nti e no hen ni gblé dé me
wu lée é (limonen, a-
pinen, B-pinen)

Enece ahan syensyen e no nyi

éthyl é; kpodo kanfdru,
eukaliptolu kp6dé
terpentine kpo

Nt e & no s3 d6 ni ji Iée € sixu ny{ sin, nit e & s3 j€ d6 bl6 na
¢, nl e & 83 jé d6 bl na bo e no x1d do sin e, ahan ald ni devo
e no xu lée € me (kpdndéwi 3, toluéne, xyléne) (Tablo 3).
Enyi & s nli d6 ye ji gudo 9, & d6 na zdn ni e no x0 nli kpdn
bo ma no xi & 1ée é dé6 su ye d6 bo johon ma na wa nii d6 ye
wu 6. Bo na d6 tunwun vogbingbon e dd nil e & no s3 d6 nti
ji 1€ é sin alokpa lée tentin é cédécédé 9, & hen 3 e nd zdn ni
elo lée:

a. Fi e de sin e 1ée. N1 ene 1ée no yawu gba do sin me, bo
ene wu 9, & sixu sd ye d6 nu ji nid hwenu klewun dé alo ni
hwenu klewun-zaan dé. Ye no bowu bo & na hen, am3, € sixu
byo do ¢ ni st ye d6 bonu johon ma wé je ye ji 6 (€ we ny{
do, gum-chloral media kp6dé ahan polyvinyl kpd), o taji 9,
do ff e johon no ja dg 1é¢ é.

b. Nihennu é e no yi sin gbe kpede na lée e. Sin no wa nti dé
ni ene 1ée wu som3 &, am3, é kp6 do dandan dp & ni cyon alo
ye ji bonu johon ma no gbo ze xwé wu 6. Ye no zdn bo & no

balsamu (abienolu, asidi abietiki,
asidi isopimariki, asidi
sandaracopimariki)

nit e € no yld do gomme sandarac é
(acidi communique, manool, acidi
polycomunique, acidi
sandaracopimarique, acidi = 12-
acétoxi-sandaracopimarique, sugiol,
acidi torulosique, acidi torulosique,
acidi torulosique)

Nt e & no yl5 do copal gomme kpo
colophonie kpo é (colophonie)

NU e no hen nu gblé d6
me wu é: potassium
carbonate;

j€ e & sd db bl6 Abies
balsamea (Linnée, 1758)
ton na é

nti e no hen nii gblé dé me
wu é: salisila metilu ton;
sinme e do Euparal®
amamu me é: jé ganvo ton
(abietinate de cuivre);
Sandarac sin atin e no ny{
Tetraclinis articulata
(Vahl, 1791) é me

note nd hwenu gegé hi ee € no zan o sin me lée é, bo & no
1¢ zdn ye hwehwe d0 ni e no no ayi kaka soyi 1ée é me.

c. Nii e no gba dd hydrocarbure me 1é¢ é. E no hen nii ene
1ée gba do nit e no hen nit gblé d6 me wu 1ée é me di xylene
alo toluene, ald essenecé (nii e no hen nu gblé d6 me wu é€).
E bl6 ye bonu ye na no ten yeton me kaka soyi, bo no 1¢ no
ayi nd hwenu gegé, bo no 1€ di xwi x4 johon kp6dé nti e no
hen nti gblé d6 ye wu lée é kpd, bo ene zdn bo ye ny) tawun
nd nu e & na hen q’ayi lée é (é we nyi do, balsamu Canada
ton v3td)

Do klewun me 3, nit e no gba do sin me lée é we nyd hugén
nd ni e & no s d6 ni ji nd hwenu klewun dé 1ée é alo nti e
byo do € ni d¢ kpondewu Iée sfin bo € na bowli lée € ; ni e
no de do sin nu 1ée € 6 dogb6 € ny) nd ni e no no ayi kaka
soyi bo no byo do € ni no ayi do ba dé me lée €, bo & no yi
wén nd nit e no hen hydrocarbure 1ée é nd nl e no no ayi
kaka soyi bo € 5 d6 te nd nil e & na hen d’ayi 1ée é kpdé nit
e & na hen q’ayi nd hwenu geg¢ 1é¢ é kp6.
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Tablo 4. N dagbe kpo nit nyanya kpo e do nti e € s5 d6 nt ji lée é me é d6 dide kpevi kpevi 1é€ kpio nil e me vovo 1ée kpdn bo
¢ ma ko detdn & lée é kp6 wu [52].

Nyikd Le lée Nu nyanya lée
* Balsamu Nu e & no zdn d6 bl6 nii 5 na é no dbji  Nile no wanti d6 me wu lée é 0 me, bo & 6 na hen do kdfu
Canada ton tawun, bo no no gbé nd xwe 150 jeji. gld.

DMHF (dimetil
hidantoin
formaldehidi)

* Euparal (e no
kdn)

Hoyer sin sin

E sixu zdn ami e no nyf atinken gbadota é,
ald phenol dé té lamu lée ji.

Nukinnimojentime daxé

Index de réfraction dagbe

Nu e & bl6 1ée é sin nukdnnimojentime
dagbedagbe

Nuisiso lé¢ sin syensyen dagbe dé we

E no sogbe x4 wlenwin niikin-yiya ton
gegé.

Alocyonmeji dagbe nd kpdndéwd lée.

Nt e no té d6 nii wu € kpo nl e no cyon nit
dé nu ji é kpo tentin é nyd

Nt e no hen nit gblé dé6 me wu bo no no gbe
nd xwe 50 jeji é.

E do m3 ¢, & sixu sd éthanol 80% dé6 ni ji
tlolo (wédexdme me e blo € ton).

E no cyon alo nii e ji & ma hen nit kwiji d6
alée éji &, bo no 1€ cf kdlu dohun ald no xd
do hwenu e do yiyi we é &.

E d6 nil e no hen nii ¢f é dé bo é sogbe hi
balsamu Canada ton ni Diptera.

E no w’az3 ganji ni kpsndéwi e gongsn hi
md lée é d6 didekpo kpevi kpevi kp6do
xlxd e me € ma no mo johon d¢ a é kpd
wutu.

E 1o kp6 4o 95% éthanol me, bo no zdn bo
& no 1évo $5 d6 nt ji dO xwe mokpan gudo.
E sixu sb nii e & kpdn lée é d6 gbe ald tlolo
sin sin, éthanol, ald formaldehyde me.
Maceration no na cuticule dagbedagbe lée.
E d6 hlonhlon e no hen nil ¢f é dagbe dé, bo
¢ sixu 1€ bl6 bo é na kpdn te d’eji kpo nti e

E bys do & ni bl6 tuto dé bo na dé de sin sin lanme nii me bi
mlémlé, bo na 1¢ qu hwenu gegé.

Ethanol sin sin didekpo kp6dé xylene al atinken gbadota
sin ami kp6 gblame sixu zdn bo taxa dé lée na xd; ni devo
lé¢ (di, isopropanol, n-butanol, CellosolveTM, 1,4-dioxane,
Histoclear, terpineol) sixu d¢ finfén kpo.

Enyi ¢ sd xyléne d6 dyo phenol na ald enyi hydroxyde
potassium ton e kpo é kpo o, nli e & kpdn 1ée é sixu huzu
Wiwi.

Nt e no hen nit gblé dé me wu lée € sixu bld bo nil e & ma
d6 lamu ji 4 1é€ é na ci ablu me.

Nt e & na xd bi mlémlé é sixu qu xwe mokpan enyi & ma xd
do kdfu zozo me 4 3.

Nt e do tentin é no ci kdlu dohun bo no 1€ ci wiwi 0 hwenu
e do yiyi we é, do taji o, enyi & s ami e no ny{ atinken
gbadota é d6 stinsin na 3 ne.

N e no hen nti gblé dé me wu 1ée € dé 1ée no gl6, bo nil e no
hen nti gblé dé6 me wu lée € sixu vo enyi nil e o0 nit 0 me é
huzu acide 3 ne, bo ene sixu je édée ji 0 hwenu e do yiyi
we é.

E sixu w4 huzu kokl6j6 dd hwenu e do yiyi we é

E sixu dyo nii kwijikwiji dé 1ée

E sogbe x4 nii e no hen formaldehyde wi lée é 4

Johon sin johon, hwenu e € no xd é no syen dédé

Nt e & no s3 d6 nti ji bo no s¢ wuvé x4 johon é

E vewil bo & na leko nil ji yiyi .

Formaldehyde no hen adi, no dé xomesin me, bo no don
kanséezon wa

Nt e no wa nti d6 me wu lée é 0 me, bo & d6 na hen do kdfu
gld.

Ethanol sin sin didekpo kpodo dide gbon Euparal Essence
gblame kpo sixu zdn bo taxa dé 1ée na xd, amd, isopropanol
zinzan sixu de x6 ene kpo.

Atin sinsén e ma syen somJ & lée é sixu gba, afi nd & gd nu
e no hen nu gblé d6 me wu é kpedé kpedé, bo ene no du
hwenu.

Xwe 10 md gudo 3, dogbd 1é¢ kpo kristalu lée kpo sixu tn.
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¢ 1o sd iode d6 blé na é kpo bonu é na dé
de vogbingbon daxé dé xlé.

Acides acétiques e dd nil 5 me é sixu gbld
ada nud x4 e qO xd 1ée me 1é€ é.

Nt e & no kpdn Iée é d¢é 1é€ sixu no ten yeton
me nd xwe 40-60.

E no xd do sin me, bo é no bowil bo & na vd
jladé.

E sixu s5 nil e & kpdn lée é tlolo sin nil di
sin, éthanol, glycérol, ald ni e me
formaldehyde dg 1¢¢ é ji, bo sixu 1€ bl6 bo
ni e 0 xome yeton 1ée é na xi hwenu e é
byo d6 é, bo na d6 sixu gbéjé nu lée kpdn
alo sonti nu ye.

Medium e no no ayi nd xwe 30 jeji é.

E no sogbe x4 nii e no hen nii gblé dé me
wu lée é gegé, di acétone, benzene,
kloroforme, dioxan, éther, isopropanol,
benzoate méthylique, terpinéol, toluene
kpo xylene kpo.

E no yawu xii bo no 6 pH acide kpedé.

E no ci ablu me bo & no d6 ayi wu hwenu e
€ do kpikpo we € a.

E ny5 nd ni tenme tenme (kpdndéwii 3,
fuchsin, hematoxyline, amamu metil,
violet metil, bleu metil).

E sixu 1évo s nii e & kpdn 1ée é d6 nii ji o
xwe mokpan gudo gbon xylene me xixo dé
nt ji nd hwenu gegé gblame.

Nu e no ddji tawun é dé, bo no no ayi nd
xwe 50 m3.

Enecé no ci ablu me do hwenu e do yiyi we
é a.

E no bokun hugin, bo no zdn bo & no fén
nivinivi e o tentin yeton Ié€ é, bo no 1€ na
hwenu e jexa é dé bo € na sd ni e 4O agbaza
me lée é 46 ten yeton me.

Akwe kpedé.

Maceration sixu huzu ze jlé¢ wu sogbe x4 hlonhlon e do
chloral hydrate me € kpo hwenu e ¢ na no € kpo.

Nt e o nili e me & no blé nit o dé é me lée é sixu kldn, bo nii
kpevi kpevi 1ée sixu tdn o sun ald xwe dé 1ée vlame.

E ko do do x6jlajla sin nii 1ée dd wiwi we.

Nt ene sixu blé bo kristalu 1ée na tdn bo na I¢ cf ablu me do
hwenu e do yiyi we é, bo hwedelenu o, € sixu hen nli e &
kpdn 1é¢ € xd hd lee € lin gbon é. Afi nd & bl6 aloké d6 lamu
3 ji ganji o, kpdndéwu e gdngdn hid m3 1ée € na wa nii ganji
do me &, d6 ye sixu xd bo na blé bo tenme lé¢ na lel€ d6 lamu
o sin t6 lée. E sogbe x4 nil e & s5 k3 d6 bl6 na lée é ald nil e
& 3 ko d6 blo na lég € &, bo hwenu e é no xd € no 1€ hwe hd
CMC ton.

Nt e no wa nti d6 me wu 1é¢ é o me, bo & d6 na hen o lamu
gls.

E bys do & ni bl6 tuto dé bo na dé dg sin sin lanme nd me bi
mlémlé, bo na 1¢ du hwenu gegé.

E ny ni kpsndéwi daxé daxé lée 4 d6 didekpo kpo gaz-
bubble didé kpo wutu.

N e no cyon nit d6 nit ji Iée € sixu ton do hwenu e d0 yiyi
we é, afi nu & k13 lamu o ganji bo st.

E sixu xI¢ do & kin d6 polymérisation e ma kpé  é lel¢ d6
kolagen sin kan 1é¢.

E byo do & ni bl6 tuto dé bo na dé de sin sin lanme nii me bi
mlémlé, bo na 1¢ du hwenu gegé.

Ethanol sin sin didekpo kpo dide gbon ami clove ton gblame
kpo sixu zdn bo kpdndéwi dé 1ée na xd.

Nuvindvi 3 kpé do didexlé we c6, é ka do didex1é we kpedé
kpedé; ene sixu zdn bo é vewll bo € na mo nit kpevi kpevi
lée, di sensilla, ascoides kpo setae simple 1é€ kpo.

5.3.4 Tinme e & by3 n ntihennd nl e s3 d6 nu ji lee
ton (Tableau 3 & 4)

Nit e é no zdn do kpon nu nii hwenu klewun dé lée é

Gomme chloral = Hoyer sin sin/tenmeg/linlin (RI = 1,48)

Marc André sin sin we nyf{ nli nyd hugén bs & na zdn d6 kpon
spermathecae 1ée nd hwenu klewun dé (ganxixo klewun dé,
vlafo ganxixo klewun d¢ lée, enyi & hen dide 3 6 xo e me
johon de é dé me 3) 9, & na 1¢ kpdn fotdo 1ée (dide 4g5 3) ald
dide 1¢¢. Bo na d6 hen spermathecae e &€ mo lée é d6 te 9, é

byo do & ni v ye s3 d6 nit e me sin e é dé me, bo ene na zdn
bo & na hen ni hwenu klewun dé. E o m3 ¢6, & no kpldn me
do € ni de sin sin ye me bo na dé v) ye blodé do résine me
4, am3, & no kpldn me do & ni hen nu gblé & (risque de perte).
E no kpdn jé kloral ton kp6dé sin Hoyer ton kpé dé mo nit
dokpo 3. E no zan nii ene d6 kpn nii e dd agbaza me lée é
do lee € no sogbe x4 sin gbon &, lee € bowu gbon €, lee € no
yawu w’azd gbon &, kpddo lee é no hen nit ¢f m3 € kpd wu,
bo ene no zdn bo & no gbéjé nti e dd hiin me 1é¢ é kpdn ganji,
di spermathecae. AmJ, enyi &€ ma sonti ni j€ chloral ton ganji
ald hen 46 fi e johon no g3 é 43, é 6 nit nyanya daxé dé lée.
N ene lée die: kristalu, sinme dyodyo, kpo nil e no hen nit
ci é kpo. E dd m3 c6, enyi & xd kdfu 5 sin gbe 3, é no dede
tagba ene lée 4, d6 nti e & no s5 6 kdme € sixu dyo sinme
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tawun (hwedelenu 3, é sixu dibla nyi wiwi) 6 nti e & no x0
kdfu o na é wu, do taji 3, enyi & zén Euparal® 5 ne. Hoyer
medium we & no kpdn dé mo nit nyd hugén e & no zan do
nukidnme é nd Flebotomu e no nyi phlebotomine é, bo ¢ ko
no zdn nd nu ene lée sin hwexénu. Ni e & no zdn dé blé ni
e sekpo yedée tawun 1ée é gegé we 0O nil e & no zdn d6 bld
nit 9 na é me, di gomu arabique, glycérol kpédé chloral
hydrate kpé. E ko tin xégbe vovo lée me nyi do, bo 1¢ 5
x0gbe e ¢ zdn lée é sin x6 1ée nyi do [74]. Hoyer ny{ ni
dagbe dé bo na dé kpdn spermathecae e do flebotomu lée
me é c6, é ka sogbe bo & na hen d6 te ni hwenu gegé 4. E
nyd tawun nd ni e & no kpdn nd hwenu klewun d¢ 1é¢ é, kaka
je fotbo 1ée, nudido 1ée, alo dide 1é€ ji. NU e me sin de 1ée é
nyd nd nl e & no s3 d6 ni ji nd hwenu klewun dé 1é€ é, am3,
ye sixu zdn bo € na hen nt 1ée d6 te nd hwenu gegé 4. Do
vogbingbon me 5, nli e & no s résine d6 blé na é no zdn bo
nit 1é€ no no ayi nd xwe kanweko mokpan hwehwe, am3, é
sixu zdn bo nii kpevi kpevi e do spermathecae 1ée me 1é¢ é
na ci ablu me, 6 hwehwe 3, & no hen ni e ye no kdn lée é
bu. Hoyer medium no gblé do hwenu e do yiyi we € me d6

sin e 4o lanme é wutu (dide 8gd 3), bo ene no zon bo & no
d6 kristalu chloral hydrate wewé kpevi kpevi e ma no kdn a
lée é. E 4o m3 c6, & sixu mo kpdndéwi lée do dide e & sd
kristalu d6 blé na lée é me, d6 xd 3 kpd dd nti e & no ylo do
chimie é me, enyi kristalu e 0 susu we 1é¢ é na bo tle hen
nit gblé d6 agbaza wu 5 ne. Hwedelenu 3, € sixu vd dide e &
bl6 bo ye cf kristalu dohun 1é¢ € bl6d6 gbon nit e € s3 d6 nu
ji € xixo d6 fi e ji no jayi dé € dé me kp6dé thymol kpd
gblame, bonu Flebotomu 1ée ma wa su 6. Alo, € sixu sd ni
e & kpdn 1ée é do sin me, bo s acide acétique glacial d6 bl
bo ye na xd, lobo 1évo s balsamu Canada ton d6 bl na.

DMHF (diméthyl) hydantoine formaldéhyde) (RI 1,48)

Nu e & s5 sin d6 bl na é ene [72] no w’azd ganji do
nukunme, € ci Berlese dohun, bo é no 1¢ bwu bo & na zdn
Berlese dohun. Am3, é gbon vo nu Berlese, é no huzu wiwi
ald e no huzu kristalu . E no w’azo ganji nu flebotomu 1ée
kp6d6 Psychodidae devo 1ég kpo.



Pide 8g5 5 : E v5 lamu lé¢ to. A : dide e gblé bo xi bo & s5 d6 Hoyer ji 1¢€ é ; B : & no mo wujont Flebotomu lé¢ ton ; C : dide
flebotomu devo e gblé é ton o nugbejekpdn sin mo me ; D : xo fifd e me & no bl6 dide lamu dé de € ; E : ta, kpé F : agbaza
kpondéwi B ton kpo dd hwenu e & v3 € s5 6 Euparal® me gudo é ; G : ta, kp6 H : agbaza kpo nd kpdndéwi C e gblé é ton
hwenu e & v3 € $5 d6 Euparal® me gudo é.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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CMCP (camphre -klorofenslu dokpo) (RI = 1,41)

N ene nyi nti e & s glycérine dé bl6 na, bo no xd do sin me
é dé, bo & no zdn d6 bl6 nii e & no kpdn do kd me 1ée é sin
dide e no kdn bo no no ayi kaka soyi 1é¢ é, kaka je flebotomu
lée ji. Ni e nyd o nti e & no s d6 nti ji é ene me é we nyi do
¢ sixu s nl e & s5 d6 nu ji lé¢ € tlolo sin sin ald éthanol me.
E no yawu gboje bo no de flebotomu % sfin, bo no blé bo
flebotomu 9 no bowu bo no zdn bo & no 83 nti e & kpdn é 46
ten e jexa é me, bo ene no hen 1& wé tawun dO awa lée
gbajagbaja ald xiixi 1ée fénfén me. E do é no z5n bo & no hen
ni lée d6 te nd hwenu gegé ¢4, hwenu nabi e & na hen d6 te
é ka ko do wen 4. Dogb6 taji e 0 nti e & no s5 d6 nii ji é ene
wu € we nyi do nil e d’eme lée é 6 fenol, nil e no hen nit
gblé d6 me wu bo no 1¢ dé xomesin nid me é dé we, bo é byo
do & ni kpé nukdn dé wutu ton ganji.

Nii e & no sJ o nii ji kaka soyi é

Balsamu Canada ton (RI = 1,52-1,54)

Andrew Pritchard we do x6 dé balsamu Canada ton ji je
nukon do é nyi nil e & na s5 d6 ni ji € dé bo na dé kpdn nit
kpevi kpevi e no hen weziza wi 1ée é o xwe 1830 lée me.
E kp6 do niijlajla sin nii e & no zan hugin lée é me d6 lee é
nyd zan gbon é wu, bo & ko zdn € ganji ni xwe 150 jeji.
Balsamu Canada ton no ci kristalu dohun al6 no yi johon a,
é no ci nii e & no zén do blé sin na é dohun 4. E dd m3 c6,
balsamu Canada ton no kdn syensyen, bo ene sixu nyi ni
nyanya dé hwedelenu nd wlenwin nl kpevi kpevi 1ée kpon
ton dé 1é¢ [60]. Enyi & zdn nli e ma no hen nit gblé d6 me wu
4 1ée é d6 xylene tenme 9, é sixu e awé e & sixu x0 d0 niisiso
hwenu lée € kpo, am3, € sixu 1¢ don nil nyanya lée wa di nit
e no xd kpedé kpedé é kpddo nli e me nli 5 no yawu ci ablu
me de € kpo.

Eupali® (RI = 1,48)

Euparal® nyf ni e ¢ no zan tawun € dé bo no dyo balsamu
Canada ton bo no s d6 ni ji kaka soyi, bo no na hldnhlon
dagbe dé me nd hwenu gegé, bo no 1€ 6 hldnhlsn e & sixu
jlé d6 nit wu é. Euparal® {06 jijo elo lée: (1) & 6 na d¢ sin
sin lanme: cobonu & na s nil e & na s3 d6 nt ji é 46 ten ton
me gudogudo ton 3, & 6 na dg¢ sin sin lanme nd nit e & s é,
bo é no nyi do é no gosin 95% ji bo no wéd huzu syén syén
blebu, bo no 1¢ (2) hwenu e & no zan dé wa ni na é diga:
kplékplé gudogudo ton o do résine dé me, é na bo nyi
Canada balsam®a, length Euparall hwenu e ¢ no w’az3 na
€. Hwenu e & ma sixu bl6 bo & na d¢ sin sin lanme me kp6dé
nit e no hen ni gblé dé6 me wu lée é kpd & € 3, & sixu sd
kpdndéwii e € de sin éthanol absolue me 1é¢ é d6 nit e no hen
nit gblé d6 me wu é dé me, bo & no s5 Euparal ® kp6dé
Euparal essence kp6 dé bl6 nti dokpo 3 na, cobo & na s5 d6
nu ji gudogudo ton o.

Enecé (RI = 1,467)

Enecé nyi nil e & no s résine d6 bl6 bo & no 5 6 nti ji é dé,
bo & no zén je nukon nd nivindvi kpevi kpevi 1ég, bo & no 1€
yi win na tawun do Brésilu. Nu e do do ton é we nyi
colophonie kpé gommu copal kpé e ¢ hen xtxid do ahan,
kanfdru, terpentine sin jé kpddé eucalyptol kpé me é.
Cerqueira [11] do do Enecé nyi ni devo bo no dyo balsamu
Canada ton bo no s bokle e no no ayi kaka soyi lée é,
exuviae e 0 bokle e ma ko st & 1ée é me é, kpodé bokle e
ko st 1ée € kp6 ji, bo sin hwenenu o, & ko no zén do fi gegé
bo no s xevi flebotomu 1ée ton d6 ni ji. Enecé no na
wlenwin devo e ma no xo akwe som3d 4 é dé nd & na s3 d6 nit
ji kaka soyi, bo no zdn bo & no note nid hwenu gegé, bo no 1€
d6 hwenu e kpé é bo & na x4, bo no z3n bo € no fén nit 1é€ bo
no 1ée t0 nli e do agbaza me 1é¢ é ganiji.

5.4. Lamu lée jijladé kpédo xuxu kpé

E d0 taji tawun do & ni xixi dide e & s5 d6 nii ji 1é¢ é ganii,
bo na dé sixu note hwenu e hen nii 1ée d6 mimé ji. E d6 na
xu dide 1é¢€ ganji cobo na lin tame d6 lee & na hen ye d6 fi
dé ni hwenu gegé gbon é ji. N & na mo 1& dagbe hugén lée
0 5 ¢ d6 na xdxi dide e € s3 nli e no hen ni d6 te kaka soyi
lée € d6 nti ji 1ée é do jixwé nu aklunozdn gblame 2-3, bo
dédee ¢ sonti na kp6do nit e no hen ni d6 te kaka soyi 1ée é
kpé € sixu byo aklunozdn gblame 1-2 kpowun. Bo na dé
sixu bl6 bo nii 1ée na xd ganji 3, ¢ byodo e ni zdn nli e & $H
d6 johon e jexa nii e & na s5 d6 ni ji € ji é dé, bo na nyi alo
ni zozo ze xwé wu e sixu hen nii e & kpan lée é gblé é. E no
kpldn me do & ni d6 johon 30°C kpo 37°C kpo. Afo enc e &
no de bo no xu é do taji tawun bo na d6 gldn ali nd dide 1ée
sin didekpo, nit e & kpdn 1é¢ € sin didekpo, al6 nit e & s5 46
nil ji 1€ é sin didekpo o nithénten hwenu.

E d6 na wlan nii e & no zan dé sonii nii dide 1é¢ é d6 dide 1ée
ji hwebinu. Enyi é nyd bl 3, & d6 na 1¢ wlan nti e & zén d6
da ni 5 na é d6 wema 3 ji, g5 nd me e da ni 5 € sin nyiko
kp6do azan e gbe & da é kpd. Do bibéme 3, & no sonl nd dide
lée bonu ye na nyi nii e & na s d6 n ji nd hwenu klewun dé
é, bo & ka s d6 te nii hwenu gegé 4. E dd m3 c6, enyi ninome
kpddewu o ton dyo, di & s € d6 “tinme” sin tuto dé me 3, &
d6 na zdn ni e no hen kpddewu 5 d6 te kaka soyi é dé, bo na
dé sixu hen kpddewu 3 d6 te nu nlikplonkplon dé do sogudo.

5.5. Wlenwin devo lé€ ntis3 d6 nii ji tan : & na s3 dé
kati ji

Kati didé d6 kpd nyi wlenwin dé bo & no zdn nd nuvindvi
gbéta gegé, bo € sixu té nuivindvi 1ée d6 kati niivinivi 1ée ton
1é¢ ji tlolo ald té ye d6 nt ji ton. D6 ye hwe tawun, bo & d6
na kpdn nit e 0 agbaza me lée é bo na d6 tunwin ye gbon
ni lée didexlé gblame wutu 3 (kpdn akpixwé 5gd 9),
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wlenwin ene sogbe debil ni € na sd flebotomu 1ée d6 nii ji

a.
5.6. NUi e gblé lgg é v to do nu ji

Nu ntl e € ma no mo & lée € ald nu e xo akwe 1é€ é 3, & nd
kpldn me do & ni zdn wlenwin we sogbe x4 ye e € sixu mo
do: https://zenodo.org/records/18315029 é. 1) v3 sin d6 ye
me bo ma dg ye sfin 4, bo na dé sixu kp3n ye je nukon. E d6
na sd ni e ji € na s3 ni kpevi kpevi gegé do é dé d6 gannu
Petri ton dé me, bonu é na g alo nd me. Ene gudo 3, & no s
dide e € na v5 sin na é d6 ta, bo no gd nil e no hen ni gblé
dé me wu € milimetlu yoywe dé d6 gannu Petri ton me, bo
no blé xo e me johon no gd é d¢, bo no blé bo dide 3 desu no
X0 nu e no hen nu gblé dé me wu € zle a (dide 8 D). Hwenu
e & na zdn d6 v9 sin na me € sixu gbon vo sin azén dokpo ji
je azéin gégé ji, sogbe x4 ninome nii e & kpdn é ton. Nii lée
kpinkpon ayihongbe ayihongbe kpddo sutludido kpé do taji.
Enyi & ko g sin nd dide 9 ganji 9, & sixu dé & sin xo e me
johon deé é me, bo $5 d6 nit e me & no hen nit d6 é dé me nd
ganxixo klewun dé cobo & na gbéjé nii kpevi kpevi 1€ kpan,
de fotdo, ald dé nu. 2) bo na dé v3 ji 3, & sixu 1évo sd dide 9
do6 xo e me johon de € nd ganxixo klewun dé devo alo zanme.
Nugbigba d6 na nyi & no wa do nu kpevi kpevi e no kpdn n
l¢¢ é gl5. E d6 na zan lamu dagbedagbe l¢e d6 d& nii e no
cyon ni d6 ni ji € sfin ganji, bo na hen nil e no hen
Flebotomu lée é qé do te a
(https://zenodo.org/records/18315029). Ene gudo 3, & d6 na
x0 nti e & fén do kd me 1é¢ € kplé bo na k1 ye kpddé sin kpd
do doto kpevi kpevi 1ée me, lee & no zdn dé ¢ ADN/ARN e
no hen nit gblé d6 me wu € ton gbon é dohun (kpdn do fi),
cobo & na dg sin sin ye me bo na 1€ v ye s5 6 nil e me & no
bl6 résine d¢ é me. Hwenu e & do dide dé dé sin me we é 3,
¢ do taji tawun do € ni tunwun nti e & na s d6 ni ji je nukon
€, bo na dé sixu cyan nli e na hen nu gblé dé me wu é dé. Nu
¢ na sd ni e € no sd d6 sin me 1ée é d6 bld nli na 3, & 6 na
zén sin. Enyi nii e € no s3 d6 nii ji € ny{ résine (kpdndéwi J,
balsamu Canada ton al Euparal®) 3, & d6 na zan xyléne, o
azizogbd dé glj, bo na 1¢ zdn nil e jexa lée é d6 cyon alo
medée ji, kaka je nti e no cyon alo me ji é ji.

E dd m3 c6, me e no kpé nukin dé nii 1ée wu é kpo/ald
tutoblonunu e dé nti 3 € kpo yi gbé nd nii e & x0 kplé lée é
kede.

6. Kp3ndéwu lee tunwuntunwun

6.1. Moafolojii (wujonui 1€g)

Nt e no z4n bo & no tunwun Flebotomu 1ée é we nyi do & ni
gbéjé lee ye ci é kpdn je nukon, kaka je lee akdn yeton ci é,
awa yeton lég, avadond 1ée, kp6dé kancica e do wujond lée
tentin é kpé ji. Dobantinitd lée no zdn cdvi nu lée
tunwuntunwun ton 1ée, nit e & x0 kplé 1ée é, kp6do nu e &

tinme do kanlin Iée wu dé jlé nti e & x0 kplé 1ée de d6 de wu.
Ninome taji e no zdn d6 tunwimn nii 1ée é, di awa lée sin kan
lée kpddé lee ta 5 ci é kp6do do asu 1ée kpodo asi 1ée kpan
me, lee & blé avadond asd Iée ton gbon é, kpédo lee & bl6
avadond nyonu lée ton gbon é kpé no d’alo me tawun bo &
no tunwin kanlin alokpa lée é. Hwehwe o, &€ d6 na gbéjé nii
kpevi kpevi 1ée kpdn ganji cobo na tunwiin nit 5 ganji, bo &
no zén nu kpevi kpevi e & xo klpé é d6 kpdn nil dagbedagbe
lée di xu lée kp6do spermathecae 1ée kpd, aldo € no zén
nugbeje kpdn sin mo dé d6 kpdn nii e win{ lée é.

Nukonyiyi e do hladio sin nli 1é¢ me 0 azén gudogudo ton
elo 1ée me é zon bo € no zdn nil e & no ylo do dijital 1ée é d6
tunwiin flebotomu 1ée. E sixu jlé dide daxé lée é alo dide e
do alokan ji bo x1¢€ nti taji 1ée é d6 nti e & no zdn d6 ba do nd
nit lée é wu, ald bo gbéjé ye kpdn gbon tuto e & no zdn
motaglomedo-asinano d6 tunwiin nii 1é€ na é gblame, bo ene
na z3n bo & na mo nil je nli me ganji, bo na 1€ mo ni je ni lée
wu ganji o nii e € no ylo do morphonomie taxonomie é me.

6.2. Awa lée sin jle

Awa lée sin jl€jinino nyi nii taji dé bo & no zén dé tunwin
Flebotomu alokpa vovo lée é bo no 1¢ d¢ ye 6 vo. Awa
flebotomu Ié¢ ton no deé dide kpddé tuto kpé dé xl1g, bo do
taji 9, ye no diga bo no 1¢ hwe bo no d6 kan ganji (dide 9g5
3& 10gd 3). Lee kan lée do tuto ji gbon € no blé tuto vo dé
bo é sixu gbon vo o hénnu lée kpddé kanlin alokpa 1ée kpo
tentin, bo no na nil X0 akwe e & no zdn dé tunwun azon Jna
lée é. Ene wu 9, nukpldnkpldn d6 awa lée ji no na
nukdnnimojentime xo akwe dé 1é€ nd linlin e & na zdn dé
gbéjé nti 1é€ kpdn é.

6.3. Awa lé¢ sin jlgjinina dide

Dobanitiniitd 1é€ no zan wlenwin vovo lée, di jlejinino sin nit
lég, bo no gbéjé awa lée sin dide kpdn lobo no jlé ye dé
Flebotomu lé€ alo gbéta vovo lée wu. Niikplonkplon d6 awa
lée sin jlgjinino no na nukdnnimojentime xo akwe lée d6
walo, fi e ye no no € kp6dé6 niwukpikpé e ye d6 bo no zon é
kpé wu.

Do wlenwin jlejinino ton me 3, & no fén awa 1ée ganji, bo no
s ni d6 ye ji (enyi é byo m3 hiin), lobo no té¢ ye dé wen dé
lamu ji. Ene gudo 9, & no de foto lamu e sdnil nd 1€ ton b6
no kpdn ye do stereomicroscope dé gld, lobo no gbéjé
wujoni 1ée kpan. E ko tinme wlenwin ene ganji dd wema lée
me [6, 27,42, 56,57, 59], bo 1¢ kpldn me do & ni no zdn awa
disixwé ton alo amyoxwé ton hwehwe nd agbaza sin wlijonu
we 1é€ bo na d6 nyi alo nd nil nyanya e sixu je 0 allométrie
me lée € [62].
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Pide 10g3 3 : Phlebotomus ariasi sin awa e 6 sa sin do é.

Niiso> ni Awa lge ni jlgjinino

Bo na dé sixu mo kan e 4o awa lée me 1é¢ é ganji 3, & 6 na
k13 awa lé¢ sin j€ 1ée me, bo na 1€ sd nli d6 ye wu lee é jexa
gbon é. N & na sonti nd awa lée 3, & d6 na gd doto kpevi
kpevi lée me je nukon kp6dé nu e & byo lée é kpd (bleu
méthylene, éthanol, sin kpddé nti e no dyo xylene € kpd). Mi
hen awa e & hen q’ayi do éthanol 70% me do johon nu gbon
Eppendorf sin tuto 9 xixo bo kon dé doto 3 ji gblame, ene
gudo hiin, mi s awa 3 j’ayi do gaga ji gbon nii e & bl b’e cf
kdlu dohun é dé zinzan gblame. S5 awa 9 gbon étanolu ji
klewun bo s d6 sin me bo 1évo s3 d6 etanolu ji bo de j€ 1ée
sfin. S5 awa 5 d6 blo metileni ton me nd ceju 6, bo hen dé
ayi me do € do xixo we hwenu e ¢ do nu dé nu ji we é. Mi
v awa 0 bl6d6 ganji bo nyld € d6 xylene dyodyo me ni ceju
2 (é dibla yi hwenu e & no zdn d6 dyo xyléne é sin atonv1sd6
m3). Enyi & x0 nyi o0 d6 doto o sin do 1ée 3, é sixu d’alo bo
awa o na j’ayl ; xylene no d’alo bo € no jla sinme o d6. Gbon
gudo 9, z&€ awa o bo s5 d6 Euparal® sin t3 kpevi dé ji do dide
kpevi kpevi d¢ ji. Do ntli e no hen nit daxé é dé gld o, hun
awa o déd€ bo sd nll e no cyon nii d6 nti ji é dé 6 ten ton me
ganji. E d6 na dg fotéo 1é tlolo cobo & na bl6 nii e & no ylo
do Euparal® l¢¢ €, d6 € sixu byo do € ni jla ff e awa lée d¢
do lamu kpevi kpevi 1é¢ gl é kpedé cobo & na blé bo ye na
sogbe ganiji.

6.4. Wlenwin xomenu &g ton

G5 ni wlenwin wujont ton lée o, wlenwin xomenti nlidogbe
1é¢ ton do taji d’eji we d0 dobanintli d6 nivindvi 1ée ji me,
kaka je taxonomie, do ba nd kunkan togun lée ton, kp6dé
phylogenetique kpé ji, gd nd nli e no zdn bo & no mo
azonkwin lée é {0 ADN/RNA me, bo no 1¢ tunwun fi e
nududu hun ton gosin é, bo aaon hennu ton do taji do
azonkwin 1ée kpinkpon me [70]. E sixu z4n nii e & no ylo do
ADN ¢ d6 dexlé do kanlin alokpa Iée tfin alo d6 tunwun
vogbingbon e do kanlin alokpa e sekpo yedée 1é€ é me é, bo
ene na zdn bo & na tunwun ni e 4o kpd 1ée € ganji bo 1€ deji
dé6 ye wu. G3 na o, wlenwin xomenl 1é¢ ton nukonton lée (é
we nyi do, PCR, DNA sequencing, NGS, kp6dé nti devo lée
kpo) kpo MALDI-ToF MS kp6 do ten nukindeji mo we bo
na d6 tunwun niikiin-yiya sin nit 1é¢ ganji bo 1¢ yawu tunwun
ye, bo na 1¢ gd ni wlenwin x6x6 e € no zdn d6 tunwun nit
lée é [46]. Nukonyiyi ene lée do fine c6, wujoyul ée
tunwuntunwun we nyi wlenwi € no zdn dé6 deé ni lée d6 vo
é, bo 1€ nyi nli e ji & no jinjon bo no tin nl e 0 xoment lée
éjié.

6.4.1. Acides nucléiques sin dide e na hen nti gblé é.

Acide nucléique dide sin ni me nyi afodide e & no de
hwehwe 0 ntikplonme ntidogbe 1ée ton gégé me é, bo & ko
de wlenwin vovo lée tdn bo na d6 d¢ ADN sin niidogbe lée
me [48]. E bl6 nii e & no sa bo no de ADN sin me lée é gegé
bonu ye na dé bl6 bo niiwiwa ene na bowu [14]. E dd m3 c6,
wlenwin e € no zan hwehwe dé sont nd nu e & no ylo do
arthropodes € bo na dé tunwun lee ye cf € no d6 dogbé nui
ADN gbéjé kpdn hwehwe, d6 wlenwin ene 1ée sixu hen nit
taji e do nti e & kpdn é me 1ée € gblé [10]. ADN dide sin xui
lée me gegé no hen nit gblé o jowamo linu [43], bo no fan
adohu adohu taji 1ée d6 kpdndéwd kpevi kpevi lée ji, fi e
kpdndéwi kpedé tle sixu hen ni taji e do agbaza me lée é
gblé de é [72]. Nu e & kpdn € sin alokpa kp6dS ninome ton
kp6 no wa nt taji dé o wlenwin e sogbe bo & na zan dé de
ADN (6 vo € d¢é xixo me [29].

Hudo e do flebotomu lée tunwuntunwun me ganji é,
nukdnnimojentime do6 lee gbetd 1€ no dyo gbon é wu, kp6dé
ni e ma nyi ni taji & 1ée € didekpo kp6 zdn bo & blé azowanu
e no gbéjé nu kpdn lée é [23]. Din o, & no zdn wlenwin
xomentl ton lée hwehwe d6 gd ni wlenwin taxonomie
morphologique ton lée bo na d6 tunwin flebotomu 1ée. Di
kpdndéwi 3, wlenwin e & no zan d6 wlan nit d6 niivinivi lée
ji é we nyi do € ni d¢ ADN sin me, bo s5 nil e & kpdn lée é
d6 tenme tenme, lobo 1€ hen nii e & kpdn je nukon é bd. Ene
wu 9, é byo tawun do € ni ba wlenwin e ma no hen nti gblé a
lé€ é, bo na d6 hen nti e O gbe o me 1ée é kpddo lee é ci é
kp6 qo te.
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E ko z4n wlenwin gégé dé de acide nucléique sin k5 me. E
do m3 c6, & d6 na hen nii e & byo 1ée é d6 ayi me, 6 wlenwin
vovo 1ée d6 niwukpikpé vovo bo no 1¢ 6 hudo miméjinino
ton [9]. Di kpdndéwii 3, &€ mo dp flebotomu sin nukin 1é€ no
d6 dogbd ni PCR sin didekpo [69]. G5 ni nii e no don azon
wa lée é kpinkpon gudo 5, & no d¢ ADN Flebotomu tin
hwehwe bo na dé tunxun niivindvi lée. E sixu zdn wlenwin
vovo lée d6 dé ni sin me, é 0 mJ c6, ni e & no mo lée é
kpoo lee ye no nyd sd é kpé no gbon vo o0 wlenwin lée
tentin. Dobantntitd 1ée ko dyo tuto ntibibatd dé 1ée ton nd
flebotomu 1é¢ [8], bo no bl bo niikin-yiya kpo/alo dagbe e
€ no de sin acide nucléique me € kpo no jeji [8, 9, 69], bo &
sixu 1¢ zdn huzuhuzu devo lée, bo & bl6 ni hénnu e no nyf
arthropode 1é¢ é devo Iég, bo no 1€ zdn ye d6 flebotomu lée
ji[58, 76]. PCR e no s ayi 6 mitochondrie kpevi kpevi lée
jilée é (COI alo CytB) no sogbe do kpaa me x4 wlenwin e &
no zén dé de ni sin me lée é, bo ye no byo do & ni ¢ ADN
sin fénnd gegé me. Do vogbingbon me 3, wlenwin NGS ton
devo e & no xa nd hwenu gegé 1é¢ é (Oxford Nanopore kpo
PacBio kpo) no byo do € ni md nii kpedé kpedé, bo 1¢ do
ADN dagbedagbe. E do m3 c6, enyi & de nii e & no ylo do
spin column € ton 3, & no mo ADN genomique sin akpaxwé
enoyi 60 kb é, bo e node niie & no ylo do phenol-chloroform
¢ sin akpaxwé 1ée me kaka je 150 kb ji [77]. Tablo 5gd 3 x0
wlenwin vovo e & zan d6 d¢ ADN e do flebotomu me é ton
é kplé, bo 1¢ x1¢ do & ko dyo wlenwin le nd niivinivi ene lée
aji. E no xI¢ niikin-yiya Iée 4, d6 ye no sin nii e & kpsn lée
é sin dax6 kpo lee & no sonii na gbon é kpo wu. E o m3 c6,
¢ d6 na hen nti e € no ylo do “modification colonne” é d¢ ayi
me, bo na dé sixu mo nl je ni e ¢ no ylo do “protocoles
d’extraction” é wu nd flebotomu lée ald nlvindvi kpevi
kpevi devo lée.

Hwenu e ¢ na s3 wlenwin e € na zdn d6 deé nii sin me é 3, &
d6 na gbéjé nu gegé kpdn, di kpdndéwd nabi e & na dg é,
hwenu e ¢ na d¢ nu sin me €, kpo wlenwin e € na zan do do
¢ kpo. Hwenu e wlenwin NGS ton lée no byo do € ni zén
ADN génomique e d6 h13nhldn daxé6 é o, & sixu zdn wlenwin
e & x1€ do fi 1ée é bi nd nliwiwa e jinjon PCR ji 1é¢ é.

Devo 5, niikplonme gégé ko ba do ni wlenwin e ma no hen
ni gblé d6 me wu & lée é sin ADN me nd nuvinivi kpevi
kpevi e d0 ayikdngban ji lée é, ni e & hen d’ayi do
xogbigbdzdwaten lée é, kpddd ntivindvi e d6 agbaza bokun
lée é kpd [19, 26, 28, 55, 63].

6.4.2. Acides nucléiques sin dide e ma na hen nti gbhlé
aeé

Tagba dax6é e do nlu e no hen afodotd lée €, o taji 9,
flebotomu 1é¢ € sin ni 1ée gbigbéjé kpdn me é dokpo we ny{
do & ni hen nti e & kpdn 1é é d6 te bo na dé sixu s5 dé nti e
¢ x0 kplé do nuvinivi 1ée me 1ée é me. N e & no wa bo no
de ADN t3n Iée é gegé no byo do & ni bl bo nti e O xd 5 me
é ni xd, bo ene no z3n bo & no hen nt e & s3 d’ayi é do6 te.
Am3, & blé wlenwin e no d¢ acide nucléique e ma no hen ni
gblé a lée é tdn é bonu ye na de nl e O gl me lé¢ é ton, bo
ma na hen ni e & kpdn é gblé do agbaza lixo a, bo na wa nu
dé lee é na no gbe gbon é wu ald dyo lee € ci é 4. Wlenwin
ene lée xo akwe tawun hwenu e & d0 azd wa xd nli xo akwe
alo ni e d6 dogbd 1ée é we é, di flebotomu lée, fi e & na hen
ni lée 6 mimé ji d¢ € do taji nd ni e & na gbéjé kpdn do
sogudo 1é¢ é, lee nti lé¢ cf é ald nii e & na gbéjé kpdn 1éc é.
Wilenwin e ¢ no zdn hugén € we nyi wiisldsld e ma no hen nti
gblé & €, bo & no bld bo flebotomu 1é€ no no ten yeton me &,
bo no nylo ye do lysis buffer e me proteinase K d¢ é me
bléblé.

E ko zdn wlenwin mild-vectolyse ton 4 ganji d6 flebotomu
l€€ ji, o taji 3, boklé alokpa lée ji [24]. Wlenwin 3 no zan nil
e & no ylo do centrifuge classique (do ninome elo me 3, nli e
¢ no ylo do DNeasy Blood and Tissue kit €, QIAGEN,
Hilden, Allemagne) bo & no blé huzuhuzu lée d6 mo ADN
bo no hen nii e & kpdn é gblé 4. E dd m3 6, & 6 na hen nii
e & no ylo do lyse € d6 mimé ji (hlonhlon lyse tampon ton
kp6d6 afo e no hen johon syensyen é dé gd na kpd) [17] bo
na dé6 sixu ¢ acide nucléique lé¢ t3n, bo na dé de nii e no
hen nu gblé dé agbaza wu lée é kpd [24]. Do kdme sin xevi
lé¢ linu 0 5 € sixu 1€ zan nli e no d¢ ADN sin me é HotSHOT
(Bento Bioworks Ltd, London, Royaume-Uni) [73] e no
yawu bo no 1€ xo akwe €, bo no zdn bo &€ no yawu blé nti e &
kpdn lée € bo no 1€ xo akwe. Ene gudo 3, & sixu kld nii e & 83
d’ayi nd nuvinivi 1ée bo na dé tunwun lee ye ci é. Me e &
w’azd na kp6dé DNeasy Blood and Tissue kit kpé 1ée é d6
na hen ni e & no ylo do Marc-André € sin sin d6 kdn, bo me
e & w’azd na kpo HotSHOT DNA extraction kit kpo 1ée é ka
d6 na kdn ganji bo & na s ye 46 sin me, ald é na nyd hid md
3, & na sd ye d6 résine dé me do sin dide sin lanme gudo,
sogbe x4 tuto e ¢ tinme cédécédé do xota elo me € [73]. Ene
gudo 93, & sixu 1¢ zdn nit e & d¢ sin dogb6 me 1ée é d6 gbéjé
nit 1ée kpdn do do, di PCR, bo na dé bl6 bo wuntun dogb6
ton tawun tawun lée na gdngdn. Wlenwin e & no zdn d6 dé
acide nucléique e ma no hen nii gblé a é ton é o taji tawun
bo na d6 kpldn nii d6 Flebotomu 1ée é wu, kaka je ni e sixu
don azon wé bo ye sixu hen lée é tunwuntunwun ji. Enyi
dobanintlitd 1ée hen nii e & kpdn é d6 mimé ji 3, ye sixu mo
nit xo akwe e kiinkpld dogbé meton 1é¢ €, bo ka na 1€ hen nut
e & kpdn é d6 te bo na dé gbéjé kpdn ald kpldn nu d’eji.
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Tablo 5g3 3 : Akwexixo do jeme, zinzan kpddé lee & no xwedo tuto nd nii 1ée gbon é kp6 bo na dé d&¢ ADN flebotomu e no nyi

phlebotomine é ton ton

Sén Akwéxixo

Nukunkpéniwl  Ntijlajla nd nlivinidvi kpevi kpevi lée

Dotin nii lil¢ lil¢ b6 de kwi d6 vovo ton

Fenolu-klorofomu 0.24 USS$ [69]

HotSHOT <0.01 US$ [69]
Je dide ton 0.12 $3 [69]
Chelex 0.02 $4 [41]

2.5-3.55US$ [39]

PCR, NGS [9]

PCR, NGS [9]
PCR -

PCR -

PCR [41, 76]

6.5. MALDI-ToF MS

MALDI-ToF MS (wlenwin e no zan do de kén wujoni lé€ e
/hwenu e & no zon € sin kéndide) nyi wlenwin dé bo & s5 d6
wlenwin e no zan do de kén wujond lé¢ e ji, bo na d6 tunwun
nit e dO proteine 1ée me é (‘alovi’) e d0 niidogbe 1ée me € bo
1¢ gbéjé ye kpdn. MALDI-ToF 3, & no tunwun i d’eji do é
ny{ azowant taji dé bo no d’alo me bo & no tunwln nuvindvi
e 46 afo bo do taji do dotéoxwé kpodé kanlin 1ée kpé linu
lée 6. E dd m c6, & hen 3, & na zdn wlenwin ene dé tunwun
fi e flebotomu 1é€ no st d¢ é vovo lég, kaka je flebotomu e
ma ko st & 1é€ é kpédo yinvi hun e & no du do flebotomu asi
e & gd lée é me é kpé ji, bo & ko zdn ganji bo dé tunwin
vogbingbon e do flebotomu asu lée kp6do asi 1ée kp6 tentin
¢ d0 ninome vovo e me & no hen ni lée d6 € kpddo ee & no
bl6 bo ye no ci nli dokpo 5 dohun 1ée é kp6 me [28, 4, 30].
Wlenwin ene 5 no 1¢ na hldnhldn vogbingbon ton daxé do
hénnu kpevi kpevi 1ée, kanlin alokpa 1ée kp6do gbetd 1ée kpd
sin ateji. Wlenwin ene no zdn bo dobanuntitd 1ée no yawu
tunwln nivindvi lée ganji, bo ene o taji bo na dé mo
nukidnnd je lee flebotomu 1é€ no gbakpé gbon é, walo yeton
lée kp6dé azd e ye no wa do azon lée jijla me é kp6 wu.
MALDI-ToF no wa az3 taji dé do nikplonme azon lé€ ton
kp6d6 wlenwin e & no zdn dé du do azon lée ji 1é€ € kpd me,
d6 é no de vogbingbon o kanlin alokpa lée tentin gbon
proteine 1é¢ ji gblame. N taji we we 0 wlenwin ene me din
bo no d6 dogbd nii lee € no zdn € gbon hwehwe é. Nukonton
5 we nyi do & ni d6 nli e & no zdn d6 kpdn nii 1é¢ €, bo ye no
x0 akwe tawun bo € sixu mo ye bo na d6 tunwun nil e no ny{
arthropodes 1¢¢ é kede. E nyd wa 3, & sixu du do dogbé ene
jihwenu e € no zan do macinu ji € did6 do wlenwin e no zan
do de kén wujoni lée e ko huzu azowant dobantini ton dé
do azdxwé proteomique lé€ kpo/ald azonxwixwi 1é€ kpo me
é gblame. Wego o we nyi do € no xl€ nll e &€ no mo do
x6jlawema lée me é kpedé, bo ene no zon bo & d6 na bl
x6jlawema dé o xwégbe bo na 6 dide e jinjon nti e & tutin
ganji 1€ é ji é, bo é na ny) hugédn do & ni x0 nit kpdn dé lee
ni lée ¢ gbon é kpo nti e & no ylo do wenhennu (COI, cytB)
é dé kpo ji. E o m3 c6, & d6 na hen nii e & do lée é d6 ayi
me, bo na dé sixu hen ni e € mo do kd me lée é d6 ten
adokijenumo ton MSI e alogoniito-dotéoxwe Paris ton,
Wemaxome Pax6 Sorbonne ton, France kpo nti e & x0 kplé
do Bruxelles 1é¢ € kpo no kpé nukiin d6 wu é me Belgique
(https://msi.happy-dev.fr/). Hwenu e ¢ do tito blé we bo na

bl6 MALDI-ToF protein profiling é 5, ¢ d6 na hen
kpdndéwii 1ée d6 fi e & xtxu de é ald do éthanol 70% e d6
hIdnhldn molekwilu ton é me, bo ma na sd ye d6 johon e do
fi 5 é me 6. E o m3 c6, & kpldn nii me e no zdn lée é do ye
ni zdn 60% acetonitrile/0,3% TFA sin sin e me acide
sinapinique (30 mg/mL) d¢ é nu ntisiso MALDI-ToF ton 3,
bo na dé sixu bl6 bo dide proteine yeton lé€ ton na sogbe x4
ni e & ko detdn kaka je din lé¢ é.

Kpindéwi Niisiso nii MALDI-ToF MS (Dide 725 2)

E no bé nitvinivi e & hen d6 ninome vovo lée me lée é d6
johonnu je nukon bo no xi ye dd johonnu, bo no 1¢ fén ye. E
no de ta kpddé adogo kpd sfin bo na dé6 mo agbaza sin
wijond dédee me jijo taji e kiinkpld agbaza meton lé é de
lé €, bo na do6 sixu sd dide 1ée d6 nu ji bo 1¢ gbéjé agbaza
meton kpan. E sixu zan akdn ni MALDI-ToF bo hen adogo
e kpo é d6 te bo na d6 d¢ ADN ton. Nu & na blé tuto ni
proteine 1é€ 3, &€ no blé bo akdn 3 no ci nit dokpd 5 dohun do
1,5-mL ala kpevi kpevi 1ée me kpdé 10 pL sin nit e no bl6
bo & no bl6 nti dokpd 3 é kpd, bo no zdn hwi kp6dé lamu
kpevi kpevi e & no zan azon dokpo lée é kpé. E no zén nit e
no blé bo nti 1é€ no ci nlt dokpd 3 dohun é we : sin e & bl6 bo

v X 2

€ ma do vi a é kpé acide formique 25% kpo.

Tasuna.

D0 az3 ene me 3, mi jl6 na na dobanuntit) 1ée wlenwin e ny?
hugén bo € na zdn dé jla flebotomu lée 46 é, bo ye na sogbe
x4 nti e gbé nya we & d¢ 0 dobantinti 5 hwenu lé€ é, bo na
dé sixu tunwun nit e no don azon wa lée é ganji. Wlenwin
dokpo géé e nyd hugin do gb¢ 5 bi me é € d¢ a ; € nyd wa
5, wlenwin gégé tiin, bo dokpo dokpo d6 1& ton lée kpd
dogb6 ton 1ée kpd.

Do nt devo lée me 3, mi na tuto dé 1ée d6 wlenwin vovo e &
no zan dé sonl nd flebotomu 1ée bo no 1¢ tunwun ye é wu.
Nukplonme ene 1é¢, kaka je ye nukplonme ton 1é¢ ji, no na
tuto afodide dokpo dokpo ton e sogbe x4 nli vovo e gbé nya
we € de 1é€ €, bo no zdn bo & no mo nil je nli e & na mo 1ée é
wu ganji, bo & sixu deji d6 ye wu. Enyi mi no na nii ene e
gdngdn é 5, mi no ba bo na d’alo dobanuniitd 1ée bo ye na
cyan wlenwin ntijledontiwu ton e sogbe hugén 1ée é bo na I¢
zan nd hudo yeton tawun tawun lée e.
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Kaddénume.

Wema wlant 1ée dékd nd Richard Lane kp6dé Zoe Jay
Adams kp6 e o honme e no Kpé nukiin dé tan wu E do
Londres, 0 Grande-Bretagne é d6 lee ye gbéjé wema 3
kpdn ganji gbon é wu, bo ene zdn bo alonuwema elo nyd
tawun.

Akwezinzan.

Mi do ki nd azoxwe nukonyiyi ton Bresil ton CNPq (numelo
: 404395/2024-4) kpo6d6 Fondation Araucdria (numelo :
433/2025 PDI) kp6 dé akwe e ye na nd dobanunti AJA ton
lée wu.

Tas3me do nu e ba we e de leg wu.

Jéréme Depaquit we nyi wédegbé we kpé nukidn d6 wema
nivindvi ton 5 wd e ; é d6 zinzin debtli d6 lee & na gbéjé
alonuwema ene kpdn gbon é kp6dé gbeta ntiwlanwlan ton 5
é kpd ji &. Wema wlantd devo lée do emi kin d6 nt debii bo
na don tagba wa nd emi 6.

X6 e dide s hen e

bide 1gd 5: flebotomu e & hen d6 éthanol me é.

Dide 2g5 5: Nl e € na zdn d6 s flebotomu lée d6 nit ji 1é¢ é:
A: lamu kdfu sébwe sébwe no (10 ald 12 mm do gbld me);
B: plaki 24 kp6dé yinvi kpé (enyi & do ami clove ton alo
Euparal essence zdn we bo na dé bl flebotomu lé€ na 3, ma
zén plaki acrylique ton lée 6 d6 nit e no nyi réaction
chimique é dé na je bo nti e & kpdn lée é na gblé); C: lamu
kdfu ton e jexa bo & na wlan nii do ji 1ée é; D: kéndide yinvi
5 ton ; E: nit e & no té d6 j€ ji 1€ é; F: ganxixo sin kdfu ald
nit e ci m3 é dé bo hen flebotomu e & na s3 d6 nt ji lé€ é; G:
Dumont sin hwi; H: pipeti ala no; I: pipeti go no e hozo b6
hen sin yiyi d6 nii me bo wu e

Dide 3gd 9: Agban e me doto 24 d¢ é dé, bo flebotomu lée
sin ta kpé adogo yeton sin nuvinu kpé do dokpo dokpo me.
Dide 4g 5: E ze spermathecae bo s 6 sin Marc-André ton
me sin nl yoy3 lée me. A: Idioflébotomus longiforceps (Lao
RDP); B: Sergentomyia minuta (Flansé); C: Phlebotomu
ariasi (Flansé); D: Sergentomyia anodontis (Lao RDP).
Dide 5g5 5: Wlenwin e & no zdn d6 de Leishmania d6 vo é.
bide 6gd 3. Azowanu flebotomu ton nid biologie
moléculaire, proteomique, kpodo/ald virusologie sin az3 lée
kpo.
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bide 7g5 3: Wlenwin hwexdnu ton e & no zan d6 wa ni x4
flebotomu 1é¢ é.

Dbide 8g5 5: lamu 1é€ vo to. A: lamu e gblé bo xd bo & 5 d6
Hoyer ji 1¢€ é; B: lamu k3 xtixd dé ton do nti kpevi kpevi me;
C: & kpdn flebotomu devo e gblé é o niigbejekpdn sin mo
me; D: X0 e me € no blé lamu xuxu dé de é; E: ta, kp6do F:
agbaza kpdndéwid B ton kpé do hwenu e & vd € sd d6
Euparal® me gudo é; G: ta, kp6d6 H: agbaza kpé nu
kpdndéwii C e gblé é ton hwenu e & v) € s d6 Euparal® me
gudo é.

Dide 9gd 5: Trichophoromyia ininii sin awa xixu.

Dide 10g5 3: Flebotomus ariasi sin awa e d6 sinme é.

12. Yewukdnyi-dowu e o Zenodo ji lé€ é.

Yewukdnyi-dowu 1g5 3: https://zenodo.org/records/18198006.
Yewukdnyi-dowu 2g5 3: https://zenodo.org/records/18311158.
Yewukdnyi-dowu 3g5 3: https://zenodo.org/records/18311106.
Yewukdnyi-dowu 4g5 3: https://zenodo.org/records/18311154.
Yewukdnyi-dowu 5g5 3: https://zenodo.org/records/18303014.
Yewukodnyi-dowu 6g5 3: https:/zenodo.org/records/18303014.
Yewukdnyi-dowu 7g 3: https://zenodo.org/records/18315029.
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Appendix

NUzegoninu 1g3 3 : Donuddénu nuikpldnme e kinkpla nu e
nd nyi biochimie I é.

Niivindvi e X6 do we & d& lée é we nyi flebotomu Iée. E o m3 ¢,
¢ sixu jla linlin daxé 3 d6 nd kanlin e no d6 afo tawun lée € devo
1é¢ bo & sixu tunwiin ye dd wuntun agbaza ton e dd xome lée é
kede ji. Do nijledontiwu me 9, agbaza sin witjoni d¢é 1é¢ no cf
xtgloxi dohun do akpaxwé dé me bo lee ye ci € no na mi nii xo
akwe d¢ lée. Nt e wu € no don me tawun d & ni kpdn pompi
nidudu ton lée, spermathecae 1ée kp6do lamu kan e me ye no
gbon 1ée é kpd é ne. D6 nui e mi na gbéjé kpdn 1ée € bi wutu 3, &
kaka je hwenu e & na kplé ye é 3, mi na zdn nil e no nyi redox é
kpowun a. Nu e mi na ¢ midée alo linlin dokp6 e na kpld mi é
we ny{ do mi ni ma x0 nui e no hen nit gblé dé me wu lée € kplé x4
ni e no hen ni gblé d6 nit wu lée € 6.

Ahan syensyen e na nyi éthyl é ; etanolu :

E na z4n nit ene do ali vovo nu. Ahan syensyen sin molekwilu

1ée no yf wén nd sin tawun, ene wu 3, ye no & nli e no zdn bo & no
gon sin me é x1é. Am3J, ahan syensyen e me &€ ma no mo ni gegé
de 4 é (é we nyi do, sin sukpd d’eme din) na wa nti dé 4o acidu
nucléiques 1ée wu (sin we nyi kentd nd acidu nucléiques 1ée ). N
kede we &, 10, bo na dé jla xi 1ée 6. Do histologie me 3, mi no
de vogbingbon do nti taji we tentin hwehwe: hl3nhldn e no byo
me me é kp6d6 h1dnhldn e no hen nii 1ido é kpé. E mo nukdnnii je
wu ganji do nli e no hen nii déte € dagbe dé dé na yawu byo xi
1ée me gongon je nukon cobo na jla ye d6. Nd ahan 96% 3,
hldnhldn e é no byo me é no dibla yi 1,05 (d0 jlejinino linu o, nd &
sd acide picrique sin sin 0,75% 9, hldnhldn e é no byd me é no ny{
0,45, bo 3% potassium dichromate sin h13nhljn ton no nyi 1,45).

kpdntd 1é¢. Linlin 3 kp6 do y€yi daxé nyf we bo na jl6 na hen nti e
& wli 4o gle me 1ée é d6 te nd niikplonkpldn e bo d’ewu lée € ald
nd dobantiniitd sogudo ton lée. E dd m3 c6, linlin ene sixu je ni
cytologiste al0 histologiste dé . Enyi & jI6 na hen kpdndéwi

1ée 4o nti e &€ no s3 d6 nut ji € me nid hwenu gegé J, € sixu vewll bo
¢ na vd ye w’azd na. Nui e wu kpdndéwi e ko d6 xwe 10 jeji 1ée é
no vewl alo tle no vewll bo € na zdn € ne.

Nt devo e & d6 na gbéjé kpdn é we nyi jl€ e dd Flebotomu e & na
hen do te é kpddé hldnhldn e & na s3 d6 te € kpd tentin €. Do
kanlin 1ée kpinkpon ald dotGoxwézd me 3, é nyd do & ni bl6 tuto
nd hldnhldn e na hugédn hldnhldn e & na s3 d6 te é azon 60 é. Bo
niwiwa me 9, nd nuvindvi kpevi kpevi 1ée 3, nd & na sd
kpdndéwii dé do te 3, € no sd ahan 4-5 g) na é hwe bi 5. Hen d6
ayi me dp ahan syensyen 3 na gon hldnhldn d6, d6 € na d¢ sin e do
xud e 4o xu lée me € bi sfin.

Do vivonu 5:

- Alcool éthylique 3, nti e no kon dé nti ji € we (ene wu 9, é nd
sogbe xd nui e kon d6 nii 1ée € a);
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- E no hen proteine lé¢ jayi kp6dé h1dnhlan kpé bo no hen ye
dys;

- E no hen j6 syensyen dé 1ée xi bo no hen glycogéne j’ayi;

- E no zon bo xd 1ée no xd syensyen bo no hen ye syen.

NU e & na s3 potassium alo sodium dé blé na é:

hydroxyde potassium ton ji hugén, bo hwejijo e wu é do wen € dé
do fine a.

Sodium hydroxide [ES24] no tdn do sin me, é sixu nyi 0
h13nhldn vovo me. E no wé do nitywe, ald glitter me. Nii e nyla
do wu ton hugan é we nyi do é no hen johon syensyen (é no hi
KOH). Enyi é wa nu x4 proteine lé¢ 3, é no hen ye xd, bo kpédé
lipidu kpd 9, é no huzu ye d6 adi syensyen lée me do adi dido
hwenu (vogbingbon daxé dé we nyi ene x4 KOH, ee no na adj e
do sin me é dd adi did6 hwenu é). E dd m3 ¢6, & no mo
hydroxyde potassium ton [E525] dontieenoylodo 0,1 gmdé
me, bo ene nd z4n bo € no de da kpo nd sin 5 tawun hwenu e ¢ ma
dojlé e ji e najlé nii d6 € & é. Bi kpdndéw 3, € 53 0,1 g sin kdfu
1 d6 sin e & hen xixd é 1 mL me 9, é no na 10% sin kdfu. Nu
wego e do hydroxyde potassium ton me do akpd dokp6 me é we
nyi do é no hen nu gblé d6 carbonate wu kpedé (KOH sin sin dé
do kancica dax6 bo no hen CO2 1idd, bo m3d me 3, € no blo jé
carbonate ton lé). E na z4n nil syensyen ene lée d6 bl6 bo acide
gras lée na xud gbon ye huzuhuzu dé adi e no xd do sin me lée é
me gblame. E d6 na flin do nii e no hen nit 1idd é, di éthanol, no
bl6 bo ami e do kpdndéwi 5 me 1ée € dé 1ée no xi. AmJ, enyi &
dyo kpdndéwi 3 do nui e me sin d¢ é dé me bo sd nit syensyen dé
dé6 dyo na 9, acide gras (e syen hd m3 ald hwe hd m3 1ée €) na xd.
Ene wu 3, dodénu syensyen 9 na wa huzi adi fifd dé. Do ninome
dé 1ée me 3, enyi jo lée sukpd ze xwé wu 9, di kpdndéw 3, do asi
lée me 3, é na nyd do € ni sd johon 3 yi 35-40°C bo na d6 bl bo
niwiwa 3 na bowu, al, ¢ na blé bo hwenu e & na no xo nit kpdn
dé ntt wu € na di ga do johon kpaa ton me.

Sinme /Sin Marc-André ton e ma d6 sinme 3 e:

Fi 3, mi na ba do ni dagbe kpddé nti nyanya kpé e do Marc-
André sin linlin zinzan me 1ée. Klolu (tricloracetaldehyde
monohydrate), acide acétique kp6dé sin kpé we o nti e & no s
d6 bl nui ene na é me. NU ene no hen nui gblé tawun (acidu kp6dé
aldehyde kp6 sin kpsndéwt). E na hen hydroxyde potassium ton
e sixu kpo do kpdndéwi 1ée me € gblé, bo na bld bo adj alcaline e
¢ bl do hydroxyde potassium ton zinzan hwenu lé¢ é na xu 4. Nu
e no hen nu gblé dé ni wu é ene na 1¢ wa nit d6 azd e
glucosamines e no blé do chitin me 1ée é no wa o ahan syensyen
me é ji gbon ye xixo do6 ji gblame, bo m3 3, é na bld bo xuigloxi 3
na bowu. Nuwiwa devo we nyi do € no bld bo j€ e o fine lée é dé
lée xd. Hwenu e ¢ ko s acide fuchsine d6 blé sinme ni Marc-
André sin linlin 3 d’ayi € (m3 3, € o ninome oxidé ton me), € na
kpéwii bo na tén kpdn bo na hen azd e & no wa o ahan wego 3 me
lée é d6 te. Enyi hwenu e ¢ na x0 nti kpdn d6 nti e & no yId do
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Marc-André é wu € kpd ninome e me & no hen nt d6 € kpd gudo
3, éthanol kede we € na no k15 ntl 9 na. M3 3, mi no bé sin
didekpo sin akpaxwé kpondéwii 1ée ton.

Dagbe e de me Iés:

- Acehu nd n e sin taji lée me e ze xwé wu

- X1 5 sin gboje

- Do x6 do xd ji bo na d6 gbéjé nt e o xome lée € kpdn ganji

Nii nyanya Iée:

Chloral hydrate no hen me bli, bo & ko zdn o azongbonime gbetd
ton me. E d6 na zan do k5fu e me & no bl lamu 1é¢ é 42 ¢ gl3, bo
na l¢ xwedé sén dédee do x6 d6 nii e no hen nu gblé dé me wu lée

z

c.

Nii e & na wa do dé sin kpo Iéc é:

Jodémewu lée € x1€ do nu kpdndéwi kpevi kpevi 1ée 9, € kin nyd
do € ni xwedo lee & no bl6 bo ahan syensyen lée no do jijeji we
gbon é 6. N kpdndéwii dax6 9, mi na bé kpddé éthanol 80% kpd,
ene gudo 93, éthanol 90%, 95% bo gudo me 3, éthanol blebu. Nd
kpdndéwii kpevi kpevi 1é¢ 3, € no zdn niikldsin bo € no sd éthanol
90% do bl6 na, bo ene gudo 3, & no nylo dé éthanol blebu me. Do
hwe ene nu 3, mi na flin hwebinu do éthanol blebu no ba na hen
sin e dO johon me é d6 te. Do niigbéjékpdnten e no kplon ni dé

e € kpdn lée € me kp6do wisldsla e € no ylo do beech creosote é
kp6. Egbé 5, & no gbé nil ni nii ene e & no zén tawun dé hu

do wan ton wutu (hydrocarbures aromatiques polycycliques) bo &
lin do € no hen nu gblé d6 me wu, é no hen kanséezon wé, é no
hen nt gblé d6 nu e do sin me 1ée é wu kaka soyi, bo no 1€ hen nu
gblé do6 nii e do sin me 1ée é wu.

Nt e mi lin do ¢ na sontl na nd ¢ na s kpdndéwd 1ée d6 nu ji é
dokp6 we nyi Euparal® kp6dé Euparal essence kpé (€ tinme do
akpdxwé e bo d’ewu é me). E no yi gbe nii nit e & no ylo do
Euparal® kp6dé Euparal kpé é dé ganji; kpdndéwi e € mo do
90% éthanol sin wusldsld gudo

Niizegonunii 2g5 2: Nu e & s3 d6 blé nii e & no zén g é na
é.

Hidroksidi potasiyomu ton 10%
Gl10g
Sin e € hen x1 € q.s. mL 100

Gomme chlore montage médium Hoyer médium
Sin e ¢ hen xtxd é 50 mL

Klolu sin 200 g

Gomme arabe 50 g

Glicérol 20 mL

Marc-André sin xdsin
Klolu sin 40 g
Acide acétique glaciaire 30 mL
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Sin e ¢ hen xixud € 30 mL

Fuchsin acide 1% do sin e € hen xixi é me
Fuchsin acidekd 1 g
Sin e ¢ hen xtxd € 99 mL

Marc-André sin sin e & s3 fuchsin d6 bld na é
Marc-André sin sin 10 mL
Fuchsin 1% 50 pL

Nuizegonunu 3g3 3: Euparal®, balsamu Canada tan, ahan
polyvinyle ton alé nii devo e & na zan dé jla nti do6 lés é

Alukdlu polyvinyl: Nt e & no to d6 nti ji é we nyi nil e nyd hugin
¢ hwenu e nti e sin hudo & d6 bo na dé de¢ sin sin lanme ganji é
ma do fine & é. Ene gudo 9, € no x0 ahan polyvinyl ton d6
lactophénol Amman ton me. E o m3 c6, kplékplé ene lé¢ no d&
ni nyanya taji e 0 xixu alo ahan syensyen polyvinyl ton e no
huzu kristalu é me é x1¢, d6 sin e no xd € al6 € no ci wiwi hwenu
e phenol no xu é wu. Ene kpé do wlenwin dagbe dé nyi we ni &
na sd nit dé ni ji nd hwenu klewun dé.

Balsamu Canada ton: E no zdn € d6 s3 6 lamu kpo lamu kpevi
kpo tentin 2, é no byo do € ni dg sin sin kpdndéwi e ¢ na sd d6 nt
jilée € me. Xylene alo toluéne zinzan no hen nli nyannya wa.

Enecé medium: N ¢ na s d6 lamu kp6dé lamu kpevi kpé
tentin, di Canada Balsamu dohun 3, € byo do € ni d¢ sinsinntlie &
kpdn é me. Enecé sin x6gbe: kolofoni wewé mimé (22 g); jé
copal e no xd do ahan me € (12 g), ahan blebu (20 mL), kanf? (10
2), j€ e no hen nti gblé dé me wu é (10 mL), kpddé eucalyptol (26
mL) kpé. Bo na dé sonti na 9, & no s ahan blebu kpédé kanfd kpd
dé6 gannu dé me, di kdfu Erlenmeyer ton dohun. Ene gudo hun, g
colophony 3 kpddoé j€ copal 3 kpd na. Ene wayi 9, € no sd nli e no
st nti d6 € dé su kdfu 3 na, bo no hinhin, bo ene gudo jen & no z¢é
dé ntiklosin-marie ton me do zozo dé me bonu nti e & x0 kplé é ni
ma fyd 6. Enyi nti e d’eme lée é huzu sin bi mlémlé 3, € no sd jé e
no nyfi terpentine é dé me, ene gudo 3, € no x0 hwenu e ni e & X0
kplé € kpb do zo ji é, b no sd eucalyptol do nti e & x0 kplé é me.
Nt nt e me & no blé nti 3 dé é ma sd no xud & 3, & no sd Eenecé do
bl6 na, bo no d¢ linlin eld: ahan blebu (30 mL), kanf (17 g),
terpentin (15 mL), eucalyptol (38 mL) (Cerqueira, 1943).

Euparal®: Ni e ¢ no yl5 do Cypres 1’Atlas Tetraclinis articulata
ton(Vahl, 1791) é we, bo Gilson kpldn nti d6 wii ton bo blé q’ayi
do 1906. N taji e € no wa é we nyi do € no bl6 polymérisation a.
E do m3 c6, & sixu mo kpdndéwi e & s5 46 lamu lée kpéd6 lamu e
€ s5 d6 cyon nii ji 1ée € kpo tentin é bowu gbon ahan syensyen alo
ni e nyd hi m3 é gblame, é we nyi Euparal® essence. Resine ene
3, e no 1€ yl3 do sandarac 9, no yi etanol sin 80%.

Triton X100 sin zinzan: sin e ma ny{ ionique 4 é:

Triton X100 do dide sin me ton e ma ny{ ionique a € dé me (4-
(1,1,3,3-tetraméthylbutyl) fenil-poliéthylene glycol linfin, ald t-
oktilfenoksipolyetoxyéthanol, poliéthyléne glikol tert-oktilfenyle
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birgent éther me 3, & no zan d fi gégé. E no z4n bo & no blé bo nii
e no hen ni gblé d6 me wu 1é¢e € kpo é kpo no gbon me.

Nuvindvi e & hen d6 ahan me nd xwe mokpan 1ée é sin kpdndéwi
lée nyi nil e & no mo do fi gegé é. E blawu dp & ni hen nii d6 ahan
me ganji 4, bo niivindvi e & hen d’ayi gbon m3 1ée é no vewil
tawun bo & na sonti nd ye bonu & na gbéjé ye kpdn do
nuigbejekpdn sin mo 1ée me. Hwehwe 9, ald e me & s kpdndéwd
1ée d6 é no gblé, bo ene gudo 3, ahan 3 no xd. PO ninome we

1€ bi me 9, ahan did6 nd hwenu gegé¢ ald nit e & kpdn 1ée é xixu
no don tagba dé wé tawun. Do xwe 2008 me 3, Jonque d&¢ wema
dé tdn do lee & no v sin na Flebotomu 1ée gbon € ji kp6dé nti e no
hen Flebotomu 1¢é¢ xud € dé kp6 di Agepon e € no zan d6 de fatéo
1é¢ € [26]. Ene zdn bo & d6 linlin  do & ni zdn ni e no hen ni xd
1é¢ €, bo ye ma ny{ nli e no kI3 nui syensyen 1é¢ € &.

Do do 3, & no zén Triton X100 do sin 0,5% me:

- E 26 ahan blebu d6 kpndéwii xiixd 5 me.

- Mi z¢€ hldnhldn e do dandan € nii Triton X100 sin sin 4o 0,5% ji
bonu kpdndéwti 3 bi na byo sin me.

- Mi no te nu ceju 5 mo alo hu mo. Afokpa lée bi d6 na je yedée si
do xdsin 5 me.

- E no de Triton X100 sin sin 4 sin me bo no s5 sin e no hen
potassium hydroxyde 9 wa ten ton me.

Ene gudo o, & no xwedd wlenwin 9, lee & tinme gbon do aga é.

NUzegoninu 4g5 3: NU e € na s3 d6 blé Euparal® alo
Canada Balsamu na é afa dokpé dokpd ji

1. B d6 na d sin sin nii e & kpdn lée é me (enyi ninome % wld ald
andsin c¢i mJ 3, é no x1¢ do sin kiin 0 ye me ganji 6).

2. E sixu bl6 bo sin na gon ahan syensyen e no nyi éthyl alcool é
jijladé gblame.

3. E sixu s5 kpdndéwii 1é¢ sin ahan 99% ald ahan blebu me bo s
d6 nti e no hen nti gblé d6 me wu é dé me.

Alixwédo do wa azd:

1. Mi fén flebotomu mexé 1ée do éthanol 70% me.

2. Mi de ethanol sin me bo so KOH 10% do ten ton me. S3 ni d6
lamu ji.

4. Stin KOH sin me.

5. S5 sin e ¢ hen xdxu € d6 sdnstin nu e € kpdn € ji bo note ni ceju
30 je 45.

6. Mi de sin sin me

bo 1€ vo k15 kpddé sin e e hu ace nd e kp6 nu ganxixo 30 (Hwenu
3 kan kpddewu nabi e we e: bo e 1€ de kpddewu devo lée bo e
w'azd d'e wu zén, eny{ hwenu 3 kd lin 3 ye s nd sukp?d &, do taji d
nud kpddewu e wa az3 ye ton vokdn vokén lée 5, hwenu 5 d6 na no
kléwu)

7. Mi de sin sin me .

8. Mi z€é Marc-André sin sin (€ sixu nyi sinme Fuchsin ton) dé me
bo note ni ganxixo 24 (azan dokpo).

9. Stnstin sin Marc-André ton sin ji.

10. S5 sin e & hen xtixud € d6 cyon ni e & kpdn € ji bo note ni ceju
30 je 45.

11. Mi de sin bo 1€ vo k13 kp6dé sin e hu ace na e kpé nu ganxixo
30.

12. Mi de sin sin .

13. Mi z€ éthanol 70% dé me bo fén kpdndéwn 3.

A: N ta kpédé adogo kpd 3, e ni yawu don ta ald adogo 3 sin
akon ji .

B: Nt akdn 3, d¢ aw

a lée sfin gbon akdnnd 5 hen kpédé sin hwi dokpo kpé bo don do
akdnnd Iée sin dd kpédé hwi devo kpé gblame. E sixu fén ye
cddwe cddwe, bo mé akdnnid 3 d6 amyoxwé kpodo disixwé kpo,
sogbe x4 lée é.

14. No de sin sin ye ji kpedé kpedé gbon ahan syensyen e no ny{
éthyl alcool é d¢é lée gblame. 50 — 80 — 95% kaka je hwenu e & na
mo éthanol blebu é.

15. Mi hen sin sin nu kpddewu 1ée me gbon ye sinsin me azon we,
min 10 dokpé dokpd, kp6édé 100% ethanol kp6.

16. Mi de ethanol bo cyon nu kpdndewu lée kp6do atinken
gbadota kpé nu ganxixo 15 do johon yaya nu.

17. S5 kpdndéwii 1ée sin ami atinken gbadota ton me d6 Euparal®
ald Canada Balsamu sin t3 dé ji do lamu é dé ji.

18. S5 nit 1ée d6 lee jl6 we gbon é: E sixu zan nii kpevi kpevi

1é¢ ald hwi kpevi kpevi l1ée do fén ta, akdn kp6dé adogo kpé nd
bokle e no nyi flebotomu é o nligbejekpdn sin mo kpévi lée é
gl5. E d6 na d@ ta 4 sin agbaza 6 me bo na do sixu s3 ¢ d6 ten
ventro-dorsal ton me, ene we nyi do & d6 na s occipital foramen
5 d6 aga bonu & na dé sixu kpdn cibariumu 3 tlolo gbon me.

E 1o bl6 fénnii 5 dd flebotomu e no s5 nii d6 nit ji é me.

19. J6 kpdndéwii 5 d6 kaka je hwenu e nukin ton me ton na xu é.
20. S5 ahan blebu d6 kdn atinken gbadota e mé é d¢é ji. S5 nu e ji
€ no cyon nti dé é d6 Balsamu Canada ton ji do zogbe dé ji.

21. S5 dide 1ée d6 gbévi xixud e & sontl na nd ene € dé me.



