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1. OBJETIVO

Brindar la informacion sobre los procedimientos de laboratorio para la determinacion
taxonomica y preservacion de fleb6tomos.

2. ALCANCE

Este documento sera tomado como referencia en el LDSP de Santander para la
realizacion de montajes permanentes y no permanentes de adultos de fleb6tomos.

3. RESPONSABILIDADES

Los encargados de llevar a cabo las actividades del presente documento seran los
profesionales y técnicos calificados del grupo de Entomologia bajo la supervision
del Coordinador del grupo.

4. DEFINICIONES

Agujas de diseccidn: son agujas muy finas montadas en un cabo de madera
utilizadas en entomologia principalmente para desarticular los insectos o
manipularlos en los procesos de montaje y preservacion.

Balsamo de Canada: resina utilizada para preservar ejemplares en montajes
permanentes microscopicos realizados en laminas portaobjetos y cubreobjetos.

Determinacion taxondmica: es la identificacion cientifica de los ejemplares de
forma jerarquica y sistematica mediante el uso de claves dicotomicas.

Espermatecas: son estructuras quitinosas pares, de forma variada segun la
especie. Se encuentran en el interior del abdomen entre el 7 y 8 segmento
formando parte del aparato reproductor de los flebétomos hembra. La funcién es
almacenar esperma y es de gran importancia en los estudios de taxonomia.

Fenol liquido: sustancia quimica utilizada en entomologia para preservacion y
montajes permanentes de insectos.

Fuscina &cida: sustancia quimica de color magenta utilizada en histologia para dar
color a los diferentes tejidos.
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KOH: Hidroxido de potasio. Sustancia inodora utilizada para aclarar la cuticula de

los insectos.

Montajes permanentes: son técnicas de preservacion de ejemplares para ser

utilizados como coleccion de referencia.

5. CONDICIONES GENERALES

El procedimiento se realizara en muestras debidamente registradas vy
rotuladas con los codigos de ingreso del LDSP y de la UBE.

El material entomoldgico a procesar debe estar previamente seleccionado
macroscopicamente y depositado en viales con alcohol al 70%.

El area de trabajo debe contar con cAmara de extraccion de aire 6 con buena
ventilacion para evitar la acumulacion de vapores téxicos.

El area de trabajo debe contar con buena fuente de agua (lavamanos o ducha
de seguridad) para situaciones de emergencias por derrame o salpicaduras
de sustancias toxicas.

El profesional que realice el procedimiento debe asegurarse de portar
apropiadamente sus implementos de bioseguridad como bata manga larga,
guantes de nitrilo, careta protectora con filtro o gafas de proteccion y
tapabocas.

Disponer de frascos de vidrio oscuro con tapa para el descarte de los
residuos quimicos.

El procedimiento de limpieza y desinfeccion se debe realizar segun el
protocolo del laboratorio

Disponer de la microscopia adecuada (contar minimo con un microscopio con
objetivos de 10x, 40x con reglilla y 100x en excelente estado y con un
estereoscopio).
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6. FUNDAMENTO DEL METODO DE ENSAYO

Los montajes permanentes de insectos son de gran importancia en el area de las
ciencias naturales y de la salud, ya que facilitan la determinacion taxonémica de los
ejemplares y constituyen la base de las colecciones entomoldgicas; las cuales
representan el patrimonio natural de una regién y el conjunto de especimenes con
destacada importancia investigativa.

7. LIMITACIONES E INTERFERENCIAS

e Lostiempos de exposicion de los ejemplares al KOH y el cambio del ejemplar
de una solucién a otra pueden ocasionar la compresién o dafio de las
espermatecas y otras estructuras internas y externas de los fleb6tomos.

e Eluso del microscopio en mal estado impide la observacion de los caracteres
diagndsticos de los ejemplares.

e El uso del estereoscopio en mal estado dificulta la manipulacién y diseccion
de los ejemplares para la realizacion de los montajes.

8. RECOLECCION E IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

Una vez capturados los fleb6tomos adultos, se matan preferiblemente con vapores
de cloroformo o éter. También se pueden matar con frio, introduciéndolos en el
congelador o en ultimo caso dejandolos morir al medio ambiente en un recipiente
con tapa. Para no dafiar los ejemplares en la manipulacion, deben tomarse con las
pinzas entomoldgicas 06 alfileres de diseccion de las alas, no de las patas ni del resto
del cuerpo.

Para distinguir los fleb6tomos adultos de otras familias de insectos, se observa la
forma del cuerpo que es como un bastén (térax giboso), cuerpo hirsuto, de tamafio
pequefio (2- 5 mm de longitud), patas largas, alas lanceoladas en posicion de 45
grados con respecto al abdomen, ojos compuestos sin ocelos, antenas largas con
16 segmentos, abdomen de 10 segmentos (los tres udltimos modificados para
constituir la genitalia).

Las muestras pueden ingresar al laboratorio en seco o en alcohol al 70%
debidamente rotuladas escritas a lapiz o con tinta indeleble.

El rotulo debe contener preferiblemente la siguiente informacion:
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- Localidad (municipio, Vereda)

- Sitio de muestreo (intradomicilio, peridomicilio, bosque, etc.)

- Método de captura (trampa CDC, Trampa Shannon, cebo humano, etc.)
- Fecha de captura

- Numero de fleb6tomos que van en el vial

- Coordenadas del sitio donde se recolectaron los ejemplares

Si es posible, se deben incluir datos metereoldgicos (humedad, temperatura,
pluviosidad)

9. CONSERVACION DE LA MUESTRA

Previo a los procedimientos de aclaramiento y montajes para la determinacion
taxonomica, los ejemplares deben ser conservados en viales de vidrio o plastico
inmersos en alcohol etilico al 70% debidamente rotulados.

Posterior a la determinacion taxonémica, los ejemplares se pueden conservar en
montajes permanentes o inmersos en lactofenol o fenol. También se pueden
conservar en alcohol al 70%, pero esta preservacién con alcohol imposibilita ver las
estructuras internas de los flebétomos.

10. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Para poder determinar taxondmicamente los fleb6tomos hasta la especie, es
necesario someterlos a un proceso de limpieza de los pelos y aclaramiento de la
cuticula para hacer visible los caracteres diagnésticos de cada ejemplar y finalmente
conservarlos mediante montajes permanentes o en viales con fenoles.

10.1 METODOS DE LIMPIEZA Y ACLARAMIENTO DE LOS FLEBOTOMOS

10.1.1 LACTOFENOL

Es el método mas rapido, se mezcla en un crisol (o capsula de porcelana) 1:1
(vol:vol) de acido lactico y fenol. Se dejan los fleb6tomos 24 horas en esta solucién
o calentarlos en un hot plate (plato caliente) en baja intensidad sin dejarlo hervir.
Una vez que el lactofenol se enfrie se pueden mirar los ejemplares en una gota de
esta solucion bajo el microscopio en aumentos de 10x y 40x.
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10.1.2 KOH AL 10% Y FENOL LIQUIDO

Los ejemplares se dejan en un crisol con un poco de kOH al 10% por 24 horas o
menos tiempo a temperatura ambiente y tapados con un Parafilm hasta que los ojos
tornen una coloracion rosado pélido o casi transparentes. Una vez aclarados, se
lavan los ejemplares en un recipiente con agua destilada durante 5 minutos y luego
se depositan en una gota de fenol liquido para ser observados en el microscopio en
aumentos de 10x y 40x.

10.1.3 DESHIDRATACION CON ALCOLHOLES- FENOL LIQUIDO

Los ejemplares se dejan en un crisol con un poco de KOH al 10% por 24 horas o
menos (14-16 horas) a temperatura ambiente.

Posteriormente, se someten a deshidratacién con alcoholes, que consiste en el
lavado sucesivo de las muestras con:

Acido acético glacial, durante un minuto.
Fucsina acida durante 15 minutos.

Acido acético al 10%, durante 10 minutos.
Alcohol al 70%, durante 10 minutos.
Alcohol al 90%, durante 10 minutos.
Alcohol al 95%, durante 10 minutos.
Alcohol absoluto durante 10 minutos.

O O O O O O O

Una vez terminado el dltimo lavado en alcohol, los ejemplares son traspasados a
un vial con fenol liquido para ser observados en microscopio a 10x y 40x

10.2 DETERMINACION TAXONOMICA DE FLEBOTOMOS

Para la determinacion taxonémica de los fleb6tomos se debe utilizar las claves
dicotomicas de Young y Duncan, 1994 y Galati, 2009 a, b.

Las principales caracteristicas para identificar las especies se encuentran en la
genitalia masculina (Figura 1) y femenina (Figura 2), aunque se describen también
estructuras importantes en el tdrax como la coloracion y en la cabeza como son la
sutura interocular incompleta, la forma y numero de dientes del cibario, largo de los
flagelémeros y forma de los ascoides.

Los machos son mas delgados y generalmente mas pequefios que las hembras de
la misma especie y se los distingue a simple vista por su aparato genital en forma
de pinza o de mano en el extremo del abdomen, mientras que en las hembras el
extremo es romo.
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Figura 1. Genitalia masculina de lutzomyias
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Figura 2. a. Vista macroscopica de la genitalia femenina de Lutzomyia spp. b. Vista microscopica de |a genitalia femenina de Lutzomyia spp

En el proceso de la determinacién taxonémica se recomienda ingresar en un
formato todos los datos concernientes a la recolecta del ejemplar, asi como el
nombre especifico del ejemplar (Ver Anexo 1)
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10.3 MONTAJES Y / O PRESERVACION DE LOS FLEBOTOMOS

e En la mitad de una lamina portaobjetos se adiciona una gota de fenol o
lactofenol y se deposita el fleb6tomo.

o Si el ejemplar es macho se le arreglan con un pincel entomolégico

todas las estructuras del cuerpo sin separarlas entre si, de tal forma
gue se le vean todas las caracteristicas diagnosticas de la genitalia.
Esta manipulacion se realiza en el estereoscopio.

Si el ejemplar es hembra, se separan la cabeza del térax con una
aguja de diseccion fina y se coloca la parte anterior de la cabeza hacia
abajo (ojos y frente tocando la ldmina portaobjetos y el foramen
occipital hacia arriba en contacto con la ldmina cubreobjeto) para que
los dientes del cibario queden visibles, y luego se prosigue a organizar
el resto del cuerpo sin separar sus partes entre si para que se vean
todas las caracteristicas diagnosticas principalmente de la genitalia. Si
la genitalia no es visible, se separan con una aguja de diseccion los
dos ultimos segmentos del abdomen para extraer las espermatecas.

e Posteriormente, se ubica sobre el ejemplar una laminilla cubreobjetos y se le
adiciona en los extremos unas goticas de balsamo de Canadéa hasta que el
ejemplar quede poco a poco sumergido en el balsamo sin que queden
burbujas entre la lamina y laminilla (Ver figura 3).

Nota: Si las espermatecas fueron extraidas del abdomen, se ubican al lado derecho
del ejemplar y se hace el montaje por separado del resto del cuerpo, pero sobre la
misma lamina portaobjeto.

La laminilla cubreobjetos que se pone encima de la espermateca debe ser pequefia
de acuerdo al tamafio de la estructura y se le adiciona gotas de balsamo de Canada
como lo escrito en el parrafo anterior.

o
N

laminilla cubre

Figura 3. Montaje permanente de fleb6tomos.
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e Por ultimo, se rotula o etiqueta el montaje utilizando papel adhesivo para
rotular y marcador de tinta negra indeleble.

La etiqueta de la derecha debe llevar: Nombre de la especie y el nombre de
la persona que la identifico.

La etiqueta de la izquierda debe llevar: Localidad (Pais, departamento,
municipio, Vereda), sitio de muestreo (intradomicilio, peridomicilio, bosque,
etc.), método de captura (trampa CDC, Trampa Shannon, cebo humano,
etc.), fecha de captura, coordenadas geogréficas.

11. EMISION DEL INFORME DE RESULTADOS

La emision del informe se da con base en el origen del estudio de campo mediante
un oficio remisorio dando a conocer los nombres especificos de las especies
encontradas y su importancia en salud publica.
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and South America (Diptera: Psychodidae) Florida, Memoirs of the American
Entomological Institute 54, Associated Publishers, 881 p.
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