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l1.- INTRODUCCTION

Con el proposito de contribuir a la taxonomfa y morfolopla del
agente causal de 1la filariasis cerebral reportada en roedores nati-

vos del Continente americano, Neotoma micropus (rata de campo amer -

cana), el presente trabajo responde provelendo la descripcidn de u.a
especie nueva de Nemdtodo Filarioideo perteneciente al género

Dunpnifilaria.

Menos precisa, la descripecidn inicial de los gusanos adultos ¢
microfilarias de esta filariasis silvestre ("como género y especirc
no determinadas") fué dada recientemente por el mismo autor (Gutis -
rrez, 1983) durante la tarea de contribuir al conocimiento de la
fauna parasitaria del género Neotoma, con la finalidad de determinar
la importancia zoondtica de este hospedero para la regidn rural del
Noreste del Estado de Nuevo Ledn, México, donde la poblacidn de eule

roedor se encuentra ampliamente distribuida.

Mediante la microscopia de luz, el mismo autor habfa determini-
do en ese entbnces que los gusanos perteneclan al pequefio grupo do
"parésitos de mamiferos'" de la subfamilia Splendidofilariinae, donde
éstos aparentaron representar un géne.so nueve morfoldgicamenie diuo-
tinto a les c¢inco ya descritos: Dunnifilaria Mullin y Balasingam,.

1973, Meningonema Orihel y Esslinger, 1973, Micipsella Seurat, 1971,

Onchocercella Yorke y Maplestone, 1931 y Protofilaria Chandler, 1929

(Segﬁn la clasificacidén més reciente de las filarias; Anderson y
Bain, 1976). Sin embargo, comoc lo han denotado otros autores (Lich-
tenfels et al, 19833 Lian-Yin et al, 1984), las determinaciones y
descripciones exactas con el microscopio compuesto de luz rinden a
menudo con serias limitaclones para poder reconocer alginas de la.
estructuras finas de importancia distintiva entre las mismas espe-
cies de un grupo determinado de parasitos, resultando en ocaciones
(8hoho y Uni, 1977) como la causa principal de una falsa identifi-
cacidén de los especimenes estudiados.



Por otra parte, cabe seflalar que la mayor confusibén en el orde
namiento de una especie, reflejada comunmente por las pobres o de-
ficientes determinaciones descriptivas, asi como también por la de
safortunada tendencia de investigadores inexpertoé que elevan espe
cies pobremente conocidas a rangos genéricos o superiores, resul-
tan en conjunto la gran limitante para el cada vez ms dificil ¥y
complicado sistema de clasificacibdn taxonbdmica (Yamaguti, 1961;
Anderson y Bain, 1976).

Es por eso gue el presente trabajo es orientado en funcibn del
reconocimiento seguro y exacto de la especie en estudio con la ayu
da de las técnicas modernas para la microscopia de luz (ML), micros
copia electrbnica de barrido (MEB) y microscopia electrdnica de
transmisibn (MET), como medics descriptivos elementales y precisos
en la morfologia actual de las esvecies.



2- ANTECEDENTES

El primer indicio del halllzgo de la filariasis cerebral de
las ratas Neotomas en las zonas aledanas a los Poblados "Los Alda-
mas y Dr., Coss", Estado de Wuevo Lebdn, iléxico, fué confirmado por
Gutiérrez (1983) y un grupo de Colegas del Laboratorio de Parasi-
tologia de la Facultad de Ciencias Biolbgicas de la Universidad
Autbnoma de Nuevo Lebn en Monterrey, N.L., liéxico, cuando ocacio-
nalmente en la examinacidn directa de 2lglinos preparados frescos
de una serie de muestras sanguineas de 40 ratas-ileotomas, captura-
das vivas durante una investigacibn preliminar de los hemoparésitos
de los roedores mls comunes del Estado de Nuevo Lebn (desarrollada
durante la estacidn de Verano de 1982), encontraron que 14 de éstos
roedores (35 %) presentaban en comfin un nlmerc considerable de mi-
¢rofilarias no peribdicas, Esto hizo suponer en un prinecipio trétqg
se de un registro-hospedero nuevo para la especie Litomosoides
carinii, la cual ha sido reportada en la literatura como una espe-
cie comfin de 1la cavidsd torfcica del roedor de campo, Sizmodon
hispidus, en el vecino Estado de Texas (Chandler, 1931), ZEstados
Unidos de Nortezmérica, y y2 también, en el mismc estado de Nuevo
Lebn (Gutibrrez, 1980), México. Sin embargo, la investigacibn exaus
tiva en la busqueda de las filarias adultas en las cavidades corpo-
rales de las ratas-Neotomas no rindid con el diagnbdstico esperado,
sino que despufs de infructuosos intentos por demostrar e identifi-
car a los gusanos adultos fué cuando de nuevo casualmente en un ce-
rebro extirpado de uno de los roedores positivos con microfilarias,
el cual habia sido inconcientemente olvidado en una caja de Dpetri
conteniendo solucibn salina 0.85 vorciento y bajo el calor de la
lampara del microscopio estereoscopico, pudo ser finalmente denota-
do que las propias filarias con movimientos activos abandonabvan los
tejidos cerebrales para depositarse libremente en la tibia solucibn
isotbnica, quedando demostrado de esta forma la caracteristica lo-
calizacibn tisular de estos susanos en la misma masa cercbral del

hospedero,

Posteriormente, los mismos- jovenes investigadores, particular
mente Gutiérrez en su Tésis-Profesional (1983), encontraron mAs que
dificultades para poder ordenar taxonbmicamente al nuevo parésito.



Ellos reconocieron sblo concretamente el ranzo de subfamilia
(3plendidofilariinae) al cual pertenecian sus gusanos, dejando in-
cierta su posicibn genérica dentro de ese gruvo ('"parfsitos de ma-~
miferos"), donde los géneros Dunnifilaria, lieninzonema y licipsella,

mAs particularmente el primero de los mencionados, representaron a
los miembros mhs cercanos en apariencia morfoldsgica,

Por otra parte, el género Dunnifilaria, al cual verdaderamente

pertenece la especie-filaria estudiada, ha sido propuesto por Mullin
y Balasingam (1973) para gusanos redondos y filiformes que varasitan
la chmara derecha y arterias pulmonares de la rata gigante de cola
larga, Rattus sabanus, en los Estados de Pahang y Selangor, Halasia.
Ellos determinarcn a sus especimenes; Dunnifilsaria ramachandrani,

en reconocimiento a la labor de los Drs. F. L. Dunn y C. P. Rama-
chandran, quienes en 1962 reportaron por primera vez la presencla
de este parésito, para el mismo hospedero y locallzacidn, en las
cercanlas de Kusla Lumpur.

Posteriormente, Sivanandam et al (1965) volvieron a reportar
a la especie para el mismo distrito, pero no es sino hasta 1973,
cuando Mullin y Balasingam elevaron a estos especimenes a nivel de
género nuevo, distinzuiendolos morfolbgicamente de los cuatro gé-
neros de la subfamilia Splendidofilariinae "parfsitos de mamiferos"
enlistados en ese entonces por Yamaguti (1951); Johnstonema Yeh,
1957, Micipsella Seurat, 1921, Onchocervcella Yorke y llaplestone,
1931, y Protofilaria Chandler, 1929.

Entre tanto, una segunda especie conocida, Dunnifilaria dilli,
ha sido descrita por Mak (1979) del sistema linf&tico, en particu=
lar, de 1los nbdulos 1linfhticos de la parte posterior de roedores,
Rattus koratensis, en Canthaburi, Tailandia, £l denotd que sus espe-~
cimenes presentaban cfsi todos los caracteres genéricos establecidos
para ¢l recien formado género Dunnifilaris. 3in emparco, fué demos~

trado én su trabajo que la esvecie descrita (D. dilli) diferfia par-
ticularmente de D, ramachandrani por sus finas estriaciones trans-

versales dispuestas en ambas extremidades, por presentar sblo dos
pares de papilas caudales postanales y producir microfilarias mucho
nfs cortas y carentes de vaina,



En cyanto al hospedero Neotoma, son relativamente escasos
los trabajos orientados al reconocimiento de su fauna varasita-
ria. De hecho, estos pocos estudios estén relacionados a la fau
na ectoparfsita, protozoolégica y sobre alglnos endoparisitos
intestinales (Céstodos y Nembtodos). No teniendo conocimiento
de alglna otra filariasis en este roedor, seria este el primer
caso descrito en Neotoma y el primer registro del género
Dunnifilaria para el mismo hospedero y en el Continente america

NO,

Por iltimo, al igual que para otros géneros de filarias
parfsitas de animales silvestres, no existen en la literatura
estudios que antecedan la investigacidn de la estructura fina
del género Dunnifilaria o de algln otro miémbro de la subfami-

lia Splendidofilariinae,



%~ MATERIAL Y METODOS

3.1 [ MATERIAL.

2e1e1.= Procedencia del material,

Los gusenos utilizados para este estudio fueron caracte-
risticamente recuperados del sistema nervioso central de 100
ratas de campo (Neotonma microous) investigadas durante las dis-

tintas estaciones del allo ¥y durante un nerfodo comprendido en-
tre 1985 y 1986. Este material fué gentilmente proveido vor mis
Colemas QBP's Ildefonso Fernfndez 3. y Lucio Galaviz S., ambos
del Laboratoric de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bio-
1l6gicas de la Universidad Autdnoma de Huevo Lebdn en liéxico. Ellos
mismos realizaron las capturas de los animales vivos en dos lo-
calidades denominadas; Rancho Ias Animas (25° 59' L.it, y 999 o2'
L.E.) y Rancho Las TFlores (25° 59' L,d, v 99° 11' L.Z.), ambdas
ubicadas en el [unicipio de Dr, Coss, Zstado de Nuevo Lebn, ié-
xico (Lamina 1-A). También es incluido en este travajo aguél ma-
terial que personalmente colect® en compania del mismo grupo de
colavoradores durante mi Qltima visita a la zona mencionada en
los primeros dias del mes de Enero de 1987. Este (ltimo material
fué exclusivemente utilizado para su estudio morfolbsico median-
te la microscopia electrbdnica de barrido y transmisidn (presenta-
do en las laminas de este trabajo), mejorando con elloc alglinos de
los resultados obtenidos en las observaciones anteriores.

En general, el material extraido de estos animales consis-
tib en tres piezas cefhlicas completas (obtenidas por la decapi-
tacibn de tres roedores nativamente infectados), muestras de san-
gre cardiaca conteniendo microfilarias (12 tubos de ensayo), 34
gusanos machos y 27 gusanos hembras, los cuales inmediatamente
dé¢spués de su corresvondiente fijacibn fueron enviados al Depar-
tamento de Helmintologia del Bernhard-vocht-Institut fir Schiffs-~
und Tropenkranlkheiten, Hamourso, Repliblica Federal de Alemania,
en donde fué desarrollada la presente investigacibn.
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3 .20_ METODOS.

3.2.1.~ Colecta e identificacldn de los hospederos.

Para la captura de los hospederos-roedores, Neotoma micropus

(Lamina 1=-B), fueron empleadas las técnicas convencionales de cam=
po usuales en el trampeo de pequefios mamfferos (Garcfa, 1971),
mientras que la identificacién de los animales fué realizada profe-
sionalmente por el Colega Bicl. Miguel A. Zuniga, asistente y docen
te del Laboratorio de Mastozoologfa de la FCB-UANL, Monterrey, N.L.,
México.

3.2.2.=- Estudio histolégico en los hospederos.

Después de su captura y arrlvo al laboratorio, los roedores
fueron inmediatamente sacrificados con cloroformo. Tres de estos
eJemplares, a los cuales se les practicd la decapitacidn, fueron
utilizados para demostrar la correcta ubicacidn histolégica de los
gusanos en los tejidos cerebrales de los hospederos.

Para este estudio, las tres piezas craneales (conteniendo la
masa cerebral completa; cerébro-cerebelo-médula obldnga) fueron
répidamente fijadas en una solucidén de formaldehfdo al 4 porciento.
Posteriormente, fueron llevadas a un proceso de descalcificacidn
(bajo presidn) en una solucidn de &Zcido tricloroacético al 5 por-
clento durante dos semanas aproximadamente. Antes de la descalci-
ficacién, los craneos enteros fueron cortados en tres plezas més
pequerias para facilitar la penetracidn de las soluciones utillzadas
durante todo su proceso.

Por ﬁltimo, las plezas descalcificadas fueron trabajadas por
las técnlcas comunes para la inclusidén en parafina, donde los cor-
tes de 5 micras de espesor fueron realizados con la ayuda de un mi-
crotomo de la marca -Jung, Heldelberg-. De cada bloque se obtuvo
un nfimero aproximado de 20 cortes que fueron tefiidos con 10s colo-

rantes de hematoxilina y eosina.



-

Por otra parte, para la investigacibn morfolbgica y des-
criptiva del parésito tratado fueron utilizados los siguientes
métodos de estudio.

3.243+~ Morfologia general de los gusanos adultos y microfilarias
mediante la microscopia compuesta de luz (ML).

15 gusanos machos y 8 gusanos hembras fueron recuperados de
las necropsias de alglinos de los roedores con la ayuda de un mi-
croscopio estereoscopico y colocados inmediatamente en solucidn
salina al 0.85 porciento, donde fueron lavados y rapidamente re—
tirados los restos de tejido del hospedero. Seguidamente, ellos
fueron fijados en una solucibn de &cido acético glacial durante
20 minutos (Berland, 1961), y despues transferidos a una mezcla
de alcohbl etilico al 80 porciento conteniendo 5 porciento de gli
cerina, Para la observacidn bajo el microscupio de luz, los gusa-
nos fueron transparentados en glicerina pura y/o lactofenol.

También, las microfilarias contenidas en las muestras san-
guineas fueron empleadas para este estudio. La sangre fué tomada
por puncidn cardiaca y fijada directamente en formaldehido al 2
porciento, Mis de 50 frdtis sanguineos fueron prevarados a partir
de estas muestras. Una parte de ellos fueron tenidos con el colo-
rante Giemsa (diluido en amortiguador de fosfatos 1:8) durante 30
minutos y el resto con hematoxilina de Mayer a 60 °C durante 45
minutos.

Los datos morfométricos de los gusanos y microfilarias fue-
ron obtenidos con la ayude de un ocular micrométrico (datos expre
sados en milimetros para los gusanos y en micras para las microfi
larias).

Por otra parte, para la observacion de ciertas estructuras
internas de los gusanos adultos, alglinos de estos fueron primera-
mente seccionados en pequenos trozos de escasos milimetros, deshi
dratados en una serie gradual de acetbna, luego incluidos en blo-
ques de ERL (Spurr, 1969) y finalmente llevados al ultramicrotomo
Reichert OM-U3, donde fueron realizados una serie de cortes trans
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versales semifinos de las distintas porciones del cuerpo que pos=—-
teriormente fueron tenidos con el colorante az@il de metileno de
Harris durante 10 minutos,.

El material de ambas secciones (3.2.2. y 3.2.3.), incluyendo
los cortes semifinos de los gusanos, fué observado y fotografiado
con un Fotomicroscopio Zeiss III empleando pslficula AGFA blanco y
negro de 25 am,

3.2.4.- Morfologia externa de la estructura fina (superficie cuti-
cular) de los gusanos adultos y microfilarias mediante la microsco
pia electrbnica de barrido (MEB).

18 gusanos machos, 16 hembras ¥y alglnas microfilarias fueron
fijadas en glutaraldehido al 2 porciento (en amortiguador de caco-
dilato dé sodic 0.1 M, pH 7.0) a temperatura de refrigeracibn du-
rante toda la noche, Posteriormente, fueron 'lavados en cinco
cambios en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, PH 7.0, ¥
postfijados en tetrbdxido de osmio al 1 porciento (en una 301ucién.
nueva del mismo amortiguador) durante 1 a 2 horas a 4 °C. Después
de un segundo lavado en cinco cambios en zgua tridestilada, el ma-
terial fué llevado a deshidratacibén en una serie gradual de alcohd
les, seguido de la primera sustitucibn en el lfquido Freon 113. La
deshidratacibn en alcohdl etilico y la sustitucibdn en Freon 113 se
llevd a cabo utilizando el aparato modificado de intercambio (Aus-
tauschapparat) de Peters (1980) seglin las indicaciones de Franz

(1981).

Para el desecado del material, los preparados fueron coloca-
dos en el aparato desecador-punto critico, E3000 Polaron, dejando
correr el proceso de acuerdo a las especificaciones denotadas por
Reimer y Pfefferkorn (1973). En este caso, el 1fquido Freon 113
fué remplazado por Freon 13 que presenta favorablemente un punto
eritico m&s bajo. E1 punto critico de esta nueva solucibn fué al-
canzado a 28 °C y 38 atm de presidn, necesitando para ello un tiem
po aproximado de 30 minutos. De hecho, el proceso completo tuvo
una duracidn aproximada de dos horas hasta obtener las muestras to
talmente desecadas.
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Tanto los gusanos adultos como las microfilarias fueron mon
tadas en soportes de aluminio por medio de una cinta de doble su=-
perficie adhesiva, sdlo las microfilarias fueron primeramente fi-
jadas en pilezas de vidrio cortado y luego adheridas a los soportes

metilicos para el MEB.

Para favorecer la conduccidn electrdnica, las muestras estu
diadas fueron comunicadas con la cinta-pegamento y los soportes de
aluminio mediante la aplicacidn de un puente de pintura de plata.

Por Giltimo, las preparaciones desecadas y montadas fueron
recubiertas con una capa de oro (capa de 15-20 nm de espesor, a
20 mA de intensidad y durante 3 minutos de irradiacidn) con un a-
parato sombreador (cobertor ibnico para meté&les) MED 010 de 1la

marca Balzers.

Las observaciones de los preparados fueron realizadas en un
Philips PSEM 500, trabajando a una velocidad de aceleracibén de vol
taje de 6~12 KV, con una velocidad de barrido de linea de 64 mseg.
Las fotografias fueron tomadas con una camara Olimpus OM-1 y peli~
cula ITFORD PAN F blanco y negro de 25 mnm.

3e2e5e~ Investigacidn de la estructura fina de la cuticula y del
esbfago de los gusanos adultos mediante la microscopia electrbdnica
de transmisibén (MET).

Las observaciones de la cuticula fueron realizadas a partir
de cuatro secciones transversales y una longitudinal de un gusano
hembra y un gusano macho, respectivamente, los cuales fueron fija-
dos y postfijados por las técnicas utilizadas para la microscopia
electrbnica de barrido. Estas secciones fueron deshidratadas por
los métodos convencionales e incluidas en bloques de ERL, como lo
describib Spurr (1969). Los bloques preparados fueron enderezados
y encuadrados a mano bajo el microscopio estereoscopico. LOs cor-
tes ultrafinos fueron hechos con un ultrawicrotomo Reichert OH-U3,
utilizando cuchillas de vidrio. Los cortes obtenidos fueron con~
trastados de acuerdo a los procedimientos dz2scritos por Reynolds
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(1963), donde las soluciones de acetato de uranilo en metandl al
70 porciento y citrato de plomo se utilizan como medios ideales.

Para las determinaciones de la estructura fina del esdfaxo
fueron utilizados sblo los cortes transversales corresvondientes
a la porqién anterior del zusano hembra, 1 cual fué sinultanea-
mente estudiado con la ayuda de los cortes semifinos mencionados
en las secciones anteriores de este trabajo,

Las microfotografias de esta seccidn fueron tomadas con
una cémara Kodak, con pelicula de grano fino, en un Philips Tii
200 (velocidad de aceleracidn de voltaje de 80 KV).

NOTA: Para la investigacidn taxondmica (ordenamiento sistembtico

de la especie estudiada) fué utilizado el criterio mhs reciente

para la clasificacidén de las filarias de Anderson y 3ain (1975),

editado en las aportacioneés cientificas CIH Zeys to The Hematode

Parasites of Vertebrates (Anderson=-Chabaud-wWillmott) del Common-

wealth Agricultural Bureaux, 5t. Albans, Reino Unido de 1la Gran

Bretana, contando ademés con la asesoria directa del Prof. Dr. R.
Muller, jefe del Departamento de Parasitolosgia del nmismo Common-

wealth Institute of Parasitolozy, guien personalmente verificd la
informacibén rendida en este trabsjo y reafirmd la determinacibn

de la especie nueva de Dunnifilaria agqui presentada.
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4,- RESULTADOS
4,1.~ Demostracibn histoldgica de los gusanos en el hospedero.

4,1.1.- Localizacidn de los gusanos.

En la presente investigacidn se reconoce que es sdlo a nivel
del trdnco de la masa cerebral (cerebelo y médula oblonga) el sit’o
habitual en que se alojan los gusanos adultos de la especie nuevs
de Dunnifilaria. Este razonamiento se establece por la demostraciin
directa de los gusanos en los mismos cortes transversales de 1los

tejidos animales implicados (Laminas 2 y 3).

Particularmente, los gusanos yacen libremcnte enrrollados
lo largo de los espacios subaracnoideos, donde en ningino de los
casos se presenta la excepcibn de invadir corteza cerebelar y/o ni -
dular, lo gue respalda el hecho de que esta infececidn (denominada
por el autor; filariasis cerebral) se limita unicamente a la Suave
capa leptomeningea que recubre directamente los 6rganos nerviosoc
centrales del hospedero Neotoma.

La seccidn transversal de la médula oblonga completa (Laminn
2 A-E), examinada bajo el microscopio de luz, muestra la dispesi-
cién secuencial y ordenada de seis porciones oblicuas y transvers-a-
les (sefialadas con flechas sencillas) de un solo gusano que fué ri-
pidamente ldentificado como una filaria hembra en estado gravido.

lkn contraste, no menos de dos gusanos adultos; un gusano ma-
cho y por lo menos una hembra gravida, son descritos para 1os esp2-
cios subaracnoideos de la porcidn cerebelar de la misma pieza cer.-

bral (ejemplar Nr. 3) estudiada (Lamina 3 A).

Por otra parte, no sdlo los espacios periféricos que rodean
la estructura arborecente del cerebelo se encuentran ocupados por
los gusanos, sino que tambilén aquellos que penetran en forma de co-
misuras o circunvoluciones primarias (Lamina 3 A-D) y los destina-
dos a la porcidn del puente cerebelar (Lamina 3 E).
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4,1,2,~ Histopatologia de la infeccibn.

Aunque fueron varios 1los gusanos que se encontraron ocupando
los espacios subaracnoideos del cerebelo y médula oblonga, los da-
nos en estos tejidos (provocados por la supuesta accidn agresiva
del invasor) resulatron ser nulos, Tampoco se observaron reaccio-
nes de inflamacibn ni infiltrados celulares de la respuesta-mediada
en los tejidos adyacentes a los gusanos, por lo que probablemente,
esta infeccidn no reviste mucha importancia en el acontecer vatold
gico del hospedero. Esto sin embargo, " s86lo mientras los gusanos
se mantengan vivos (como fueron los casos estudiados aqui)”, pues
es claro de esperar que la presencia de gusanos muertos (atrapados
en los espacios meningiales) lleguen a provocar reacciones de res-—
puesta a causa de las modificaciones que sufren los gusanos al su-
cumbir,



LAMINA 2,~ Microfotografias de un corte histolbgico transversal através

de la médula oblonga de un hospedero=roedor (Neotoma micropus)

nativamente infectado con gusanos adultos de la especie nueva
de Dunnifilaria Mullin y Balasingam, 1973, (Filarioidea;

Onchocercidae).

A= Microscopia de luz (ML): Seccibn transversal de la médula
oblonga completa (20 X). Las flechas sencillas senalan la lo-
calizacidn de seis porciones de un gusano hembra gravido,
mientras que la doble flecha denota el espacio subaracnoidal
en la capa leptomeningea.

B.~ ML: Acercamiento de una de las secciones transversales
anteriores del gusano (110 X) indicando la clara localizacibn
subaracnoidal (flecha doble). Se distinguen también la capa
cortical de la médula oblonga (mo) ¥ la correspondiente al
hueso (hu).

C-E.- ML: Acercamientos de las porciones restantes del gusano

(160 X en cada acercamiento). Aracnoides (ar), Piamadre (pm).



LAMINA 2
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LAMINA 3,- Microfotografias de un corte histoldgico transversal atraves
del cerebelo de un hospedero-roedor (Neotoma micropus) nativa-
mente infectado con gusanos adultos de la especie nueva de
Dunnifilaria Mullin y Balasingam, 1973, (Filarioidea;

Onchocercidze).

A= ML: Vista panorfmica de una de las secciones transversales
del cerebelo (50 X).

B-D.— ML: Acercamientos de alglnas porciones de los gusanos a
nivel de la capa leptomeningea de las comisuras primarias cere
belares (125 ).

B,~ ML: Vista panoramica de una seccidbn transversal del puente
cerebelar (50 X) mostrando una seceidn longitudinal de un gusa

no hembra gravido.






4,2.~ Descripeibn morfolbgica de la especie nueva de Dunnifilaria
mediante la ML, MEB y MET,

4.2.1 [ Bt MOI‘fOlogia.

4.,2,1e76= Estfﬁcturas de la superficie cuticular de las porciones
anteriores y medias de los gusanos adultos,

En ambos sexos, la extremidad cefélica es claramente distin-
guida del resto del cuerpo por el abotonamiento brusco de éste en
las primeras 20-25 um., Por consecuencia, la estructura mis anterior
adopta la apariencia de una cabeza firme y ligeramente elevada (La-
minas 4 B-C y 8 C-D). Vista de frente (laminas 4 C-E y 8 D), 1la
cabeza muestra contornos circulares (redonda) de un difmetro aproxi-
mado de 30 um. La apertura oral, de forma eliotica ¥ con dilmetros
que oscilan entre 1.5=2 um por 2.5-% um, se localiza en la linea
media frontal (Laminas 4 B-E y 8 C=-D), Un grueso anillo peribucal
de origen cuticular, con un difnetro aproximado de 0.3-0.4 um, ro-—
dea a esta apertura (Laminas 4 B-E y 8 D). Dos pares de papilas
submedianas internas (bucales) yacen a una distancia aproximada de
1-1.5 uvm del anillo peribucal, mientras gue un segundo Jjuego de dos
pares de papilas submedianas externas (cervicales) aparecen a una
distaoncia de 12-15 um del anillo mencionado. Las papilas del cir-
culo interno (Laminas 4 D-E y 8 C-D) miden de 1 a 1.5 um de dihme-
tro., Ellas estfn delimitadas por un surco o hendidura que rodea una
abultada masa central que se proyecta claramente compacta. Por su
parte, las vapilas del circulo externo (2 um de difimetro) esthn for-
madas por un ligero borde o cordillera que encierra la compacta ma-
sa central (Imminas 4 Dy 8 D). Las dos aperturas anfidiales (Lami-
nas 4 D-E y 8 C-D), dispuestas dorsoventralmente, esthn localizadas
a ambos lados de la apertura oral (entre los dos circulos papilares)
a una distancia de 5 um del anillo peribucal., E1 denominado "pore-
like" anfidial (Tamina 4 E) ests formado por una fisura alargada de
0.5 um de ancho por 2.5 um de largo.

Por otra varte, al igual gque como ocurre con las estructuras
de la terminacibdn anterior (descritas arripa), 1la estructura fina
de la superficie corporal (cuticula) de los gusanos resulta también
bastante semejante entre ambos sexos. Por esta razdn, ella se des-—



¢cribe unicamente en esta seccidn tomando en cuenta que esta no
presenta variaciones morfolbgicas a lo largo de todo el cuerpo.

Bajo la microscopia de luz y/o en pequenos aumentos con el
MEB y MET, la‘cuticula de los gusanocs aparenta ser conpletamnente
lisa, Pero ya por encima de los 4000 X (MEB y [IET), la misnma cu-
ticula resulta con finas estriaciones transversales (Lamina 5 B-
Dy F) que van de 0.2 a 0.3 um de ancho. En alglnas imfzenes del
MEB (Lamina 5 D), las finas estrias simulan estar arrezladas en
parejas que se unen por medio de un canal central (y uno whs en-
tre cada pareja) mhs profundo y menos iluminado formando una es-
tructura anular mucho mis amplia (hasta 0.7 um de ancho).

En contraste, en las imlsmenes del MET (Lamina S5 7), las mis-
mas estrias resultsn claramente denotadas como bordes transversa-
les sencillos que se eglevan s6lo ligeramente de la delzada cuti-
cula alcanzando una altura aproxinmada de 0,1% um, por Q.25 unm de
ancho.

Por otro lado, sobre el costado derecho de los susanos ma-
chos (al menos claramente observado en ellos) es c¢omln eacontrar
una comisura de unibén entre las estrias (Laminz 5 B). &£ila reco-
rre longitudinalmente el cuerpo hasta deformarse en la punta de
la extrenmidad posterior. La comisura esth formada por un aclmulo
de enlaces y dobleces de las estrias dando la apariencia de una
linea de costura resaltada,

La estructura fina de la pared del cuerpo de los gusanos
muestra una cutficula extremadamente fina (con apenas una micra de
espesor) compuesta por tres capas que de afuera a adentro son en-
numeradas para facilitar su descripcibn en este trabajo (Lamina 5
E y F). La capa uno (més externa), que corresponde a las anulacio-
nes cuticulares, llega a alcanzar un espesor aproximado de 0.155
um, en tanto gque la capa dos (intermedia), aue resulta &1lgo mayor,
asciende a 0.291 um. Ambas capas (1 y 2), de aspecto bastante ate-
rronado, se hayan claramente delimitadas por una linea electrdnica-
mente mlhs densa, la cual en secciones longitudinales aparece defi-

nidamente en la base de las estrias cuticulares (Lamina 5 7).



La tercera capa (mls interna), que aparece electrbdnicamente
menos densa e indistintamente separada de la anterior (intermedia),
rinde con un espesor aproximado de Q.3%75 um para constituir la ca-
pa més ancha de la cuticula. En esta filtima capa y por debajo de
la intermedia yacen numerosas estructuras vesiculares (Lamina 5 E)
que en los cortes longitudinaies se disponen a lo largo de la pa-
red corporal (Lamina 5 F).

Bn adicibn a esto, la porcidn basal de la capa tres esté
constituida por una serie de bordes irregulares y avinados que dan
origen a un numeroso grupo de haces fibrilares gue se extienden a-
traves de la hipodermis (Lamina 5 E).

Por fltimo, la misma hipodermis esti formada por un sincicio
de 0.666 um de ancho qgue yace entre la tercera capa cuticular y la
lamina basal de la regidn contrictil de las células musculares po-
limiarias (coelomisrias) (Lamina 5 E).
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Microfotografias de la extremidad anterior de los gusancs
machos de la especie nueva de Dunnifilaria Mullin y Bala-

singam, 1973, (Filarioidea; Onchocercidae).

A.~ MLt Extremo anterior de un gusano macho mostrando la dis
posicibn del anillo nervioso (an), esbfago largo-no distinta
mente dividido (eso), y las porciones anteriores del testicu
1o (te) e intestino (int),

B,- Microscopia electrdnica de barrido (IMEB): Vista lateral
de la porcibn ceffilica (cabeza) de un macho,

C-E,~ MEB: Vistas frontal y oblicua de la regibn cefflica
donde se denotan claramente la apertura oral, el anillec peri
bucal (apb), el circulo interno de papilas bucales (pb), el
circulo externo de papilas cervicales (pc), ¥ el par de aper

turas anfidiales (af),
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LAMINA 5.-~ Microfotografias de la superficie y estructura fina cuticular de

alghnos gusanos de ambos sexos de la especie nueva de Dunnifilaria

Mullin y Balasingam, 1973, (Filarioidea; Onchocercidae).

Ae= MEB: Vista panorfmica de la superficie cuticular en la regidn
media del cuerpo de un macho,

B,- VEB: Vista lateral de la superficie cuticular en la regibn pos=-
terior del cuerpo de un macho (precloacal) mostrando la comisura de
unibén de las estrias.

C-D,= MEB: Disposicibn, forma y dimensiones de las estrias cutienla
res en la regidn media del cuerpo de un gusano macho y un gusano hem
bra, respectivamente.

E.- Microscopia electrénica de transmisibn (MET): Seccibén transver—
sal de la estructura fina de la cuticula en la regibn posterior de
un gusano hembra, Cuticula (eu) extremadamente fina mostrando las
tres capas cuticulares (1, 2y 3) ¥ las estructuras vesiculares (ev)
de 1a capa tres. Sincicio hipodermico (hip) con haces fibrilares lar
gos (hf). Lamina y membrana basal (mb) de las células musculares coe
lomiarias (mus) de la pared del cuerpo.

F,~ MET: Seccibn longitudinal de la estructura fina cuticular en la
regibn posterior de un gusano macho senalando las estrias transver—
sales (est) de la cuticula (cu), las tres capas cuticulares (1, 2 y

3) y la hipodermis (hip).
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4 ,2e1e2e~ Gusanos machos.

Holotipo macho: Cuerpo de 31,5 mm de largo, por 0,12 mm de
ancho; esbfago, 0,71 mm de largo; cola, 0.17 mm de largo; espicula
izquierda, 0,07 mm de largo; espicula derecha, 0.06 mm de largo;
proporcidn de las espficulas, 1.19:1; distancia del anillo nervioso
a la terminacibn anterior, 0.17 mm.

Nota referente: Estos datos corresponden al catflogo taxonb-
mico de la especie descrita (presentado en la seccibn 4.3.2.) y a
la informacibn rendida por el autor (Gutiérrez, en impresidn) en
su publicacibn que aparecerf en la revista cientificay; Tropical
Medicine and Parasitology (1987).

Machos (15 especimenes): Con nmediciones promedio (expresadas
en milimetros y porcientos), el cuerpo de los gusanos agsciende a
una longitud total de 25 mm (100 %), por C.14 mm (0.5 %) en su dil
metro mhAximo. El esbfago es moderadamente largo, 0,60 mm (2.4 %),
e indistintamente dividido. El anillo nervioso se encuentra dis-
puesto a 0.16 mm (0.6 %) de la terminacibn anterior del cuerpo (Laz
mina 4 A). Ta cola es larga (Lamina & A-E), 0.18 mm (0,7 %), co-
menzando en la apertura cloacal para terminar en la punta de la ex
tremidad posterior del cuerpo.

La cloaca (Lamina 7 C, F y G) est& formada por una fisura
flexible de aspecto semicircular con bordes ligeramente elevados.
Ella mide 10 um por 15 um y se disponé ventralmente, En la mayo-
ria de los casos, la cloaca pierde su forma habitual a causa de la
salida del corto, grueso y rigido par de espiculas copulatorias.

Por encima de la cloaca yace una gran papila central de con-
tornos elipticos (Lamina 7 C, D y G). Ella esti formada por una ma
sa central compacta de 5 um de largo por % um de ancho que se ve
rodeada por una red de trabéculas cuticulares. En alglnos especi-
menes se puede encontrar que esta papila ocupa un sitio mis cerca-
no a la c¢loaca (Lamina 7 C).



Con la microscopia compuesta de luz se observa que las espi
culas semejan un par de estructuras rigidas, cortas, ligeramente
curvadas y adoptando la apariencia de hojas de navaja (Lamina 6 A
y Lamina 7 A-B). ZTa longitud promedio de la espicula izguierda
es de 0,07 mm (0.3 %), mientras que para la espicula derecha de
0.06 mm (0.2 %). Por su parte, ¢on la MEB se demuestra que cada
espicula asemeja la forma de la hoja (punta) de un lapicero-tinte
ro, donde el extremo apical de ambas aparece abotonado. £l cuerpo
posterior de éstas adopta la forma de hojas enrruladas (firmes)
gue dan lugar & un canal interno al plegarse entre si sus bordes
més adelgazados (Lamina 6 B-C y Lamina 7 C y ¥).

E1l nfimero, tamano y forma de las papilas caudales es bastan
te constante (Lamina 6 B-C), sblo la disposicidn o arreglo simé-
trico de éstas varia en algfinos casos. Los cuatro pares de papi-
las sésiles caudales se encuentran arregladas en dos pares peria-
nales y dos pares postanales (sin incluir la papila central de la
poreibn anterior a la cloaca). La forma de las papilas resulta
bastante tipica (Lamina 7 E), ellas son semicirculares y estén
conformadas por una materia amorfa central (de aproximadamente 3
un por 1.5 um) que se ve rodeada por una red anular de finas tra-
béculas cuticulares de 2 um de difmetro.

Por Gltimo, la estructura semifina de la porcidn media (trans
versal) de los gusanos machos (Lamina 12 A) muestra la forma semi-
lunar de los amplios cordones laterales nerviosos que llegan a ocu
par chsi la longitud media de la pared corporal, la cual aparece
extremadamente adelgazada. También, un amplio testiculo cilindri-
co es demostrado desplazando marginalmente al sinuoso y delgado tu
bo intestinal.

NOTA: Para la morfometris de los gusanos machos ver la Tabla 1.
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LAMTINA 6,~ Microfotografias de la extremidad posterior de los gusanos machos

de la especie nueva de Durmifilaria Mullin y Balasingam, 1973,

(Filarioidea; Onchocercidae )e

A,= ML: Vista lateral de la cola de un gusano macho. Espleulas
(esp). Cloaca (cl).

B.~ MEB: Vista ventrolateral derecha del extremo posterior de wn
macho (ecola) mostrando el arreglo de las papilas caudales (ped)
derechas (1-4d).

C.= MEB: Vista ventrolateral izquierda del extremo posterior del
mismo gusano macho mostrando el arregle de las papilas caudales
izquierdas (1-4i).

D,- MEB: Vista lateral derecha de la ccla de un macho. Espiculas
(esp).

E.- MEB: Vista ventral de la cola de un macho. Cloaca (ci).
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Mierofotografias de la regibn cloacal de los gusanos machos de la

especie nueva de Dunnifilaria Mullin y Balasingam, 1973, (Filarioi-

dea; Onchocercidae).

A-Be,= ML: Secciones ventral y lateral del extremo posterior de un
gusano macho mostrando la forma y dimensibén del par de espiculas
copulatorias, Espicula izquierda (esp i).

Co=~ MEB: Regibn perianal de un gusano macho con el correspondiente
par de papilas perianales izquierdas (1-2i) e indicando con una fle
cha la localizacibn de la finica papila central que se dispone siém-—
pre en la porcibn anterior (ant) de la cloaca. Espioula derecha

(esp a).

Do~ MEB: Vista ventral de la papila central (flecha),

E,- MEB: Vista ventral de la segunda papila perianal izquierda (Zi).
F,- MEB: Seccibn dorsal del extremo apical de las espiculas del mis-
mo gusano. Espicula izquierda (esp i).

G.— MEB: Seccibn ventral de la superficie cloacal de otroc gusano ma—
cho senalando la disposicibn mis anterior (ant) de la papila central

(flecha),
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TABLA 1

Comparacibn morfométrica entre los gusanos machos de la especie nueva de

Dunnifilaria, Dunnifilaria ramachandrani Mullin y Balasingam, 1973, ¥

Dunnifilaria dilli Mak, 1979, Medidas expresadas en micras con excepcidn

de la longuitud total del cuerpo (milimetros). Porcentaje promedio en

parentesis,

Dunnifilaria sp. D. ramachandrani D, dilli

Rango Prom. (%) Rango Prom. (%) Rango Prom, (%)
Longitud del:
cuerpo (mm) 12,8-38 25.2 (100) 9.6-14.8 13.6 (100) 11.8=19.7 14.9 (100)
estfago 480~710 589 (2.36) 500-950 650 (4.8) 635-740 687 (4.6)
porcidn mus. 75-100 - 185-200 202 (1.3)
cola 157-194 175 (0.69) 110-160 130 (0,95)  60-90 74 (0.4)
espicula izq. 57-78 67 (0.26) 70~90 77 (0.56) 70-95 81 (0.5)
espicula der, 4763 57 (0.22) 65-80 70 (0.51) 60-85 71 (0.4)
Distancia de la terminacidn anterior al:
anillo nervioso 110-197 160 (0.63) 60 (0.44) 110-175 146 (0.9)
Diametro max. 84-194 137 (0.54) - 81-110 96 (0.6)
PropoTr. espice 1=14221 1.1721 1,121 1-1,3:1 1,131

Anchura del cuerpo a nivel des
anillo nervioso 52-94 75 (0.30)

unidn eso~int. 73=178 122 (0,48)

Papilas cauvdales 2 pares perianales

2 pares postanales 4 pares postanales

44-58 51 (0.3)
60-90 74 (0.5)

2 pares postanales
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4.2.,1,3.= Gusanos hembras,

Alofipo hembra: Cuerpo, 60.2 mm de largo, por O.16 mm de an-
cho; esbfago, 0.58 mm de largo; distancia del anillo nervioso a la
terminacibén anterior, 0.16 mm; de la vulva, 0.58 mm; longitud de
la cola no determinada,

~Con la misma nota-referente senalada para el holotipo macho.

Hembras (8 especimenes): ILa longitud total ds=1 cuerpo (medi
das promediadas) es de 47.5 mm (100 %), con un difmetro mbéximo de
0.16 mm (0.3 %). E1 esbfago es moderadamente largo, 0.60 mm (1.2 %),
e indistintamente dividido. E1 lfimen esofigico resulta recubierto
por una gruesa capa cuticular (Lamina 9 A-D). E1 esth formado al
principio (poreibn glandular anterior) por una estructura cuticu-
lar birradiada (Lamina 9 A-B) que en el mismo esbdfago posterior
(porcibn glandular posterior) adopta la forma trirradiada (Lamina
9 C). El anillo nervioso estl situado a 0.15 mm (0.3 %) de la ter
minacibdn anterior del cuerpo (Lamina 8 A), mientras que la vulva
es localizada en la regidn postesofbgica (Lamina 8 A~-B) a 0.55 mn
(1.1 %) del extremo anterior. En todos los especimenes estudiados,
fué observada una marcada constriccidn-ventral del cuerpo en la por
cibn ocupada por ls vulva (lamina 8 B y Lamina 10 A).

En las imfgenes del MEB se observa que la vulva esth consti-
tuida por una fisura externa ventral (de bordes finos y apariencia
semicircular) y una fisura interna o vagina que se dispone longitu
dinalmente a la anterior (Lamina 10 A-B). Ia vulva mide aproximada
mente 10 um por 8 um, mientras que la vagina; 7 um por 4 un,

Los Gteros didélfico-opisthodélficos (Lamina 12 D-F) aparecen
ordenadamente entrelazados (Lamina 10 C) corriendo longitudinalmen-
te chsi hasta ocupar la porcibn posterior del cuerpo (Lamina 11 A).

Por otra parte, el ano es localizado en la porcibén ventrolate
ral derecha a aproximadamente 170 um de la terminacibdn posterior
del cuerpo (posicibn subterminal) (Lamina 11 B-C). El esth formado
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por una fisurs semicircular (Lamina 11 D) cue llega a alcanzar un
largo aproximado de 2,8 um, por 2.7 um de ancho (unicamente obser—
vado con la ayuda del MEB).

-Fasmides no demostradas en ambos sexos,

Los cortes transversales de 1la estructura corporal semifina
en las distintas porciones de los cusanos hembras (Lamina 12 B-Z)
muestran comparativamente la misma conformacidn estructural que la
descrita para los gusanos machos (4.2,1.2.). Sin embargo, en estas
secciones son particularmente demostrados los dos cordones nervio-
sos medios, el-esbfago anterior birradiado y la clara musculatura
coelomiaria dificilmente distinguidos en los machos, En adicibn a
esto, los mismos cortes muestran la vagina muscular y los dos Gte-
ros cilindricos que aparecen desplazande el delgado tubo intesti-
nal hacia la linea marginal de la vared del cuerpo.

NOTA: Para la morfometria de los gusanos nembras ver la Tabpla 2.
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Microfotografias de la extremidad anterior de los gusanos hembras

de la especie nueva de Dunnifilaria Mullin ¥y Balasingam, 1973,

(Pilarioidea; Onchocercidae).

A.= MLt Extremo anterior de un gusano hembra. Anillo nervioso (an).
Esbfago largo e indistintamente dividido (eso). Vulva (vu) localie
zada en la regidn postesofigica.

B.-~ MEB: Seccibn superficial del extremo anterior ventral de un gu—
sano hembra mostrando la apertura vulvar (vu).

O,~ MEB: Vista lateral del extremo cefflico (cabeza) de un gusano
hembra.

D,~ MEB: Seccibn frontal de la porcibén cefflica de un gusano hembra,
Papilas bucales (pb), Papilas cervicales (pec), Aperturas anfidiales

(af).
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LAMINA 9.~ Microfotografias de alglinas secciones transversales de 1la
porcibn glandular del esbfago de un gusano hembra de la

especie nueva de Dumnifilaria Mullin y Balasingam, 1973,

(Filarioidea; Onchocercidae).

A,- ML: Corte transversal semifino de la porcibn anterior del

esbfago glandular mostrando la forma birradiada del lfmen

esofigico.

B.~ MET: Corte transversal Ultrafino de la misma porcibn eso-

fagica estudiada.

Co— ML: Corte transversal sémifinc de la porcibn posterior

del mismo esbfago glandular mostrando la forma trirradiada del
1fmen esofhgico.

D.~ MET: Corte transversal Gltrafino mostrando la estructura

fina del epitelio esoffgico. Cuticula (cu). Fidras musculares

(fm).
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LAMINA 10.- Microfotografias de la porcidn vulvar y del cuerpo medio de
los gusanos hembras de la especie nueva de Dunnifilaria

Mullin y Balasingam, 1973, (Filarioidea; Onchocercidae).

A.- MEB: Vista panorfmica de la regibn vulvar (vu).

B.~ MEB: Vulva con microfilarias (mf),

C.= MLt Seccibn longitudinal del cuerpo medio mostrando el
arreglo de los Gteros (ut) didélficos.

D,- MEB: Vista panorfmica de la superficie del cuerpo medio,
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LAMINA 11,~ Microfotografias de la extremidad posterior de los £usanos

hembras de la especie nueva de Dunnifilaria Mullin y Bala-

singam, 1973, (Filarioidea; Onchocercidae).

A,~ ML: Extremo posterior de un gusano hembra mostrando la
disposicibn terminal de los dos ovarios (ov).

B-C,— MEB: Panorfmica de la extremidad posterior de dos
gusanos hembras indicandose la localizacibn del orificio
anal (oa) en cada caso.

D.- MEB: Seccibn frontal del orificio anal.
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LAMINA 12,= Microfotografias de las secciones transversales semifinas
de las distintas porciones del cuerpo de un gusano hembra y

un gusano macho de la especie nueva de Dunnifilaria Mullin

y Balasingam, 1973, (Filarioidea; Onchocercidae).

A.- ML: Corte transversal de la porcibn media del cuerpo de
un macho. Testiculo (te). Cordbn lateral (edl). Intestino
(int).

B.- MLt Corte transversal de la porcidn anterior del cuerpo
de una hembra, Esbfago glandular-birradiado (eso).

Ce= ML: Corte transversal de la porecibén anterior (por debajo
del esbfago) del cuerpo de una hembra. Vagina (vg) contenien
do mierofilarias (mf)}, Cordbn lateral (cdl)., Intestino ante-—
rior (int).

D.- ML: Corte transversal de la porcibn media del cuerpo de
una hembra mostrando la disposicibn de los dos fiteros (ut) y
el intestino medio marginado (int),

E.~ ML: Corte transversal de la porcibn posterior del cuerpo
de una hembra sehalandose la tipica museulatura polimiaria
coelomiaria (mus) de las filarias, Cordones laterales (cdl).
Cordones medios (cdm). fiteros (ut). Intestino posterioxr (int).
Fo— MEB: Seccibn oblicua de la superficie media del cuerpo

de una hembra grivida fracturada.
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TABLA 2

Comparacidbn morfométrica entre los gusanos hembras de la especie nueva de

Dunnifilaria, Dunnifilaria ramachandrani Mullin y Balasingam, 1973, ¥y

Dunnifilaria dilli Mak, 1979. Medidas expresadas en micras, s6lo la lon=-

gitud del cuerpo en milimetros (porcentaje promedio en parentesis).

Dunnifilaria sp. D. ramachandrani D, dilli

Rango Prom. (%) Rango Prom. (%) Rango Prom. (%)

longitud del:

cuerpo (mm) 31,8-60 47,5 (100) 18,5-30 25,2 (100) 22-30.4 25.9 (100)
esdfago 540-650 597 (1.25) - (5) 670-840 737 (2.8)
poreidn glnd. 150  (0.6) 330 330 (1.2)
cola 170 (0.35) 25 (0.09) 10 (0.03)

Distancia de la terminacibn anterior al:
anillo “NETTIOES 136-184 153 (0.32) 100 (0.39) 125-160 142 (0.5)

vulva 4T3=607 546 (1.14) 320-450 410  (1,6) 185-460 328 (1.2)
Difmetro max. 126-194 155 (0.32) 120-200 180 (0.7) 150-160 153 (0.6)

Anchura del cuerpo a nivel de:
anillo nervieso 78-136 107 (0.22) 80 80 (0.3)
vulva 105-163 130 (0.27) 90-115 101 (0.3)
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Especimenes adicionales: Microfilarias en formaldehido al 2
porciento (tenidas en Giemsa/y hematoxilina); longitud total,
9%.92/108.8 um, por 3.7/3.3 um como difmetro mhximo; espacio cefh
lico, 0.93/1.39 um de largo; espacio cefflico, 2.8/2.8 um de an-
cho; distancia del anillo nervioso al extremo anterior, 21.4/2%.3
um; del poro excretor, 31.6/34.4 um; del cuerpo interno, 56.7/58.6
um; del poro anal, 79.1/87.4 um; del Giltimo nficleo 89.%/103.2 um;
espacio caudal, 4.7/5.6 um de largo. Vaina indistinguible en los
especimenes con Giemsa/pero en hematoxilina; vaina, 164.6 um de
largo, por 5.6 um de ancho,

~Con la misma nota~-referente senalada para el holotipo y alo
tipo de los gusanos adultos.

Microfilarias (Lamina 13 A-B) (24/25 especimenes tenidos en
Giemsa/hematoxilina, respectivamente): Con mediciones promedio (ex
presadas en micras y porcientos), la longitud total del cuerpo
(sin ineluir la vaina) asciende a 90/99.7 um (100/100 %), por 3.7/
3.8 um (4.1/3.8 %) como difmetro miximo. Un solo especimen fué me
dido bajo el MEB (94 um de largo, por 3.2 um de ancho).

Lia extremidad anterior de las microfilarias esti representa-
da por una estructura cefflica (denominasda por el autor; cabeza)
redonda que presenta dimensiones mis anchas que largas. Bajo la ML,
ella se limita al espacio comprendido entre la terminacidn anterior
y los dos nficleos tipicos de la columna anterior (situados apenas
por debajo de la pared corporal de ese extremo) que presenta esta
especie (Lamina 13 D); comunmente denominado "espacio cefflico™
(0.9/1.3 un de largo, por 2.9/3.2 um de ancho). Por su parte, bajo
el MEB, ella corresponde al mismo tramo corporal hasta antes de las
primeras anulaciones cuticulares que comienzan a partir de la prime
" ra miera de distancia de la terminacibn anterior (Lamina 13 F),.
Cada anulacibn cuticular alcanza un difmetro aproximade de 0.35 um,
teniendo el cuerpo completo un nlimero aproximado de 260 a 270.



-~ 36 -

El inconspicuo anillo nervioso est& situado en las primeras
21.6/24 um (24/24 %) del cuerpo (Lamina 13 A-B), donde &ste avpare
ce confinado 2 un ligero espacio dispuesto oblicuamente entre los
nficleos columnares. Posteriormente, se localizan en el siguiente
orden el poro excretor, 30.8/3%.8 um (34/33 %); el cuerpo interno,
53/58,2 um (59/58 %); v el poro anal, 74,4/81.8 um (82/81 %).

El (ltimo de los nficleos terminales yace a una distancia de
85.9/96.9 um (95.4/97.2 %) del extremo anterior. En adicidn a es
to, el nfimero y arremlo de los nficleos terminales resulta bastan-
te caracteristico para la especie. Ellos c¢orresponden a un total
de cuatro (raras veces cinco) dispuestos uno tras otro (hilera
sencilla) sin ocupar la totalidad de la cola (Lamina 1% E)}, la
cual llega a alcanzar una longitud aproximada de 4.7/6.2 un (5.%/
6a2 %)e

Ta misma cola, denominada también "espacio caudal, corres-
ponde a las filtimas 21 anulaciones cuticulares observadas en 1las
imfgenes del MEB (Lamina 1% G), Estas snulaciones resultan clara
mente denotedas como las mis angostas del cuerpo, por lo que la
cola adopta una forma bastante aguda que es dificil de visualizar
bajo la microscopia convencional (ML).

Finalmente, la vaina (Lemina 13 A-C y F) resulta pobremente
tenida con el colorante Giemsa, pero no asi con la hematoxilina,
donde la longitud de ésta llega a ascender a 148.5 um, por 6.2 um
de ancho., También, la vaina es claramente demostrada con el em-
pleo del MEB (Lamina 1% C y F~G), donde precisamente ésta consti-
tuye el obstéculo principal (actuando como un cobertor) para iden
tificar aquellas estructuras finas que se presentan en la superfi
cie cuticular de las microfilarias tales como; aperturas anfidia-
les, oral, de excrecidn y anal,

NOTA: Para la morfometria de las microfilarias tenidas con Giensa
Y hematoxilina ver las Tablas %a y 3b, respectivamente,
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Microfotografias de las microfilarias de la especie nueva de

Dunnifilaria Mullin y Balasingam, 1973, (Filarioidea; Onchocer—

cidae).

A,= ML: Microfilaria de un frbitis sanguineo extendido (fijada
en aleohbl etflico y tenida con hematoxilina). 4nillo nervioso
(an). Poro excretor (pe). OCuerpo interno (eci), Poro anal (pa).
Nhcleos terminales (nt). Vaina (vi).

Be— MLz Micfofilaria fijada en formaldehido al 2 porciento (te-
nida con hematoxilina), Anillo nervioso (an)., Poro excretor (pe).
Cuerpo intermo (ci). Poro anal (pa). Vaina (vi).

C,~ MEB: Seceibn superficial de la extremidad cefalica de una
microfilaria mostrando la fina vaina (vi) fracturada.

D-E,=~ ML: Extremos anterior y posterior de una microfilaria.
Espacio cefflico (eef). Espacio caudal (ecd).

P-G,~ MEB: Extremos anterior y posterior de una microfilaria
mostrando las anulaciones cuticulares, el espacio cefalico

(ecf) y el espacio caudal (eecd).
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TABLA 3a

Comparacidn morfométrica entre las microfilarias de la especie nueva de

Dunnifilaria, Dunnifilaria ramachandrani Mullin y Balasingam, 1973,

y

Dunnifilaria dilli Mak, 1979. Medidas expresadas en micras (porcentaje

promedio en parentesis).

MICROFILARTAS TENIDAS EN GIZMSA

Dunnifilaria sp.

D, ramachandrani

D. dilli

Rango Prom. (%) Rango  Prom. (%) Rango  Prom. (3%)
Longitud total 73.4-109 90 (100) 122—i44 133 (100) 70-93  80.5 (100)
Digtancia de la terminacidén anterior al:
1er. nheleo 0.9 0.9 (1.0) 2.2 (1.6) 1-8 1.6 (1.9)
anillo nervioso  17.6=27 21.6 (24)  34-48 42 (32) 15-32 22,3 (28)
pore excretod 26-37.2 30.8 (34) 26-30 .28.7 (36)
cuerpo interno 46,5-65 53 (59)
poro anal 63.2-89 T4.4 (82) 107-122 114 (86) 58-72 65 (81)
Anchura a nivel de:
1er, nficleo 2,3=3.7 2.9 (3.2) 6.5 (4.9) 2-3.5 2.6 (3.2)
anillo nerviose 2.7-3.7 3.5 (3.8) 3-4 3.4 (4.2)
poro excretor 3.2=4.6 3,7 (4.1) 3=3.5 3.2 (3.9)
poro anal 1.8-3.7 2.5 (2.8) 2-3 2.5 (3.1)
Vaina pobremente tenida pobremente tenida sin vaina

Nr. especimenes 24

10

20
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TABLA 3b

Comparacibn morfométrica entre las microfilarias de la especie nueva de

Dunnifilaria, Dunnifilaria ramachandrani Mullin y Balasingam, 1973, ¥

Dunnifilaria dilli Mak, 1979. Medidas expresadas en micras (porcentaje

promedio en parentesis).

MICROFILARTAS TENIDAS EN FEMATOXTILINA

Dunnifilaria sp. D. ramachandrani D. dilli

Rango Prom. (%) Rango Prom. (%) Rango  Prom. (%)
Longitud total 85.,5-112 99.7 (100) 122=-136 123 (100) 70-102 87.0 (100)
Distancia de la terminacibén anterior al:
Ter. nficleo 0.9-1.8 -1.3 (1.3) 2.0 (1.6) 1=2 1.6 (1.8)
anillo nervioso  20,4-26 24 (24) 32-43 38 (31) 17=25 20.3 (25)
poro excretor 28-36.,2 33.8 (33) 68-77 74 (60) 23-38 30,0 (34)
cuerpo THEETHD 53-67.8 58.2 (58)
poro anal 69,7-91 81.8 (81) é2-80 72,0 (82)
Anchura a nivel de:
ler. nficleo 2.7=3.7 3.2 (3.2) 4 (3.2) 2-3 2.6 (2.9)
anillo nervioso 3.2-4.6 3,8 (3.8) 2,5=4 5.2 (346)
poro excretor 2.7=4.6 3,7 (3.7) 2=3,5 2.9 (3.3)
poro anal 2.3-4.1 2.8 (2.8) 2 2 (2.2)
Vaina bién tenida bién  tenida sin  vaina

Nr. especimenes 25 10 20
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4,34~ Investigacibn taxondmica de la especie nueva de Dunnifilaria.

4,%.1.~ Diagnbsis taxondmica.

Clase: NEMATODA

Orden: SPIRURIDA
Superfamilia: FILARTOIDEA
Familia: ONCHOCERCIDAE
Subfamilia: SPLENDIDOFILARINAE
Género: Dunnifilaria

Los gusanos estudiados son inecluidos dentro de la familia
Onchocercidae Leiper, 1911, porque en sus hembras la vulva guarda
una posicidn marcadamente anterior al cuerpo y por detris del ani-
110 mnervioso; subfamilia Splendidofilariinae Chabaud y Choquet,
1953, porgue en sus machos las espiculas son cortas y de Tamano 3y
forma semejantes, porgue carecen de una cavidad bucal o bestibulo,
¥y poraue presentan un nfirero reducido de papilas sésiles caudales:
género Dunnifilaria Mullin y Balasingam, 1973, porque sus espiculas
son cortas, robustas y similares en tamano y forma, porque sus hem-—
bras son didélficas, porque el esdfago en ambos sexos es moderada—
mente largo e indistintamente dividido, voraue los machos presentan

cuatro pares de papilas sésiles caudalesz e inconspicuas, porgue sus
microfilarias son cortas y envainadas, ¥ borcue son parisitos de
roedores (Anderson y Bain, 1976).

Por otra parte, la literatura senala sb6lo dos especies conoci
das para el género Dunnifilaria; D, ramachandrani (Mullin y Balasin
gam, 1973) y D, dilli (Mak, 1979). Ambas especies resultan clara-
mente distintas de los gusanos aqui descritos en base al tamano de

éstos, longitud del esbéfago, posicidn de la vulva, longitud de 1la
cola en las hembras, tamano de las espiculas, nlmero y arreglo de
las papilas caudales, ¥y tamano (forma) de las microfilarias (ver
Tablas 1-3b),

En adicibn a esto, la especie nueva de Dunnifilaria se caractg
riza por representar a los gusanos de mayor tamano (dos veces mis
largos que las otras dos especies conocidas) con un eséfago mls cor
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to e indistintamente dividido, vulva localizada en la regidn vost-
esoffgica y no en la regidn medicesofécica como ocurre en las otras
dos especies, cola en las hembras mucho mfs larga, y machos con las
espiculas més cortas dentro del género Dunnifilaria,

En cuanto a la comparacibm individual entre las especies de
&ste gbnero, la especie nueva de Dunnifilaria es considerablemente

més angosta que D, ramachandrani. En adicibén a esto, D,

ramachandrani difiere de las otras especies vor carecer de las fi-
nas estriaciones transversales gue se presentan a lo largo de todo
el cuerpo de la especie nueva y sblo en ambas extremidades en D,
dilli, por presentar el anillo nervioso mhs snteriormente, y por-
que sus microfilarias son las mhs largas y anchas del grupo de las

Dunnifilarias.

Por su parte, D. dilli se caracteriza porgue sus machos pre-
sentan una cola mfs corta y porque sus espiculas resultan ser las
més largas. Ademfs, las microfilariss de ésta Gltima especie rin-
den con la longitud corporal mhs corta y carecen particularmente

de la wvaina.

Por {iltimo, una de las distinciones morfoldgicas m&s noto-
rias para la diferenciacidn entre las especies de Dunnifilaria (in-
cluso en la especie nueva) se encuentra en base al nlmero y arreglo
de las papilas caudales presentes en los gusanos machos. més concre
tamente, 1las dos especies sudasibticas; D. ramachandrani ¥ D.

dilli, se caracterizan por mostrar unicemente 4 y 2 pares de papi-
las caudales, resvectivamente, las cuales yacen por completo por de
trfs de la cloaca en la zona comprendida para la regidn postanal.
En contraste, la especie nueva de Dunnifilaria es distinguida clara
mente de las otras en razbn de sus dos pares de papilas perianales
v los dos restantes pares de la rezidn postanal.
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4.3.2.~ Datos para el catalogado de los tipose.

Holotipo (macho) alotipo (hembra): Depositados en la WHO
Collaborating Centre Reference Collection, CAB International Ins
titute of Parasitology, St. Albans, UK (Reino Unido de la Gran
Bretana), con el Nr, de Coleccibn (frascos) B572.

Paratipos (machos y hembras): Depositados como siguen; 2
machos y 2 hembras, WHO CCRC Nr, Coll. B573, en la WHO CCRC CAB
ITP, St. Albans, Inglaterra; 1 macho y 1 hembra, en el Labora-
toire des Vers, Museum National d’'Histoire Naturelle, Paris, Fran
cia; 1 macho y 1 hembra en la Natural Parassite Collection, Belts
ville, Maryland, Estados Unidos de Norteamérica; 1 macho y 1 hem
bra, en el Institubo de Biologfia, ILaboratorio de Helmintologia,
Universidad Nacional Autdnoma de México, liéxzico.

Especimenes adicionales: 2 prevarados sanguineos (laminillas)
con microfilarias tenidas en Giemsa y hematoxilina; depositados
con el Nr. H429 en la WHO CCRC CAB IIP, St. Albans, Inglaterra.

Hospedero tipo: Neotoma microvus Baird, rata de campo
americana), comunmente conocida en la regibn con el nombre de rata

gris de panza blanca.

Localizacibn: Gusanos adultos en los espacios subaracnoideos
del cerebelo y médula oblonga (SHC). Microfilarias circulando en

la sangre periférica,

Localidades: Rancho Tras Animas y Rancho Las Flores, en el
Municipio de Dr, Coss, Estado de Nuevo Lebdn, México.

NOTA: Este catdlogo taxonbmico ha sido presentado por el autor
(Gutiérrez, en impresibn) en su publicacibn que aparecerd em la
revista cientifica; Tropical Medicine and Parasitology (1987)..
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5.~ DISCUSIONES

Morfolbgicamente, la especie filarioidea tratada en este tra

bajo es descrita como:
(1) la tercera especie mundial del género Dunnifilaria Mullin y Ba

lasingam, 1973.
(2) La primera especie filarioidea descrita para Neotoma micropus

Baird
(3) el primer registro genfrico (Dunnifilaria sp.) vara el Conti-

nente americano.

5.1.— Histologia e histopatologia de la infeccibdn.

5¢1+1.= Histologla y distincidén entre Dunnifilaria sp. y otras es-
pecies filarias-afines que parasitan en el SNC.

En adicibén a lo anterior, este es el tercer miembro de 1la
subfamilia Splendidofilarinae Chabaud y Choguet, 1953, después de
Meninszonema peruzzii y Chandlerella auiscali, para ser descrito del

sistema nervioso central.

El primer miembro mencionado (M. veruzzii), que morfolbgica-
y sistemlticamente resulta cercanamente parecido a la especis nue-
ve de Dunnifilaria (seglin 1la clasificaci®n mls reciente de las fi-
larias; Anderson y Bain, 1975), también ha sido descrito (Orihel y
Esslinger, -1973) de los espacios subaracnoideos en la base del cere
bro a nivel de la médula oblonga de alglmnos primates, Cercovithecus
(Miopithecus) talavoin, en el Africa Central; regibn geogréfica en
la que se ha reportado més de un caso humano de filariasis cerebral
("eeen un soldado brithnico estacionado en el Valle del Zambesi 7y
en un empleado africanoc del Departamento de Control Tsetse de Kari-
ba, en la misma rivera del Zambesi, en Rodesia..") atribuido en un
principio a la presencia de Dipetalonema (Acanthocheilonema)
perstans (Dukes et al, 1968), y después reconocido como un caso de
filariasis cerebral ".,una infeccidn zoondtica?" (Orihel, 1973 ) cau

sada por M, peruzzii.




Entre tanto, el segundo miembro (C. auiscali), que resulta
clinicamente menos importante pero igualmente emparentado con la
morfologia de la especie nueva de Dunnifilaria, ha sido redescrito
por Robinson (1971) de la fisura sagital que separa los hemisferios
cerebrales del tordo bronceado, Quiscslus quiscula versicolor, en
los Estados de Iowa, Indiana y Ohio (revortados por von Linstow,
1904 ; Odetoyinbo y Ulmer, 1959; Welker, 1962), Estados Unidos de

Norteamérica.

Por otro lado, aunque se senala que ambos miembros son cerca
namente parecidos a la especie nueva de Dunnifilaria, ésta ltima
se distingue de cada uno en base a los siguientes caracteres; de M,
peruzzii, por no tener en sus hembras los fiteros conformados cuadri
délficamente, por el tamano mucho menor en 1los gusanos adultos ¥
microfilarias, y por carecer de las numerosas papilas preanales
(hasta 7 pares). De G, aquiscali, por el tamano mucho menor de las
microfilarias, por no presentar un esbfago tan larso, amplic ¥y
bien desarrollado, por el nflmero y arreglo de las papilas caudales,
y porque ésta fltima resulta ser una especie parhsita de aves.

En adicibn a esto, histolbgicamente, C. guiscali difiere in-
cluso de M. peruzzii por localizarse en los hemisferios cerebrales
del hospedero, en donde ademfs de ocupar los ecpacios prdximos a la
piamadre, invaden particularmente los tejidos cerebrales adyacentes
provocando en ambos casos danos meclnicos por compresidn pero caren
tes de una reaccibn inflamatoria y/o respuesta-mediada celular

(Harry et al, 1984),

5.1.2.- Histopatologia.

Por la estrecha semejanza que guarda la infeccibdn causada con
M, peruzzii en el hospedero especifico (Cercopithecus) y en los ca-
sos humanos reportados en la literatura, hace pensar que las afeccio
nes observadas en &stogs tales como; desordenes neuroldgicos severos
mejor descritos como una encefalomielitis aguda (Dukes et al, 1968;
Orihel, 1973) y/o hasta la probable muerte del mismo hospedero deii-




nitivo en caso de una infestacidn masiva (Peruzzi, 1928; Orihel y
Esslinger, 1973), no estarian lejos de esperarse en la relacidn hues
ped (Neotoma)-especie nueva de Dunnifilaria, pues las tres Neotomas
examinadas aparecieron sblo ligeramente infectadas con unos pocos

gusanos gque alin se mantenian vivoes dentro de los espaciocs meningia-—

les,

5.2.- Morfologia de la especie nueva de Dunnifilaria.

Las determinaciones morfoldgicas presentadas en este trabajo
demuestran la gran utilidad del MEB y MET en la investigacidn de 1la
superficie y estructura fina de la especie parfésita estudiada. Con
ellos pueden ser reconocidos alghnos caracteres o rasgos distintivos
dificiles de visualizar mediante la microscopia compuesta de luz (se
nalado ya por otros. autores; Kim y Tedbetter, 1980), la cual, desa-
fortunadamente, ha sido frecuentemsnte utilizada como el finico medio
descriptivo en la mayoria de las esvecies reportadas, siendo particu
larmente éste el caso para las dos esvecies c¢onocidas del género
Dunnifilaria; D. ramachandrani (Mullin y Balasingam, 1973) y D. dilli
(Mak, 1979), BEn razbn y a consecuencia de esto, la interpretacibn
de los resultados (sobre la morfolozia de la suverficie y estructura
fina de la especie parasita presentada) es particularmente discutida
en base a las observaciones obtenidas y reportadas en otros grupos

parfsitos filarioideos.

Por otra parte, no incluyendo las fallas descriptivas encontra
das en el trabajo inicial (Gutiérrez, 1983), el mismo autor hace aho
ra el reconocimiento, de que los datos determinados en esta investi-
gacibn podran ser representados como la contribucibn morfolbgica més
precisa para la descripcidn de la especie nueva de Dunnifilaria.

5e2.1e— Gusanos adultos.

La longitud corporal de las filarias adultas estudiadas yace
notoriamente por encima (cési el doble) del rango establecido para
las otras dos especies conocidas del género Dunnifilaria.
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TLas papilas cefflicas son del tipo submedianas e inconsnicuas,
de aspecto semejante (&4lgo menores y menos proyectadas) a las revor
tadas para Brugia malayi y B. vanangi (Aoki et al, 1980; Franz et
al, 1982; Lenze, 1982), No obstante, a diferencia de Brugia y otros
grupos de filarias, por ejemplo; Dirofilaria, Loa y Onchocerca (Wong,
1978; Franz, 1979, 1980, 1982; Aoki et al, 1980; Lenze, 1982), la es
pecie nueva de Dunnifilaria presenta los dos pares de papilas bucales
arreglados en un anillo interno que se dispone chsi a la periféria

inmediata de la apertura bucal.

Por otra parte, las mismas pepilas cefflicas fueron denotadas
por Mak (1979), para D. dilli, como cuatro pares de papilas diminu-
tas—-submedianas. Sin embargo, al igual gue Mullin y Balasingam (1973),
quienes describieron el mismo nlimero de papilas para la primera espe
cie de Dunnifilaria; 'D. ramachaendrani, no revortaron la concreta dis

posicién y diferenciaciln de &stas en el extremo ceff@lico de sus es-
pecimenes. Probablemente, la disposicidn de estas papilas debe presen
tarse en forma parecida a las descritas en el nuevo miembro de
Dunnifilaria.

In otro aspecvo, la superficie cuticular de los gusanos adultos
estudiados refleja caracteristicamente la formacibdn dz finas anulacio
nes transversales que resulbtan un rasgo particular en esta esvecie.
L1 arreglo sencillo de estas anulaciones aparece invariable a lo lar
go de todo el cuerpo de los gusanos de ambos sexos, cuando en otros
grupos de filarias (arriba denotadas) existe una marcada diferencia
entre machos ¥y hembras y alin entre las distintas porciones del cuer-
po en el mismo gusano., Cabe senalar que las especies mls cercanas en
apariencia cuticular vuelven a ser representadas por los miembros del
género Brugia, Sin embargo, en la especie nueva de Dunnifilaria no a=-

parecen los finos tubérculos cuticulares, las bifurcaciones anulares
ni las Areas rugosas reportadas para Brugia malayi y B. pahansi (Aoki
et al, 1980; Franz et al, 1982; Lenze, 1982). También, la zusencia de
estructuras cuticulares tales como; verrugas, anulaciones intercosta
les, formaciones alveolares, cordilleras longitudinales y las mismas

<

dimensiones anulares, dan a los miembros estudiados un caracter par-
ticular de distincibn entre las otras filarias mencionadas.
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Por otra parte, la cuticula tipica de los nemltodos ha sido
descrita para consistir a su vez de tres capas, 1las cuales pueden
diferir en grado de conformacidn y subdividirse en las distintas es
pecies (Lee, 1966; Deas, 1974; Franz, 1979, 1980). de hecho, las
tres capas cuticulares han sido denominadas como; capa externa o
cortical, capa media o "matrix" y capa interna o basal, In este tra
bajo, la dencminscibn de las capas encontradas es dejada abierta en
criterio y senaladas sblo con nfmeros (1, 2 y 3). También, las sec-
ciones correspondientes a la membrana suverficial (electrdnicamente
mhs densa) de la capa 1, asi como la linea basal o divisora de las
capas 1y 2 ¥y los elementos gue aparecen como estructuras vesicula-
res en la capa 3%, quedan comprendidos como meros espacios y elemen-—
tos integrados a cada una de las capas correspondientes.

En comparacidn con otras filarias, se ha denotado gque tanto
las especies de Brugia como Loa loa presentan en comin una cuticula
dividida hasta con 10 suobcapas (Vincent et al, 1975, 1975; Melles,
198%), mientras que en Onchocerca volvulus, donde la conformacidn
de la cuticula difiere entre machos y hembras (Franz, 1980), ésta
llega a estar constituida por las tres capas mencionadas, las cua-
les se subdividen a la vez en 5 claramente definidas (dos de las
cuales presentan fibras de colhgena).

En adicifn a lo anterior, un caracter més para la diferencia
cibn entre estas especies de filarias esth dado por el grosor que
alcanza la cuticula, la cual, en la especie estudiada corresponde
a la mhs delgada (aproximadamente 1 um), siguiendole en grosor las
conferidas a las especies de Brugia (2.5 um), L. loa (510 ua) ¥y
0. volvulus (10-20 um).

Finalmente, otra gran similitud es observada de nuevo cuando
se compara la longitud del extremo caudal de los gusanos de ambos
sexos de Dunnifilaria sp. ¥ &quella de las especies de Brugia. Tam
bién, la forma y tamano de las papilas caudales, asi como la gran
papila central, son bastante semejantes entre ambas especies. Sin
embargo, la diferencia principal en esta seccidn del cuerpo es en-—
contrada en base a la forma y tamano de las espiculas copulatorias,
las cuales resultan un caracter especifico de orden taxonbmico a
nivel de subfamilia (Andersen y Bain, 1978).
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5e2e2e— Microfilarias.

Como ha ocurrido en otras descripciones, el mejor estudio de
las microfilarias ha sido realizado en hase a las mediciones-morfo
métricas sobre la ubicacidn de las estructuras significantes deter
minadas con la ayuda del microscopio de luz y mediante diversos pro
cesos de tinecibn del material empleado. Por otra parte, la investi-
gacibn con el MEB ha rendido con el auxilio particular sobre la in-
formacibn de alglnos detalles finos de la estructura superficial de
las microfilarias, los cuales yacen en el limite de resolucidn del
m1smo microscopio de luz (Martinez-Palomo y Martinez-Biez, 1977).

Particularmente, asi como se ha denotado en las microfilarias
de Wuchereria bancrofti (Franz y Zielke, 1980), también en las ob-
servaciones de este estudio se vresentd la dificultad de definir los
detalles electrdnicos de la estructura superficial en razén de la no
toria presencia de la vaina protectora gue recubre las microfilarias
de la especie nueva de Dunnifilaria, No obstante, la informacidn ob-
tenida por este medio queda senalada en su descripeibn en base a la
demostracibn del nfimero, dimensidén y disposicibén de sus anulaciones
cuticulares, asi como de los detalles cefflicos y caudales observa-

dos en loS miSHose.

Se?e~ Diagnbdsis taxonbmica de la especie nueva de Dunnifilaria.

Los caracteres distintivos para la denominacibn del parfsito
como especie nueva quedan establecidos en base a las diferencias mor
folbgicas y mofométricas (Tablas 1-3b) encontradas entre los dos
miembros conocidos del género Dunnifilaria y la especie estudiada.
Particularmente, como lo denotaron otros autores (Orihel, 1964, 1965;
Eberhard, 1984), la posicidn de la vulva en relacibn a el esbfago
sirve como un caracter usual en la diferenciacidn de las especies.
Tsto se ha encontrado en chsi todos los grupos filarioideos, no re-
sultando una excepcidn en las especies de Dunnifilaria, donde 1las
dos especies sudasifticas son caracterizadas por temer la vulva en

la regibn medioesofégica, mientras gue en la especie nueva &sta re-
sulta postesofégica.
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Por otra parte, en cuanto a la diferenciacidn de las especies
de Dunnifilaria en base a las finas estriaciones transversales repor
tadas a lo largo de todo el cuerpo en ambos sexos de 1la especie nug
va de Dunnifilaria y sblo para ambas extremidades del cuerpo en am-
bos sexos de D, dilli, se establece en este trabajo que este carac=-
ter no puede ser tomado como un verdadero rasgo distintivo, pues los
medios descriptivos utilizados en las distintas especies varian enor
memente. El autor sugiere que un estudio mis homogeneo de la superfi
c¢ie cuticular (medizante el MEB y MET) de las tres especies rendiria
seguramente con el verdadero rasgo estructural, ya que con la micros
copia de luz es escasamente probable llegar a denotar las finas es-—
triaciones, o bién, el correcto arregio y dimensiones de &stas tal
v come ha sido obgservado entre otras especies de filarias (Wong y

Brummer, 1978).

Finalmente, como lo sugerido por Orihel (1965); en la disbtin
cibn de otras filarias, la diferencia entre las tres especles de
Dunnifilaria (incluyendo a la especie nueva) por el hospedero defini
tivo, la localizacidbn tisular en estos y sus respectivas distribucio
nes geogrAficas . soportan el necho de distinguirlas como especies

individuales.
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Ge~ RESUMETN

Zn este trabajo es presentada una investigacibn morfolbdgica y
taxonbmica sobre los gusanos filarioideos que parasitan los Srganos
centrales del sistema nervioso de las ratas de campo americanas,
Neotoma micropus, capturadas en el Municipio de Dr, Coss, Estado de
Nuevo lebn, México. Este estudio esth basado en la examinacidn histo-
1bgica de tres de 100 roedores nativamente infectados y en la des-
cripcibn morfoldgica de 34 gusanos machos, 27 gusanos hembras y de
alglnas microfilarizs mediante la microscopia de luz, electrbnica de

barrido y electrbnica de transmisibn,

Los gusancs adultos fueron caracteristicamente localizados
entre la aracnoides y piamadre -espacio subaracnoidal- en las inme-
diaciones del cerebro de los tres roedores histologicamente investi-
gados. Afectados fueron el cerebelo (en los espacios subaracnoideos
de la periféria y de las comisuras cerebelares primarias) y la médu-
la oblonga. En ninglino de los casos hubo una invasibn tisular o un
dafio mechnico causado por los gusanos adultos, Tampoco fueron obser-—
vadas reacciones de inflamacidn o infiltrados celulares de la res-
puesta-mediada del hospedero en los tejidos adyacentes a los gusanos,
los cuales se mantenian vivos hasta el momento de su fijacibn.

lorfolbgicamente, el extremo anterior de los gusanos adultos
de ambos sexos esté conformado por una ligera proyeccidn cefilica,
a manera de cabeza, en la que yacen ordenadamente cuatro pares de
papilas submedianas las cuales estln arregladas en un anillo inter-~
no (mAs estrecho) de dos pares de papilas bucales y un anillo exter—

no de dos pares de papilas cerviceles.

Las dos aperturas anfidiales esthn situadas a los lados de 1la
apertura oral gentral)lacual aparece rodeada por un grueso anillo
cuticular oue se extiende a 1o largo de la pared lfimen 2soffgica.

El esbfagzo es moderadamente largo e indistintamente dividido.
£l contiene un lfimen esofbgico birradiado en la porcibn anterior de
la regibdn glandular, mientras que el 1Gmen en la porcibn posterior

es trirradiado.
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En ambos sexos, la superficie cuticular de los gusanos adultos
muestra finas estriaciones transversales (reconocidas sblo con el HEF
y MET) que se extienden invariablemente a lo largo de todo el cuerpo.
La cuticula, gue representa 1la vorcibdn mhs delzada de la pared corpo-
ral, est& formada por tres capas distintas., La capa mis interna se
une a un sincicio hipodérmico que termina directamente sobre la lami-
na basal de la regidn contréetil de las células nusculares coelonia-

riasS,

In el extremo posterior de los gusanos machos son observados
una cloaca semicircular, asi como cuatro pares de papilas sésiles
caudales (semicirculares) 1las cuales se hayan arregladas en dos pa=~
res de papilas perianales y dos pares de papilas postanales. Una gran
papila central es localizada por encima de la cloacae.

Las espiculas cortas, cercanamente iguales en tamano y fornma,
son descritas al grosc modo come un par de hojas enrruladas que ter-
minan apicalmente en un botdn pequelio.

Los gusanos hembras son caracterizados por un tracto genital
didélfico~opistodélifico, La vulva semicirculsr es localizada por de-
trbs de la terminacidn posterior de el esbfago, mientras que las dos
ramas uterinas se encuéntran longitudinalmente enrrolladas cési a lo
largo de tode el cuerpo. Bl inconspicuo ano de los gusancos hembras
es denotado como un orificio semicircular situadce subterminalmente
en la porcibn ventrolateral derecha (observado £dlc con el MEB).

Las microfilarias cortas y envainadas fueron demostradas a
cualquier hora del dia en la sangre periférica y cardiaca de los
hospederos. EL1 extremo anterior de las microfilarias esth represen-
tado por un espacio cefflico muy corto, el cual esti limitado por
dos nficlecs, Este limite corresponde superficialmente con la prime-
ra anulacidn cuticular, El extremo posterior es caracterizado por un
espacio caudal largo y afilado, el cual es precedido por una hilera
de cuatro a cinco nficleos terminales.

La superficie cuticular de las microfilarias muestra las finas
estriaciones transversales las cuales recorren la totalidad del

cuerpo con la excepcidbn del espacio cefflico.
146581¢
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Las filarias investigadas en este estudio son incluidas en la
familia Onchocercidae Leiper, 1911, y en la subfamilia Splendidofi-
lariinae Chabaud y Choquet, 1953, Estz es la primera descripcidn de
la tercera especie del género Dunnifilaria Mullin y Balasingam, 1973,
y al mismo tiempo la primera especie de Dunnifilaria en el Continen=-

te americano.

Esta filaria es distinguida de las otras dos especies conoci=-
das del género Dunnifilaria (D. ramachandrani y D. dilli) en base a
los siguientes criterios: Tamalio de los gusanos adultos, longitud
del esbfago, posicibn de la vulva, longitud de la cola en las hem-
bras, tamalio de las espiculas, nlmero y arreglo de las papilas cau-
dales y tamafio de las microfilarias, También, las diferencias res-
pecto al hospedero definitivo, la localizacibn tisular en el hospe-
dero y su distribucibn geogrifica fueron estimados como rasgos im-
portantes para considerar a este gusano como una especie nueva, La
publicacién de la descripeibdn de la especie nueva estfé en impresidne.
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Morphologie und Taxonomie einer neuen Dunnifilaria-Spezies (Filarioi-
dea; Onchocercidae) im Zentralnervensystem der amerikanischen Feld-
ratte, Neotoma micropus, die im Nordosten des Staates Nuevo Leon in

Mexiko entdeckt wurde,

6 (a)em ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird eine morphologische und taxonomische Studie einer Fila-
rie beschrieben, die im Zentralnervensystem amerikanischer Feldratten
(Neotoma micropus) vorkommt, die in der Gemeinde Dr. Coss, im Staat
Nuevo Leon, gefangen wurden. Die Ergebnisse beruhen auf histologisch-
en Studien an drei von 100 naviirlich infizierten Nagern und der Unter
suchung von 34 flannchen, 27 Veibcnen und einer Anzanl von Hikroiila-
rien, mit Licht-, Raster-~ und Transmissions-Blektronenmikroskopie.

Die exwachnsenen Virmer lagen bei den drei histologisch unter-
suchten Nagern zwischen der Arachnecidea und Piz mater im Subarachnoi-
dalraum aulerhald des Gehirno. Befallen waren die Subarachnoidalridune
um das Kleinhirn im Bereich der Hemisphéren und der primiren Kommis-—
sur und um die ledulla oblongata, In keinem Fall wurde eine Invasion
oder eine durch die VWirmer verursachte Lidsion im Genhirn beobachtet,
Es waren auch keine entzilindlichen Realtionen oder zellulZren Infil-
trate als Reaktion des Wirtes 1n der Umgebung der Wurmer festzustel-
len, die zum Zeitpunkt der Fixierung wonl lebendig waren.

Das Vorderende des erwacicenen Wurmes ist bei belden Geschlech-
tern etwas verdickt. Es wird von vier Paar Papillen umgeben, die in
einem inneren Ring aus zwei Paar Buccalpapillen und einem Huleren
Ring aus zwei Paar Zervikalpapillen angeordnet sind.

Die beiden Amphidendffnungen liegen seitlich wven der zentralen
Munddffnung, die von einem dicken Kutilkulawall umseben erscheint, der
sich liber die gesambte Linge de2r Osophazuswand ersirecitt.

Der Osophsgus ist midBig lang, nicht deutlich unterteilt, und
weist im vorderen Teil der glanduliren Region ein zweizipfliges und
im hinteren Teil ein dreizipfliges Lumen auf.
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Die Kutikula beider Geschlechter bildet eine feine Querringe-
lung, die nur im REM und TEM zu erkennen ist und die sich uber die
ganze Ldnge des Korpers erstreckt, wobei sich keine morphologischen
Unterschiede erkennen lassen, Die Kutikula stellt den diinnsten An-
tell der Korperwand dar. Sie ist aus drel unterschiedlichen Schich-
ten aufgebaut. An die innenste Schicht schlieBt sich ein hypoderma-
les Syncytium an, das unmittelbar an der Basallamina des kontrakbti-
len Teiles der coelomyaren lMuskelzellen endet.

Am Hinterende des Minnchens befinden sich die halbkreisformige
Kloake, sowie vier Paar flache halbkreisfSrmige Papillen, von denen
zwel perianal und zwei postanal angeordnet sind. Vor der Kloake ist
eine weitere, groflere Zentralpapille vorhanden.

Die kurzen Spicula, die anndhernd gleich in Form wund GroBe
sind, lassen sich als eingerollte Platten beschreiben, die apikal in
einem kleinen Knopf enden und ein zentrales Lumen zeigen.

Das weibliche Genitale ist als didelphisch-opisthodelphisch zu '
charakterisieren, Die Weibchen besitzen eine halbkreisformige Vulva-
ffnung, die ventral und postdsophageal lokalisiert ist, Tie beiden
verdrillten Uteri verlaufen 1l&ngs des Korpers, den sie hinten <fast
vollig ausfilillen.

Lichtmikroskopisch l&aBt sich am Hinterende der Anus nur schwer
erkennen. Erst mit dem REM wird deutlich, daR er als eine halbkreis-

. . 7 < . g —1 i 3 .
formige Offnung rechtseitig, ventral, kurz vor dem Ende zu finden
iste.

Die kurzen, gescheideten Mikrofilarien konnten zu Jjeder Tages-—
zeit im peripheren und im Herzblut der Nagern nachgewiesen werden.
Das Vorderende der Mikrofilarien wird von einem sehr kurzen Kopfraum
eingenommen, der von zwel Kernen begrenzt wird. Dieser Begrenzung
entspricht an der Oberfliche die erste Ringelung, Das sich zuspitzen-
de Hinterende enthZlt eine Reihe von vier bis finf Kernen und terni-
nal einen kernfreien Raum. Die Oberfldche der Kutikula der Mikrofi-
larien zeigt eine feline Querringelung, die abgesehen vom Kopfraum,
den ganzen Korper ilberzieht.
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Die in dieser Studie untersuchten Filarien werden in die Fami-
lie Onchocercidae Leiper, 1911, und in die Unterfamilie Splendidofi-
lariinae Chabaud und Choguet, 195%, eingeordrnet. Es ist die erste
Beschreibung einer dritten Art der Gattung Dunnifilaria Mullin und
Balasingam, 1973, und gleichzeitig der ersten Svezies von
Dunnifilaria auf dem amerikanischen Kontinent.

Diese Filarie unterscheidet sich von den anderen zwei bekann-
ten Spezies von Dunnifilariaz aufgrund der folgenden Kriterien: Grofe,
_ Linge des Osophagus, Lage der Vulva, Linge des Schwanzes der Weib-~

chen, GroBRe der Spicula, Anzahl und Anordnung der Kaudalpapillen und
GroBe der Mikrofilarien, Auch die Unterschiede hinsichtlich des End-
wirtes, in der Lokalisation im Gewebe, und die geographische Verbrei-
tung wurden als wichtige Merkmale gewertet, um den hier beschriebe-
nen Wurm als eine neue Spezies anzusehen., Die Veroffentlichung der

Neubeschreibung ist im Drucke.
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Morphology and taxonomy of a new species of Dummnifilaria (Filarioi-
dea; Onchocercidae) from the central nervous system of the American

wood-rat, Neotoma micropus, in the north-east of Nuevo Tieon in Mexico.

6 (b)am SUMMARY

A morphological and taxonomical study ic presented in this
paper on filariid worms which were found in the central nervous sys-
tem of American wood-rats, Neotoma micropus, causht in the Municipa-
lity of Dr. Coss, Huevo Leon State, Mexico, It is based on the histo-

logical examination of three of 100 naturally infected rodents and
on the morphological description of %4 male worms, 27 female worms

and of some microfilariae by light, scanning electron and transmi-

ssion electron microscopy. )

Adult worms were found liing freely in the subarachnoidal spa-—
ces of the brain. Concerned were the cerebellum (in the peripheric
subarachnoidal spaces and in those of the primary commisure of the
cerebellum) and the medulla oblongata. In none of the studied cases
there was found an invasion into the tissue or a mechanical damage
caused by the adult worms. Neither were observed any inflammation or
cell-mediated response in the tissue adjacent %o the living worms.

Morphologically the anterior end of the adult worms of both
sexes is formed by a light cephalic projection (head-shaped). It is
surrounded by four pairs of submedian papillae which are arranged in
an inner ring of two pairs of buccal papillae and an outer ring of
two pairs of cervical papillae,

Both amphidial openings lie on the side of the central mouth
opening which appears surrounded by a thick cuticular ring that
extends over the whole length of the oesophagus wall.

The oesophagus is moderately long, not distinctly divided. It
contains a biradiated oesophagical lumen in the anterior portion of
the glandular region, whereas the lumen in the posterior portion is
triradiated.
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In both sexes, the cuticular surface of the adult worm shows
fine transversal striations (only visible by SEM and TEM) whieh in-
variably extend over the whole body. The fine structure of the very
thin cuticle consists of three layers followed by the hypodermis and
the basal lamina of the coelomyarian muscular cells,

In the posterior end of the male worm are observed a semicir-
cular cloaca, as well as four pairs of submedian sessile caudal pa-
pillae which are arrsnged in two pairs of perianal papillae and two
pairs of postanal papillae, A big central papilla is localiged di-
rectly before the cloaca.

The short, strong and nearly similar spicula are described as
a pair of rolled plates which end in a knob-shaped apex and which
show a central canal,

The female worm is characterized by a didelphic-opisthodelphic
genital tract. Its semicircular wvulva is localized behind the poste-
rior end of the oesophagus, while the two uterine branches are longi-
tudinaly coiled extending almost along the whole body. At the poste=
rior end the inconspicuous anus is denoted as a semicircular orifice
which is subterminally situated in the right ventrolateral portion
(observed only by SEM).

The short and sheathed microfilarise were found in the peri-
pheral and cardiac blood of the rodents. The anterior end of the
microfilaria 1s represented by 2 very short cephalic space which is
limited by two nuclei., These correspond superficially with the first
annulation., The posterior end is characterized by a long caudal space
which is preceded by a row of four to five terminal nuclei,

The cuticular surface of the microfilaria shows fine trans-
versal striations which are covering the whole body with the excep-
tion of the cephalic space,
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The filariid worms described here are included into the family
Onchocercidae Leiper, 1911, and into the subfamily Splendidofilarii~
nae Chabaud and Choguet, 1953, This is the first description of a
third species of the genus Dunnifilaria Mullin and Balasingam, 1973,
and at the same time the first species of Dunnifilaria from the Ame-
rican continent.

This filaria is distinguished from the other two known species
of the genus Dunnifilaria (D. ramachandrani and D, dilli) Dby the
following criteria: size of the worms, length of the oesophagus, po=
sition of the vulva, length of the tail of the female, size of the
spicula, number and arrangement of the caudal papillae and size of
the microfilarise. Also the differences regarding the definitive host,
the localization in the host, and the geographical distribution were
regarded as importvant features to consider this worm as a new species,
The publication of the description of the new species is in press.
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T~ CLAVE PARA LA LECTURA DE LAS ABREVIACIONES EN LAS LAMINAS 2-13

af apertura anfidial hip hipodermis

an anillo nervioso hu hueso

ant porcibn anterior de la cola int intestino

apb anillo peribucal mb membrana basal

ar aracnoides (meninge) nf  mierofilarias

cdl cordbn nervioso lateral o médula oblonga
edm cordbn nervioso medio mis musculatura

ci cuerpo interno nt nlicleos terminales
cl cloace oa orificio anal

cu cuticula ov ovario

1 capa cuticular uno pa poro anal

2 capa cuticular dos pb papila bucal

3 capa cuticular tres pC papila cervical
ecd espacio caudal ped papilas caudales
ecf espacio cefflico 1=4d papilas caudales 1-4 derechas
eso esbfago 1=41i papilas caudales 1-4 izquierdas
esp espiculas pe poro excretor

esp d espicula derecha pm piamadre (meninge)
esp 1 espicula izquierda te testiculo

est estrias cuticulares ut  ftero

ev estructuras vesiculares vg vagina
fm fibras musculares esofhgicas vi vaina
hf haces fibrosos vu vyulva
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CERTIFICATE

for Mr. Enrique de Jesus Gutiérrez Pefa

After having completed a course in the German language at the Goethe
Institute in Bremen Mr, Gutiérrez stayed from 1 September 1985 to

14 August 1987 in the Department of Helminthology of the Bernhard Nocht
Institute. Mr. Gutiérrez was supported by a scholarship from the
Autonomous University of Nuevo Leon in Mexico to work on a research
pro;ect for the degree of a master of Science in vertebrate parasitology

at the University of Nuevo Leon. During this period he was registered
as a student in the Faculty of Biology of the University of Hamburg.

During these two yeaxrs Mr. Gutierrez worked on the taxonomy and morpholog
of a new filaria species, which he had detected in Mexican rodents.

He embedded the decalcified heads of infected rats in paraplast and
examined the position of the nematode worms in the subarachnoidal space
histologically. He prepared the worms and the microfilariae by c¢ritical
point drving for scanning electron microscopic observatlon and examined
them. Middle parts of the adult worms were embedded in plastic and
semithin sections and ultrathin sections were studied by light and

electron microscopy respectively.

During these morphological studies Mr. Gutierrez acquired good knowledge
of the techniques used for scanning electron microscopy. He also
acguired first knowledge of the procedures used in histology and
transmission electron microscopy and of dark room techniques. All steps o:
preparation, observation and photography were performed by himself.

These studies lead to good scientific results., On 24 September 1986 Mr.
Gutieérrez presented his findings in a preliminary form in a colloguium
for staff members of the institute. On 19 June 1987 he presented some
of his morphological findings in a Seminar on Filariasis in Hamburg. An
abstract of this presentation is in press in "Tropical Medicine and
Parasitology". With regard to the taxonomy of this new filaria species
Mr. Gutiérrez travelled in December 1986 to the WHO Collaborating
Centre for the Filarioidea at the CAB International Institute of
Parasitology in St. Albans, U.K., where he discussed his findings with
Dr. R. Muller, who confirmed the conclusions of Mr. Gutiérrez. The
manuscript of the description of the new species was submitted to
“Troplcal Medicine and Parasiteclogy” and it was accepted in July 1987 foz
publication. It will probably appear later in 1987. The morphological
description of the surface structures of the new filaria based on the
scanning electron microscopic studies will be published separately and
part of this second manuscript has been completed.
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According to the original plans a Spanish manuscript containing the
main results of the histological, scanning electron microscopic and
taxonomic results was precared as a thesis for the master of science.
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to the University of Nuevo Leon.
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Mr. Gutierrez leaves the department because his scholarship has
ended. However, we will be glad to continue any type of cooperation
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studies to acquire a doctorate or as a postdoctoral fellow.
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