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En este trabajo se presenta una breve historia acer
ca de la taxonomia de las filarias de anfibios; con 1a redes-
cripcidn de Waltonella striatus (Ochoterena y Caballers, 1932)

con una nueva localidad, Tecozautla Hidalgo México y un nuevo
huésped Rana neovolcanica.

La estandarizacidn de una técnica de fijacién y 5 -
métodos de tincidn para microfilarias: Hemateina de Rouda- -
bush, Rojo Neutro, Hemalum de Mayer, Giemsa y Hematoxilina --
Férrica; se hace hincapié de su efectividad con relacidn a la
contraccidn que experimentan los embriones. Se encuentra gue
la Hemateina de Roudabush es el mejor método.

Y 1a utilidad de la Hemateina de Roudabush, el Hema
Tum de Mayer y el Verde de Metil-Pironina, para tefiir los --
adultos, obteniendo asi, una forma mids para el aprovechamien-
to de éste tipo de material que esté a punto de ser desechado.



Uno de los grupos mds importantes dentro de la Para
sitologia es el de los Nemdtodos, ya que numerosas especies -
de esta clase parasitan tanto vertebrados e invertebrados
(zoopardsitos) como plantas (fitopardsitos) y muchos de sus
huéspedes, animales y vegetales, son de gran importancia eco-
nomica.

Desde el siglo XVIII el estudio de los nemdtodos
zoopardsitos han sido intensos y continuos, sobresaliendo en
tre las principales obras las escritas por: VYorke y Maples-
tone (1926) "The nematode parasites of vertebrates", Baylis y
Daubney (1926) "A synopsis of the families and genera of Nema
todes"; Chitwood (1937) "A revised classification of the Nema
tode"; Chitwood y Chitwood (1937 - 1938 y 1950) "A introduc--
tion to Nematology"; Yamaguti (1961) "Systema Helminthum" y -
Chabaud (1974) con la publicacidén mds reciente, “Class Nemato
da, Keys to subclasses, orders and superfamilies (CIH keys to
nematode parasites of vertebrates) que es un estudio realiza-
do por The Conmmonwealth Institute of Helmintology. Inglate--
rra, donde se reunieron como autores los mejores helmintélo--
gos del mundo.

En esta G1tima obra la superfamilia Filarioidea agru
pa todas las filarias de particular interés en Parasitologia
médica y veterinaria, puesto que numerosas especies son pard-
sitos tisulares que afectan al hombre y otros vertebrados, =--
transmitidas, hasta donde se sabe, por artrépodos chupadores

de sangre.

Wehr (1935) al revisar la clasificacidn de la super
familia, indicé que el estudio de dichos pardsitos se remonta



a 1787 cuando Mieller credé el género Filaria; y erigié dos -
nuevas familias: Dipetalonematidae y Stephanofilaridae, que-
dando los filarioideos en las cuatro familias siguientes:

Filariidae Claus, 1885.
Desmidocerciadea Cram, 1927.
Stephanofilariidae Wehr, 1935,
Dipetalonematidae Wehr, 1935.

En esta dG1tima familia propuso nuevas subfamilias,
reduciendo a sd6lo dos de las consideradas por Yorke y Maples-
tone, en 1926.

- Dipetalonematinae Wehr, 1935
(= Onchocercinae Leiper, 1911. Loainae
Yorke y Maplestone, 1926 in part.)

- Dirofilariinae Wehr, 1935.
(= Loainae Yorke y Maplestone, 1926 in

part.)

Chitwood y Chitwood (1950) segiin Rodriguez Lépez- -
Neyra, 1926, aceptaron la clasificacion de Wehr, volviendo a
admitir a la subfamilia Onchocercinae, Leiper, 1911, en la fa-
milia Dipetalonematidae.

Hyman, en 1851, elevé a la categoria de orden la su
perfamilia Filarioidea, dividiéndola en 3 familias; Setarii--
dae y Aproctidae (creadas por Yorke y Maplestone en 1926 como
subfamilias) y Filariidae, iinica familia que acepts de la cla
sificacidn de Wehr (1935).

Rodriguez Lépez-Neyra presento en 1956 una nueva re
vision de los filarioideos, considerdndolos otra vez como Su-



perfamilia Filarioidea, y los dividié en dos familias, al ha-
cer sinénima Sthephanofilariinae (Wehr, 1935) de Filariidae -
(Claus, 1885) y eleva la subfamilia Dirofilariinae a familia,
e incluyé, entre otras, a la subfamilia Dipetalonematinae, --
eliminando los Desmidocercidae.

Chabaud y Anderson (1959) distribuyeron los filarioi
deos en cinco familias, incluyendo en este rango a la subfami
1ia Diplotrienine (Skrjabin 1916}; revivieron las familias --
Desmidocercidae de Cram, 1927, y Setariidae de Hyman, 1951, -
con la aceptacidon de la familia Filariidae propuesta por Ro--
driguez Lépez-Neyra (1956) y crearon la de lecs Onchocercidae,
dividida en ocho subfamilias.

En esta Gltima se encuentra la subfamilia Dirofila-
riinae (Rodriguez Lépez-Neyra, 1956, familia), juntc a las --
subfamilias Eufilariinae y Lemdaninae, y los Splendidofilarii
nae de Chabaud y Choquet (1953). Por dGltimo, Chabaud y Ander
son (1959) reivindicaron los Onchocercinae Leiper, 1911, y --
crearon la subfamilia Ornithofilariinae.

Durante los siguientes afios los filarioideos fueron
objeto de muy diversas investigaciones, sobre todo referentes
a las filarias que afectar al hombre.

Nelson (1960) describid los caracteres de las lar--
vas en estadio infestante de Wuchereria y Brugia, lo que hizo
posible la diferenciacién de sus especies; Lebiel (1961) con-

tribuyé con nuevos e importantes datos al conocimiento del ci-
clo de vida de Onchocerca Volvulus; Duke y colaboradores (1966)
1levaron a cabo estudios epidemioldgicos acerca del pardsito,

y Ahmed, en ese mismo afio, hizo hincapié en la localizacidn -
de los adultos de Wuchereria y Brugia.
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También se crearon nuevos géneros y especies para -
filarias del hombre, mamiferos en general, aves, reptiles y -
anfibios, al igual que aparecieron estudios ecoldgicos, biold
gicos y de sus ciclos de vida. A pesar de ello, hasta 1976 -
fué cuando Anderson y Bain publicaron la que consideramos co-
mo la clasificacidn mds reciente y completa para esta superfa
milia. Estos autores sdlo reconocieron dos familias: Filari
idae y Onchocercidae; la primera con dos subfamilias y los on
chocercidae divididos en ocho subfamilias, de las que seis --
coinciden con las propuestas por Chabaud y Anderson, 1959; --
también consideraron los Setariidae (Yorke y Maplestone, 1926)
como subfamilia y aceptaron la nueva subfamilia Waltonellinae
creada por Bain y Prod'hon en 1974,

Acerca de la biologia de este interesante grupo de
nemdtodos pardsitos, se puede resumir como sigue:

Las filarias adultas producen un gran nimerc de hue
vecillos parcial o totalmente embrionados, los cuales, poco -
antes o al momento de la oviposicidn, contienen embriones que
se estiran y transforman en organismos delicados, conmovimien
tos serpiginosos (microfilarias) los cuales pasan a la circu-
lacién hemdtica del vertebrado. Cuando la envoltura embrional
se alarga, permitiendo acomodarse al embridn estirado, apare-
cen en la sangre microfilarias "envainadas"; por lo contrario,
si dicha cubierta se destruye, las microfilarias se denominan
"desnudas". Internamente, a lo largo de la microfilaria se -
extiende una columna de cdlulas cuyos niclecs son cromdfilos
y constituyen el 1llamado "cuerpo interno” y los rudimetos de
otros drganos.

E1 desarrollo y tamafio de estos embriones, asi como
el de las llamadas "células G" terminales, la situacidn del -
anillo nervioso, poro excretor y célula excretora en la regidn
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anterior y la posicidn del poro anal son caracteres basicos -
para la identificacién de las especies.

La taxonomia, que como se ve por lo anterior es bas
tante dificil, se ha ido haciendo alin mds compleja con la in-
vestiacidn del desarrollo larval y de los ciclos de vida de -
diversas especies si bien son muy contadas alin las que se pue
den considerar hasta ahora bien conocidas.

LAS FILARIAS DE LOS ANFIBIOS

Durante muchos afios las filarias de anfibios han --
formado parte de familias y subfamilias en las que se encuen-
tran las de otros animales y del hombre.

Wehr(1935) distribuyé las de los anfibios en dos gé
neros Icosiella Seurat, 1917 y Foleyella Seurat, 1917 (éste -
Gltimo con algunas especies propias de reptiles) y los situa-
ron en dos subfamilias dentro de la familia Dipetalonematidae

creada por é1.

En 1944, Caballero publicd como nuevo el género --
Ochoterenella, entonces monotipico, para la especie 0. digiti
cauda de Bufo marinus de la regidn de Huixtla, Chiapas, Méxi-

co.

Hyman (1951) colocd al género Foleyella en la fami-
lia Filaridae, como Gnico representante de pardsitos de anfi-
bios.

En su monografia de 1956, Rodriguez Lépez-Neyra con
siderd de la manera siguiente la taxonomia del grupo:



Familias Subfamilias Géneros
Filariidae ——— Setariinae —— _Jcosiella

Birofilariidae Dipetalonematinae— Qchoterenella
Dirofilariinae — Egleyella

En 1958 Anderson cred la subfamilia Icosiellinae y
en 1959, Chabaul y Anderson erigieron la nueva familia Oncho--
cercidae donde agruparon, entre otras, las tres subfamilias -
de filarias de anfibios:

Familia Subfamilias Géneros

Icosiellinae Icosiella
Onchocercidae Dirofilariinae —— Foleyella
Onchocercinae

Ochoterenella

Yamaguti (1961) dié categoria de orden a los Fila--
rioideos y en é1 situé a la familia Filariidae y a la subfami
1ia Filarinae, agrupando en ésta los tres géneros de filarias
de anfibios.

A Rodriquez Lopez-Neyra (1956) y Yamaguti (1961) co
rresponde, pues, el disefio de la diagnosis actual del género
Foleyella Seurat, 1917, que puede enunciarse asi:

"“Nemdtodos filariformes; la cuticula forma con fre-
cuencia alas laterales que corren a lo largo del cuerpo o s6-
lo se destacan hacia sus extremos; superficie lisa, finamente
estriada o con la regidn ventral de los machos cubierta de fi
nos tubérculos; boca sin labios ni anillo cuticularizado en -
la cavidad bucal por delante del extremo anterior del esdfago;
cuatro o seis pares de papilas bucales; esdfago corto, dividi
do en una parte muscular anterior y una glandular posterior;
dioicos y con un notable dimorfismo sexual."



"Hembras mayores que los machos, anfidelfas; vulva
casi siempre al nivel del esdfago; vagina larga y tubular; -
las ramas uterinas corren paralelas hacia la regidn posterionr
oviductos continuados con los dteros y situados anteriormente,
engrosados en el receptaculo seminal; ovoviviparas."

"Machos con alas caudales laterales bien desarrolla
das sostenidas por papilas pre- y postcloacales; espiculas --
muy desiguales en tamafio y forma o ambas cosas a la vez y sin
guberndculo."

Posteriormente Schacher y Crans (1973) dividieron -
en dos nuevos subgéneros al género Foleyelia:

Foleyella, con cinco especies de filarias de repti-
les y Waltonia, con ocho que parasitan anfibios; las diagnd--

sis de ambos se traducen a continuacién:

"Foleyella (Foleyella)"

"Con las caracteristicas del género (sensu. Witen-
berg y Gerichter, 1944). Pardsitos de tejidos conjuntivos, -
espacios linfdticos o cavidad del cuerpo de reptiles agdmidos
0o camaledntidos; usualmente de color anaranjado o amarillo en
vivo. Con alas longitudinales poco aparentes o sin ellas, es
pecialmente en las hembras; machos con prominentes alas cauda
les. Cavidad bucal corta, sencilla, sin estructuras especia-
les de soporte. Cuticula lisa en el drea ventral precloacal
del macho. La hembra con vulva pre- o postesofdgica. Micro-
filarias frecuentemente con vaina oval o fusiforme inflexible
E1 tercer estadio larval con el esdfago menos largo que la mi
tad de la longitud del cuerpo."

“Tipo: F. (F.) candezei (Fraipont, 1882) Seurat, -
B2 5 by e



Otras especies: F. (F.) furcata (Linstow, 1899) --
Witenberg y Gerichter, 1944; F. (F.) brevicauda Chabaud y Bry
goo, 1962; F. (F.) agamae (Rodhain, 1906) Yorke y Maplestone,
1926; F. (E .) philistinae Schacher y Khalil, 1967."

"Distribucidn geogrdfica: Africa, Madagascar y Cer-
cano Oriente."

"Foleyella (Waltonia)"

"Con los caracteres del género. Pardsitos de teji-
dos conjuntivos, espacios linfaticos o cavidad del cuerpo de
salientia; usualmente blancos o grisdceos en vivo. Alas lon-
gitudinales muy notables de un extremo a otro, o al menos en
la porcién posterior de las hembras; machos con prominentes -
alas longitudinales caudales. Cavidad bucal corta, sostenida
con frecuencia por dos estructuras laterales del queilostoma
en forma de reborde o saliente. Cuticula precloacal con tu--
bérculos en el drea ventral; vulva usualmente a nivel del esd
fago posterior o algunas veces por detras. Las microfilarias
siempre con vaina flexible y ajustada. Tercer estadio larval
con el esdfago una mitad mds de la ongitud del cuerpo."

"Tipo: F. (W.) duboisi (Gedoelst, 1916) Yorke y --
Maplestone, 1926."

"Otras especies; F. (W.) americana Walton, 1929; -
F. (W.) bouillezi Witenberg y Gerichter, 1944; F. (W.) brach-
yoptera Wehr y Causey, 1939; f. (W.) confusa Schmidt y Kuntz,
1969; F. (W.) dolichoptera Wehr y Causey, 1939; F. (W.) flexi
cauda sp n.; F. (MW.) ranae Walton, 1929."

“Distribucidn geojréfica: América del Norte, Africa
y Asia."”



Un afip después (1974) Bain y Prod'hon crearon la --
subfamilia Waltonellinae, agrupando en ella los géneros de fi
larias de anfibios que se encontraban hasta entonces distri--
buidos en dos subfamilias:

Onchocercinae, con los géneros: Ochoterenella Caba-
1lero, 1944 y Madochotera Bain y Brunhes, 1968.

Dirofilariinae, con Foleyella subgénero Waltonella
Schacher, 1974 (=Waitonia* Schacher y Crans, 1973, subgénero).

Estos autores dicen que la existencia o no de alas
laterales no justifica la separacidn de dos subfamilias dife-
rentes para los géneros de filarias de anfibios, cuya organi-
zacién general es tan homogenea: "Eséfago glandular bien de-
sarrollado; extremo caudal largo y no puntiagudo: filas subme
dianas de gruesas papilas cloacales no pedunculadas; espicu--
las desiguales y sencillas; vulva netamente preecuatorial."

En su importante trabajo Bain y Prod'hon continuan
diciendo:

"Las afinidades entre estos géneros son reforzadas -
por los recientes hallazgos sobre las estructuras cefalicas -
de algunas especies; la descripcidon de F. (Waltonella) flexi-
cauda (Schacher y Crans, 1973) de F. (MW.) confusa Schmidt y -
Kuntz, 1969, la redescripcidn precisa (Anderson, 1968) de 1la
regién cefdlica de F. (W.) dolichoptera (Wehr y Causey, 1939)
y la de Ochoterenella digiticauda Caballero, 1944, y las des-
cripciones de Madochotera (cg. Bain y Brunhes, 1968 y Prod' -

hon, 1973) muestran que todas estas especies tienen una placa
cefdalica rectanqular muy alargada lateralmente, cuyos angulos
presentan cuatro papilas cefdlicas voluminosas; por otra par-

* E1 nombre Waltonia del subgénero fue cambiado por Schacher
en 1974 para el género Waltonella, por estar pre-ocupado el
primero.

10



11
te, con excepcion de Q. digitacauda, muestra dos expansiones
cuticulares salientes parabucales siempre en plano lateral."”

Por todo esto nos parece oportuno incluir la diagno
sis que presentan Bain y Prod'hon (1974) sobre la subfamilia
Waltonellinae:

"Waltonellinae, n. subfam: Onchocércidos con placa
cefdlica estriada lateralmente, con papilas cefdlicas muy sa-
lientes y frecuentemente terminadas en punta articulada; gene
ralmente, con dos formaciones cuticulares parabucales latera-
les; cuticula del cuerpo ornamentada o lisa: alas laterales -
y caudales muy frecuentes; cavidad bucal poco cuticularizada;
esdfago glandular siempre bien desarrollado; cauda larga, cé-
nica -y sin lengietas terminales; machos siempre en una area
rugosa, gruesas papilas caudales no pedunculadas y dispuesta
en dos filas regulares submedianas; espiculas sencillas y de-
siguales; en las hembras la vulva es paraesofdgica o aln mds
alejada del extremo cefélico, pero siempre netamente pre-ecua
torial; ovoyector sencillo. Microfilarias con cauda corta y
totalmente nucleadas. Pardasitos de batracios anuros."

"Especie tipo: Waltonella duboisi (Gedoelst, 1916.)"

"... comprende tres géneros: Waltonella Schacher, -
1974 Madochotera Bain y Brunhes, 1968 y Ochoterenella Caballe
ro, 1944 "

Siguiendo la @ltima clasificacidn de Anderson, 1976,
anotamos la taxonomia actual de la superfamilia Filarioidea -
en la tabla I. En ella solamente se anotan los nombres de --
los géneros de filarias de reptiles y los de las filarias de
anfibios con las cuales guardan indudable realcién.



TABLA 1.

TAXQNOMIA DE LA SUPERFAMILIA FILARIOIDEA

FAMILIAS SUBFAMILIAS GENEROS HUESPEDES
Stephanofilariinae —no
Filaridae Eilariinas Clitie Mamiferos
 Oswaldofilaria <
Gonofilaria
Befilaria
(Oswaldofﬂarﬁnae 4 Piratuba ? Reptiles
Piratuboides
Solafilaria
Y sl
Icosiellinae Iconsiella
Waltonella
Waltonellinae Madochotera Anfibios
Ochoterenella
Setariinae Dos —— Aves y Mam.
Onchocercidae <‘ Foleyella ~——— Reptiles
Dirofilariinae Uno ————  Aves,
Siete ————— Mamiferos
Macdonaldius Reptiles
Onchocercinae Dos S, -
Cardianema
Splendidofilariinae { Thamugadia Reptiles
Pseudothamugadia
Madathamugadia -J
Nigidsitie Saurositus Reptiles
% Ocho Aves y Mam.



EL GENERO Waltonella

De los géneros que incluyen especies pardsitas de -
anfibios, dos han sido los encontrados en México; Ochoterene-
11a y Waltonella.

Ochoterena y Caballero (1932) describieron una fila
ria de Rana montezumae como especie del género Chandlerella -

(C. striata)la cual en 1935 fue tomada por Caballero como ti-
po de Foleyellides n. gén.; no obstante, Witenberg y Gerich--
ter mds tarde (1944) hicieron sindnimo dicho género, de Fole-
yella Seurat, 1917, (ahora Waltonella).

Las especies de Waltonella se encontraron situadas
en el género Foleyella (Seurat, 1917) hasta 1974 cuando Bain
y Prod'hon separaron las filarias de anfibios de las de los -
reptiles, creando una nueva subfamilia y este nuevo género.

Hasta 1979, se encuentran citadas para este género
las siguientes especies:

W. convoluta (Molin, 1858) de Hyla faber. Brasil.

W. duboisi (Gedoelst, 1916) de "rana" y "sapo gigante"
Congo Belga. (Witenberg y Gerichter, 1944)
de Rana esculenta ridibunda. Nte. Palestina.

W. leiperi (Railliet, 1916) de Bufo regularis. Sudan.

W. scalaris (Travassos, 1929) de Leptodactylus ocellatus

Brasil.

W. vellardi (Travassos, 1929) de Bufo marinus. Brasil.

W. ranae (Walton, 1929) de Rana catesbiana. E.U.A.

W. americana (Walton, 1929) de Rana pipiens. E.U.A.

M. striatus (Ochoterena y Caballero, 1932) de Rana pi-

piens México.

13
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W. brachyoptera (Wher y Causey, 1939) de Rana sphenoce-
fala E.U.A,
W. dolichoptera (Wehr y Causey, 1939) de Rana sphenoce-
phala. E.U.A.
W. confusa (Schmidt y Kuntz, 1969) de Rana limnocharis
vittigera. Islas Filipinas.
W. flexicauda (Schacher y Crans, 1973) de Rana cetesbeia
na. E.U.A.
W. guayanensis Bain y Prod'hon, 1974 de Bufo marinus
Guyana, Francesa.
W. royi Bain, Kim y Petit, 1979 de Bufo marinus. Guyana.
W. oumari Bain, Kim y Petit, 1979 de Bufo Marinus. Guya-
na.
W. dufourae Bain, Kim y Petit, 1979 de Bufo marinus. Gu-

yana.
W. albareli Bain, Kim y Petit, 1979 de Bufo marinus. Gu-
yana, Francesa.

HUESPEDES INTERMEDIARIOS

E1 ciclo de vida de los pardsitos de este género, -
ha sido estudiado experimentalmente en algunas de sus espe- -
cies, utilizando mosquitos de la familia Culicidae como hués-
pedes intermediarios y transmisores.

Los resultados de las investigaciones de estos auto
res se puede resumir asi:

Una vez que las microfilarias penetran al estémago
del mosquito, pierden su vaina, penetran a través de su pared,
migran y se alojan en la cavidad tordcica y abdominal para --
continuar el desarrollo, hasta llegar a su estadio infestante,
que es cuando se localiza en térax y probdscis para ser trans
mitidas a los huéspedes definitivos (anfibios) en los cuales



se pueden encontrar:
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las microfilarias en los sistemas circu-

latorio y linfdtico, y los adultos en la cavidad retroperito-

neal y mesenterio.

Las transmisiones experimentales se han realizado -
por varios autores en las especies que se indican.

AUTORES

ESPECIES

HUESPEDES

-INTERMEDIARIOS

DEFINITIVOS.

Causey, 1939.

~ M. dolichoptera

Culex pipiens,

Aédes aegypti y
A. atropalpus.

Rana pipiens y
R sphenocephala.

W. brachyoptera | C. pipiens, C. R. pipiens y R.
fatigans y A. sphenocphala.
aegypti.

W. dolichoptera | C. pipiens y C. Rana ssp.
quinguefaciatus.

Kotcher, 1941.

W. brachyoptera | C. pipiens, C. Rana ssp.

W. ranae apicalis y C.
gquinquefaciatus.

Wixenber ¥ W. duboisi Culex molestus. | R. esculenta
Gerichter, 1944. pidiSunda.
Cowper, 1945. W. leiperi Aédes aegypti R. sphenocephala
Benach y W. flexicauda Culex territans . calamitans

Crans, 1973,

|= |

catesbeiana.




HUESPEDES DEFINITIVOS

Con lo que respecta a los anfibios, han sido motivo
de extensos estudios en diferentes partes del mundo.

En México a pesar de la variedad de especies que --
existen (Hillis y Frost, 1985), sélo se han estudiado las fi-
larias de Rana halecina (=Rana pipiens) y Rana pipiens (Ocho-
terena y Caballero, 1932); Rana montezumae (Caballerc, 1935)
del Distrito Federal y Bufo marinus (Caballero y C., 1944) de
Chiapas.

Por ello se considera necesario hacer un estudio, -
que contribuya al conocimiento de filarias parasitas de ranas
habitantes de nuestra regidn, como lo es la Rana neovolcdnica
de Tecozautla Hidalgo México. De acuerdo con los siguientes
objetivos.

- Estandarizar los métodos de fijacidn, coloracion y conser
vacidn mds utilizados, para definir con precisidn les ca-
racteres taxondmicos de microfilarias y filarias adultas,
seleccionando los mds apropiados.

- Comparar la efectividad de los métodos de coloracién en -
relacidén a la contraccidn que sufren las microfilarias.

- Identificar @ la filaria que infesta a Rana neovolcdnica
de Tecozautla Hidalgo México.

- Describir o redescribir a la filaria.

16
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MATERIAL Y METODOS

ANFIBIOS
COLECTA Y CONSERVACION

En el mes de mayo de 1985, se obtuvieron 9 ejempla-
res adultos de Rana neovolcdnica, en el rio Tecozautla que --
bordea al pueblo del mismo nombre en el Estado de Hidalgo, M@
xico (99°37' long. W y 20°32' latitud S. Fig. 1) a una alti--
tud de 1700 m. sobre el nivel del mar. Esta pequefia corrien-

te desagua en el rio Moctezuma, de la cuenca del rio Lerma.

La captura se realizé por la noche con i@mparas sor
das y redes de tul, de acuerdo con los métodos sugeridos por
Knudsen (1966).

Para su traslado se utilizaron costales de manta de
20 x 20 cm. humedecidos y en bandejas de plastico con el fon-
do cubierto por poca agua.

En el laboratorio se mantuvieron vivos en un terra-
rio de vidrio de 49 cm. de largo, 25 cm. de ancho y 30 ¢cm. -
de alto, con tapa de tela de alambre.

E1 terrario se colocd cerca de una ventana, para que
las ranas recibieran algo de sol 1 & 2 horas al dia; se les -
1impié y cambié el agua diariamente.

MARCADO

Se considerd que la distribucidn y forma de las man
chas de su piel eran bastante diferentes en cada ejemplar, se
hizo una clave esquematizdndolas (fig. 2) para poder distin--
guirlas y se les asignd un nimero correlativo (1 - 9), de ~--
acuerdo con Ilar, et al. (1974).
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Esquematizacién de 1a clave para la identificacidn

ALIMENTACION
Se alimentaron cada & dias. Durante los meses de -
y octubre con ortdpteros (varias especies); los demds
con 3 0 4 trozos pequefios de pescado fresco.
MICROFILARIAS

OBTENCION DE LA SANGRE

Las tomas de sangrese hicieron cada 8 dias para evi
posible anemia de los anfibios.

Antes de cada extraccidn se expusieron los ejempla-
calor de un foco de 60 w, teniendo cuidado de que no -
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se deshidrataran. De cada rana se tomd una gota de sangre, -
que se recibid en cubreobjetos limpios'aT cortar con una nava
ja de rasurar nueva, el extremo del dedo mds largo de una pa-
ta, previamente secada.

OBSERVACION EN VIVO .

La gota de sangre, entre porta y cubreobjetos, per-
mitid determinar cuales de Tas ranas estaban parasitadas, la
observacion de los movimientos de los embriones y algurosde -
sus caracteres diagnésticos, al mismo tiempo que la intensi--
dad de la parasitosis; sefialando ésta en cada caso, convencio
nalmente del modo que sigue:

Microfilarias por campo.
objetivo seco fuerte (10 X)

1 -5 +
6 - 1¢C ¥+
11 - 15 +++
mas de - 15 44

PREPARACIONES PERMANENTES

Las extensiones se hicieron en cubreobjetos de los
nimeros 1 y 2, preservadas con dos fijadores sucesivos; vapo-
res de Yodo y Alcohol metilico absoluto libre de acetona, (ver
apéndice).

COLORACION

Como las microfilacias no pueden ser estudiadas en
detalle sino es mediante la coloracién de sus estructuras in-



ternas, los diversos autores que se han ocupado de ello han
empleado hasta ahora, con mayor o menor éxito, varios métodos
(tabla I1I) de los cuales elegimos:

Giemsa, Hemalum de Mayer, Rojo neutro, Hematoxilina
férrica y agregamos Hemateina de Roudabush, misma que se deta
11a en el apéndice.

La manipulacidén de los cubreobjetos con las exten--
siones de sangre se hizo con unas pinzas de pldstico, para --
evitar la reaccién de los colorantes con el metal o el sudor
de las manos; y la tincidn se 1levé a cabo en vasos de Coplin
para cubreobjetos. :

21



TABLA

II

METODOS DE TINCION PARA MICROFILARIAS,

; Verde de P Negro de
aur 11 atensa | flmatun | tematun | Rojo | ey | Hematoxilina | g7
: : Pironina E (KOHN)
Fulleborn 1914 + +
Ochoterena y & %
Caballero, 1932
Kotcher, 1941 + + Y
Cowper, 1945 + + +
Golvan, 1957 + + + + + +
Peldez y Pérez- 2 N
Reyes, 1958
Peldez y Pérez- &
Reyes, 1960
Benach y
Crans, 1973 * * +
Bain, Kim y %
Petit, 1979
Peldez, 1980 4
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ESTUDIO DE LAS PREPARACIONES

Se eligié una serie de preparaciones, de las que se

dibujaron 20 microfilarias tefiidas con cada método (100 en to

tal) con la ayuda de la cdmara clara de Abbé,

Sin cambiar la combinacidn dptica del microscopio,
se colocd en la platina un micrdémetro objetivo para dibujar -

su escala y después utilizarla para medir las microfilarias.

Los caracteres que se consideran de mayor importan-
cia son (Fig. 3 A):

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)

Presencia o ausencia de vaina.

Longitud

total (sin vaina)

Anchura maxima o diametro del cuerpo.

Longitud
Diametro
Posicidn
Posicidn
Posicién
Posicidn
Posicidn
Posicidon
Posocidn
Longitud
Longitud

del espacio cefédlico.

del espacio cefalico.

del anillo nervioso.

del poro excretor.

de la célula excretora.
del cuerpo interno (Inner - Kérper).
de Ta célula G-

de las células Gy = G4e
del poro anal.

de los nicleos cefdlicos.
de los nicleos caudales.

Las medidas anteriores se tomaron de la siguiente -

forma:

Como no es posible que los embriones queden en 17--

nea recta, fue necesario utilizar un compds de 2 puntas como
se indica en la figura 3 B.

o3
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Figura 3,

A .
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[
__';1 a— Anilln nervioso

25

34

Oy =— Poro excretor

44

60
66

74

82

Cl*—poroanal — B9

k ’ Longitud total 100

J Long  de la vaina
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&

= Anrhura del £Spacin

2 eelilien

= Longitud de los

= ndclens celilicns

o Longitad de les AMILLG  pORO ELULA CUERPO
ndelens caudales WERNOSO [LRETOR EXCRETORL WTERND WAL,

A) Dibujo semiesquemdtico de una microfilaria indi-
cando los caracteres de mayor importancia.

B) Procedimiento utilizado para medir las microfila
rias.

C) Expresidn de las medidas en porcientos.
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La posicidn de los diferentes drganos rudimentarios
se tomd siempre indicando la distancia a que se encuentran ca
da uno, del extremo anterior de la microfilaria. Todas las -
medidas se anotaron en milimetros y se expresan en porcientos
(Fig. 3 C). '

FILARIAS ADULTAS.

COLECTA, FIJACION Y CONSERVACION.
Al morir las ranas, se practicé la necropsia.

En el momento de poner las visceras al descubierto,
se buscé el corazdn e higado, después de asegurarse que no ha
bia filarias en su peritoneo, se extrajeron para hacer exten-
siones de sangre, fijandolas como ya se explicd (ver apéndice).

A continuacidn, con ayuda del aricroscopio estereos-
cpico, se revisd el peritoneo, tanto visceral como parietal,
moviendo los érganos de un lado a otro y agregando un poco de
solucidon salina al 4% para evitar la desecacidn; al asegurar
se de la posicion de las filarias, se extrajeron los drganos
en un s6lo paquete y se colocaron en una caja de Petri con so
lucidn salina limpia para extraer los gusanos adultos.

Para ello se utilizaron agujas de diseccidn muy del
gadas, fabricadas con alfileres entomoldgicos, con el fin de
dilacerar el peritoneo fdacilmente.

Los pardsitos se colocaron en solucidn salina al 4%.

limpia, para dejarlos libres de residuos y después fijarlos,
sumergiéndolos en Alcohol al 30% caliente (hasta el primer --
hervor). Hay que tener mucho cuidado de que el Alcohol no --
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hierva mds de 3 veces; de ser asi, es mds adecuado poner Alco
hol nuevo, por que de 1o contratio las filarias revientan.

Posteriormente se revisd la cavidad del cuerpo, ase-
gurdndonos de haber extraido todas las filarias.

Una vez fijadas, se contaron y se separaron hembras
de machos en frascos con Alcohol al 50% frio, cambiando el --
Alcohol cada 12 horas (aproximadamente) hasta llegar a Alcohol
al 70%, para después pasarlos individualmente en tubos, en don
de se conservaron para su estudio después de etiguetarlos con
los datos correspondientes.

PREPARACION DE LAS FILARIAS ADULTAS
TRANSPARENTACION

En una caja de Siracusa conteniendo Lactofenol de --
‘Amann se colocaron los adultos para su estudio, una vez trans-
parentados se pusieron entre porta y cubre, con bastante Lacto
fenol. Hechas las observaciones necesarias, se lavaron con =--
agua de la 1lave y se pasaron a Alcohol al 30% (15 minutos), -
50% (15 minutos) y 70%.

OBSERVACION DE LAS PAPILAS

Para poder observar con detalle las papiles cefali--
cas y caudales, se adaptd el método de Anderson (1958) hacien-
do 1o siguiente:

Secorta el extremo anterior hasta 1 mm de longitud -
aproximadamente, y se pasa a una gota de Lactofenol sobre un -
portaobjetos, entre 2 soportes con un espesor mayor al de la -
gota; se cubre con un cubreobjetos del nimero 1 y se observa -
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al microscopio estereoscdpico para orientar la pieza en vista
apical y poder observarla en el microscopio compuesto.

Se cortd el extremo posterior de los machos, hasta
Ta primera vuelta de la espiral, cuidando de no romper las es
piculas y se colocd de la misma forma que en el caso anterior,
logrando asi la posibilidad de mover el corte para orientarlo
en vista ventral y poder observar las papilas y estructuras -
caudales.

TINCIONES

Para destacar mejor los drganos internos se tiferon
los extremos anterior y posterior de hembras y machos practi-
cando los siguientes métodos:

Preparacidn del material para tefiir.- Al microsco-
pio estereoscopico (lupa) y con un trozo de navaja de rasurar
nueva, se secciond transversalmente la regidn anterior de los

adultos a una distancia de 1 mm posterior al comienzo del in-
testino; la parte posterior en las hembras, desde 1 mm antes
del final del intestino y en los machos 1 mm antes del origen
de la espicula mayor.

Para evitar que con la manipulacidon se maltrataran
los cortes, se trabajaron de la siguiente manera:

A partir de la rehidratacidn y hasta antes de la --
deshidratacidn, las piezas se pusieron en un tubo de ensayo -
aforado a 5 y 10 m1, y de la deshidratacidon hasta el Xilol en
un pocillo de Siracusa con tapa, donde se aplanaron ce la si-
guiente forma: Se corta un portaobjetos transversalmente en
tres partes y dentro del pocillo se pone una de ellas. Sobre
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ésta se colocan las porciones seccionadas de las filarias has
ta que queden inmersas en el liquido que se esté usando, cu--
briéndolas con otro fragmento del portaobjetos cortado.

En la deshidratacién no importa si las piezas se --
quedan de un dia para otro, siempre que se tape el pocillo ¥y
que éste contenga suficiente 1iquido para evitar que se sequen.

Para hacer notorias las estructuras ya mencionadas
se utilizaron como colorantes: Hemalum de Mayer, Hemateina -
de Roudabush y Verde de Metil-Pironina; que se detallan en el
apéndice.

CARACTERES TAXONOMICOS

Para obtener las medidas diagndsticas, se dibujaron
de 15 hembras y 15 machos los caracteres de mayor importancia
valiéndose de la camara clara de Abbé y, al igual que en las
microfilarias, en cada disefio se dibujd la escala del micréme
tro objetivo.

Para hembras y machos.

Longitud total.

Didmetro miaximo.

Nimero de papilas cefdlicas.
Longitud del atrio-bucal.
Didmetro del atri-bucal.

Longitud total del esdfago.
Longitud de su porcidn muscular.
Didmetro de su porcidn muscular.
Longitud de su porcidn glandurar.
Didmetro de su porcidn glandular.
Posicién del anillo nervioso.
Didmetro maximo del intestino.



29

Exclusivos de hembras

Posicidn de la vulva.
Posicidon del poro anal.

Exclusivos de machos

Posicion de la cloaca.

Longitud de la espicula mayor.

Didmetro de la espicula mayor.

Longitud de la espicula menor.

Didmetro de la espicula menor.

Posicién de la Gltima asa testicular anterior.
Nimero de papilas caudales.

Para obtener la longitud total, los ejemplares ya -
fijados, se midieron mediante una regla milimétrica, entre --
porta y cubreobjetos.

Los demds caracteres se indicaron considerando que
la posicién de los drganos cercanos al extremo anterior se re
fieren siempre a la distancia que estén de éste y viceversa a
los que se encuentran cerca del extremo posterior; todas las
medidas se expresan en milimetros.

CONSERVACION Y DEPOSITO DEL MATERIAL ESTUDIADO

Los adultos no montados en preparaciones, se separa
ron en tubitos individuales con Alcohol 70%, tapados con algo
dén, los cuales se reunieron en frascos bocales, con una capa
de algoddn en el fondo y cierre firme (fig. 4) con suficiente
Alcohol de la misma graduacidn para cubrirlos.
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La partes tefiidas y las preparaciones de sangre de-
bidamente numeradas, al igual que los ejemplares adultos, se
etiquetaron con los datos respectivos y se han depositado en
la coleccidn del Departamento de Parasitologia de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del
cional, México, D.F.

Instituto Politécnico Na-



MICROFILARIAS

En la observacidn de las mismas en vivo se advierte
que sus movimientos son muy activos y serpenteantes (en una -
ocasidn se logrd mantener vivas a las microfilarias por dos -
horas y cuarto en dos gotas de solucidn salina al 10% entre
porta y cubre sellados con vaselina neutra).

De las nueve ranas, ocho resultaron positivas al --
exdmen parasitoscopico con los siguientes resultados:

Rana No., Microfilarias
1 +4+

+H44

4+

o |~ O ;B M
+*

+444

En la sangre de la rana 9 s6lo se encontrd tripano-
soma (T. rotatorium) y hasta su muerte no mostrd microfila- -
rias.

E1l resultado obtenido de la doble fijacidn fué muy
_bueno, se consiguidé tener microfilarias casi rectas.

Por 1o que hace a los resuitados comparativos de --
los colorantes ensayados para las microfilarias se constaté -
lo siguiente:
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Rojo neutro.- Permitidé distinguir perfectamente to-
das las estructuras internas. El mdximo de coloracidn se did
a los 90 minutos y, aunque quedaron muy curvadas, fué factible
trazar los dibujos necesarios.

Giemsa.- Aunque es el colorante mds usado para este
tipo de estudics, los resultados no fueron muy satisfactorios
pues s6lo se consiguid tefiir bien la columna de nicleos, que--
dando incoloros los espacios que estdn ocupados por otras es--
tructuras y sélo en contadas ocasiones, fue posible percibir -
apenas algunos contornos de los mismos. La vaina se tiAd de -
rosa palido.

Hemalum de Mayer.- La vaina tomé un color violeta -

azuloso y se pusieron de manifiesto los érganos internos; sélo
las células 62 y G3 quedaron poco diferenciadas.

Hematoxilina férrica.- Se consiguid mayor nitidez -
que con el colorante anterior para las 4 células G. Las micro
filarias tomaron un color amarillento, lo que hizo que el con-

torno no se aprecie muy bien y la vaina se tifi6 de pardo grisd
ceo.

Hemateina de Roudabush.- De todos los colorantes en
sayados éste es el que dio mejores resultados. La vaina se co
loreé en azul violdceo y, en general, se vieron bien los drga-
nos internos, sobre todo las células G, que son dificiles de -
distinguir.

Con las medidas obtenidas de la longitud total, se -
elaboraron 2 grdficas; una para comprobar que sélo se estudid
una especie y la otra para ver la variabilidad en la longitud

total de las microfilarias en funcidén a los métodos de tincidn
ensayados.
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E1 histograma 1 muestra la presencia de ejemplares
muy pequefios (Longitud mdxima = 224 y Longitud minima = 146)
pero el mayor nimero de los mismos se encuentra en los inter-
valos de clase mas cercanos al del promedio, con distribucidn
bastante homogénea. '

El diagrama 1 muestra el promedio y la desviacién -
estandar, permitiendo comparar fiacilmente la retractilidad de
las microfilarias con cada método de tincidn. E1 método que
mids contrajo los ejemplares fué el de la Hematoxilina férrica,
puesto que se salio por completo de los intervalos obtenidos
con el Rojo neutro, mismo gque se tomé como apoyo para la com-
paracidon, porque siendo un colorante supravital, hizo posible
efectuar las medidas de las microfilarias en vivo.
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FILARIAS ADULTAS
No fué necesario sacrificar las ranas, ya que éstas
fueron muriendo en los diferentes tiempos que se anotan, des-
de la fecha de su captura y primer exdmen de sangre (9.V.1985)
Tabla III.
TABLA 111

TIEMPO DE VIDAD DE LAS RANAS

RANA No. TIEMPO DE VIDA
1 3 meses

11 meses

4 meses

12 meses

5 meses

6 meses

7 meses

5 meses

oo N oy | &) ™

11 meses

En general, las filarias se encontraron en mesente-
rio y peritoneo de estdémago, intestino, bazo e higado; solo -
en la rana 8 se localizé una hembra y un macho en peritoneo -
cardiaco, una hembra en cloaca y otra en peritoneo parietal -
de la regidn abdominal.

La fijacidn con Alcohol Etilico al 30% en caliente
did exelentes resultados, puesto que las filarias quedaron es

tiradas y flexibles.

El nimero de filarias encontradas en cada rana se -
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anotan en la tabla IV donde se aprecia un notable equilibrio -
en la proporcidén de los sexos.

TABLA IV.

NUMERO DE FILARIAS EN CADA RANA

+0

@ | =lof == sl o |l

| Rana No. o Totales

ra
—

32
3
10
2

6

6

3
58
120

O o ~do|l| & W
R PR =] N

oo
Loy P L45]

Totales

Como transparentador, el Lactofenol hizc notorios --
los caracteres especificos, aunque algunos no se apreciaron --
con bastante nitidez.

Sin embargo las porciones separadas de las regiones
anterior y posterior permitieron distinguir en su totalidad y
conocer la posicidn correcta de las papilas cefdlicas y acuda-
les.

Al tefiir con Hemalum de Mayer y Hemateinaz de Rouda--
bush se observaron con mayor claridad los dérganos, sobre todo
e1-p0ro anal y el punto exacto donde el testiculo termina (de-
talles dificiles de apreciar con el sélo aclaramiento]).

Al igqual que con las microfilarias, se tomaron las -
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longitudes totales para elaborar una grdfica para cada sexo.

En el Histograma 2 se aprecia que la longitud de las
hembras abarca grandes rangos, pero que el mayor nimero de or-
ganismos caen en el intervalo de clase en que se encuentra el
promedio; tambien revela para el primer intervalo de clase, --
que la frecuencia de estas medidas es mayor que las que se en-
cuentran a cada lado del intervalo con mayor frecuencia (en el
que se encuentra el promedie) lo que nos hace pensar que encon
tramos varias filarias en desarrollo.

El Histograma 3 muestra una distribucidn normal, --
puesto que los organismos de mayor Tongitud presentan frecuen
cias.menores que las que estan cerca al promedio (las longitu-
des menores muestran el mismo comportamiento). Peor lo tanto -
podemos suponer que las longitudes menores son de machos jéve-
nes, y las mayores tal vez sean el tamafio maximo que alcanzan
. @stos nemdtodos cuando las condiciones para su desarrollo son
adecuadas.
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REDESCRIPCION DE LA ESPECIE DE FILARIA

Por lo anterior y las observaciones hechas acerca -

de la morfologia general de este nemdtodo al parecer es una -
(descrito an

sola especie perteneciente al género Waltonella
teriormente cuyos caracteres anotamos seguidamente:

Waltonella striatus (Ochoterena y Caballero, 1932).

FIGURA 5

Extremo cefdlico de la hembra de (Foleyella

A)
striatus.

Striata) W.
Extremo caudal del macho.

b)
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.- Cuerpo cilindrico, adelgazado hacia ambos extremos,
con una longitud total de 14 - 23 mm y 0,322 - 0,341 mm de --
didmetro; cuticula con finas estriaciones transversales poco
aparentes, mismas que se pierden hacia el extremo posterior;
regidn anterior roma, con 4 pares de papilas submedianas, la-
terales a la abertura oral, los 2 pares menores internos y =--
Tos mayores externos (Fig. 6A); anfidios pequefios; cdpsula bu
cal rudimientaria, no quitinizada (Fig. 6B); extremo caudal -
enrollado ventralmente en espiral con una y media o dos vuel-
tas; alas caudales bien desarrolladas, abarcando casi hasta -
la punta que es roma (Fig. 6C) regidn ventral caudal cubierta
por pequefios tubérculos ordenados en hileras transversales y
4 pares de papilas.

FIGURA 6

Formaciones Cuticulares

Ala Lateral

i, o s DA
s e

Waltonella striatus A y B extremo anterior de unden vista la

teral y apical; C y D extremo anterior de unag@ , en vista la-
teral y apical; E. extremo caudal de unden posicion lateral.



42

Eséfago largo (Fig. 7A) con 1,40 - 1,48 mm de Jongi--
tud y dividido en dos porciones, de las que la anterior es mus
cular (0,25 - 0,30 mm) subcilindrica y con 0,024 - 0,033 mm de
didmetro, y la posterior glandular (1,10 - 1,23 mm) engrosada
progresivamente hacia su extremo distal, en el que alcanza un
didmetro de 0,106 - 0,123 mm, comunicdndose con el intestino
mediante una valvula. Intestino casi recto, de mayor calibre
que el eséfago, alcanzando su mayor didmetro muy cerca de la
unidn con éste (0,207 - 0,227 mm).

E1 anillo nervioso dista del extremo anterior 0,223
- 0,241 mm y se halla situado en la regidon muscular del esdfa-
go.

E1 testiculo, largo, sinuoso vy doblado anteriormente,
forma una asa que alcanza hasta la porcidn media del esdfago -
(Fig. 7 By C) El orificio cloacal se abre a 0,08 - 0,012 mm.
del extremo caudal. No hay guberndculo. Sus 4 pares de papi-
las, sésiles y simétricas, estdn distribuidas de l1a siguiente
forma (Fig. 8) un par pre o adcloacal, que son las de mayor ta
mafio y estan una a cada lado del orificio cloacal y 3 pares --
postcloacales; disminuyendo su tamafio, forman aproximadamente

una V, con el vértice hacia el extremo caudal (Fig.8B).

Espiculas disimiles, tanto en forma como en tamafo,
parcialmente quitinizadas en los bordes y algo mias amplias en
el anterior; la espicula mayor formada por dos porciones, la
proxima ancha y la distal filiforme, midiendo en total 0,234 -
0,412 mm de largo por 0,006 - 0,015 mm de didmetro maximo y Ta
menor 0,201 - 0,342 mm de largo por 0,005 - 0,012 mm de didme-
tro miximo (Fig. 9).
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FIGURA 7

A) Extremo anterior de und: AL ala lateral; PM porcidn
muscular del eséfago; AN anillo nervioso; PG porcidn
glandular; 1 intestino.

By C) Extremo anterior de 2 dd , en vista lateral con di-
ferentes posicones del asa testicular.



FIGURA 8

Ay B, vista lateral del extremo caudal de un & por ambos
lados y C, vista ventral del extremo caudal de un O,
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FIGURA 9

Extremo caudal de un d' en vista lateral; B y C, vista la-
teral de 2 pares de espiculas en posiciones diferentes y
espiculas, mayor y menor fuera del organismo, .en vista --
lateral.

45
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Qcﬂindrica, con el extremo anterior semejante al -
del macho, aunque mds romo, y el posterior mids delgado, digi
tiforme y casi recto; mide 40 - 76 mm de longitud y 0,651 -
0,725 mm de didmetro miaximo. (Fig. 6 D y E).

Cuticula con estriaciones transversales poco aparen
tes y alas laterales que llegan hasta poco antes de la punta
del extremo posterior (Fig. 10 A).

Eséfago largo, pero no tanto como en el sexo opues
to (Fig. 10 B) mide en total 1,90 - 2,234 nmm, correspondien-
do 0,370 - 0,402 mm 1a porcidn muscular y 1,530 - 1,832 mm a
la regidn glandular, con 0.04 - 0,05 y 0,104 - 0,141 mm de -
didmetro maximo respectivamente; el anillo nervioso dista --
del extremo anterior 0,231 - 0,252 mm.

Aparato reproductor anfidelfo, con (teros tubula--
res muy largos y repletos de microfilarias; el ovaric ante--
rior, formando numerosas y complicadas asas; la vulva se abre
a 0,917 - 1,65 mm del extremo anterior (Fig. 11); la vagina,
dificil de ver* se encuentra a 10,422 mm del extremo ante--
rior. El1 orificio anal se abre a 0,301 - 0,451 mm del dpice
posterior del cuerpo (Fig. 11 C).

* S6lo se observé claramente en un ejemplar.



FIGURA 10

0.5 -
Ala Lateral

Y

A. vista ventral del ex-
tremo caudal de unag; B,
extremo anterior de una -
@; AL ala lateral, AN a-
nillo nervioso, I intesti

no, PG porcién glandular
del es6fago, PM porcién
muscular,
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FIGURA 11

Ay B Extremo anterior de 29@ y C extremo posterior
de una @ todas en vista lateral.
I intestino, OA orificio anal y V vulva.
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Microfilarias,~- Abundantes en la sangre, grandes y
con vaina flexible y ajustada; mide 0,146 - 0,224 mm de longi
tud por 0,003 - 0,004 mm de didmetro.

Extremo cefalico redondeado y el caudal adelgazado
y romo; la cadena nuclear es compacta; los nicleos cefdlicos
(2) mads grandes que el resto 0,0015 - 0,002 mm de longitud; -
espacio cefdlico amplio, con 0,004 - 0,005 mm de largo por --
0,005 - 0,006 mm de ancho; el anillo nervioso dista 0,024 - -
0,030 mm del extremo anterior; el poro excretor y la célula -
excretora a 0,041 - 0,045 mm y 0,044 - 0,056 mm respectivamen
te; el cuerpo interno, no muy largo, presenta su extremo ante
rior a 0,102 - 0,116 mm; la célula Gl’ muy grande, abarca ca-
si el didmetro total de la microfilaria y se encuentra a - -
0,107 - 0,135 mm; la célula Gy ¥ 63 muy juntas, estdn a 0,135
- 0,155 mm; 1la Gq, que esta separada de éstas, se halla a --
0,156 - 0,163 mm y el poro anal se encuentra a 0,148 - 0,160
mm del extremo anterior (es poco visible).

Tomando el extremo cefdlico como valor O (cero) y -
el caudal como 100, la localizacion de las estructuras =n té

|

minos de tanto por ciento, fue como sigue:

Anillo nervioso 14,90 - 14,92 %.

Poro excretor 22,38 - 25,46 %.

Célula excretora 27,86 - 27,32 %.

Cuerpo interno 57,72 - 63,37 %.

Célula 61 66,45 - 67,16 %.

Célula Gp y G3 77,11 - 83,85 %.

Célula Gy 81,09 - 86,89 %.

Poro anal 78,10 - 85,04 %.
Localidad.- México D. F. y Tocozautla Hidalgo, México.
Huésped definitivo.- Rana pipiens y Rana neovolcédnica

(respectivamente).



50

Como complemento de la descripcidn anterior y conob
jeto de que pueda identificarse fdcilmente esta especie, se --
presenta una clave para todas las del género Waltonella conoci
das hasta 1979, misma que se elaboro con toda la informacidn -
bibliografica disponible y la siempre valiosa direccidon del --
Prof. Dionisio Peldez F.

Para ello se utilizaron fundamentalmente los caracte
res de las papilas caudales de los machos, por lo que no se in
cluyen las especies:

W. leiperi (Railliet, 1916) de Bufo regularis. Su--
dan.

W. albareti (Bain, Kim y Petit, 1979) de Bufo mari-
nus Guyana, Francesa.

W. dufurae (Bain, Kim y Petit, 1979) de Bufo mari--

nus Guyana, Francesa.

ya que las descripciones respectivas corresponden exclusivamen
te a hembras.



CLAVE PARA LA IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE GENERO

Waltonella.

1
11
2 (1)
2* (1)
3 (2)
3" {2)
4 (3)
4 (3)
5 (4')

50 - 63 mm; microfilarias, 0,263 - 0,295 mm.

W. dolichoptera y (Wehr y Causey, 1939).

Estados Unidos Americanos.
Rana pipiens y R. sphenocephala.

Con papilas precloacales o adcloacaies y papilas
POSTCTORCATRE wiaiior s ramnsie s v i Bete s s s aata
Con un par de papilas pre- o adcloacales........

Con 2 - 4 pares de papilas pre- o adcloacales...

Con una papila impar mds un par de papilas pre-
o adcloacales.......... e e TR o R e o T T .

Sin papilas impares pre- o adclcacales..........

Con 4 - 5 pares de papilas postcloacales, todas
pedunculadas; machos, 15 mm; hembras, 18 - 47 nmm
microfilarias, 0,078 - 0,120 mm.

W. flexicauda (Schacher y Crans, 1973).
Stirling. New Jersey (E.U.A.).

Rana catesbeiana.

Con 3 pares de papilas postcloacales todas
S B S T B 0w mr s v mmrs e e MR A B A CR

Todas las papilas postcloacales son de igqual ta-
mafio; machos, 26 mm; hembras, 33 - 69 mm; micro-
filarias, 0,160 - 0,205 mm.

W. royi Bain, Kim y Peteit, 1979.
Maripasoula (Guyana).

51

- Sin papilas pre- o adcloacales; s6lo con 4 pares de
papilas postcloacales; machos, 13 - 17 mm; hembras
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(4*) -

(3') -

(3') -

(6') -

(6') -

Bufo marinus.

E1 primer par de papilas postcloacales son muy
pequefias, las del segundo mas grandes y las --
del tercer par las mayores; machos 22,7 mm; =--
hembras, 39 mm; microfilarias, 0,072 - 0,118mm.

W. oumari Bain, Kim y Petit, 1979.
Maripasoula (Guyana).
Bufo marinus.

Con 5 - 6 pares de papilas postcloacales; ma--
chos, 15 - 18 mm; hembras, 60 - 72 mm; microfi
larias, 0.120 - 0,168 mm.

W. brachyoptera (Wehr y Causey, 1939).

Florida (E.U.A.).
Rana sphenocephala

Con 3 pares de papilas postcloacales ...........

Longitud de la hembra menor que el doble de la
del macho.wsiwen sewavvaniims O AR T AR VTR T (e

Longitud de 1a hembra mayor que el doble de 1la
de} MAChOwaes «alaln drR@ne + 5 SR SR TEs e ses

Macho 21 - 25 mm; hembras, 26 - 45 mm; microfi-
larias, 0.130 - 0,190 mm.

W. guyanensis Bain y Prod'hon, 1974.
Maripassoula (Guyana Francesa).
Bufo marinus.

Machos 34 - 36 mm; hembras, 35 - 43 mm; microfi-
larias desconocidas.

W. scalaris (Travassos, 1929).
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g (7') -

9 (7') -

10 {2V} =
10" (2%) =
11 (10) -

Brasil,
Leptodactylus ocellatus.

Machos, 9 - 12 mm; hembras, 22 - 33 mm; micro-
filarias, 0,145 - 0,215 mm.

Leopoldville (Congo Belga).
"sapo gigante y "rana no determinada".

W. duboisi (Gedoelst, 1916), (Witenberg y --
Gerichter, 1944).
especie tipo del género.

Lago Huleh (Norte de Palestina).

Rana esculenta ridibunda.

Machos, 14 - 23 mm; hembras 40 - 80 mm; micro-
filarias, 0,146 - 0,224 mm.

W. striatus (Ochoterena y Caballero, 1932).

México, D.F.

Rana pipiens, Rana halecina.

Tecozautla, Hidalgo (México).

Rana neovolcinica.

Con 2 pares de papilas pre- o adcloacales.......
Con 3 - 4 pares de papilas pre- o adcloacales...

Con 4 pares de papilas postcloacales cuyo tamafio
va decreciendo del primer al Gltimo par en que -
son diminutas y muy cerca del extremo posterior;
machos, 5 - 6.5 mm; hembras y microfilarias des-

conocidas.
W. confusa (Schmidt y Kuntz, 1969).

Luzén, Islas Filipinas.
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Rana limnocharis yittigera,

11' (10) - Con tres pares de papilas postcloacales ....... 12
12 (11') - Machos, 15 mm; hembras, 27 - 32 mm;

microfilarias desconocidas.

W. convoluta (Molin, 1858).

Brasil.

Leptodactylus pentadactylus, L. ocellatus.

L. typhonius, Hyla faber, Bufo marinus ?.

12" (11) - Machos, 36 mm; hembras, 37 - 50 mm:
microfilarias desconocidas.

W. vellardi (Travassos, 1929).
Brasil.
Bufo marinus.
13 (10') - Con 4 pares de papilas postcloacales y 3 pares -

de papilas pre- o adcloacales; machos, 8,7 mm;
hembras, 16,5 mm; microfilarias, 0,090 - 0,123mm.

W. ranae (Walton, 1929).
Louisiana (E.U.A.).

Rana catesbeiana, R. calamitans y R. sphenocephala.

13'(10') - Con 3 pares de papilas postcloacales y 4 pares de
papilas pre- o adcloacales; machos, 23 mm; hembras
50 mm;
microfilarias desconocidas.

W. americana (Walton, 1929),

I11inois y Wisconsin (E.U.A.).

Rana pipiens.
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Al estudiar las filarias de anfibios y las especies
cercanas que parasitan reptiles, encontramos que en México, -
la informacidn acerca de ellas es escasa, sdlo hay publicacio
nes de Ochoterena y Caballero (1932); Caballero (1935 y 1944)
sobre filarias de "ranas" y "sapos", y dos descripcidnes de -
Peldez y Pérez-Reyes (1958 y 1960) de filarias de reptiles.

Como ya se indicé previamente, la taxonomia de las
filarias ha sufrido una serie de cambios y ajustes al parecer
muy acertados, ademds de que se han tomado en cuenta caracte-
res que no se utilizaban y son importantes, como el que la --
vaina fuera o no flexible y que estuviera o no ajustada al --
embrién; la longitud del esdfago en el tercer estadio larval
y la forma de la estructura cefalica de los adultos.

Todo esto 1levd a los autores interesados en el te-
ma a la formacidn de una nueva subfamilia y un nuevo género -
para filarias de anfibios; separandolas por completo de las -
de los reptiles que son notablemente parecidas.

La frecuencia de filarias en la poblacidn de Rana -
neovolcdnica del rio Tecozautla es apreciable, puesto que 8 -
de los 9 ejemplares capturados estaban parasitados y en 4 de
éstos la abundancia de microfilarias era notoria.

Por 1o que hace a las microfilarias, al comparar el
nimero de adultos por cada rana (Tabla IV) con Ta abundancia
de éstas, parece no haber relacidn alguna, puesto que en el -
caso de la rana 1, que albergaba 20 hembras y 12 machos, la -
abundancia de microfilarias fue menor que en el caso de la -
rana 2, en la que s6lo se encontrd una hembra y 2 machos.
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Esto se puede deber a que en la rana 1 habia pocas
hembras adultas y no todas estaban fecundadas, y probablemen-
te las que 1o estaban, adn no llegaban al momento exacto para
la oviposicidn, puesto que al revisarlas contenian huevos em-
brionados, algunos ya muy cerca de la vulva; ademds, entre =--
los machos tal vez habia pocos adultos. En cambio la rana 2
la Gnica hembra que tenia, era adulta y al revisarla, practi-
camente tenia vacio el dGtero, y los dos machos, por su tamafio

es probable que fueran adultos.

La técnica de vapores de Yodo para la fijacidn de -
microfilarias da buenos resultados, ya que las mata casi al -

instante, evitando que se contraigan demasiado.

Para comparar la efectividad de los colorantes y mé
todos de tincidn se utilizdo el Rojo Neutro como referencia, -

puesto que en este método no se utiliza fijador.

Por 1o que se muestra en el esquema de la Fig. 13 -
la contraccidén de las microfilarias es uniforme, puesto que -

la posicién de sus drganos es proporcional a su contraccidn.

Los métodos que dieron mejores resultados fueron la
Hemateina de Roudabush y el Hemalum de Mayer, mientras que el
Giemsa las retrajo un poco mds, la Hematoxilina férrica pare-
ce haber sido la que origind mayor contraccion, debido proba-

blemente al paso que implica sumergirlas en una solucidn ca--
liente a 40°durante diez minutos.



FIGURA 13.

Microfilarias en vista lateral tefiidas con
los diversos métodos de tincidn: A. Hemato
xilina férrica; B, Giemsa; C Hemalum de Ma
yer; D, Hemateina de Roudabush y E, Rojo
neutro. F, microfilaria tefiida con Rojo
neutro, mostrando los principales caracte
res taxondmicos; AN anille nervioso, CE
célula excretora; €6y - CG4 células Gl—G4;
CI cuerpo interno (Inner - Kdorper); Ec es
pacio cefdlico; NC nicleo cefdlico; PA po

ro anal y PE pro excretor.
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Con relacidn a los adultos, en general siempre se -
colectaron en las hojas peritoneales, y en el caso de la rana
8, es de suponer, gue su presencia en otras areas del cuerpo
quizd se debiera a la notoria abundancia de pardsitos.

A1 parecer no causan ninguna lesion grave al hués--
ped, ya gue al revisar internamente a éste, no encontramos --
ninguna anomalia notoria.

El estudio morfoldgico de las filarias no es compli
cado puesto que basta aclarar con Lactofenol para poder ver -
la mayor parte de sus Organos; pero puede cambiar la interpre
tacién de su anatomia topogrdfica cuando sdlo se utiliza éste
o cualquier otro método para su detallada observacidn, por lo
que es necesario anotar cuidadosamente las técnicas sequidas
en cada caso.

Cuando se cuenta con una buena cantidad de ejempla-
res se pueden separar la regidén anterior y posterior con un
corte apropiado para observar sus detalles mediante la trans-
parentacién y la tincidn.

La tincion de los adultos implica tiempo, aunque so
lo pueden ser tefiidos cuando se les fragmenta, los resultados
en este caso son satisfactorios. Los ejemplares que se tifie-
ron fueron aquellos que ya presentaban alguna ruptura a lo --
largo de su organismo, siempre y cuando no fuera muy cerca de
las areas de interés. Estas filarias no fueron tomadas en --
cuenta para los calculos, puesto que pudieron haber experimen
tado algdn cambio por la ruptura.

Acerca de la morfologia de los adultos al comparar-
los, no se encontraron diferencias, aunque aparecieron varia-
ciones notorias en sus longitudes, como lo muestran los histo
gramas 2 y 3. Al respecto es de suponer que esto se debe a -
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las distintas etapas de desarrollo, en las que se pueden en--
contrar éstos nemdtodos; por ejemplo, en las hembras (en don-
de se aprecia con mds claridad) se encontrd que de aquellas -
que presentan las longitudes menores, algunas ne tienen micro
filarias, y en las que si presentan, éstas se encuentran le--
jos de la vulva, por lo que probablemente se trate de hembras
inmaturas. Ahora bien, en el caso contrario, se puede deber
a una anomalia, ya que las tres de mayor tamafic s6lo presen--
tan unas cuantas microfilarias en los dteros, ademds dos de -
ellas coinciden con la minima abundancia de microfilarias en
la sangre (Rana 5y 7), mientras que en la rana 2 que presen-
ta gran abundancia, la longitud de su hembra fué de 66 mm.

Con los machos tambien se puede hablar de una anoma
1ia puesto que de 61 ejemplares, s6lo 2 sobrepasaron el patrdn
y los mds pequefios es de suponer que -estdn en etapa juvenil.

Al comparar los datos obtenidos, con los presenta--
dos por Ochoterena y Caballero (1932) se encontraron algunas
diferencias (Tabla V) considerando que éstos autores no dispu
sieron del nidmero de ejemplares con el que se contd en esta -
ocasion, ni practicaron los cortes de las regiones anterior y
posterior empleando métodos de tincidn mds modernos; sus dibu
jos pueden referirse a la misma filaria con que se trabajd en
esta ocasidn, s6lo que en una nueva localidad y tal vez en un
nuevo huésped definitivo. No debemos olvidar que ahora al --
nombre de Rana pipiens es muy general; mientras que en aquel
tiempo era mas especifico.

Waltonella striatus es un pardsito que al parecer -
se encuentra s616 en ranas y hasta ahora sdélamente se ha re--
portado del centro de México.

Del huésped intermediario sdlo se puede suponer que
se trate de algin Culex ya que tanto en el Distrito Federal -



(de donde se tiene el primer reporte de éste pardsito) como -

en Tecozautla, las poblaciones de mosquitos son en su mayoria

de especies de éste género.

TABLA V.

COMPARACION DE LAS MEDIDAS DE OCHOTERENA Y CABALLERO
(1932) CON LAS OBTENIDAS

MEDIDAS EN mm. MACHOS OCHOTERENA Y MEDIDAS
CABALLERO. OBTENIDAS,
Longitud total 15 14 - 25 (19).
De su base 0,034 - 0,042
Longitud entre el Gltimo - (0,036)
par de papilas y el extre- 0,069
mo caudal.
De su dpice 0,038 - 0,046
(0,042)
MEDIDAS EN mm. HEMBRAS
Longitud total 50 - 80 40 - 76 (66).
Posicidn del poro anal 0,415 0,35 - 0,50
(0,42)
Posicidn de la vulva 3,663 1,35 - 1,70
(1,52).
MEDIDAS EN A MICROF ILARIAS|
Longitud total 225 146 - 224
(177).
Posicion del anillo nervioso 36 31 - 38 (32).
Del anillo nervioso al poro 20 28 - 20 (15)
xcretor
Entre el poro anal y la G; 46 46 - 51 (48).
Entre las células G y el ex- 32 23 - 31 (28).
tremo posterior.
Las medidas que se encuentran entre parentesis son los promedios.
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Las técnicas de fijacidn; asi como ciertas modifica
ciones en los métodos de tincidn, nos permitieron agregar al-
gunos datos para el mejor estudio y conservacidn de este tipo
de nemdtodos.

Los mejores métodos de tincidn fueron el Rojo Neu--
tro, Ta Hemateina de Roudabush y el Hemalum de Mayer, sin des
cartar por completo al Giemsa y la Hematoxilina férrica, que
probablemente para microfilarias desnudas den mejores resulta
dos.

Por 1o que respecta a la tincidn de los adultos, se
considera que éstos métodos son muy recomendables para aprove
char en todo 1o posible el material aue estz a punto de ser -
desechado, por estar maltratadc o roto, siempre y cuando se -
puedan obtener las partes de mayor importancia; asi se pueden
rescatar y usarse como material didactico y de comparacidn.

La identificacibén de &stos heimintos. se basa en la
posicion de sus drganos, per lo que es de gran importancia in
dicar, las técnicas de fijacién y métodos de tincién utiliza-
dos, al igual que la forma de medir y las escalas empleadas.

‘Las filarias estudiadas en éste trabajo pertenecen
en su totalidad a Waltonella striatus (Ochoterena y Caballero
1932) con un nuevo huésped definitivo y nueva localidad.

E1 manejo y mantenimiento de las ranas en el labora
torio, no presenté dificultad alguna, lo que nas hace pensar
que ésta contribucidn al estudio de filarioideos en anfibios
puede servir para fines diddcticos y quizd para obtener mode-
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los bioldgicos que auxilien en el estudio y tratamiento de --
las filariasis humanas, como son: "el gusano del ojo" (Loa --
loa) y las elefantiasis" (Brugia malayi, Onchocerca volvulus

y Wuchereria bancrofti) puesto que éstos nemdtodcs pertenecen
a la misma familia de las filarias con las que se trabajé.
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FIJACION DOBLE

FIJACION CON VAPORES DE YODO
(Peldez *)

1.- En un pocillo de Siracusa con tapa, se colocan unos
cuantos cristales de yodo, poniendo la caja tapada debajo de
una lampara, hasta que los vapores de éste saturen el recipien
te (color naranja).

2.- El cubreobjetos invertido, con la gota de sangre --
pendiente, se expone a los vapores de yodo durante 15 - 20 se
gundos, cuidando que la gota de sangre no se coagule y que no
toque los bordes del pocillo. Hay que evitar que los vapores
escapen en demasia e inmediatamente, con otro cubre, se extien
de la sangre asi fijada.

FIJACION CON METANOL.

3.- Antes de que seque la sangre, se cubre la extensidn
con Metanol absoluto.

4.- Segln la tincidn que se vaya a emplear, convendrd -
pasar la preparacion, todavia himeda, al colorante o se puede
dejar secar a temperatura ambiente.

ROJO NEUTRO
(Segin Langeron, 1949).

Colorante:
Rojo neutro en polvo....vvvvevunn.. unos gramos
Agua destilada ........ .. v 3 a 5mililitros.

*

Comunicacidn personal. A pesar que esta técnica se ha veni-
do usando desde hace tiempo. en el Departamento de Parasitolo-
gia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del I.P.N,
el Profesor D. Peldez no la ha publicado ain.



65

El colorante debe quedar en una concentracion de 1%,

a 1%¢os

Con un paiille himedo, se toman unos granos de colo

rante y se disuelven en 3 0 5 ml de agua, hasta que la solu--
cion tome un color pirpura (preparada cada semana).

En porta objetos limpios y libres de grasa, colocar
una gota de la solucidn colorante, extendiéndola aproximada--
mente un cm en forma circular para que quede homogénea y de--
jar secar a la temperatura ambiente.

Método:

1.- En el portaobjetos ya preparado, recibir la sangre
directamente de la rana.

2,- Cubrir con un cubreobjetos.

3.- Sellar con vaselina neutra, mediante una aquja do--
blada en adngulo, en la que se funde la vaselina a fuego direc
to y con la que se bordea el cubre.

GIEMSA
(Segin Peldez, 1979).
Colorante:

Solucidn madre: esta solucidn se puede obtener ya
hecha en el comercio; pero, también se prepara facilmente en
el laboratorio con la formula siguiente:

Azur II Eosina ........ i SR e 3,0 g
Bziny: TL vosn ewmsme v e B 0,8 g
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Glicerina QP dusiae ceeisesa.250,0 g (200 m1).
Alcohol metilico absoluto ....250,0 g (312 ml)
a.- En un matraz Erlenmeyer, disolver el Azurll --

Eosina y el Azur Il en la glicerina caliente a 60¢ agitando -
bien durante 15 minutos.

b.- Agregar el Alcohol metilico y agitar otros 10
minutos, dejando después la solucidn en reposo durante 24 ho-
ras en el matraz perfectamente tapado; conviene cubrir su bo-
ca con papel de estafio o encerado.

c.- Filtrar a travéz de papel filtro de grado me--
dio, descartando el residuo que queda en &1 y conserva el fil
trado (Solucidn madre) en un frasco bien tapado.

Notas.- Conviene calentar previamente la Glicerina
hasta 60°antes de agregar las sustancias colorantes, dejando
reposar durante 2 horas después que se hayan disuelto y antes
de adicionar el Alcohol metilico. '

Se debe conservar en lugar fresco y en frasco dmbar.

Para tefiir, se diluyen 2 gotas de la solucidn madre
por cada milimetro de agqua destilada.

Método:
1.~ Directamente de la fijacidn, sumergir las extensio-
nes en la solucidn acuosa de Giemsa ....... ve.20 minutos.
2.- Lavar con agua corriente, de la 1lave, hasta que no

suelten color, cuidando que el agua no caiga con fuerza direc
tamente en la extensidn.
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3.- Dejar secar a temperatura ambiente.
4,- Montar en Bdlsamo de Canadd o Resina sintética.

En los métodos de tincidn que a continuacidn se pre
sentan, aparecen 3 modificaciones en comin, para la tincién -
de microfilarias:

- La rehidratacidn se comenzé con Alcohol 96%, descen
diendo cada 10°hasta 1legar al Alcohol 30% y de ahi pasar al
agua destilada.

- Se aumentd el tiempo de tincidn a 24 horas. De es-
ta forma, al sobretefiir, la diferenciacidn se efectué lenta--
mente.

- La deshidratacidon se hizo con los mismos pasos que
la rehidratacidn, a la inversa; las extensiones se pasaron =--
por Alcohol absoluto (1 minute) y Xilol (30 minutos) para ase
gurar que no quedara agua; asi, al aclarar con Esencia de Cla
vo se consiguieron preparaciones Timpias.

Los cambios individuales se iran indicando en forma
de nota al final de cada método.

Todas las preparaciones se montaron en Resina Sinté

tica.

HEMATOXILINA FERRICA
(Segdn Langeron, 1949)

Colorante:

Hematoxilina al 1% de Shortt
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Hematox i1 TRA & cens smamimmms vwme s mmse o 1 g.
Agua: destilada vaidenn s dvvin s 98 mls
Acido fénico licuado ........... s w8 Mile

Disolver lentamente a ebullicion la Hematoxilina en

el agua destilada; cuando se ha disuelto por completo, se afia

de el Acido Fénico licuado (para licuarlo se puede hacer con

calor o un poco de agua, hasta que quede como jarabe).

usarse.

LE A A
'

Mordente:

Solucion de Alumbre de Hierro al 2%

Sulafato amdnico-férrico ........ R —

Agua destilada ......

Se hace en FRIO y preferentemente cuando vaya a

Método:

Después de fijar y antes que seque la preparacidn:

Poner los cubres en alcohol 70% ....... oo n
Sumergirlos en alcohol 70% yodado ...........

Pasarlos sucesivamente a

alcohol de 70 y 50%.

Lavarlos en agua destilada ........oonuvvnnnonn

Sumergirlos en Solucidén de Alumbre de Hierro
(acuosa al 2%) CALIENTE a 40°.......ccvuvnuuenn

Lavarlos en agua corriente de la Tlave ......
Tefiir las preparaciones por inmersidon en la

Solucién de Hematoxilina
Lavar con agua corriente

Diferenciar con Solucidn
Hierro al 2% FRIA, entre
microscopio,

Al O58% snEns sdana ik

acuosa de Alumbre de
porta y cubre y al

min.
min.
min.
min,

2 min.

min.

min.

min.



10.= LavaPp con B8gUd & deses aedivaees A ST SR 15 min.
11.- Sumergirlas, sucesivamente, en Alcohol de 70,
80, 90% y absoluto ......... S SWEE e 2 min.
1202 PasERTOS: § BTl scnemammvmmmsmoan wesmnme s wss 5al0min.
13.- Montar en Bilsamo de Canadd, Clarite o Permont. c:,

NOTA: Se suprimieron Tos pasos 1 y 2 ya que los fijadores ‘:1’
no contienen mercurio. Se aumenté a 10 minutos en el morden- N
te disminuyendoa 1 minuto el tiempo de lavado, para asegurar p
la tincidn. Después de la diferenciacién, se hicieron 7 cam-

bios en el lavado, para quitar por completo el diferenciador.
L]

HEMALUM DE MAYER
(Mayer, 1909)*

304 YAVNOQ SIS7)

RY¥N(

Colorante:

Agua destilada ............ RN PEREE R B 100 ml
Hematoxilina, cristales (Geigy) .......... 1 g
Yodato de Sodio (0 K) ivcewenens vssssens se 0,2 g.
RTHRDTE PETASTEH] o mmmemmmemmnirwm s o o 50 g

Se mezcla todo y se deja disolver a la temperatura
ambiente hasta que tenga color violdceo, lo que indica que la
oxidacidn es total. Si ésta es lenta, puede ponerse en la es
tufa a 37°durante algunas horas.

Método:

Después de fijar y antes de que se seque la prepara

cidn;
1.- Rehidratar con alcohol de 50% y 30% .... 15 min.c/u
2= Agua destilada ..avvvems ivimns cismaisi o . 15 min,
.= Teldir con Hema TUM . cowww veviemessssnwses 20 min. a

varias horas.

* La formula mds reciente de Mayer es la publicada en 1909:
Ztschr. F. wiss. Mikr., 20: 240 (Segin Langeron, 1949).




11.-

NOTA:

70

Lavar con agua hasta que la preparacidn
no suelte color.

Decolorar con agua destilada acidulada
(HCI al 1%)

Lavar con agua destilada ..........0... .. 3 cambios
"Virar" con agua alcalina débil (Solucidn

muy débil de Carbonato de Litio o de Bi--

carbonato de Sodio en agua destilada).

Lavar con agua destilada ................ 15 a 20 min.
Deshidratar con la serie de alcoholes....15 min. c/u
Transparentar con Creosota o Esencia de

Clavo.

Montar en Bdlsamo de Canadd.

Se suprimid el viraje con aqua alcalina débil, ya -

que el agua de la llave del laboratorio tiene un pH de 7,3, -
suficiente para virar, y con 5 cambios mds se eliminé en abso
luto. el agua acidulada (decolorante).

sar media
ambar, en

(Segin Peldez, 1979)

Colorante:

Sulfato aluminico potdasico .. 25 g.
Solucidon A

Agua destilada ..............500 ml.

HemabBINg mmmis serwe sarvsinsies 0,5 g.

Solucidn B
Alcohol etilico de 90% ......10 ml.

Afadir lentamente la solucidn A a la B. Dejar repo
hora y filtrar. Mantener al filtrado en un frasco
maduracidn 2 meses.

Método:

Después de fijar y antes de que seque lapreparacion,



1.- Hidratar con alcohol de 50 y 30% ......... oo
2,- Lavar con agua.

Jowr: COROPENLR e ivsrom syt SRy CemEay e oee
4.- Lavar 3 veces cont agla, CLU «owesmvmenmss s
5.- Destefiir con alcohol de 35% clorhidrico,

hasta color rosa (6 gotas de Acido clor-
hidrico en 100 ml de Alcohol etilico 35%).

6.- Agua amoniacal (2 gotas de NH40H en 500
Ml d@ AQUA ). tiiiit ittt ir e i ennnnn
7.- Lavar varias veces con agua.
8.- Deshidratar con Alcoholes de 35, 50, 70,
85 ¥ 90%,, €l vawwsos e ST SR
8.~ Ereosota cween s SRR B i
4 A & o
11.- Montar en Xilol-Dammar.
NOTA: En la hidratacidn sélo se dieron 15 minutos
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20 min.
a 1 hora

5 min.
0 mas

1 Hora.
2 cambios

para ca-

da Alcohol; en el agua amoniacal se hicieron 2 cambios de 10 -

minutos cada uno y cambiamos la Creosota por Esencia de Clavo.

Tanto en el Hemalum de Mayer como en la Hemateina de
Roudabush al utilizarles para la tincidn de adultos se les hi--
cieron 3 cambios a los ya mencionados en la tincidn empleada pa

ra las microfilarias:

Al rehidratar las piezas, se procedid asi:

Alcohol 70% + Alcohol 60% Bolie aimms
Liquido anterior + Alcohol 60% dole
Liquido anterior + Alcohol 50% . (I
Liquido anterior + Alcohol 50% a.a 4

Asi sucesivamente hasta que
agua destilada.

quedaron completamente en
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- La deshidratacidon se hizo a la inversa, aumentando -
el tiempo a 60 minutos en cada liquido, hasta 1legar a Alcohol
Absoluto.

- Para aclarar se uso Xilol, con dos cambios de 60 mi-
nutos en cada uno.

VERDE DE METIL -PIRONTNA
(Método de Fiilleborn, segln Golvan, 1957)

Colorante:

Yerde mebill® siwdsssees sxasnems visn e e 1,50 g.
A o T I T T m— 258 G
Alcohol 95% SRR SRR AN SRR RS e 5 ml.
Glicerina SR S i w w8 e ‘ 20 q
Agua destilada fenicada al 0,5% .......... 100 ml

Se prepara en frio y se conserva varios meses en la
obscuridad.

En el momento de emplearse agregar 10% de suero fi--
sioldgico a 9%..

Método:
1.- Sin fijar y sin que se seque, llevar inmediatamente
a la soluciOn CoToTante ..ee. bamreameonmes s 4 6 6 hrs
2.- Lavar con agua de la 1lave.
3.- Diferenciar con al serie de Alcoholes de la sigien-
te manera:
B SEGUNTEE wwcman vimmws wwwins ey Alcohol 70%
10 I S e " 85%
15 N SRR AR as 2 95%
20 " G s G LR A M absoluto

I minuto sasesuwiaa B GENIE BRE i absoluto
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4.~ Pasar por Tolueno o Xilol.
5.- Montar en Balsamo de Canadi.

NOTA: Como este método de tincidn es para extensiones de -
sangre, se comienza en tales casos por la deshemoglobiniza- -
c¢ién, que aqui no cabe, ya que se utilizé para adultos.

La rehidratacidn se hizo como ya se indicd; la deshi
dratacidn se aumentd a 90 minutos en cada liquido, ya que con
el Alcohol se 1leva a cabo l1a decoloracidn.

Al 1legar al Alcohol 80%, las estructuras internas -
deben diferenciarse, y a partir de aqui, si se quiere se pue-
de reducir a 60 minutos el tiempo en cada caso.
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