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RESUMEN

Deteccion de Dirofilaria immitis en mosquitos (Diptera: Culicidae) en el estado

de Aguascalientes.

Guadalupe Flores Salas
Para obtener el grado el grado de Maestro en Ciencias en Produccion
Agropecuaria
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro

Dr. Aldo Ivan Ortega Morales

La Dirofilaria immitis (D. immitis) es un parasito nematodo que causa la
enfermedad de dirofilariasis canina conocida como “gusano del corazon”. Esta
enfermedad requiere de un vector hematéfago y un huésped definitivo, que
vendria a ser el canino, para completar su ciclo de vida. Los mosquitos culicidos
son los artropodos que fungen como vectores de la enfermedad. Los nematodos
adultos residen en las arterias pulmonares y ventriculo derecho del hospedador
causando dafo cardiopulmonar. El conocimiento de los vectores de la
dirofilariosis es crucial para establecer programas de control basados en
mosquitos vectores. El objetivo de esta investigacidén fue determinar la presencia
de D. immitis en mosquitos (Diptera: Culicidae) en especies reportadas como
vectores. Se realizaron dos colectas de mosquitos adultos y una de larvas, se
identificaron morfolégicamente y se realizé deteccién molecular por PCR en
busqueda de parasitos. La D. immitis no fue detectada en los mosquitos adultos,
sin embargo, las larvas se encontraron parasitados por mermitidos
pertenecientes a la especie Strelkovimermis spiculatus (Poinar y Camino, 1986).
A pesar de no haber encontrado los nematodos de D. immitis que se
pretendian, la presencia del mermitido localizado de manera natural en el area
del estudio es un hallazgo interesante que brinda un camino para abrir nuevas

investigaciones.

Palabras clave: Vector, Gusano del corazén, PCR, Parasito
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ABSTRACT

Detection of Dirofilaria immitis in mosquitoes (Diptera: Culicidae) in the state of

Aguascalientes.

Guadalupe Flores Salas
Para obtener el grado el grado de Maestro en Ciencias en Produccion
Agropecuaria
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro

Dr. Aldo Ivan Ortega Morales

Dirofilaria immitis (D. immitis) is a nematode parasite that causes canine
heartworm disease. This disease requires a hematophagous vector and a
definitive host, which would be the canine, to complete its life cycle. Culicid
mosquitoes are arthropods that act as vectors of the disease. Adult nematodes
reside in the pulmonary arteries and right ventricle of the host, causing
cardiopulmonary damage. Knowledge of the vectors of dirofilariasis is crucial to
establish control programs based on vector mosquitoes. The objective of this
research was to determine the presence of D. immitis in mosquitoes (Diptera:
Culicidae) in species reported as vectors. Two collections of adult mosquitoes and
one of larvae were made, they were identified morphologically and molecular
detection was performed by PCR in search of parasites. D. immitis was not
detected in adult mosquitoes, however, larvae were found parasitized by
mermithids belonging to the species Strelkovimermis spiculatus (Poinar y
Camino, 1986). Despite not having found the intended nematodes D. immitis, the
presence of the mermithid naturally located in the study area is an interesting

finding that provides a path to open new investigations.

Keywords: Vector, Heartworm, PCR, Parasite
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I.INTRODUCCION

La Dirofilaria immitis (D. immitis) es un parasito nematodo filaroide causante de
la enfermedad de dirofilariasis canina, ésta es una enfermedad progresiva,
cronica y potencialmente mortal (Abdulkadir and Kebede, 2024, Noack et al.,
2021).

Este parasito requiere de un artrépodo, que vendria a ser un mosquito
competente como vector, y de un huésped definitivo vertebrado, que seria el

canino, para desarrollar su ciclo de vida (Scavo et al., 2022).

Los mosquitos son insectos artropodos dipteros de la familia Culicidae que
incluyen a mas de 3500 especies distribuidas a lo largo del mundo (Cantillo and
Puerta, 2021, Kumar et al., 2024), son capaces de albergar patdgenos en su
saliva y por lo tanto, ser vectores de diversas enfermedades (Soto and Delang,
2023). Se estima que 98 millones de caninos en Latinoamérica estan expuestos
a contraer dirofilariasis (MSD-Salud-Animal, 2023).

La prevalencia de D. immitis en caninos implica una situacion de riesgo para los
humanos, ya que el humano es un huésped accidental del nematodo, por lo que
deberia de considerarse como un problema de salud publica (Abdulkadir and
Kebede, 2024, Noack et al., 2021, Ubleis et al., 2018). La implementacion de un
sistema de control y monitoreo de vectores, es importante para reducir las
poblaciones de mosquitos y disminuir la incidencia de enfermedades que afectan
tanto a humanos como animales (Kojin et al., 2022, Perveen et al., 2023, Wooding
et al., 2020).

Concientizar a los médicos, veterinarios y propietarios de mascotas sobre las
enfermedades transmitidas por mosquitos y contar con una rutina de insecticidas
y repelentes apropiados para animales y humanos, es un complemento de
utilidad para combatir la tasa de infeccion (Chable et al., 2018, Ong et al., 2022,
Panarese et al., 2023, Prichard, 2021).

La deteccidon molecular llevada a cabo en artropodos hematofagos para la
busqueda de patdégenos es un método eficaz para reconocer y evaluar la



presencia de vectores en una zona determinada, asi como para desarrollar
medidas de control y reducir la prevalencia de una zoonosis emergente (Prasad
et al., 2019, Younes et al., 2021).

El presente trabajo pretende comprobar que diferentes especies de mosquitos
podrian haberse convertido en vectores de D. immitis. El objetivo de la
investigacion fue determinar la presencia de D. immitis en mosquitos (Diptera:
Culicidae) en especies reportadas como vectores. Esta investigacién se ve
limitada por el numero de muestras que se pudieron procesar para su analisis
molecular. El alcance al que pretende llegar esta investigacion es al de contribuir
con la identificacion de diversas especies de mosquitos vectores del estado de

Aguascalientes y confirmar la presencia de D. immitis en la zona.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Mosquitos (Diptera: Culicidae)

Los mosquitos son insectos artropodos dipteros de la familia Culicidae que
incluyen a mas de 3500 especies distribuidas a lo largo del mundo (Kumar et al.,
2024, Cantillo and Puerta, 2021).

Los mosquitos son capaces de albergar patdgenos en su cuerpo, cabeza y saliva,
no obstante, para que un mosquito sea considerado vector competente, es decir,
que sea capaz de trasmitir una enfermedad; es necesario que el patdégeno sea
detectable en la saliva del mosquito, y para determinar su capacidad vectorial, es
necesario establecer estudios de una determinada especie de mosquito para
evaluar las tasas de infeccion, diseminacion y transmisién (Soto and Delang,
2023).

La capacidad vectorial hace referencia al niumero de picaduras de mosquitos
potencialmente infecciosas que surgiran eventualmente en el lapso de un dia
(Flourizel et al., 2024).

2.1.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida del mosquito consta de cuatro estadios: huevo, larva, pupa y
adulto, de los cuales, los primeros tres se presentan y desarrollan en el agua
(Ortega-Morales, 2018). La hembra adulta busca lugares para ovoposicion en
diversos habitats, los cuales incluyen huecos de arbol, contenedores artificiales,
zanjas, agua clara, agua contaminada con desechos organicos, charcas,
estanques, cultivos de riego, neumaticos, entre otros (Nebbak et al., 2022, Hillary
et al., 2023, Agboli et al., 2021).

Las hembras depositan hasta 300 huevos en la superficie del agua en forma de
balsas, el desarrollo desde huevos hasta la eclosion y emergencia de adultos,
lleva aproximadamente entre 9 a 20 dias, pudiendo variar de acuerdo a la
temperatura y la especie de mosquito, una temperatura ideal seria entre los 27 a
30 °C (Metzger et al., 2021, Fuehrer et al., 2021, Agboli et al., 2021).



La primera etapa del ciclo de vida, el huevo, se desarrolla en la superficie del
agua, algunos huevecillos de ciertas especies de mosquitos, pueden sobrevivir
fuera del agua en una superficie humeda, la eclosion ocurre cuando se completa
el desarrollo embrionario en aproximadamente dos a seis dias, dependiendo de
la especie; durante la etapa de larva, ocurren cuatro estadios larvales, en donde
la larva permanece suspendida en el agua y se alimenta de microorganismos y
materia organica presentes en el agua, tiene una duracién aproximada de siete
dias variando segun la especie; después del cuarto estadio larval, se convierte
en pupa, donde ocurre un mayor movimiento, ya no hay alimentacion y dura en
promedio dos a tres dias de acuerdo a la especie; y finalmente emerge el adulto,
el cual descansa en la superficie del agua hasta secarse y endurecerse antes de
emprender su vuelo e ir en busca de alimento (Harwood and James, 1993,
Gallichotte et al., 2021).

Figura 1. Estadios del ciclo de vida del mosquito en su forma acuatica y
terrestre (Gallichotte et al., 2021).

La alimentacion que ocurre en la fase larval y la temperatura ambiental, ademas
de determinar la supervivencia larval y el tiempo de desarrollo, posteriormente,

determinara la capacidad vectorial del mosquito adulto (Lago et al., 2021).

Durante la vida del mosquito hembra, se repite el ciclo gonotrofico, relacionado
con la alimentacion sanguinea como reserva metabdlica para el desarrollo
ovarico y la oviposicién, al digerir la sangre se recuperan los nutrientes

necesarios y se excretan productos que son de desecho, para producir huevos



que resulten viables; este ciclo se ve afectado, de acuerdo a la precipitacion o
sitios disponibles para la puesta de huevos, lo que se refleja en un aumento en
la tasa de alimentacién de sangre (Thongsripong et al., 2021, Soto and Delang,
2023, Nebbak et al., 2022).

La hembra gravida que desea ovopositar utiliza sefales quimicas para detectar
un sitio de ovoposicion adecuado; las bacterias presentes en plantas, suelo,
materia organica fermentada y en el agua son atrayentes para que la hembra
deposite los huevos (Mwingira et al., 2020). Otro factor determinante para elegir
un sitio donde depositar los huevos, es la especie de la hembra, pudiendo ser en
un ambiente artificial o natural, permanente o temporal (Flourizel et al., 2024). En
algunas especies de mosquitos, los huevos son capaces de sobrevivir hasta dos

afios aunque no se encuentren en agua (Hillary et al., 2023).

Los mosquitos, tanto hembras como machos, ingieren agua y se alimentan de
azucares vegetales presentes en frutas, flores y exudados vegetales de los
cuales obtienen nutrientes, carbohidratos, lipidos y proteinas (Melgarejo-
Colmenares et al., 2022, Lahondérea et al., 2020, Gao et al., 2023).

La vida media de los mosquitos machos es de una semana variando segun la
especie, mientras que las hembras pueden vivir de cuatro a cinco meses segun
su alimentacion y especie, el rango de vuelo maximo en ambos es de 400 metros
(Benitez, 2018, Harwood and James, 1993).

2.1.2 Transmision de enfermedades

La transmision de enfermedades zoondticas como la dirofilariasis, y aquellas con
relevancia para la salud publica como el dengue, malaria, Zika, fiebre amarilla o
chikungunya, son provocadas por mosquitos que fungen como vectores de dicha
enfermedad, es por ello que la implementaciéon de un sistema de control y
monitoreo de vectores, es importante para reducir las poblaciones de mosquitos
y disminuir la incidencia de enfermedades que afectan tanto a humanos como
animales (Wooding et al., 2020, Perveen et al., 2023, Kojin et al., 2022).



Existen factores ambientales relacionados con la distribucién geografica de los
mosquitos, como lo son humedad, temperatura, radiacion solar y precipitacion,
sin embargo, debido al calentamiento global, diferentes especies de mosquitos
se han trasladado a nuevas zonas geograficas donde anteriormente no habitaban
(Cantillo and Puerta, 2021).

Los mosquitos pueden ser trasladados de un lugar a otro por medio de transporte
aéreo, terrestre o maritimo, y de esta manera diseminar brotes de enfermedades
en lugares donde no se tenia el reporte antes, suponiendo el riesgo de provocar
una epidemia (Thilakarathne et al., 2023, Soto and Delang, 2023, Shi et al., 2023).

El aumento de la poblacion, la expansion de las ciudades, los programas
ineficientes para el control de plagas y la resistencia que han desarrollado los
mosquitos a lo largo de las generaciones, ha provocado una resistencia
fenotipica y genética en los mosquitos, desencadenado brotes de enfermedades
transmitidas por vectores en la actualidad (Karunaratne and Surendran, 2022,
Soto and Delang, 2023)

Durante la picadura del mosquito ocurren ciertos mecanismos, que pueden
estimular el desarrollo de una enfermedad causada por un patégeno del que el
mosquito es vector; la picadura del artrépodo desencadena picazén y prurito en
la zona, promoviendo un rascado por parte del animal o humano y de esta forma
se activa una respuesta inflamatoria por parte del organismo, pudiendo diseminar

con mayor rapidez el patégeno (Wang et al., 2023).
2.1.3 Eleccion de huésped

Los mosquitos son guiados mediante sustancias quimicas naturales
(cairomonas) detectadas con su sistema olfativo para detectar lugares de
ovoposicidén, pareja, alimentos azucarados y huéspedes para alimentarse
(Wooding et al., 2020, Afify and Potter, 2020).

La eleccidén de un huésped para alimentarse, depende de la calidad nutricional
del hospedador, su olor, calor corporal, su microbiota cutanea, su
comportamiento defensivo, la disponibilidad del mismo, los beneficios



nutricionales que pueda aportar al artrépodo o la disminucion de las defensas del
huésped (Swart et al., 2023, Singh et al., 2023, Shi et al., 2023, Hillary et al.,
2023, Dormont et al., 2021), en conjunto con el didxido de carbono (COz2) liberado
por la piel o exhalado por la boca del huésped, el cual, proporciona informacion
a los mosquitos sobre una posible fuente de alimentacion, este CO:2 es detectable

para los mosquitos a una distancia de 55 a 70 metros (Martinez et al., 2021).

Existen especies de mosquitos que tienen preferencia por huéspedes
seleccionados para alimentarse, mientras que otras especies solo presentan una
alimentacién generalizada y oportunista, en este sentido, es relevante las
especies generalistas, ya que tienen una menor probabilidad de transmitir algun
tipo de patégeno, siendo que no es frecuente que se alimenten de un mismo

huésped de forma consecutiva (Melgarejo-Colmenares et al., 2022).

Un mosquito puede hacer la trasferencia de un agente infecciosos por via salival
al alimentarse de un huésped, y a su vez, un humano o animal infectado puede
transferir un patdgeno por via sanguinea al ser la fuente de alimentacién de un

mosquito (Thongsripong et al., 2021).

La saliva del mosquito ha desarrollado componentes que facilitan la alimentacién
de sangre, contrarrestando la hemostasia en el huésped, ademas, las hembras
poseen proteinas en la saliva unicas que estan relacionadas con la transmision

de patégenos (Wang et al., 2023, Onyango et al., 2020, Lépez et al., 2023).

La mayoria de los mosquitos prefieren picar entre el atardecer y el amanecer, por
lo que en estas horas pico, se recomienda el uso de métodos adecuados para
mantener a los mosquitos alejados y utilizar insecticidas y repelentes

(Karunaratne and Surendran, 2022).
2.1.4 Control de mosquitos vectores

La concienciacidn en la poblacion de las enfermedades transmitidas por
mosquitos, tanto a humanos como animales, es el primer paso para brindarle la
importancia necesaria a las medidas preventivas y el uso de métodos para el

control de mosquitos vectores (Duval et al., 2023).



Actualmente, no existe un tratamiento o vacuna util para combatir los patégenos
causantes de enfermedades en humanos y animales provocadas por mosquitos
vectores; fuera de un bajo numero de excepciones como la fiebre amarilla, para
la cual existe una vacuna y la malaria, que tiene un tratamiento farmacolégico;
esto deja al control de vectores como la principal herramienta de prevencion de

enfermedades (Hongmei et al., 2024).

Educar a la poblacion sobre las enfermedades provocadas por la picadura de
mosquitos, el uso de repelentes, insecticidas o terapias adecuadas para el control
de los mismos, asi como recomendaciones y estrategias adecuadas al realizar
viajes dentro y fuera del pais, son una base adecuada para mantener conciencia
y reconocer el impacto de la importancia de mantener sistemas de monitoreo de

vectores hematofagos (Velu et al., 2021).

Debido al uso excesivo de insecticidas quimicos, los mosquitos han desarrollado
mecanismos de resistencia, logrando pasar por cambios fisioldgicos y genéticos

para incrementar su sistema de defensa (Hongmei et al., 2024).

Dicha resistencia a los productos quimicos a promovido que se desarrollen
nuevos mecanismos de control alternativos como el control biolégico; mediante
el uso de peces larvivoros que se alimentan de larvas de mosquitos y de esta
manera se evita su desarrollo, la modificacion ambiental; con la finalidad de
alterar la naturaleza para limitar los sitios de anidacion o la utilizacidn de larvicidas
biolégicos, y la modificacion genética del mosquito; en donde se busca modificar
a los machos con el objetivo de que su descendencia sea estéril (Munawar et al.,
2020, Hadebe et al., 2024).

Es importante identificar las especies de mosquitos para mejorar la vigilancia y
control de los mismos, de esta manera, se podran implementar tratamientos

especificos (Hadebe et al., 2024).

El control de mosquitos incluye métodos quimicos, mecanicos y bioldgicos;
aunado al conocimiento de la poblacion sobre los métodos del control, ya que la

poblacién es un factor clave para prevenir la propagacion de mosquitos (Duval et



al., 2023), y con ello, ayudar a la erradicacion de enfermedades trasmitidas por

estos artrépodos vectores (Wong et al., 2023).
2.1.4.1 Métodos de control mecanicos

Entre los métodos mecanicos que se recomienda a la poblaciéon emplear para el
control de mosquitos en el hogar, se encuentran mantener las ventanas cerradas
durante el tiempo que no sean utilizadas, asi mismo la puerta de entrada de la
casa, del mismo modo, se invita a la poblacién a no albergar depdsitos como
macetas o recipientes plasticos donde pueda quedarse el agua estancada al

presentarse una lluvia o con la limpieza rutinaria (Duval et al., 2023).
2.1.4.2 Métodos de control quimico

Los carbamatos, organofosforados y piretroides sintéticos, son un grupo de
insecticidas utilizados en programas de control de mosquitos vectores, utilizados
para la pulverizacion residual en exteriores e interiores, asi como en mallas
insecticidas de larga duracién; al momento de elegir un programa de control, debe
considerarse la biologia de los mosquitos ya que de esto, dependera la eficacia
del insecticida elegido; entre las desventajas de este método de control se
encuentra el uso desmedido de los mismos, que ha ocasionado la resistencia de
los artropodos a ciertos insecticidas, y el dafio al medio ambiente provocado por
estos (Wong et al., 2023).

2.1.4.3 Métodos de control biolégico

El biocontrol de mosquitos vectores se basa en reducir la poblacion de forma
natural por medio de la depredacion natural o parasitaria, teniendo la ventaja de

no causar dafio al medio ambiente (Wong et al., 2023).

Los métodos de depredacion natural, resultan eficientes al actuar sobre la fase
larvaria del vector, ya que requiere de un medio acuatico para desarrollarse, y
minimizar la cantidad de larvas que emergen a adultos, ayuda al control de la
poblacion de mosquitos y por ende, a la trasmision de enfermedades causadas
por éstos (Wong et al., 2023, Flourizel et al., 2024).
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2.1.4.3.1 Peces larvivoros

Los peces larvivoros son un método de depredacion natural utilizados por tener
la facilidad de adaptarse a medios acuaticos artificiales y naturales, se ha
demostrado que pueden reducir la poblacion de larvas de un 70 - 90 %, es una
alternativa de control ecoldgica que se recomienda utilizar en estanques, pozos,
piscinas, lagos y arrozales; existen 32 géneros pertenecientes a siete familias de
peces que han demostrado ser utilizadas eficientemente para el control de larvas,
tan solo la familia Cyprinodontidae presenta 300 especies de peces (Flourizel et
al., 2024).

2.1.4.3.2 Mermitidos

El método de biocontrol parasitario, se basa en nematodos mermitidos (Wong et
al., 2023); los nematodos entomopatdgenos albergan un grupo de especies que
parasitan y matan larvas de mosquitos, por lo que son considerados un método
eficaz de control bioldgico para poblaciones de mosquitos en su etapa inmadura,
ya que estos tienen una movilidad limitada y tienen menos mecanismos de
proteccion que los adultos (Abagli and Alavo, 2019, Dahmana and Mediannikov,
2020, Hamed et al., 2022).

Los mermitidos se adaptan al ciclo de vida del huésped, tienen una alta tasa
reproductiva y de parasitismo, matan a sus huéspedes al emerger y no requieren
alimentarse después de hacerlo, al nadar con libertad pueden diseminarse con
facilidad y por ende, pueden ser empleados como método de control inmediato o
parcial continuo al inocular al parasito en zonas donde se encuentren larvas de

mosquitos (Petersen, 1973).

El ciclo de vida de los mermitidos se completa en 4 a 6 semanas, e inicia cuando
los huevos del parasito eclosionan después de la puesta, entrando a una fase
pre-parasitica o juvenil, es una etapa de natacion libre donde tienen un promedio
de 72 horas de vida para encontrar a un huésped en el agua; una vez que
encuentran un huésped adecuado, lo paralizan y penetran la cuticula del mismo,

migran a su abdomen en donde maduran y se encargan de las funciones
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celulares reguladoras del huésped, una vez que agotan los recursos de nutrientes
otorgados por su huésped, finalmente rompen la cuticula del mismo y vuelven a
emerger al ambiente en una etapa juvenil post-parasitario, ocasionando la muerte
de la larva del mosquito; una vez que emergen, los mermitidos excavan en el
suelo donde maduran y se convierten en adultos, copulan y la hembra gravida
pone huevos en el suelo, de esta manera, se repite nuevamente el ciclo; las
hembras son capaces de producir 2,500 huevos (Elbrense et al., 2022, Ghoneim
and Bakr, 2024, Pérez-Pacheco et al., 2020, Petersen, 1973, Trujillo-Gonzalez et
al., 2021, Wong et al., 2023).

Existen mas de 25 especies de mermitidos que han demostrado tener eficacia
contra mosquitos, entre los mayormente documentados se encuentran:
Romanomermis iyengari, Romanomermis culicivorax, Diximermis peterseni y

Strelkovimermis spiculatus (Wong et al., 2023, Kumar et al., 2023).

El cultivo en laboratorio de mermitidos, resulta una opcion eficiente para el control
de poblaciones de mosquitos, ya que resulta rentable, tienen autopropagacion, y
el solo establecimiento de los mismos en una zona determinada, reducira el
porcentaje de mosquitos durante un periodo de tiempo prolongado, ademas de
ser una buena estrategia para zonas inaccesibles donde no se puede dar

continuidad a otros métodos de control (Kumar et al., 2023).
2.1.4.3.3 Técnica de los insectos estériles

Es una técnica en la que se esterilizan machos por medio de productos quimicos
o radiacion con la finalidad de producir mutaciones espermaticas, posteriormente
estos mosquitos machos se liberan a la naturaleza, al aparearse con las hembras,
no producen descendencia, disminuyendo de esta manera la poblacion de

mosquitos (Karunaratne and Surendran, 2022).
2.1.4.3.4 Técnica de gen letal dominante

Esta técnica consiste en liberar al medio ambiente mosquitos machos portadores

de un gen letal dominante para aparearse con las hembras, la descendencia de
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la cdpula muere en las etapas inmaduras o bien, se desarrollan hasta convertirse

en adultos, pero no son capaces de volar (Karunaratne and Surendran, 2022).
2.2 Deteccion molecular de patégenos

El enfoque molecular, en particular la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
es tan sensible que puede detectar un mosquito a partir de un pequefo fragmento
de su cuerpo, como una pata, lo que lo hace beneficioso porque el resto del
cuerpo puede ser utilizado para analisis adicionales, como la identificacién de
parasitos (Hadebe et al., 2024).

La deteccién molecular llevada a cabo en artrépodos hematdéfagos para la
busqueda de patdégenos es un método eficaz para reconocer y evaluar la
presencia de vectores en una zona determinada, asi como para desarrollar
medidas de control y reducir la prevalencia de una zoonosis emergente (Younes
etal., 2021, Prasad et al., 2019). La prueba de PCR multiple, es una herramienta
de diagndstico precisa para brindar resultados eficientes sobre la presencia de

D. immitis en mosquitos (Lau et al., 2024).
2.3 Dirofilaria immitis

La dirofilariasis es una enfermedad parasitaria que afecta a caninos, es causada
por nematodos de la especie Dirofilaria immitis (D. immitis), este es un parasito
comun en todo el mundo que es transmitido por mosquitos, diversos factores
como el cambio climatico, variaciones en la dinamica poblacional de vectores,
circulacion de caninos entre paises, la carga de parasitos, la edad del canino, y
la respuesta inmune del mismo, ejercen un papel importante en la propagacion
de la enfermedad (Abdulkadir and Kebede, 2024).

2.3.1 Antecedentes

La primer mencién de D. immitis, fue expuesta en una carta escrita por el médico
y profesor Panthot (1679) enviada al autor de la revista “Journal des Sgavans”,
en donde describe el hallazgo de 31 vermes en el ventriculo derecho del corazén
de una perra. Sin embargo, fue hasta 1856 que Leidy describid y clasificé al
nematodo (Cirer et al., 2019).
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Se estima que 98 millones de caninos en Latinoamérica estan expuestos a
contraer dirofilariasis (MSD-Salud-Animal, 2023). En México, el primer reporte
notificado de D. immitis fue realizado en 1958 por Schanaas quien indicd haber

encontrado dirofilaria en un canino importado de Estados Unidos (Romero, 1990).
2.3.2 Etiologia

La D. immitis es un parasito nematodo filaroide (es decir, con forma de hilo)
causante de la enfermedad de dirofilariasis canina, ésta es una enfermedad
progresiva, cronica y potencialmente mortal (Abdulkadir and Kebede, 2024,
Noack et al., 2021).

Cuadro 1. Clasificacion del nematodo Dirofilaria immitis (Global-

Biodiversity-Information-Facility, 2024).

Reino Animalia
Filo Nematoda
Clase Chromadorea

Orden Rhabditida
Familia Onchocercidae
Género Dirofilaria Railliet & Henry

Especie Dirofilaria immitis

La D. immitis son nematodos con apariencia filiforme; son delgados,
blanquecinos, alargados y los machos tienen el extremo de la cola enrollada; las
hembras maduras producen larvas nombradas microfilarias que van directo a
circulacion sanguinea del huésped (Abdulkadir and Kebede, 2024, Thilakarathne
et al., 2023, Abraham, 2018).

Las hembras miden de 1 - 1.3 mm de ancho y de 250 - 310 mm de longitud,
mientras que los machos miden de 0.7 — 0.9 mm de ancho y de 120 — 200 mm
de longitud y las microfilarias miden de 250 a 300 ym (Abdulkadir and Kebede,
2024, Noack et al., 2021).
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Figura 2. Nematodo macho de Dirofilaria immitis (American-Heartworm-
Society, 2023).

Los nematodos infectan insectos artropodos para desarrollarse y dispersarse a
otros huéspedes y de esta manera asegurar su descendencia (Eleftherianos and
Heryanto, 2021).

2.3.3 Ciclo de vida

Este parasito requiere de un artrépodo, que vendria a ser un mosquito
competente como vector, y de un huésped definitivo vertebrado, que seria el

canino, para desarrollar su ciclo de vida (Scavo et al., 2022).

La D. immitis tiene un ciclo de vida que se divide en cinco estadios larvarios; en
el artrépodo se desarrollan en secuencia las etapas L1, L2 y L3, mientras que en
el huésped canino se desarrollan las etapas L4 y L5 (Abdulkadir and Kebede,
2024, Prichard, 2021).

El ciclo de vida inicia cuando el vector hematofago se alimenta de un huésped
infectado e ingiere las microfilarias que se encuentran en la circulacion sanguinea
(Abdulkadir and Kebede, 2024).

Las microfilarias ingeridas por el mosquito, llegan al abdomen pasando del
estadio larvario uno (L1) al segundo estadio (L2) y finalmente al tercer estado
larvario (L3) en los tubulos de Malpighi del mosquito convirtiéndose en larvas
infecciosas, este proceso depende de la temperatura ambiental, considerando
una temperatura media ideal de 22 °C y una humedad relativa del 80%; estas

larvas L3, migran a través de la hemocele del mosquito hasta llegar a las
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glandulas salivales y probdscide del mosquito, una vez ahi, las larvas infectivas
L3 aguardan a que el mosquito se alimente de sangre nuevamente y son
depositadas en el nuevo huésped a través de la picadura (Wysmotek et al., 2020,
Thilakarathne et al., 2023, Riahi et al., 2021, Prasad et al., 2019).

Estas mudas ocurren en el artropodo en un tiempo de 14 a 20 dias, sin embargo,
cuanto mayor sea la temperatura en el ambiente, el periodo de muda puede ser
mas corto (Morchon et al., 2022). Lo que implica que solo los mosquitos en los
que se logre desarrollar la etapa infecciosa L3, y la subsecuente migracion a la
proboscide, son considerados vectores epidemioldégicamente competentes de D.
immitis (Shaikevich et al., 2019, Noack et al., 2021), se conoce que al menos 70

especies de mosquitos, son susceptibles a ser vectores (Panarese et al., 2023).

Especies pertenecientes a los géneros Aedes, Culex, Anopheles, Coquillettidia,
Culiseta, Mansonia, Ochlerotatus y Psorophora han sido reportadas como
vectores competentes de D. immitis (Noack et al., 2021, Metzger et al., 2021,
Konishi, 1990, Cirer et al., 2019).

Cuadro 2. Especies de mosquitos reportadas vectores de Dirofilaria

immitis. (Morchén et al., 2012, Cancrini et al., 2006, Mckay et al., 2013,

Ferreira et al., 2015, Alvarado Torres et al., 2019, Shaikevich et al., 2019,
Demirci et al., 2021, Riahi et al., 2021, Younes et al., 2021)

Ae. aegypti Ae. ochcaspius Cq. richiardii Ms. perturbans

Ae. albopictus Ae. polynesiensis Cs. inornata Oc. caspius

Ae. angustivittatus | Ae. taeniorhynchus | Cx. erraticus Oc. sollicitans

Ae. cantans Ae. vexans Cx. modestus Oc. taeniorhynchus
Ae. caspius, An. maculipennis Cx. pipiens Ps. columbiae

Ae. detritus An. punctipennis Cx. quinquefasciatus | Ps. ferox

Ae. geniculatus An. quadrimaculatus | Cx. theileri Ps. howardii

Una vez que el mosquito con larvas infectivas se alimenta de un huésped canino,
le inocula las larvas en tejido subcutaneo, muscular adiposo o esquelético en
donde ocurre una muda de L3 a L4 en donde las larvas se convierten en gusanos

preadultos en tres a 12 dias posteriores a la picadura, y en los siguientes 99 a
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152 dias, los parasitos migran al sistema vascular, llegando a arterias
pulmonares, tronco pulmonar y parénquima pulmonar y finalmente al ventriculo
derecho del corazén, mudando de L4 a L5 convirtiéendose en adultos maduros,
las hembras son ovoviviparas y despues del apareamiento liberan microfilarias
(estado larval L1) al torrente sanguineo en los siete a nueve meses posteriores a
la infeccion (Abdulkadir and Kebede, 2024, Thilakarathne et al., 2023, Prichard,
2021, Noack et al., 2021, Morchon Garcia et al., 2020, Laidoudi et al., 2019,
Fuehrer et al., 2021).

El ciclo de vida del nematodo, desde microfilaria hasta adulto maduro,
encontrandose en condiciones 6ptimas tiene una duracion de 184 a 210 dias
(Abdulkadir and Kebede, 2024). La D. immitis puede llegar a vivir entre cinco y
siete anos en caninos, y de dos a tres afios en felinos (Garcia Rodriguez et al.,
2022).

Figura 3. Dirofilaria immitis en corazén canino (American-Heartworm-
Society, 2023).
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Figura 4. Ciclo de vida de Dirofilaria immitis (CDC, 2019).
2.3.4 Epidemiologia

Su distribucion es cosmopolita, tanto en climas frios como tropicales, aunado a
los cambios climaticos que repercuten en la propagacién, adaptacion y
supervivencia de los mosquitos, que ya no dependen solo de una temporada
estacional para su diseminacion, influenciando de esta manera la propagacién de
enfermedades causadas por nematodos (Abdulkadir and Kebede, 2024, Reyes
Climaco et al., 2020, Morchon et al., 2022).

El hecho de que los caninos infectados sean asintomaticos o no presenten signos
especificos de la enfermedad en un inicio, hace propicio que la diseminacion de
la enfermedad aumente (Panarese et al., 2023). Una vez que se ha localizado a
un canino infectado, se deben realizar estudios en mosquitos para identificar a la

especie que esta fungiendo como vector (Nebbak et al., 2022).

Los caninos que deambulan de manera libre en zonas urbanas y rurales, estan
constantemente expuestos a las picaduras de vectores hematofagos
representando una fuente de alimentacion de facil acceso al no contar con un

programa de desparasitacion para ectoparasitos, convirtiéndose de esta manera
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en un foco de propagacion para D. immitis (Abdulkadir and Kebede, 2024,
Panarese et al., 2022).

La transmision del parasito dependera del pico de microfilaremia del huésped y

de los periodos de actividad del mosquito (Noack et al., 2021).
2.3.5 Reservorio

Los caninos representan el huésped definitivo y reservorio de la D. immitis,
empero, existe la posibilidad de encontrar al parasito en caninos salvajes como
lobos, zorros o coyotes, asi como en hurones, felinos salvajes y domésticos y

otras especies de animales (Abdulkadir and Kebede, 2024).

En el caso de los caninos, una vez que ocurre la inoculacion de la filaria,
alrededor del 75 % de los nematodos llegan a desarrollarse en adultos maduros
en un periodo de cuatro a seis meses y son capaces de producir microfilarias
durante afnos mientras las condiciones ambientales resulten ideales (Pennisi et
al., 2020, Alvarado Torres et al., 2019).

Un canino adulto puede alojar hasta 250 nematodos en arterias pulmonares,
vena cava, auricula derecha y ventriculo derecho, aunque el promedio es de 50

vermes en un canino de talla mediana (Cirer et al., 2019).

Los felinos pueden infectarse y presentar signos como dificultad para respirar,
taquipnea y tos cronica, que después puede evolucionar a vomitos e incluso
muerte subita, siendo esta ultima, en algunas ocasiones, el unico signo clinico
(Prichard, 2021, Garcia Rodriguez et al., 2022).

Sin embargo, son considerados huéspedes imperfectos, ya que el sistema
inmune del felino elimina las microfilarias y suprime la embriogénesis, por lo que
solo un bajo porcentaje de microfilarias alcanzan la madurez sexual, llegandose
a encontrar un maximo de seis nematodos adultos, y raramente ocurre la
microfilaremia, ya que para que se presenten las microfilarias, es necesario que
se alojen filarias de ambos sexos, y debido al bajo nimero de gusanos que logran
desarrollarse, es poco probable encontrar parasitos de ambos sexos (Pennisi et
al., 2020, Morchodn et al., 2022, Garcia Rodriguez et al., 2022).
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A pesar de ser un huésped imperfecto, la muerte de un unico parasito puede
provocar una reaccion inflamatoria o tromboembolismo pulmonar ocasionando la

muerte subita del felino (Alonso et al., 2022).
2.3.6 Factores de riesgo

La adaptacién de los mosquitos al cambio climatico, su abundancia, distribucién
y actividad prolongada en las diferentes estaciones del afo, la formacion de
nuevos lugares de ovoposicidon, la introduccibn de nuevas especies de
mosquitos, asi como el aumento de viajes nacionales e internacionales de
caninos infectados y el comercio desmedido de los mismos, son factores clave
en la propagacion de la dirofilariasis (Pennisi et al., 2020, Ong et al., 2021,
Morchoén Garcia et al., 2020, McGill et al., 2019, Alonso, 2022).

El aumento de la temperatura reduce el tiempo de muda de larvas en los
mosquitos y prolonga su tiempo de actividad anual, haciendo propicio un
ambiente idéneo para la transmisién de la enfermedad (Morchén et al., 2022). De
igual manera, la precipitacion anual también es un factor que influye en el
desarrollo de vectores al disponer de numerosos sitios de ovoposicion (Dixit et
al., 2024).

La dirofilariasis es predisponente en caninos adultos, de raza grande o gigante,
de pelo corto y en animales que estan expuestos a un entorno rural o no tienen

un hogar en el cual refugiarse (Leschnik, 2020).

El nivel socioeconémico bajo es un factor que podria incrementar el riesgo a
contraer D. immitis, ya que los propietarios no pueden costear una atencién
veterinaria cotidiana, ni adquirir los productos necesarios para prevenir la
enfermedad, ademas de que sus caninos generalmente estan un mayor tiempo
al aire libre y por ende, se encuentran expuestos a una cantidad considerable de

mosquitos vectores (Beaulieu et al., 2020).
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2.3.7 Patogenia

La gravedad de la enfermedad esta mediada por el nUmero de parasitos adultos
que se encuentran en el huésped, la respuesta inmunitaria que se presenta y el

tiempo de la infeccion (Jitsamai et al., 2021).

El dafio de la D. immitis ocurre desde la llegada de los nematodos inmaduros en
sistema vascular al causar una eosinofilia con infiltrados eosinofilicos y el inicio

de signos de una enfermedad respiratoria (Abdulkadir and Kebede, 2024).

Los nematodos adultos se alojan en el arbol vascular pulmonar caudal y en el
ventriculo derecho del corazén provocando una reaccidén inmunoldgica dada por
el huésped a una igG especifica, debido a la liberaciéon de endotoxinas
producidas por la bacteria gramnegativa Wolbachia pipientis que presenta una
endosimbiosis con el parasito presentandose de forma intracelular obligada
(Abdulkadir and Kebede, 2024).

Estas bacterias son transmitidas verticalmente de generacion en generacion de
los nematodos y son responsables de la reproduccion, desarrollo y supervivencia
de la D. immitis (Pennisi et al., 2020, Noack et al., 2021, Morchoén Garcia et al.,
2020).

El aumento de parasitos en el miocardio y arterias pulmonares, produce una
congestién cronica en el lado derecho del corazén provocado por la dificultad
circulatoria, hipertension pulmonar causada por las alteraciones en la estructura
de las arterias, embolia pulmonar e insuficiencia cardiaca, pudiendo llegar a
presentarse el sindrome de la vena cava al intervenir en el flujo y cierre de la
valvula tricuspide produciendo un colapso cardiovascular, agrandamiento de los
atrios y ventriculos del corazén como consecuencia de la presencia de los
parasitos en el interior; y el corazén también puede presentar fibrosis, edema e
isquemia, lo que afectara al higado y rindn progresivamente (Abdulkadir and
Kebede, 2024).

La muerte de las vermes adultas, ya sea de forma natural o por una terapia

adulticida, provoca la liberacién de antigenos de la bacteria Wolbachia y del
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parasito, resultando en un aumento de dafos pulmonares y vasculares,
desencadenando un fallo cardiaco congestivo y la posterior muerte del huésped
infectado (Morchén Garcia et al., 2020).

2.3.7.1 Signos

Esta enfermedad no suele presentar signos clinicos especificos cuando los
parasitos se presentan en una carga menor, sin embargo, cuando el numero de
ellos aumenta, y conforme progresa el dafio, es posible observar signos

especificos de las patogenias provocadas (Abdulkadir and Kebede, 2024).

Aunque no son signos especificos de la enfermedad, se suele observar
intolerancia al ejercicio, falta de apetito, dificultad para respirar, pérdida de peso,
tos leve pero persistente y sincope (Prichard, 2021, Noack et al., 2021, Morchon
Garcia et al., 2020).

2.3.7.2 Diagnéstico

Existen diversos métodos de identificaciéon de la enfermedad, los frotis en
muestras de sangre de caninos para la deteccion de microfilarias es el mas
comun y practico, también se puede realizar analisis de sangre para detectar la
presencia de antigenos, pruebas rapidas de ELISA para detectar antigenos de
parasitos adultos, radiografia, electrocardiografia, ecocardiografia y pruebas
moleculares (Abdulkadir and Kebede, 2024, Rodriguez et al., 2019, Ljubica and
Vesna, 2020).

Las microfilarias pueden detectarse en sangre del canino después de 6 meses
de la infeccidn, una vez que los gusanos maduraron y se encuentran produciendo
microfilarias (Prichard, 2021).

2.3.7.3 Tratamiento

El objetivo del tratamiento para la dirofilariasis es eliminar las diferentes etapas
del ciclo de vida del parasito y mejorar las condiciones de vida del huésped

procurando la menor cantidad de repercusiones (Ljubica and Vesna, 2020).
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Los efectos secundarios de una destruccion masiva de parasitos adultos, es un
riesgo a tomar en cuenta al momento de elegir un tratamiento, ya que se puede
provocar un tromboembolismo en venas y arterias pulmonares, congestion,
hipoxia, una liberacion de citoquinas al torrente sanguineo y por ende, causar un
choque, aunado a esto, se debe considerar también eliminar a las bacterias
endosimbioticas Wolbachia, ya que se puede provocar un choque séptico al
liberar las proteinas de la misma (Abdulkadir and Kebede, 2024, Thilakarathne et
al., 2023).

Los parasitos adultos se pueden eliminar quirdrgicamente por terapia
endovascular, tomando en cuenta que se debera extraer al parasito completo,
debido a que la ruptura del parasito puede ocasionar una reaccién anafilactica
por la liberacion de antigenos parasitarios y producir la muerte del paciente
(Alonso et al., 2022).

2.3.8 Prevencion y control

Los nematodos filariales son parasitos que causan enfermedades en animales y
humanos a lo largo del mundo, y contar con una estrategia preventiva es

importante para disminuir la incidencia de infeccion (Wheelerl et al., 2020).

La prevencion adecuada es la herramienta mas efectiva para combatir la
enfermedad, el uso de la profilaxis quimica durante todo el afio en mascotas es
un método prioritario en los lugares donde se haya confirmado la presencia de D.
immitis, asi como la aplicacion de tratamientos para combatir a mosquitos
vectores del parasito en temporada de mayor actividad de los mismos, eliminar
sitios ideales para criadero, uso de mosquiteros y repelentes, con la intencién de
evitar su propagacién, supervivencia y por ende, su picadura (Abdulkadir and
Kebede, 2024, Maggi and Kramer, 2019, Duval et al., 2023).

Concientizar a los médicos, veterinarios y propietarios de mascotas sobre las
enfermedades transmitidas por mosquitos y contar con una rutina de insecticidas

y repelentes apropiados para animales y humanos, es un complemento de
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utilidad para combatir la tasa de infeccion (Prichard, 2021, Panarese et al., 2023,
Ong et al., 2022, Chable et al., 2018).

La profilaxis quimica con el uso de antihelminticos de lactona macrociclica, esta
enfocada a eliminar las etapas de desarrollo del parasito en los estadios L3 y L4
los cuales son sensibles, de esta manera, se previene la evolucién del parasito

adulto en las arterias pulmonares (Prichard, 2021).

Una de las metas para el control y prevencion de la D. immitis consiste en prestar
atencion a los caninos desprotegidos y expuestos al reservorio del parasito, ya
que representan un riesgo al pasar desapercibidos por no presentar signos

clinicos especificos de la enfermedad (Abdulkadir and Kebede, 2024).
2.3.9 Zoonosis

La zoonosis son patégenos transmitidos entre animales y humanos (y viceversa)
causantes de enfermedades; debido a que comparten el mismo entorno, es una

situacion que se presenta con frecuencia (Meseko et al., 2024).

La prevalencia de D. immitis en caninos implica una situacion de riesgo para los
humanos, ya que el humano es un huésped accidental del nematodo, por lo que
deberia de considerarse como un problema de salud publica (Abdulkadir and
Kebede, 2024, Ubleis et al., 2018, Noack et al., 2021), cuando un mosquito
infectado se alimenta de un humano, la microfilaria llega a la vasculatura
pulmonar en donde se desarrolla convirtiéndose en adulto juvenil, sin embargo,
el ciclo no progresa, ya que los parasitos mueren en la periferia pulmonar
causando nodulos pulmonares asintomaticos de caracter benigno, que rara vez
son diagnosticados correctamente  (Prichard, 2021, JerSe, 2022, Garcia
Rodriguez et al., 2022, Chakarova and Mitev, 2020).

Los nodulos se presentan en el parénquima pulmonar como lesiones
circunscritas de 1 a 3 cm de didmetro, color amarillo grisaceo y de apariencia
redonda, en cuyo interior se encuentra una larva inmadura, calcificada o
necrosada, rodeada por fibroblastos que bloquean el lumen arterial (Cirer et al.,
2019).
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La presencia de estos nodulos pulmonares generalmente no causan sintomas,
sin embargo, cuando se llegan a presentar, el paciente reporta fiebre, escalofrios,
dolor toracico, tos, fatiga, hemoptisis, sincope, pérdida de peso y dificultad para
respirar (Dhanalakshmi, 2024, Cirer et al., 2019). Es un hallazgo observado en
las radiografias de torax, con apariencia de una moneda, y requiere de una
intervencién quirurgica para removerlo (Cirer et al., 2019, Chakarova and Mitey,
2020).
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lll. MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en los municipios de Aguascalientes,
Asientos, Calvillo, Cosio, Pabellén de Arteaga y Rincén de Romos del estado de
Aguascalientes, México. El estado de Aguascalientes no cuenta con un estudio
sobre su fauna de artrépodos presente, el conocimiento de su entomofauna, se
ve limitado a ciertos municipios o localidades, ademas de que no existen

precedentes de busqueda del nematodo D. immitis (Villegas and Angon, 2021).

Esta region forma parte de la Sierra Madre Occidental, Mesa Central y el Eje
Neovolcanico entre las coordenadas 101°53’ y 102°52’ de longitud oeste y los
paralelos 22°27’ y 21°28’ de latitud norte.

Debido a la variabilidad del ecosistema que presenta el estado, cuenta con climas
secos, semisecos y templados dependiendo de la zona en que se encuentre,
reportando temperatura media anual de 20 a 22°C, mientras que en la serrania
la temperatura se mantiene en un rango de 16 a 18°C; ocurriendo algo similar en
cuanto a precipitacién anual, prevaleciendo un rango entre 400 y 500 mm y en el

territorio de la serrania aumenta hasta los 800 mm (Villegas and Angén, 2021).

Las condiciones que presenta el estado, son propicias para el parasito D. immitis,
ya que la temperatura media ideal para su desarrollo es de 22°C (Thilakarathne
et al., 2023).
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Figura 5. Senalizaciéon de los municipios de colecta en el estado de
Aguascalientes (INEGI, 2020).

Para este trabajo se colectaron mosquitos (Diptera: Culicidae) adultos en dos
colectas que se realizaron del nueve al 14 de julio del 2023 durante la temporada
seca del estado de Aguascalientes y del 29 al dos de octubre del mismo afo,
abarcando la temporada de lluvias. Del mismo modo los dias 24 y 25 de julio del
2024 se realizd una tercer colecta de estados inmaduros (larvas) de mosquitos
provenientes del municipio de Calvillo con la finalidad de analizar mosquitos en

estado adulto y larval en busqueda de parasitos, principalmente D. immitis.

Durante la primer colecta, que se nombré como “Colecta A”, se recorrieron los
municipios de Cosio, Rincon de Romos, Pabellon de Arteaga, Calvillo,
Aguascalientes y Asientos, recorriendo panteones, serrania o sitios alejados por

lo general de la mancha urbana.

La busqueda de especimenes se inicié desde las 9 am, y se recorrieron lugares
de limitado acceso donde se presentaran las condiciones idéneas para el
establecimiento de mosquitos.
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El tiempo de duracion en un sitio, dependia de la prolificidad de mosquitos en la
zona, permaneciendo desde 30 minutos en un solo lugar, hasta cinco horas; en
los sitios de serrania es donde el tiempo de colecta se extendia al amanecer (12
am), debido a que los mosquitos alcanzan su periodo maximo de picaduras un
poco antes al amanecer y un poco despues del atardecer (Karunaratne and
Surendran, 2022). Una vez que se localizaba un sitio ideal, y se confirmaba la

presencia de especimenes, se realizaban las colectas de especimenes.

Figura 6. Captura de mosquitos, colecta “A”.

Existen distintas técnicas para la captura de mosquitos, que pueden ser aplicadas

para colectar mosquitos en reposo o vuelo (Lozano and Morales, 2021).

En el presente trabajo se utilizaron aspiradores bucales entomoldgicos para
capturar mosquitos adultos posados en una superficie o picando; el cual consiste
en dos extensiones, una es un tubo de acrilico de 25 cm y posee una union a la
siguiente extension en donde se encuentran tres capas de red fina para solo
permitir el paso de aire, esta conectado a una manguera de latex de 70 cm de

extension, la cual cuenta con una boquilla de succidén que es operada el usuario.
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Figura 7. Aspirador entomolégico.

De la misma forma, se empled un aspirador mecanico, el cual consiste en un tubo
de PVC de cuatro centimetros de diametro, cuyo extremo esta adaptado para
introducir un vial de recoleccion con malla para permitir que los especimenes
permanezcan en el vial. En el otro extremo del tubo se encuentra una extensién
de tubo de siete centimetros de ancho donde se localiza un motor que cumple la
funcién de succién mecanica, este motor, es operado por una bateria recargable

de 12 voltios.

Figura 8. Aspirador mecanico y vial de recoleccion

Este aspirador fue utilizado para recolectar mosquitos en vuelo, reposo o
picando. De igual manera, en los sitios de serrania en el municipio de Calvillo, se
establecié una trampa Shannon para incrementar la posibilidad de colectar

especimenes adultos, la cual esta basada en un pabellén formado de tela blanca,
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con forma rectangular y sin base, en cada esquina superior tiene cuerda para
poder sujetarla en cuatro puntos, de tal forma que quede suspendida a 30 cm del

suelo.

Dentro de la misma, se posiciona un colector, de manera que se acumula CO2
proveniente de la transpiracion y exhalacién al respirar, por lo que es el principal
atrayente (Martinez et al., 2021) para que los artropodos entren en la trampa y

de esta manera sean capturados con el aspirador bucal o el aspirador mecanico.

Figura 9. Trampa Shannon.

Se colectaron mosquitos en vegetacion, picando, en llantas, arboles, lechos de
agua entre otros sitios. La fauna presente en esta colecta, incluye ovinos, aves,

porcinos, caprinos, caninos y felinos.

Los mosquitos recolectados fueron eutanasiados con vapores de cloroformo, el
cual ocasiona la muerte de los mismos pero permite preservar su forma, se
utilizaron dos métodos; para los especimenes que fueron colectados con el
aspirador bucal, se utilizé una cadmara letal entomolégica la cual consiste en un
tubo de vidrio con tapa de corcho y en cuyo fondo contiene pedazos de ligas,
algodoén y papel filtro, previamente, mediante el uso de una pipeta Pasteur
desechable de 10 ml se le introdujeron 7 ml de cloroformo al fondo del tubo en el

filtro.
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Una vez que se colectaba un mosquito con el aspirador bucal, la extension de
acrilico era introducia al fondo de la camara letal, en donde los mosquitos morian

al cabo de segundos.

Figura 10. Camara letal.

Para los mosquitos colectados con el aspirador mecanico, se colocé una torunda
de algodon infiltrada con cloroformo sobre la superficie de malla del vial de
recoleccion, la muerte de los especimenes ocurria a los pocos segundos de estar

bajo los vapores del cloroformo.

Despues de que se les quité la vida a los especimenes se agruparon de acuerdo
al sitio y dia de colecta. Los especimenes colectados se colocaron en viales
criogénicos y se identificaron de acuerdo al numero proporcionado por la cedula
correspondiente, la cual se llenaba de forma manual en cada sitio de colecta con
los datos correspondientes, que incluyen el niumero de colecta, la fecha, hora,
lugar, coordenadas, el tipo de colecta, hospedero, distancia de las casas y la

descripcion de: terreno, viento, cielo, ambiente y sombra.
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Una vez identificados los viales, se almacenaban para su conservacion en un
tanque conservador de nitrogeno liquido ABS MVE Millennium 2000 XC con
capacidad de almacenamiento de 20 litros para conservar la cadena de frio

durante su traslado a Torredn, Coahuila.

Figura 11. Tanque conservador de nitrégeno liquido.

Figura 12. Cedula de identificacion del sitio de colecta.
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Una vez que los especimenes llegaron al destino, fueron preservados en un
ultracongelador horizontal de tres pies Thermo Scientific a -80 °C para evitar la
degradacion del ADN.

En la segunda colecta, que se le nombro “Colecta B” se recolectaron mosquitos
del municipio de Calvillo principalmente en la zona de serrania. La fauna presente
en esta colecta, fueron vertebrados propios de la sierra como el lobo, zorro,

puma, liebre, coyote, tején, jabali, venado cola blanca y aves (INEGI, 2020).

Figura 13. Sitio de captura de mosquitos, colecta “B”.

En el curso de la tercer colecta, a la cual se le otorgé el nombre de “Colecta C”,
se recolectaron larvas de mosquitos en el municipio de Calvillo, que se
encontraron presentes en huecos de arboles (robles), de una altura aproximada
de 1.5 my cuyos huecos no superaban los 10 cm de profundidad; para colectarlos
se utilizé una pipeta y se colocaron en tubos tipo Eppendorf con tapén 1.5 ml con
alcohol al 90%, identificados de acuerdo a la cedula correspondiente, para su

traslado a Torredn, Coahuila.
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Figura 14. Sitio de colecta de larvas, colecta “C”.

La identificacidn morfolégica es el principal método para identificar mosquitos
vectores (Hadebe et al., 2024). Para ello se utiliz6 un estereomicroscopio
(SteREO Discovery.V8 Carl Zeiss) para su identificacion taxondmica de acuerdo

a las claves especificas (Harrison et al., 2016).

Se observo cada mosquito clasificandolos segun su cédula de identificacion, sexo
y especie, con ayuda de una mesa de enfriamiento de laboratorio (BioQuip 1429)

para conservar la cadena de frio.

Figura 15. Mesa de enfriamiento y clasificacién de mosquitos.

Una vez que se identificaron segun su especie y sexo, los especimenes adultos
hembras que se encontraron alimentadas fueron colocadas individualmente en

viales criogénicos identificados segun su cedula.
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Figura 16. Hembras alimentadas.

Estas hembras fueron conservadas para su envio al laboratorio Gabe’s ubicado
en San Antonio, Texas, Estados Unidos. En donde se realizd la extraccion del
ADN por medio del método DNAzol® (DN127) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, consecuentemente por medio de iniciadores genéricos se amplifico el
gen ribosomal 12S para detectar nematodos de 450 pares de bases (pb) 12SR
(5’ATTGACGGATG(AG)TTTGTACC3") y 12SF (5'-GTTCCAGAATAATCGGCTA-
3°) (Alvarado Torres et al., 2019).

Las muestras fueron procesadas por medio de PCR multiplex para detectar D.
immitis llevado a cabo con la amplificaciéon de la enzima citocromo C oxidasa
(COX1) tomando en consideracion el segmento amplificado de 170 pb para D.
immitis 'y los resultados fueron visualizados en gel de agar al 2 % con

electrofloresis horizontal.
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Las larvas se observaron con ayuda del estereomicroscopio (SteREO
Discovery.V8 Carl Zeiss), utilizando un vidrio de reloj con alcohol al 90 % se
clasificaron taxondmicamente de acuerdo a las claves de identificacion antes
mencionadas. Al momento de la identificacién, se observaron lavas parasitadas,
por lo que se seleccionaron 20 de las mismas para su envio al laboratorio Apha

en Londres, Inglaterra para determinar el parasito presente en las muestras.

Figura 17. Larvas parasitadas.

El parasito de las larvas se observd con la ayuda de un microscopio
estereoscoépico (Greenough Ivesta 3) y se identific6 molecularmente mediante la
amplificacion y posterior secuenciacion de su ADNr, mediante los cebadores
correspondientes para mermitidos 50-AAGGACGAAAGT TAGAGGTTC-30 y
50-GGAAACCTTGTTACGACTTTTA-30, para la amplificacion de mtADN de
COX1 se utilizaron los cebadores
(50-TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-30) y (50—
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-30) a una temperatura de hibridacion de 40
— 50°C, las secuencias del parasito se compararon con las existentes en el Gen

Bank utilizando el programa de alineamiento de secuencias BLAST (Altschul et
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al., 1990), y con el programa MUSCLE (Edgar, 2004) se compararon las

secuencias (Martinet et al., 2023).
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En las colectas Ay B se colectaron un total de 3809 mosquitos adultos, de los

cuales 2583 fueron hembras, 66 hembras alimentadas y 1160 fueron machos.

Cuadro 3. Colectas de mosquitos Ay B.

COLECTAA COLECTAB
Machos 1054 | | Machos 106
Hembras no alimentadas 2467 | | Hembras no alimentadas 116
Hembras alimentadas 52 Hembras alimentadas 14
Total de mosquitos 3573 | | Total de mosquitos 236

Se identificaron un total de 13 especies, en ambas colectas, encontrandose mas

variedad de las mismas en la colecta B.

Cuadro 4. Especies encontradas en ambas colectas, sefialando con

asterisco (*) las especies que se conoce son vectores de D. immitis.

ESPECIES COLECTAA

ESPECIES COLECTAB

Aedes aegypti* 1 Aedes epactius 4
Culex erythrothorax 15  Aedes trivittatus 23
Culex nigripalpus 1 Anopheles pseudopunctipennis 4
Culex quinquefasciatus™® 2146 Culex erythrothorax 58
Culex stigmatosoma 1382 Culex quinquefasciatus* 54
Culex thriambus 4 Culex stigmatosoma 83
Culiseta inornata™ 24 Culex tarsalis 4
Culiseta particeps
Haemagogus equinus 5
Se analizaron las 66 hembras alimentadas en busca de parasitos, las cuales

resultaron negativas a la deteccion del parasito D. immitis.
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Las hembras no alimentadas y los machos, no fueron seleccionados para su

analisis debido a los costos que implicaba el analisis por PCR.

De las lavas colectadas en la colecta C, se identificd que pertenecian a la especie
Aedes muelleri, de acuerdo a los resultados obtenidos de la identificacion
morfolégica y genomica del parasito presente en las larvas, se concluyo que se
trataba del mermitido Strelkovimermis spiculatus (Nematoda: Mermithidae)
(Poinar y Camino, 1986).

Figura 18. Nematodo mermitido Strelkovimermis spiculatus

Este mermitido es un parasito obligado de larvas de mosquitos, que puede
infectar hasta 100 especies distintas, afectando la etapa larval y por lo tanto
evitando su desarrollo y posterior emergencia a adulto, tiene un grado de
parasitismo elevado, son de facil manejo y tienen potencial reproductivo eficiente
tanto en laboratorio como en cria masiva en el ambiente, es un método de control
para el cual no es posible que se desarrolle una resistencia por parte del huésped,
no representan una amenaza para otros organismos ni para los humanos, por lo

que son seguros para el medio ambiente (Ghoneim and Bakr, 2024).

La etapa larval L1 y L2 de los mosquitos, presenta una susceptibilidad al
nematodo, por lo que ocurre una mayor tasa de mortalidad (Abagli and Alavo,
2019).

Se ha reportado la presencia de mermitidos en huecos de arbol, sin embargo, no
es algo cotidiano (Petersen, 1973). La distribucién de los mermitidos es una

cuestiéon complicada ya que solo se desarrollan en huéspedes larvarios y éstos
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mueren antes de emerger del habitat, por lo que la capacidad de los mermitidos
de diseminarse es limitada, y por ello, encontrarlos, es un hallazgo de relevancia
(Petersen, 1985).

Los mermitidos empleados como control biologico de plagas, pueden ser
distribuidos en su forma preparasitica con una bomba de pulverizacion manual o
aérea al medio ambiente, de igual forma, puede diseminarse su forma
posparasitica directamente al suelo humedo en el medio ambiente (Ghoneim and
Bakr, 2024).

El objetivo de este trabajo fue localizar el parasito D. immitis en las especies de
mosquitos colectadas en el estado de Aguascalientes, ya que no se encontro
literatura al respecto del tema en cuestion, se hipotetizaba encontrar el parasito
presente en al menos una especie recolectada, ya que la literatura indica que el
nematodo tiene una distribucién mundial (Abdulkadir and Kebede, 2024) y debido
al cambio climatico se ha reducido el ciclo de vida, tanto de los mosquitos como
del parasito, por lo que podria ser probable encontrar al parasito (Dixit et al.,
2024).

Sin embargo no se encontré D. immitis en los mosquitos recolectados, el analisis
por medio de PCR, a pesar de ser una técnica diagnostica eficaz para determinar,
en este caso un parasito, es sensible a la contaminacion de la muestra, pudiendo
arrojar falsos positivos o falsos negativos (Ercanbrack et al., 2024, Lau et al.,
2024), ademas, la extraccién efectiva del ADN de las muestras, y la conservacion
criogénica de las mismas, son factores fundamentales para obtener resultados
confiables (Khurana et al., 2021).

Otro factor importante a considerar, es el numero de mosquitos analizados, ya

que la cantidad de hembras alimentadas recolectadas fue menor a la esperada.

El hallazgo de mermitidos presentes en las zonas de colecta del presente trabajo,
es un aspecto destacable, ya que los nematodos mermitidos utilizados para el
control de vectores, son un importante método de control biolégico; existen

centros de investigacion en México dedicados a la cria de mermitidos para su
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produccion masiva y posterior aplicacion a criaderos artificiales de mosquitos,
contribuyendo a reducir vectores de enfermedades que afectan a la salud publica
del pais (Pérez-Pacheco et al., 2020). Por lo que encontrarlos representa un

hecho relevante al haberlos encontrado de forma natural en el medio.
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V. CONCLUSIONES

Dirofilaria immitis tiene una distribucion cosmopolita, siendo capaz de ser
transmitida por mas de 80 especies de mosquitos culicidos, en este estudio, no
se logro encontrar dicho parasito presente en las hembras colectadas mediante
su estudio por PCR, se concluye que el tamafio de las muestras colectadas, y la
preservacion y almacenamiento de las mismas, fueron factores determinantes
para encontrar negativas las muestras, no se descarta la idea de realizar mas

investigaciones para conocer si el parasito esta presente en el estado.

Por otro lado, los nematodos mermitidos pueden ser utilizados como control
biolégico de mosquitos vectores y se han reproducido artificialmente en
condiciones de laboratorio para después introducirlos y ser probados en campo
abierto, el hallazgo de estos parasitos de manera natural y parasitando larvas de
mosquitos silvestres, implica un interesante descubrimiento entomoldgico que
abre la puerta a realizar mas estudios al respecto, para conocer de qué manera
se instalo ahi el parasito y si existen mas sitios con las condiciones necesarias

para el desarrollo de los mismos.
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