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RESUMEN. La dirofilariosis es una enfermedad causada por el nematodo del género Dirofilaria, el cual es
transmitido por mosquitos afecta a poblaciones caninas y felinas principalmente, siendo los humanos hospederos
incidentales. A pesar de los reportes de estudios realizados en nuestro pais el presente trabajo es el primero llevado a
cabo en la regién sur de Chiapas. En los meses de septiembre a octubre de 2018 se realizaron colectas en seis
cementerios de cuatro municipios del Soconusco, Chiapas, en la temporada de lluvias. En total se colectaron 1573
mosquitos hembras pertenecientes a 9 géneros y 18 especies, los cuales se analizaron en grupos mediante PCR para
la deteccién de nematodos. Seis grupos de mosquitos resultaron positivos a D. immitis para dos sitios de muestreo.
Las especies infectadas fueron Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. angustivittatus y Ae. taenorhynchus con tasa minima
de infeccién de 2.5, 4.6, 0.19 y 0.83, respectivamente, para el caso de D. repens el total de los grupos analizados
fueron negativos. Por dltimo, Ae. albopictus fue la especie dominante en todos los cementerios, mientras que, la
mayor similitud de especies se encontr6 en los cementerios Tapachula y Huixtla.
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Detection of Dirofilaria immitis. (Spirurida: Onchocercidae) in the mosquito community
(Diptera: Culicidae) of cemeteries from Soconusco region, southern Mexico

ABSTRACT. Dirofilariosis is a disease caused by the nematode of the genus Dirofilaria, which is transmitted by
mosquitoes and affects canine and feline populations mainly, with humans being incidental hosts. Despite the reports
of studies conducted in our country, this work is the first carried out in the southern region of Chiapas. From
September to October 2018, collections were made in six cemeteries of four municipalities of Soconusco, Chiapas,
during the rainy season. A total of 1573 female mosquitoes belonging to 9 genera and 18 species were collected,
which were analyzed in groups by PCR for the detection of nematodes. Six mosquito pools were positive for D.
immitis for two sampling sites. The infected species were Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. angustivittatus and Ae.
taenorhynchus with a minimum infection rate of 2.5, 4.6, 0.19 and 0.83, respectively. in the case of D. repens, the
total of the groups analyzed were negative. Finally, Ae. albopictus was the dominant species in all the cemeteries,
whereas, the greater similarity of species were found in the cemeteries of Tapachula and Huixtla

Keywords: Aedes albopictus, Dirofilaria immitis, dirofilariosis, mosquitoes, zoonoses.

INTRODUCCION

Los nematodos del género Dirofilaria se encuentra entre los agentes infecciosos mas comunes
que afectan tanto a poblaciones de caninos y felinos como al humano. Dentro de este grupo
taxonomico las dos especies méas importantes son D. immitis, causante de la enfermedad
cardiopulmonar canina, y D. repens, la cual se encuentra cominmente en tejidos subcutaneos de
los reservorios (Otranto et al., 2011). Como otras especies de la familia Onchocercidae, estos
nematodos necesitan un artropodo para cumplir su ciclo de vida, es asi que los mosquitos de los
géneros Aedes, Anopheles y Culex cumplen con la funcién de vector (Luck et al., 2014). Aedes
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albopictus (Skuse) ha sido reportado como vector principal de ambas especies de dirofilarias
(Cancrini et al., 2003). Este mosquito es capaz de adaptarse a los ambientes urbanos, periurbanos
y rurales donde abundan los contenedores artificiales (Li et al., 2014).

Las dirofilarias adultas sobreviven durante varios afios en perros infectados produciendo
microfilarias, sobre todo, cuando las condiciones ambientales son ideales para el incremento de
las poblaciones de mosquitos que se encargan de la diseminacion de los nematodos en areas
geograficas especificas. El riesgo de infeccion se incrementa considerablemente por la exposicion
de las poblaciones humanas con perros y mosquitos involucrados en la transmision del nematodo
(Simon et al., 2009). En nuestro pais, las tasas mas altas de infeccion han sido reportadas en las
zonas costeras del Golfo de México (Labarthe y Guerrero, 2005).

Debido a la escasa informacion sobre la presencia de Dirofilaria en la vertiente del Pacifico, el
objetivo del trabajo fue determinar la prevalencia de Dirofilaria immitis y la composiciéon de
especies en la comunidad de mosquitos presentes en los cementerios del sur de Chiapas mediante
PCR. por ser considerados estos sitios extradomiciliarios como fuentes importantes de
reinfestacion de mosquitos en los paisajes antropizados.

MATERIALES Y METODO

El muestreo de mosquitos se llevo a cabo durante la temporada de Iluvias (septiembre-octubre
de 2018) en seis cementerios de cuatro municipios (Huixtla, Suchiate, Tapachula y Union Juarez)
pertenecientes a la region Soconusco, Chiapas (Figura 1). Los mosquitos fueron capturados con
redes entomoldgicas, aspiradores manuales y trampas BG-Sentinel entre las 8:00-11:00 h. Todos
los ejemplares fueron depositados en contenedores de pléastico y transportados vivos al
Laboratorio de Taxonomia y Biogeografia de Vectores en el Centro Regional de Investigacion en
Salud Publica (CRISP). En el laboratorio, se sacrificaron a una temperatura de -20 °C para evitar
la degradacion del ADN. Después, se realiz6 la identificacion taxonémica y separacion por sexo
de los individuos en base a los caracteres morfoldgicos y las claves dicotomicas de Clark-Gil y
Darsie (1983).

Figura 1. Localizacion de los sitos de colecta de mosquitos en la regién Soconusco, Chiapas.

Una vez identificados los individuos se conformaron grupos de 1 a 5 mosquitos por especie y
se mantuvieron a -20°C hasta la extraccion del ADN.

Extraccion y deteccién de ADN de Dirofilaria immitis. La extraccion del ADN de los grupos
de mosquitos se realiz0 mediante el método del DNAzol. Posteriormente, la deteccion de
Dirofilaria, se llevé a cabo de la siguiente manera, primeramente, se amplifico un fragmento del
gen ribosomal 12S utilizando iniciadores genéricos para la deteccion de nematodos de 450 pb.
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12SF (5"-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3") y 12SR (5’ATTGACGGATG(AG)TTTGTACC-
3") (Casiraghi et al., 2004). Aquellas muestras que resultaron positivas fueron analizadas por
PCR multiplex para la deteccion de D. immitis y D. repens. Lo anterior, consistio de la
amplificacion de un fragmento de la enzima citocromo C oxidasa (COX1) para la diferenciacion
entre especies considerando el tamafio del segmento amplificado: 170 pb para D. immitis y 479
pb para D. repens (Latrofa et al., 2012). La visualizacién de los productos de PCR se llevé a
cabo por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2.0%.

Analisis de datos. Se calculd la tasa minima de infeccién (TMI) con el nimero de grupos
positivos/Total de mosquitos analizados X 1000 (Walter et al., 1980). Al mismo tiempo, se
realiz6 un andlisis de diversidad para determinar la dominancia y comparar la riqueza de especies
entre las comunidades de mosquitos de cada cementerio. Por ultimo, se gener6 un dendograma de
similitud por medio de un andlisis de cluster multivariado, usando el indice de Morisita con el
programa PAST 3.16 (Moreno, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se colectaron 2532 mosquitos pertenecientes a 9 géneros y 18 especies de la familia
Culicidae (Cuadro 1). Unicamente, 1573 hembras fueron utilizadas para la extraccion de ADN
distribuidas en 106 grupos.

Cuadro 1. Abundancia de mosquitos en los sitios de colecta.

Cementerio Subtotal

Especies HU SU TA AO PM uJ

d @ & @ & @ & ¢ 4 2 4 ¢ & @
Aedes aegypti 2 6 3 19 6 7 4 55 17 119 30
Aedes albopictus 96 121 68 129 299 276 247 588 36 124 15 31 761 1269
Aedes angustivittatus 1 1 7 52 7 54
Aedes quadrivittatus 60 60
Aedes podographicus 1 1
Aedes serratus 6 6
Aedes taeniorynchus 2 12 74 88
Anopheles parapunctipennis 5 5
Culex quinquefasciatus 14 4 32 16 10 1 56 21
Culex conservator 1 1
Haemagogus equinus 1 1
Limatus durhamii 2 2 4
Mansonia dyari 1 1 2
Psorophora albipes 1 3 4
Psorophora ferox 12 12
Psorophora varipes 15 5 15 5
Toxorhynchites moctezuma 1 1 1 1 2
Wyeomyia
abebela/melanopus 4 1 2 1 8
Total 98 127 118 137 318 289 294 701 116 221 15 98 959 1573

Huixtla (HU), Suchiate (SU), Tapachula (TA), Alvaro Obregon (AO), Puerto Madero (PM) y Unién Juérez (UJ).

Del total de grupos analizados, 6 resultaron positivos a D. immitis con una TMI de 2.5 para
Ae. aegypti, 4.6 para Ae. albopictus, 0.19 para Ae. angustivittatus y 0.83 para Ae. taeniorhynchus.
Los mosquitos infectados fueron colectados en los cementerios de Tapachula y Alvaro Obregon,
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Chiapas (Cuadro 2). En contraste con D. repens los resultados fueron negativos en el 100 % de
los grupos.

Cuadro 2. Tasa minima de infeccion (TMI) para D. immitis en diferentes especies de mosquitos de la
region Soconusco, Chiapas.

Cementerio
. HU SU TA AO PM uJ *
Especie Grupos Grupos Grupos Grupos Grupos Grupos ™I
) () () () () (*)
Aedes aegypti 3 6 4 17 2.5
(0) (0) (1) (0)
Aedes albopictus 121 129 276 588 124 31 4.6
(0) () 1) 3) (0) (0)
Aedes angustivittatus 1 1 52 0.19
(0) (0) 1)
Aedes taeniorhynchus 2 12 74 0.83
) 1) Q)

Los datos entre paréntesis indican el nimero de grupos positivos a D. immitis.
*TMI = Numero de grupos positivos/NUmero de mosquitos analizados X 1000

La Figura 2 muestra a Ae. albopictus con un rango de abundancia dominante en todos los
cementerios del area de estudio. Esto se debe a la plasticidad biologica que exhibe esta especie
de mosquito invasivo conferida por su rango de hospederos, la alta competitividad diurna de
ovoposicion en variados tipos de contenedores de agua peri y extradomiciliarios (Casas-Martinez,
2013; Taber et al., 2016). Por esta razén, los cementerios que se encuentran dentro del paisaje
urbano son considerados fuentes de reinfestacion de vectores de arbovirus y ahora de D. immitis.
Por otra parte, la mayor riqueza de especies resulté en el cementerio de Alvaro Obregon (S=14)
seguido por el de Tapachula (S=7) el cual alberga a las tres especies que resultaron positivas a D.

immitis. El cementerio con menor dominancia 0 mayor equidad entre especies fue el de Puerto
Madero (S=5).
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Figura 2. Indice de rango-abundancia de especies de mosquito en los cementerios de la regién Soconusco, Chiapas.
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El dendograma resultante de la comparacion del indice de Morisita (Figura 3), demostré una
similitud del 100% entre la comunidad de mosquitos presentes en los cementerios de Tapachula y
Huixtla probablemente como consecuencia de su localizacion altitudinal y a que ambos se
encuentran dentro de un ambiente urbano altamente modificado. Sin embargo, la riqueza de
mosquitos presentes no es la misma. Asimismo, los cementerios de Alvaro Obregon y Suchiate se
encuentran dentro del mismo conglomerado con >95% de similitud. ElI de Puerto Madero
(similitud de 80%), localizado en la zona costera y el de Union Juarez (similitud de 55%)
contrasta de los demés posiblemente por su ubicacién a 1278 msnm en la zona montafiosa. Al
respecto, se ha reportado que los factores que intervienen y promueven la diseminacion de la
dirofilariasis son principalmente la temperatura y humedad relativa; ademéas de la densidad de
mosquitos vectores y la presencia de los hospederos definitivos en los que el parasito se
reproduce y completa su desarrollo (Song et al., 2002). En este contexto, el conocimiento de la
composicion de especies y la similitud entre las comunidades de mosquitos proporciond
informacion suficiente para priorizar las zonas de riesgo.
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Figura 3. Dendograma de similitud especifica segun el indice de Morisita.

Este trabajo describe los resultados correspondientes al primer estudio sobre Dirofilaria
immitis. en la comunidad de mosquitos colectados en cementerios del sur de Chiapas

Los resultados demostraron que los mosquitos de las especies: Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae.
angustivittatus y Ae. taenorhynchus se encuentran infectados con D. immitis resaltando que Ae.
albopictus fue la especie con un mayor numero de grupos de especies positivas a D. immitis. A
diferencia de los resultados de Manriques-Saide et al. (2010) quien reportd que Ae.
taeniorhynchus es la principal especie vectora de dirofilariasis en Celestun, Yucatan. En
contraste, Torres-Chable et al. (2018) encontré grupos de mosquitos positivos a este parasito en
la especie Cx. quinquefaciatus en el estado de Tabasco. EI mismo autor, detectd positividad a D.
immitis en muestras sanguineas de perros lo cual es alarmante por el establecimiento de un
posible ciclo de transmision, ya que conviven con otros vectores competentes y abundantes a lo
largo de la costa, como Ae. aegypti y Ae. taeniorhynchus, especies también reportadas como
vectores.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio exploratorio identificaron a Ae. albopictus, Ae. aegypti, Ae.
taeniorhynchus, y Ae. angustivittatus como posibles especies participantes en la transmisién de
D. immitis en distintos estratos altitudinales de la region del Soconusco, Chiapas. Estos hallazgos,
constituyen el primer componente para determinar posibles focos de transmision de dirofilariasis
en la zona. Por esta razon, se espera que los resultados puedan servir de linea base para la toma
de decisiones de las autoridades sanitarias encargadas de las zoonosis y la salud publica para la
implementacién de un programa de vigilancia de mosquitos y hospederos (caninos y felinos).
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