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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por vectores constituyen mas del 17% de todas las enfermedades
infecciosas y causan mas de 700,000 muertes anuales. Estas enfermedades pueden ser provocadas
por parésitos, bacterias o virus. Los vectores, que son organismos capaces de transmitir patogenos
infecciosos entre personas o de animales a personas, incluyen en su mayoria artropodos
hematofagos que adquieren los microorganismos patdgenos al alimentarse de la sangre de un
portador infectado y los transmiten a un nuevo huésped. La filariasis, una enfermedad parasitaria
causada por nematodos, se transmite a través de la picadura de un artropodo vector que inocula
larvas en el huésped (Rodriguez, 2002). Este estudio se centr( en la investigacion de la presencia
de microfilarias en mosquitos en el area metropolitana de Monterrey, N.L., México, abarcando los
municipios de Monterrey, Guadalupe, Juarez, Apodaca y San Nicolas, con el objetivo de mejorar
la comprension de la epidemiologia de enfermedades transmitidas por vectores en la region. Se
recolectaron mosquitos utilizando trampas BG-GAT en domicilios y aspiradores en zonas cercanas
a estos, y los ejemplares fueron analizados en el Laboratorio de Entomologia Médica de la UANL.
La extraccion de ADN y la PCR mudltiple se emplearon para detectar la presencia de microfilarias
de Dirofilaria immitis, Dirofilaria reconditum y Dirofilaria repens. De un total de 747 mosquitos
hembra recolectados, se identificaron microfilarias de Dirofilaria immitis en 15 mosquitos
provenientes de cuatro localidades de muestreo: Apodaca, Juarez, Monterrey y San Nicolas. Las
especies infectadas incluyeron Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex pipiens quinquefasciatus,
con tasas de infeccion de 12.66%, 13.77% y 21.56%, respectivamente. El analisis del contenido
alimenticio revel6 que los mosquitos se habian alimentado de perro, gato y humano. La mayor
rigueza de especies de mosquitos se encontré en el municipio de Juarez (S=4), seguido por
Apodaca (S=3), Monterrey (S=3), Guadalupe (S=2) y San Nicolas (S=1). Sin embargo, el
municipio de Monterrey mostrd la mayor abundancia de mosquitos, representando el 46% del
muestreo total. La comparacion con el indice de similitud de comunidades de Morisita mostré una
similitud superior al 100% entre Apodaca y San Nicolas, y del 90% entre Monterrey y Guadalupe.
Culex pipiens quinguefasciatus fue la especie dominante en todas las localidades de recoleccion.
Estos hallazgos sugieren un riesgo potencial significativo para la transmision de enfermedades
transmitidas por vectores en la poblacion local, destacando la necesidad de implementar estrategias

efectivas de control vectorial en la region.



ABSTRACT

Vector-borne diseases account for more than 17% of all infectious diseases and result in over
700,000 deaths annually. Parasites, bacteria, or viruses can cause these diseases. Vectors,
organisms capable of transmitting infectious pathogens between individuals or from animals to
humans, primarily include hematophagous arthropods. These arthropods acquire pathogenic
microorganisms by feeding on an infected host's blood and transmitting them to a new host.
Filariasis, a parasitic disease caused by nematodes, is transmitted via the bite of an arthropod vector
that inoculates larvae into the host (Rodriguez, 2002). This study focused on investigating the
presence of microfilariae in mosquitoes within the metropolitan area of Monterrey, Mexico,
including the municipalities of Monterrey, Guadalupe, Juarez, Apodaca, and San Nicolas. The aim
was to enhance understanding of the epidemiology of vector-borne diseases in the region.
Mosquitoes were collected using BG-GAT traps and manual aspirators in residential areas and
nearby locations, and the specimens were analyzed at the Medical Entomology Laboratory at the
Universidad Auténoma de Nuevo Leon. DNA extraction and multiplex PCR were employed to
detect the presence of Dirofilaria immitis, Dirofilaria reconditum, and Dirofilaria repens. Out of
747 female mosquitoes collected, Dirofilaria immitis was identified in 15 from four sampling
locations: Apodaca, Juarez, Monterrey, and San Nicolas. The infected mosquito species included
Aedes aegypti, Aedes albopictus, and Culex pipiens quinquefasciatus, with infection rates of
12.66%, 13.77%, and 21.56%, respectively. Blood meal analysis revealed that the mosquitoes had
fed on dogs, cats, and humans. The highest mosquito species richness was observed in the
municipalities of Juarez (S=4), followed by Apodaca (S=3), Monterrey (S=3), Guadalupe (S=2),
and San Nicolas (S=1); however, Monterrey showed the greatest mosquito abundance,
representing 46% of the total sampling. Morisita's index of similarity indicated a similarity of over
100% between Apodaca and San Nicolas and 90% between Monterrey and Guadalupe. Culex
pipiens quinquefasciatus was the dominant species in all collection sites. These findings suggest a
significant potential risk for the transmission of vector-borne diseases in the local population,

underscoring the need to implement effective vector control strategies in the region.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por vectores representan mas del 17% de todas las enfermedades
infecciosas y ocasionan mas de 700 000 muertes cada afio, (Vector-Borne Diseases, 2020). Estas
enfermedades pueden ser causadas por parasitos, bacterias o virus. Los vectores son organismos
vivos que pueden transferir patdgenos infecciosos entre personas o de animales a personas.
Muchos de estos vectores son artropodos hematdfagos que adquieren los microorganismos
patogenos al ingerir la sangre de un portador infectado (ya sea persona o animal) y luego los

transmiten a otro individuo una vez que los patdgenos se han replicado (Rodriguez, 2002).

La filariasis es una enfermedad parasitaria causada por nematodos del orden Spirurida,
pertenecientes a la superfamilia Filarioidea. Estos nematodos son delgados y viviparos, con su
primer estadio en forma de microfilaria. Se encuentran principalmente en tejidos y cavidades del
cuerpo de los vertebrados. Infectan principalmente a mamiferos a través de un vector artrépodo
hematofago, que transmite las larvas mediante su picadura (Bulanti, 2005). Una vez en el torrente
sanguineo, son ingeridas por el vector para completar su ciclo de vida, infectando después a otro
hospedero (Anderson, 2000). La presencia de estos agentes patdgenos en el sistema circulatorio se
conoce como microfilaremia (Borras et al, 1999).

La familia Onchocercidae, dentro del orden Spirurida y la superfamilia Filaroidea, es reconocida
por su capacidad para afectar a humanos y mamiferos con enfermedades parasitarias graves. Se
estima que hay entre 70 y 80 géneros en esta familia, con aproximadamente 34 géneros altamente
patogenos para mamiferos. Las enfermedades asociadas incluyen loasis, elefantiasis, oncocercosis,
dirofilariasis, entre otras (Anderson, 2000). Se conocen seis especies de filarias que afectan a los
perros, entre ellas el gusano del corazén Dirofilaria immitis, asi como las especies Filaroide hirthi,
Filaroide milksi, Filaria osleri, Dipetalonema reconditum y Dirofilaria repens (Bulanti, 2005).
Las filariasis tienen una distribucion global, aunque son mas frecuentes en climas tropicales
(Taylor, 2002); siendo endémicas en ciertas regiones de Africa, Asia, las Islas del Pacifico y
Ameérica del Sur, impactando a una poblacion estimada de 120 millones de personas en todo el
mundo (Werner, 2022).

La filariasis es una enfermedad desatendida en Meéxico y no se considera endémica en el pais. Se

han registrado casos aislados de filariasis importada en personas que han viajado a areas donde la



enfermedad es endémica. Sin embargo, la ausencia de un programa de vigilancia y monitoreo

dificulta determinar la verdadera incidencia de la enfermedad en México (Jiménez, 2021).

La dirofilariasis, una enfermedad parasitaria transmitida por mosquitos esta emergiendo como un
tema de preocupacién en diversas partes del mundo. Desde un punto de vista entomolégico y
parasitoldgico, esta afeccidn revela una intrincada interaccion entre los mosquitos, los nematodos
del género Dirofilaria y los hospedadores vertebrados, incluidos los seres humanos (Hernandez,
2021). Es crucial considerar que la filariasis puede ocasionar serios problemas de salud, tales como
inflamacién crénica, disfuncion renal, lesiones pulmonares y linfedema. Por ello, resulta
fundamental prevenir la infeccion mediante el control de mosquitos y la atencién temprana de los

individuos infectados (Sanchez, 2014).

La filariasis tiene relevancia debido a su impacto en la salud y el bienestar de los afectados, su alta
prevalencia global, las implicaciones econdmicas, asi como su influencia en el turismo en éreas
tropicales y su posibilidad de erradicacion. El propdsito de este estudio es abordar los posibles
vectores (mosquitos) y confirmar la existencia de filarias a través de pruebas de PCR. Asimismo,

busca determinar la frecuencia de la infeccion en dichos vectores.



2. ANTECEDENTES

2.1.Dirofilariasis: Epidemiologia, Vector, Hospederos y Situacion Actual

La dirofilariasis es una enfermedad parasitaria causada por el nematodo Dirofilaria immitis,
conocido comunmente como el gusano del corazon. Esta patologia afecta predominantemente a
perros y otros animales domésticos, aunque en casos excepcionales puede presentar infecciones
en humanos. La infeccion por Dirofilaria immitis ocurre cuando un mosquito infectado con larvas
del nematodo pica a un huésped susceptible, transmitiendo las larvas al torrente sanguineo del
animal. Una vez en el sistema circulatorio, las larvas migran hasta asentarse en las arterias
pulmonares y en el ventriculo derecho del corazon, donde se desarrollan y maduran a gusanos
adultos (Otranto y Deplazes, 2019).

2.2. Filariasis epidemiologia global y contexto regional
2.2.1. Perspectiva Global

La filariasis es una enfermedad parasitaria crénica provocada por diversos nematodos
pertenecientes al género Filarioidea. Estas infecciones son transmitidas por vectores insectos,
principalmente mosquitos, y tienen el potencial de causar afecciones severas y discapacitantes en
los individuos afectados. A nivel mundial, la filariasis se clasifica en dos formas principales:
filariasis linfatica y filariasis subcutanea (Lymphatic Filariasis, 2022). La filariasis linfatica, cuya
etiologia se asocia predominantemente a Wuchereria bancrofti, Brugia malayi y Brugia timori,
incide sobre el sistema linfatico y puede dar lugar a elefantiasis, una afeccion debilitante
caracterizada por una hinchazon extrema en las extremidades y otros tejidos (Molloy y Cavanagh,
2020). En contraste, la filariasis subcutanea, provocada por Onchocerca volvulus y Loa loa, se
manifiesta mediante la formacién de nddulos subcutaneos y puede desencadenar complicaciones
oculares y otras graves afecciones (Fitzsimmons et al., 2019). Segun la estimacion de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), mas de 120 millones de personas en todo el mundo
estan infectadas con filariasis, siendo las regiones tropicales y subtropicales de Africa, Asia, y
Ameérica Central y del Sur las mas afectadas (WHO, 2023). Aunque los programas de control y
eliminacion de filariasis han mostrado avances significativos, la enfermedad sigue representando

un desafio importante para la salud pablica en numerosas areas.

2.3.Ciclo de vida general de las filarias



Las microfilarias representan el estadio inmaduro de un grupo de organismos que se encuentran
en el torrente sanguineo en forma de filaria. Estas microfilarias son el producto del apareamiento
de dos nematodos adultos dentro del hospedero definitivo, y son liberadas en el sistema
circulatorio. Una vez en el torrente sanguineo, son ingeridas por el vector para completar su ciclo
de vida, infectando después a otro hospedero (Anderson, 2000). La presencia de estos agentes

patogenos en el sistema circulatorio se conoce como microfilaremia (Borras et al., 1999).

Tomando en cuenta las diferentes especies, el ciclo de vida general (Figura 1) de estos nematodos
cuando son adultos desarrollan una reproduccion en la que las larvas viajan al torrente sanguineo
en forma de L1 primer estadio larval o microfilaria, estds permanecen circulando en el hospedero
para ser ingeridas por el vector, un artrépodo hemat6fago que cumple su funcién de hospedero
intermediario, en el hospedero intermediario la larvas L1 se desarrollan en el interior del vector en
los tabulos de Malpighi o el hemocele donde pasan a un segundo estadio L2 y posteriormente a un
tercer estadio L3, siendo esta la Ultima etapa y la infectiva al migrar a la cabeza y proboscide del
vector y que se transmite a un nuevo hospedador cuando el vector pica nuevamente (Notarnicola,
2004).

Una vez en el hospedero, las larvas buscan un lugar adecuado para desarrollarse hasta convertirse
en adultos (Rivas, 1990). La transmision de la filariasis generalmente ocurre a traves de mosquitos
de las familias Culicidae o Phlebotomidae, asi como también por moscas de la familia Tabanidae.
Después de la transmisidn, las larvas se posicionan en el érgano blanco para desarrollarse hasta

convertirse en adultos (Supali et al., 2006).
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Figura 1. Ciclo de vida de Dirofilaria immitis. Hernandez, (2021).

2.4.Dirofilaria immitis

Favia et al, (1996) a partir de la informacion genética de Dirofilaria repens y D. immitis, disefiaron
herramientas moleculares especificas para identificar estas especies mediante PCR. Este método
permitio distinguir microfilarias en muestras de sangre, larvas en desarrollo en mosquitos y adultos
inmaduros en muestras de tejido, superando las dificultades de la identificacion morfol6gica en
etapas tempranas. La PCR demostrd ser sensible y adaptable a diferentes condiciones de
almacenamiento, excluyendo el uso de formalina. Esta capacidad de identificacion precisa desde
distintos tipos de muestras ha mejorado la deteccion de infecciones en humanos y ha potenciado
las investigaciones epidemioldgicas, particularmente en regiones donde ambas especies de

nematodos son comunes, como ltalia.

Mar et al. (2002) llevaron a cabo un estudio centrado en las especies D. immitis y D. reconditum,
en el cual se clonaron y secuenciaron la region espaciadora transcrita. A partir de esto, se disefiaron
dos pares de cebadores especificos derivados de ITS2 para su uso en PCR. Sus resultados indicaron
que la PCR permitia la deteccion de 1 x 10—2 microfilarias de cada especie de paréasito. Por lo



tanto, concluyeron que D. immitis y D. reconditum podrian diagnosticarse diferencialmente

mediante esta técnica de PCR especifica.

En la Guayana Francesa, Laidoudi et al. (2020) llevaron a cabo un estudio para detectar filariasis,
utilizando 98 muestras de sangre canina. Estas muestras fueron evaluadas mediante la prueba de
antigeno del gusano del corazon y analisis de ADN de filarias y Wolbachia mediante qPCR
multiplex especifica de especie. Se detectaron antigenos del gusano del corazén en 15 perros. De
estos, seis se consideraron infecciones ocultas, ya que no se detectaron microfilarias ni ADN de
Dirofilaria immitis. Se identificaron 11 aislados de D. immitis, correspondientes a una cepa de baja
virulencia. Ademas, seis de los aislados de D. immitis resultaron positivos para endosimbiontes de
Wolbachia asociados a D. immitis.

Prichard (2021), present6 una prueba de supresion de microfilarias que puede servir como prueba
sustituta. El tratamiento anti-Wolbachia con doxiciclina, administrada diariamente durante 28 dias,
ha demostrado reducir la transmision y eliminar los parasitos adultos. No obstante, se requieren
nuevas clases de preventivos contra el gusano del corazon. Aunque cualquier estrategia preventiva
debe ser altamente efectiva, los requisitos de registro para una eficacia del 100 % pueden
obstaculizar el desarrollo de nuevas clases Utiles de preventivos. La continua dependencia de los
preventivos de lactona macrociclica, cuando no son efectivos contra los genotipos resistentes,

podria propagar la resistencia y permitir la proliferacion de mas enfermedades.

En un estudio mas reciente, Scavo et al. (2022) evaluaron la prevalencia de D. immitis en perros,
muestreando un total de 200 muestras de sangre. Las muestras de suero canino fueron analizadas
con el kit DiroCHEK® antes y después de disociaciones de complejos inmunes, seguido de la
aplicacién de una PCR cuantitativa y una gPCR basada en sonda. Los resultados revelaron una
prevalencia del 40.8% en perros mayores de 6 meses. Se detectd el antigeno del gusano del corazén
en el 33.5% de los perros antes y en el 40.7% después de las disociaciones de complejos inmunes
utilizando DiroCHEK®. Ademas, el 20,1% de los perros arrojaron resultados positivos mediante

la gPCR basada en sonda, mientras que solo uno result6 positivo con HRM gPCR.

Por otro lado, Sobotyk et al. (2022), determinaron la ocurrencia de D. immitis en coyotes en todo
Texas mediante deteccidn de antigenos y ensayos moleculares. Se recolectaron muestras de sangre

de 122 coyotes, las cuales se evaluaron seroldgicamente utilizando DiroCHEK®, qPCR y PCR



convencional. Los resultados combinados mostraron 12 muestras positivas: siete para antigeno,
ocho para qPCR vy cuatro para PCR convencional. Estos hallazgos confirman la presencia de

infeccion por D. immitis en coyotes tanto en el sur como en el norte de Texas.

2.5.El Vector de la Dirofilariasis

El principal vector de Dirofilaria immitis es el mosquito del género Aedes, aunque otras especies
de mosquitos, como Culex y Anopheles, también pueden participar en la transmision de la
enfermedad. Los mosquitos sirven como hospedadores intermedios en el ciclo de vida del parasito,
permitiendo que las larvas se desarrollen en su interior antes de ser transmitidas a un nuevo
huésped durante la picadura (Nelson et al., 2020). La presencia y densidad de estos vectores son
factores determinantes en la epidemiologia de la dirofilariasis. Condiciones climéticas que
favorecen la proliferacion de mosquitos, tales como temperaturas célidas y alta humedad,

incrementan el riesgo de transmision de la enfermedad (Rojas et al., 2022).
2.5.1. Registro de posibles mosquitos portadores de enfermedades en Nuevo Ledn

La microfilariasis canina se encuentra ampliamente difundida en todo el mundo y esté vinculada
a la presencia de vectores como mosquitos. Los dipteros, especialmente, actian como portadores
de organismos patdgenos tanto para humanos como para animales, tales como plasmodios, filarias
y arbovirus. En el estado de Nuevo Ledn, Elizondo (2002), proporciona una lista familias y
especies presentes en la region en la que se detallan las especies mosquitos en los diferentes
municipios de Nuevo Ledn (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de mosquitos distribuidas por municipios en el estado de Nuevo Leén (Elizondo, 2002).

MUNICIPIO ESPECIES

Apodaca Cx. tarsalis, Cx. p. quinquefasciatus, An. pseudopunctipennis, Ae. aegypti
Juarez Cx. tarsalis, Cx. p. quinquefasciatus, An. pseudopunctipennis, Ae. aegypti
Guadalupe Cx. tarsalis, Ae. aegypti

Monterrey Cx. tarsalis, Cx. p. quinquefasciatus, An. pseudopunctipennis, Ae. aegypti
San Nicolas de los Garza |Cx.tarsalis, Cx.p. quinquefasciatus, An. pseudopunctipennis, Ae. aegypti




2.6.Hospederos y Afectacion Humana

Los hospederos definitivos de Dirofilaria immitis son principalmente los perros domésticos, que
se infectan a través de la picadura de mosquitos infectados. En los perros, el parésito puede
provocar una serie de graves problemas cardiovasculares y pulmonares, incluyendo insuficiencia
cardiaca y dafio pulmonar (Nielsen et al., 2021). Los sintomas en los caninos pueden variar desde
tos y dificultad respiratoria hasta insuficiencia cardiaca severa (Otranto y Deplazes, 2019). Aunque
menos frecuente, también pueden infectarse los gatos, generalmente presentando sintomas menos

SEVeros.

En humanos, la dirofilariasis es menos comudn y generalmente se manifiesta en dos formas:
dirofilariasis subcutdnea o pulmonar. La forma subcutanea se caracteriza por la aparicion de
nodulos o tumores debajo de la piel, mientras que la forma pulmonar puede provocar tos y dolor
toréacico (Deplazes et al., 2022). Los casos humanos son esporadicos y se deben a la migracion de
larvas que no completan su ciclo de vida en el organismo humano, impidiendo que lleguen a

madurar completamente (Morchon et al., 2012).
2.7.Especies de Filarias que Causan Problemas en México

En México, la prevalencia de la filariasis es notablemente inferior en comparacién con otras
regiones tropicales. Sin embargo, algunas especies de filarias continlan siendo motivo de
preocupacion. Wuchereria bancrofti es la principal especie responsable de la filariasis linfatica en
el pais. A pesar de que los casos son menos frecuentes en comparacion con Africa o Asia, la

enfermedad sigue siendo reportada ocasionalmente en areas endémicas (Gonzalez et al., 2021).

Por otro lado, Onchocerca volvulus, el agente etioldgico de la oncocercosis o "ceguera de los rios",
ha sido detectado en México, aungue con menor frecuencia. La prevalencia de esta especie en el
pais ha disminuido de manera significativa gracias a la implementacion de programas de control
y tratamiento efectivos (Gutiérrez et al., 2022). No obstante, la oncocercosis persiste como un

problema en algunas areas rurales donde los vectores, como las moscas negras, siguen presentes.

Al contrario, la filariosis canina en México representa una preocupacion significativa para la salud
veterinaria, principalmente debido a la infeccion por Dirofilaria immitis, que causa la filariosis

cardiaca. No obstante, otras especies de filarias, como Dipetalonema reconditum y Dirofilaria
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repens, también revisten interés epidemioldgico. Aunque Dipetalonema reconditum tiene una
patogenicidad menor, su identificacion es crucial para la correcta diferenciacion de otros tipos de
filariosis (Roberts et al., 2019). En contraste, Dirofilaria repens es conocido por inducir problemas
dermatoldgicos en caninos y, aunque menos frecuente, también puede afectar a humanos en casos
aislados (Géalvez et al., 2021).

2.7.1. Dirofilaria immitis en México.

En México, se han realizado diversos estudios que detallan las especies de filarias presentes en
distintos estados del pais. entre estos, destacan especialmente aquellos centrados en la familia
onchocercidae, los cuales constituyen contribuciones relevantes al campo de la parasitologia; estos
trabajos documentan las especies parasitarias y sus areas de distribucion, asi como los hospederos
muestreados en diferentes regiones (Hernandez, 2021). La oncocercosis, causada por la filaria
Onchocerca volvulus y transmitida por la mosca negra, es una enfermedad endémica en ciertas
regiones del pais, especialmente en areas rurales de los estados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero,
Veracruz e Hidalgo (Garcia, 1962). Actualmente, la Secretaria de Salud de México ha
implementado programas de control y prevencién de la oncocercosis en estas areas endémicas.
Estos programas incluyen la distribucion de medicamentos y la aplicacion de medidas para reducir
la poblacion de moscas negras. Para el afio 2015, la Organizacion Mundial de la Salud considera

que la oncocercosis en México ha sido erradicada (OMS, 2024).

En Mexicali, Baja California, durante el periodo comprendido entre septiembre de 2012 y
septiembre de 2013, Ortega (2014), llevo a cabo un estudio de deteccion molecular de Dirofilaria
immitis en perros y mosquitos utilizando el Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA) y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Este estudio implicé el anélisis de
muestras sanguineas de 284 perros y 903 mosquitos hembra, resultando en un total de 6 perros
seropositivos y 9 positivos por PCR. Se observd una concordancia del 100% entre las pruebas
seroldgicas, mientras que entre la prueba seroldgica y la molecular se registré una concordancia
moderadamente alta (kappa= 0.78). Ademas, se determind la abundancia relativa y la tasa minima
de infeccién por mosquito infestado, lo que evidencio la presencia de Dirofilaria immitis tanto en

perros Como en mosquitos.

En una encuesta domiciliaria aleatoria llevada a cabo entre 2016 y 2017 en Tabasco, México,

Torres et al. (2018) recolectaron un total de 1050 muestras de sangre de perros. Estas muestras
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fueron sometidas a analisis de ADN mediante PCR utilizando cebadores pan-filariales y diversos
cebadores especificos de especies. Asimismo, se realizaron recolecciones de mosquitos en reposo
tanto en interiores como en exteriores mediante aspiracion manual, con el fin de identificar las
especies de nematodos filariales mediante PCR. Los resultados revelaron la presencia de 84 perros
positivos a D. immitis y 3 a Acanthocheilonema sp. En cuanto a los mosquitos, se identificaron 4
grupos de Culex quinguefasciatus positivos a D. immitis, obteniéndose una tasa minima de
infeccion del 2.9%, calculada como el nimero de grupos positivos por cada mil mosquitos
analizados. Estos hallazgos sugieren que Cx. quinquefasciatus podria ser un vector potencial en

esta region.

Rodriguez et al. (2019), realizaron un estudio con el prop6sito de determinar la prevalencia de D
immitis en perros domésticos de los municipios de Cuautepec y Acapulco de Juarez, en el estado
de Guerrero. Para ello, se obtuvieron muestras de sangre de caninos mayores de un afio, y se
aplicaron las técnicas de gota gruesa y Knott. Los resultados indicaron que el municipio de
Cuautepec present6 la prevalencia méas alta con un 15.68%, mientras que en Acapulco de Juarez
se registré un 7.44% de caninos positivos a microfilarias. Ademas, se observd que los machos de

talla pequefia a mediana que vivian en exteriores mostraron mayor prevalencia.
2.8.Factores que influyen en la Distribucion de D. reconditum y D. repens

La distribucion de D. reconditum y D. repens en México esta determinada por varios factores
ambientales, entre los que destacan la temperatura y la humedad, ya que estos factores influyen en
la presencia y actividad de los vectores responsables de la transmision (Torres et al., 2020).
Ademas, la densidad de la poblacion canina y las practicas de control de vectores desempefian un
papel fundamental en la prevalencia de estas infecciones, ya que una mayor densidad de perros
puede aumentar la probabilidad de transmision, mientras que las estrategias efectivas de manejo
de vectores pueden reducir la incidencia de la enfermedad (Vargas et al., 2021). Aungue ambos
parasitos estan presentes en el pais, su prevalencia es notablemente inferior en comparacion con
Dirofilaria immitis. Para gestionar eficazmente estas infecciones en la poblacion canina, es crucial
realizar una identificacion precisa y un monitoreo continuo. Este enfoque permitira una vigilancia

adecuada y una intervencion oportuna para mitigar la propagacion de estos nematodos.
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2.8.1. Distribucion de Dipetalonema reconditum

Dipetalonema reconditum es un nematodo que, a diferencia de Dirofilaria immitis, suele provocar
menos sintomas clinicos en perros. Esta especie ha sido reportada en varias regiones de México,
aunque su prevalencia muestra variaciones (Garcia et al.,, 2020). La identificacion de D.
reconditum puede resultar desafiante debido a su similitud con Dirofilaria immitis en las pruebas

de diagndstico rutinarias (Lopez et al., 2018).

Un estudio llevado a cabo en la Ciudad de México revel la presencia de D. reconditum en el 5%
de los casos examinados dentro de una muestra de perros (Mendoza et al., 2022). En contraste, en
regiones como Jalisco y Nuevo Ledn, la prevalencia parece ser ain menor, con casos reportados
de manera esporadica que sugieren una distribucion focal en lugar de una propagacion

generalizada (Pérez et al., 2019).

2.8.2. Distribucién de Dirofilaria repens

Dirofilaria repens ha sido reportado en diversas regiones de México, aunque su incidencia es
notablemente menor en comparacién con Dirofilaria immitis (Orozco et al., 2021). Este nematodo
se encuentra predominantemente en areas donde los vectores, como los mosquitos del género

Culex, son prevalentes.

Investigaciones realizadas en el estado de Yucatan han revelado la presencia de D. repens en el
3% de los perros examinados, indicando una presencia relevante en ciertas zonas (Ramirez et al.,
2023). En contraste, en estados del norte como Chihuahua, la frecuencia de casos es
extremadamente baja, lo que sugiere que factores climaticos pueden influir en la prevalencia de

esta especie (Sanchez et al., 2022).

2.9.Actualidad de la filariasis en el mundo

A nivel global, la dirofilariasis es una enfermedad que afecta predominantemente a paises situados
en zonas tropicales y subtropicales. Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), la
enfermedad estd ampliamente distribuida en regiones de Africa, Asia, y América Central y del Sur
(OIE, 2023). En Europa, la prevalencia varia segun la region, siendo méas comun en el sur del

continente, especialmente en paises como Italia y Espafia. La expansion de la dirofilariasis a

11



nuevas areas esta siendo impulsada por el cambio climético y el desplazamiento de animales de

compaiiia (Rossi et al., 2022).

En Asia, la dirofilariasis representa un problema de salud significativo en paises como India y
China, donde se observa una alta prevalencia en perros y algunos casos en humanos. Las
condiciones socioeconomicas y la infraestructura de salud publica en estos paises pueden dificultar
los esfuerzos de control de la enfermedad (Patel et al., 2023).

2.9.1. Situacion Actual en América

En América del Norte, la dirofilariasis es endémica en diversas regiones de los Estados Unidos,
particularmente en el sur y el sureste del pais. Segn la American Heartworm Society (2021), se
reporta una prevalencia de hasta el 40% en algunas areas de alta incidencia. En estas regiones,
los programas de prevencion son comunes e incluyen el uso de medicamentos preventivos y
estrategias para el control de la poblacion de mosquitos. En Canada, aunque la prevalencia es
menor en comparacién con los Estados Unidos, se esta incrementando debido a la expansion del
habitat de los vectores (McCall et al., 2022).

En América del Sur, la dirofilariasis también esta en aumento, con casos reportados en paises
como Brasil y Argentina. La prevalencia en perros en estos paises puede ser comparable a la
observada en las zonas mas afectadas de América del Norte. La transmision de la enfermedad en
América del Sur esta influenciada por condiciones ambientales que favorecen a los vectores y la
falta de programas de control eficaces (Silva et al., 2022).

2.9.2. Situacion Actual en México

En México, la dirofilariasis ha sido reconocida como una enfermedad emergente con una creciente
incidencia. La prevalencia de esta infeccion en perros ha experimentado un aumento notable,
especialmente en areas urbanas y periurbanas. Un estudio reciente realizado en la Ciudad de
México reporto una prevalencia de infeccion de hasta el 22% entre los perros examinados, lo que
sefiala una expansion significativa de la enfermedad (Romero et al., 2022). Para Nuevo Ledn, se
ha registrado una alta prevalencia de microfilariasis, con un 50% de los perros examinados

infectados por microfilarias, siendo Dirofilaria immitis es la especie predominantemente reportada
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en el estudio (Hernandez, 2021). Este incremento en la prevalencia se atribuye en parte a la
expansion del habitat del mosquito vector, facilitada por el cambio climético y la urbanizacion
acelerada (Hern&ndez et al., 2023). Para enfrentar esta problematica, México ha implementado una
serie de esfuerzos de control, que incluyen campafas de concienciacién publica y programas de
prevencion. Estos programas estan dirigidos a reducir la poblacion de mosquitos vectores y
promover la desparasitacion regular de los perros, con el objetivo de limitar la propagacion de la

dirofilariasis y mitigar su impacto en la salud animal y publica.

2.10. Estudios para el estado de Nuevo ledn

En el estado de Nuevo Ledn, diversos estudios han abordado la problematica de la dirofilariasis,
una enfermedad parasitaria transmitida por mosquitos que afecta principalmente a los caninos. La
investigacion ha sido crucial para entender la prevalencia y las caracteristicas de esta enfermedad
en la regidn. Estos hallazgos subrayan la diversidad de parasitosis en la region y su posible impacto
en la salud.

Gonzalez (1980) centro su investigacion en la dirofilariasis en caninos del area metropolitana de
Monterrey. A través de un muestreo clinico, identifico que la presencia de mosquitos y la escasa
sintomatologia en perros infectados hacian necesaria una evaluacion mas profunda del parasito
Dirofilaria immitis, resaltando la falta de estudios previos y la necesidad de mayor atencién en la
region. En 1987, Sanchez Rodriguez analizé la incidencia de Dirofilaria immitis en caninos
mediante la deteccion de sangre, encontrando una frecuencia del 10% en una muestra de 179
perros. Este estudio proporciond una estimacion inicial de la prevalencia de la enfermedad en la
poblacién canina local. Franco (1993) también se enfocd en el area metropolitana de Monterrey,
determinando la frecuencia de la enfermedad en perros sospechosos y reportando una positividad
del 26.3% en 144 perros. Su investigacion utilizd técnicas convencionales de laboratorio,
subrayando la necesidad de métodos de diagndstico més precisos. En 1994, Hinojosa Hernandez
presentd un estudio sobre la deteccion de anticuerpos contra Dirofilaria immitis en perros
clinicamente sanos. Encontré un 14% de perros positivos en Monterrey y evaluo la sensibilidad y
especificidad de las pruebas, proporcionando datos importantes sobre la seroprevalencia de la
enfermedad. Mas recientemente, Gonzélez (2011) investigo la prevalencia de la dirofilariasis en

Monterrey, dividiendo la ciudad en 16 cuadrantes y evaluando 391 caninos. Reportdé una
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prevalencia del 7% utilizando una prueba de anticuerpos tipo ELISA, ofreciendo una visién mas

actualizada de la situacion.

Finalmente, Hernandez (2021) utilizo la prueba de diagndstico Knott modificada para analizar
microfilarias en 102 perros en Monterrey, hallando una prevalencia del 50%. Identifico tanto
Dirofilaria immitis como Dipetalonema reconditum, este resultado prevalente alto en comparacion
con estudios anteriores sugiere una posible alta carga de parésitos en la poblacion canina o una
mayor sensibilidad en el método de diagnoéstico utilizado. La identificacion de Dipetalonema
reconditum también sefiala la presencia de maultiples especies de microfilarias, lo cual puede

complicar el diagnostico.

En resumen, los trabajos sobre dirofilariasis en Nuevo Ledn muestran una evolucion en la
comprension de la enfermedad, con discrepancias en la prevalencia que reflejan tanto avances en
las técnicas de diagndstico como variaciones en las metodologias y poblaciones estudiadas (Figura
2). Estos estudios destacan la necesidad de una vigilancia continua y el desarrollo de estrategias

de diagnostico mas precisas para abordar eficazmente la dirofilariasis en la region.
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Figura 2. Linea del tiempo, estudios y prevalencia de microfilariasis reportadas en diferentes afios en el area

metropolitana de Monterrey Nuevo Ledn. Elaboracion propia.

14



3. JUSTIFICACION

Las filarias son uno de los grupos de microorganismos responsables de enfermedades zoonoticas
a nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, 863 millones de personas en 47 paises
aun enfrentan la amenaza de la filariasis linfatica, mientras que 20 millones de personas se ven
afectadas por la oncocercocis, esta Ultima registrada en México y erradicada en 2015 (OMS, 2022).
Aun cuando recientemente se ha incrementado el estudio sobre las microfilarias en animales
domésticos, especialmente en caninos que conviven estrechamente con los seres humanos en el
estado de Nuevo Leon, sigue siendo necesario de recopilar mas datos sobre estas filarias y sus
posibles transmisores, como las especies de mosquitos que actdan como vectores. Este esfuerzo
busca aportar informacidn relevante en los campos de la entomologia, parasitologia y nematologia

en el estado de Nuevo Leon.
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4. HIPOTESIS.

La presencia de vectores de filariasis (mosquitos) en el estado de Nuevo Leon sostiene las
infecciones entre animales de compafiia (perros, gatos, aves) e incrementan el riesgo de

transmisién al humano.
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S. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general

Detectar molecularmente microfilarias caninas en mosquitos y determinar la tasa media de

infeccion en el &rea metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn.

5.2.0Dbjetivos especificos

Estandarizar una técnica de PCR multiplex para la identificacion molecular de microfilarias

caninas en mosquitos vectores.

e Caracterizar las microfilarias presentes en mosquitos vectores del area metropolitana de

Monterrey, Nuevo Ledn, mediante PCR.

e Determinar la tasa media de infeccién por microfilarias en mosquitos.

e Analizar la diversidad alfa y beta de los mosquitos vectores en el area de estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS

El area de estudio se encuentra dentro de la zona metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon,
México, actualmente conformada por 16 municipios, que forman una mancha urbana con
exponencial crecimiento, localizado en las coordenadas 25°40°0""N y 100°18°0""O de longitud
oeste, con una superficie total de 7657 km? de acuerdo con informacion del INEGI, (2023). Se
realizaron colectas de mosquitos en 5 de los 16 municipios del area metropolitana; Apodaca,
Guadalupe, Juarez, Monterrey y San Nicolas, en domicilios tomados al azar, y zonas aledafas,
estableciendo como puntos de inicio zonas con previos reportes de infeccion por microfilarias en

caninos (Herndndez, 2021) (Figura 3).
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Figura 3. Distribucién geografica de la zona metropolitana de Monterrey, N.L., y los municipios seleccionados para

el muestreo. Fuente: elaboracién propia.
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6.1.Clima

La situacion fisiologica del &rea bajo estudio exhibe un clima caracteristico propio del estado de
Nuevo Leon, influenciado por las peculiaridades municipales. Los tipos climaticos del sitio, segin
la clasificacion de Koppen adaptada por Garcia (1970) y presentada en la carta temética "F13-02"
de INEGI a escala 1:250,000, abarcan un rango de temperatura de 20-24°C y una precipitacion
anual de 500 a 1000 milimetros. Se identifican los siguientes climas predominantes: semiseco
semicalido (34%), seco muy célido y calido (20%), semiseco muy calido y célido (12%),
semicalido subhumedo con lluvias estivales de baja humedad (12%), y semicalido subhiimedo con
lluvias estivales de humedad moderada (2%). La temperatura media anual es de 23°C, con registros
extremos de 8°C como minima absoluta y 43°C como maxima absoluta, siendo junio, julio y
agosto los meses mas calurosos. El periodo de lluvias comprende de julio a septiembre, con una

precipitacion media anual de 640.3 milimetros (INEGI 2024).

6.2.Trabajo de campo

6.2.1. Colecta de mosquitos

Para la recolecta de mosquitos se colocaron trampas BG-GAT para la captura de hembras gréavidas
en domicilios en el &rea metropolitana de Monterrey, siguiendo la Guia Metodoldgica para la
Vigilancia Entomologica con Ovitrampas del CENAPRESE (2020), se procedio a seleccionar un
Area Geoestadistica Bésica (AGEB) y se dividi6 en manzanas dentro de los municipios de
Apodaca (1900604062151), Juarez (1903100010069), Guadalupe (1902600010853) y Monterrey
(190390001445A) (Figura 4).

Una vez colocadas las ovitrampas se realizaron revisiones dos veces por semana durante los
periodos de muestreo y se colectaron los mosquitos con tubos de aspiracién, asi mismo también
se revisaron zonas de descanso de mosquitos en los domicilios y aledafias como vegetacion,
huecos, charcas, estructuras artificiales y lugares con zonas sombrias y oscuras, los mosquitos
colectados se colocaron en frascos y se trasladaron al laboratorio de Entomologia Médica UANL,

donde se congelaron a una temperatura de -20° C con la finalidad de sacrificarlos y preservarlos.
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Monterrey (190390001445A) Guadalupe {1902600010853)  Judrez (1903100010069) Apodaca (1900604062151)

Figura 4. Representacion cartografica de las Areas Geoestadisticas Basicas (AGEB) subdivididas en manzanas
correspondientes a Apodaca, Juarez (1903100010069), Guadalupe (1902600010853) y Monterrey (190390001445A).
Fuente: Sistema de Clasificacién Nacional de Entidades (SCINCE) del INEGI 2012.

6.3.Trabajo en laboratorio

Cada uno de los mosquitos muestreados, se identificd de acuerdo con las guias aprobadas por el
laboratorio de Entomologia Médica. Se utilizaron las claves de Darsie y Ward, (2000) para
mosquitos. Posterior a esto se identifico el estado de Sella de Detinova, (Santos et al. 2019). Las
hembras se clasificaron como alimentadas y no alimentadas, se agruparon por especies, y se
colocaron individualmente en tubos Eppendorf para posteriormente llevar a cabo la extraccion de
ADN vy deteccidn de las filarias por medio de PCR, (Figura 5).

. A

ra
Extraccién de ADN por medio dela | Cuantificacién de ADN, En
técnica de sales de Coen, 1982 NanoDrop™ 2000 Thermo

ﬁ ' Scientific

Figura 5. Proceso general del trabajo en laboratorio identificacidn y obtencion de DNA gendémico a partir de muestras

Identificacion macroscépica

de mosquitos.
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6.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 con la técnica de sales de Cohen (1982). Los mosquitos fueron
macerados individualmente utilizando pistilos Kontex en tubos Eppendorf de fondo cénico de 1.5
ml, en 100 ul de buffer de extraccion (0.1M NaCl, 0.2M sacarosa, 0.1 Tris-HCI pH 9.1, 0.005M
EDTA y 0.5% de dodecilsulfato de sodio- SDS). Posteriormente se centrifugaron durante 2 min a
14,000 rpm y se incubaron durante 30 minutos a 65°C. Transcurrido el tiempo se agrego a cada
tubo 15 pl de acetato de potasio y se coloco a -20°C por al menos 30 min con la finalidad de que
precipite el SDS. Una vez hecho esto se centrifugaron nuevamente a 14,000 rpm durante 15 min
y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo donde se realizaron lavados con etanol al 100% y
70%. Finalmente, y una vez obtenido el pellet de ADN se secaron por 10 minutos y posterior a
ello se utiliz6 una plancha caliente a 68° C por un periodo de 1-3 minutos, y se re suspendio en
20-30 ul de agua (Cellgro®, agua purificada estéril, grado de biologia molecular). La
concentracion y la calidad de cada muestra de ADN se determiné por medio del equipo NanoDrop
2000® spectrophotometer (Rhode Island, USA).

6.4. Elaboracion de control positivo

Se disefi6 un control positivo para la deteccion de las tres especies de filiarias mayormente
reportadas en México: Dirofilaria immitis, Dipetalonema reconditum y Dirofilaria repens. Para
ello se seleccionaron primers que amplificaran individualmente para las filarias de interés.
Tomando como referencia los primer reportado por Rishniw et al 2006, las secuencias fueron
obtenidas del GenBank (Dirofilaria immitis AF217800, Dirofilaria repens AF217801,
Dipetalonema reconditum AJ242966) (Tabla 2). Tanto los primers como las secuencias especificas
de cada especie, se sometieron de manera individual a una PCR virtual en el programa Amplifx®,

con la finalidad de confirmar los aplicones de cada especie
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Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion de las especies Dirofilaria immitis, Dipetalonema reconditum y

Dirofilaria repens.

Gen

Especie Primer Secuencia - bp
objetivo
Dirofilaria immitis DiF Fwd CAT CAG GTG ATG ATG TGA TGAT ITS? 302
DIR Rev TTGATTGGATTTTAACGTATCATTT
Dipetalonema DrF  Fwd CAGGTGATGGTTTGATGTGC ITS2 348
reconditum DrR Rev CACTCGCACTGCTTCACTTC
e DrepF Fwd TGTTTCGGCCTAGTGTTTCGACCA
Dirofilaria repens DreER Rev ACGAGATGTCGTGCTTTCAACGTG  °OTRNA 247

Rishniw, et al 2006.

Una vez confirmados los tres amplicones se disefid una sola secuencia control de 970 bp
conformada por las secuencias de las tres especies y que se utilizé como control positivo. Al inicio
de la secuencia control y entre cada inicio de secuencia se agregé una serie de nucleotidos que no
codifican para la region de la secuencia de los organismos con la finalidad de evitar el
sobrelapamiento. Posterior a esto se corri6 una segunda PCR virtual y se confirmo la calidad de la
secuencia y la correcta hibridacion de los primers; adicional a esto la secuencia elaborada fue
corrida en el programa BLAST para confirmar la alineacion con las tres especies de filaria (Figura
6). La secuencia se envio a sintetizar a los laboratorios IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.,
Coralville, lowa, USA).

ATGACTGCATAGGTACTCATCAGGTGATGATGTGATGATAATCATTGAAAAATGACAAAAATCCCCTGATTAAGTATAATAAAAATAGTAAGTAAAAA AGGCAAATTTTT
ACTTACAAAATATTACATATTGGAATAAATAATTTAATCTTTCATATATATAACTGTGATACATCATAAATATATATATAGCAAAAGAAAGATATAAATTATTATCATTTTTTT
TGATCATTATTGCTATAATTATTATCCTGCTTGTTTAACTATAATAATAGCAATGAATGAATCAAAATTTAA ATGATACGTTAAAATCCAACCAATCAGTACCTAGTCAGTCC
ACAGGTGATGGTTTGATGTGCTGCTGTCATTACATGATCCCCTGATAAGTAAATGAAAAAGCAGTATACAGTTGGCACACAATAATGATATGTGCGTGTTCTGTGTACGTA
ATACGACACACCATGCGTGTATTAAGGAATTTCTCATATATACATATAGTTTTATGCTATGTATGCTACGTGTATATAGATAGCAGGAGGACGAGAAATTCGAAATAAGAT
ATACTTTACTTGTTCACTGTTGCATTATCATCTCGTAATTTCAGTGTTTCATATTITCTCAGTGCTTTTTTCTTAGCAAGAAAAGAAAAAAAGCATAAGAGAAGAAGAGAAGT
GAAGCAGTGCGAGTGTCAGCTGGACTAGTACGTATGTTTCGGCCTAGTGTTTCGACCAAACTTAACGAACTTGACGGAATCAAAATTTAA CGAATACCCACGTCTGAGAT
AATTGAATGTTTCGGCCTAACATTTCGACTGTTATGGCTTGAAAGAAATTTTGGAACTTCCTGCACCCCTAGGACAACAAACGATTCGATATGATTGATTGGGAATTTGGT
GCATATTTTCATAGTTGACTATGTCTACAACCATACCACGTTGAAAGCACGACATCTCGTCATCATGCATGACTAGGT
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only top 20 will appear !
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Database nt See details v ype common name, binc taxid or grc

=+ Add organism
Query ID IcljQuery_81629
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna to to l to

Query Length 917

e JIEZE

Other reports  Distance lree of resulls MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary Alignments

& hover to see the tite & click to show al ignments:

Taxonomy

Alignment Scores <40 W40-50 [@50-80 [80-200 M>=200 @

3 sequences seiected @
Distribution of the top 3 Blast Hits on 2 subject sequences

I I | \ | 1 |
1 150 200 450 600 750 900

Figura 6. Confirmacion de alineamiento de la secuencia elaborada utilizando el programa BLAST.
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6.5. Desarrollo de la PCR multiplex

La amplificacion por PCR multiplex se llevo a cabo para cada mosquito recolectado. Los primers
especificos para Dirofilaria immitis, Dipetalonema reconditum y Dirofilaria repens amplifican
regiones especificas de 302, 348 y 247 bp respectivamente. Las pruebas para la optimizacion de
las condiciones de PCR dieron como resultado el siguiente protocolo de PCR multiplex. La
concentracion de las muestras de DNA amplificado fue de 56 - 370 ng/ ul. La reaccion final se
prepard a un volumen total de 10 ul y contenia: 5 pl de GoTaq polimerasa Colorless (Promega,
Madison, WI, USA), 1 ul de agua molecular, 1 pl de muestra de ADN y 0.5 pl de cada primer (10
mol/ul) (Tabla 3). Posteriormente, se realizd un gradiente de temperatura de 52 hasta 62°C para
determinar la temperatura Gptima de alineamiento en comun para los tres pares de primers,
basandonos en lo establecido por Rishniw et al. (2006). El protocolo de PCR se detalla a
continuacion: separacion inicial de las cadenas de ADN a 94°C durante 2 min, seguido de 32 ciclos
a 94°C (1 min), 52 - 62°C (1 min) and 72°C (30 s) y una extension final a 72°C (7 min) (Tabla 4).
Para el control individual de cada filaria se corrié la secuencia control solo con un par de
marcadores (Table 5). Con los cebadores se colocd un tubo de PCR que contenia todos los
componentes, excepto el ADN gendmico, como control de contaminacion. El control de secuencia

se incluyo en cada PCR realizada (Table 5).

Tabla 3. Componentes de la PCR mdltiple.

Componente Cantidad
Agua Tul
GoTaq polimerasa Colorless Sul
Primer Dirofilaria immitis
DiF 0.5 ul
DiR 0.5 ul
Primer Dipetalonema reconditum
DrF 0.5 ul
DrR 0.5 ul
Primer Dirofilaria repens
DrepF 0.5l
DrepR 0.5l
Muestra de ADN Tl
Total 10ul
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Tabla 4. Protocolo de estandarizacion de PCR para la amplificacion de mdaltiples filarias en las muestras de mosquitos

colectadas.

ETAPA Temperatura | Tiempo | Ciclos
Extension inicial 94° 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94° 1 minuto
Alineamiento 52 - 62° 1 minuto 32
Elongacion 72° 30 segundos
Extension 72° 7 minutos 1

Tabla 5. Componentes de la PCR individual.

Dirofilaria immitis

GoTaq polimerasa Colorless | 5 pul
Agua molecular 3 ul
Muestra de ADN 1l
DiF 0.5 ul
DIiR 0.5l
Total 10 pl

Dipetalonema reconditum

GoTaq polimerasa Colorless | 5 pl
Agua molecular 3ul
Muestra de ADN 1l
DrF 0.5ul
DrR 0.5ul
Total 10 pl

Dirofilaria repens

GoTaq polimerasa Colorless | 5 pl
Agua molecular 3ul
Muestra de ADN 1l
DrepF 0.5 ul
DrepR 0.5 ul
Total 10 pl
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Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
(Bioline, Tauton, MA, USA) en una solucion amortiguadora de SYBR buffer. Los patrones de
bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta (UV) y luego se fotografiaron en un transiluminador
Uvitec (Cambridge, Reino Unido). Al final de la amplificacion, fue posible obtener hasta 3
productos de PCR por muestra, cuyo tamafio indicaba la especie contenida en la muestra. El control

positivo que contiene la secuencia de mostro las tres bandas.
6.6.Caracterizacion de microfilarias en mosquitos

La amplificacion del PCR multiplex se llevd a cabo individualmente para cada mosquito
recolectado, siguiendo previamente un protocolo estandarizado. La mezcla de reaccion PCR se
preparé con un volumen total de 10 pl, compuesto por 5 ul de Taq polimerasa, 1 pl de agua
molecular, 1 pl de muestra de ADN de mosquito y 1 ul de cada iniciador, diluidos a 10 mol. El
perfil térmico utilizado comenzo con un calentamiento a 94°C durante 2 minutos, seguido de 32
ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion a 60°C durante 1 minuto,
elongacién a 72°C durante 30 segundos y una extension final a 72°C durante 7 minutos (Tabla 6)
Posteriormente, los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% en una solucién amortiguadora de SYBR buffer. Finalmente, se visualizaron bajo
luz UV para identificar patrones especificos de especies y determinar resultados positivos o

negativos.

Tabla 6. Protocolo final de PCR multiplex utilizado para la amplificacion de multiples filarias en las muestras de

mosquitos colectadas.

ETAPA Temperatura Tiempo Ciclos
Extension inicial 94° 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94° 1 minuto
Alineamiento 60° 1 minuto 32
Elongacion 72° 30 segundos
Extension 72° 7 minutos 1

25



6.7.Analisis de contenido alimenticio

Después de la extraccion de ADN de las muestras y su posterior sometimiento a la reaccion de
PCR multiplex para la deteccion de filarias, se llevaron a cabo reacciones adicionales de PCR para
el andlisis del contenido alimenticio. Para esta etapa, se emplearon cebadores especificos
disefiados para cuatro tipos de hospederos: humano, perro, gato y ave. Estos cebadores, reportados
por Luis (2021), se detallan en la tabla 4 y se dirigieron al gen mitocondrial citocromo b (Tabla 7).

Tabla 7. Cebadores especificos para el gen mitocondrial citocromo b, utilizados en la PCR para la identificacion de

contenido alimenticio en mosquitos positivos a filarias.

Huésped Cebador Amplicon

Humano Fwd CTCTTCCTACACATCGGGCG 691pb

Rev GTGATTGGCTTAGTGGGCGA

Fwd TATTCGCAACCATAGCCACA
Perro 204pb
Rev TGAAAGGGAGGATGAAATGG

Fwd CGGCTCCTACACCTTCTCAG
Gato 220pb
Rev TCGTGTTAGGGTGGCTTTGT

Fwd GAAAACTTCACCCCAGCAAA
Ave 200pb
Rev AGAGGGCGGAAGGTTATTGT

6.8.Analisis estadistico

Se realizd un analisis estadistico para determinar la tasa media de infeccion (TMI) en las
especies de mosquitos infectados. La TMI se calculé dividiendo el nimero de mosquitos
infectados entre el nimero total de mosquitos de la especie y multiplicando por 1000 (Walter et
al., 1980).

namero de positivos

TMI 1
total de analizados *¥1000

Los resultados obtenidos de la colecta de mosquitos mediante el uso de trampas BG-GAT y
aspirados activos fueron sometidos a una prueba t de Student con un nivel de significancia del
95%. EIl objetivo era respaldar conclusiones y determinar si existia una diferencia significativa

entre ambos métodos de colecta.
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Ademas, se llevaron a cabo analisis de diversidad Alfa (incluyendo los indices Gini- Simpson 1-
D, Shannon H, Margalef y Equitatividad J) y Beta (como las curvas de rango abundancia e indice

de similitud de comunidades de Morisita).

Para determinar la influencia de variables independientes acumuladas mensuales, (temperatura y
precipitacion), sobre la abundancia de mosquitos mensuales durante todo el periodo de muestreo,
se llevo a cabo un andlisis de correlacion de Pearson (a=0.05) en el programa SPSS.

Para determinar el riesgo de la infeccion con la fuente de alimentacion humana se realizé un
andlisis de Odds Ratio, tomando en cuenta las variables de infeccion, no infeccion y la

alimentacion con sangre humana de los mosquitos.

Todos los analisis se realizaron utilizando los programas estadisticos Past version 4 y SPSS

versién 26.
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7. RESULTADOS

7.1. Recoleccion de mosquitos por municipio y método de captura

Se colectaron un total 1175 mosquitos de cinco especies diferentes en cinco municipios del area
metropolitana de Monterrey, los mosquitos se colectaron con ayuda de trampas BG-GAT para
captura de mosquitos y de manera manual haciendo aspirados en zonas de descanso. En el
municipio de Monterrey se colectaron 473 (45%) mosquitos, de los cuales 114 (23%) fueron
capturados en trampas mientras que 359 (77%) se colectaron por medio de aspirados; En
Guadalupe se obtuvieron 123 (22%) mosquitos, 80 (65%) por medio trampay 43 (35%) por medio
de aspirados; Para el municipio de Juarez se capturaron un total 198 (20%) mosquitos, 55 (28%)
y 143 (72%) de trampa y aspirado; el municipio de Apodaca se colectaron 177 (9%) mosquitos,
de los cuales 10 (19%) fue con ayuda de trampas y 167 (81%) fueron por medio de aspirado; En
el municipio de San Nicolas solamente se hicieron capturas por medio de aspirados de los cuales

obtuvimos 204 (14%) mosquitos (Figura 7).

Figura 7. Abundancia relativa por municipio del total de mosquitos macho y hembras recolectadas en el area

metropolitana de Monterrey durante el periodo septiembre 2022 a marzo 2024.
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Tabla 8. Distribucion de mosquitos colectados por método de captura en municipios del area metropolitana de
Monterrey, N., de septiembre 2022 a marzo 2024.

No. de
i 0, i 0,
Localidad osquitos (%) Trampa (%) Aspirado (%)

Monterrey 473 45% | 114 | 23% | 359 77%
Guadalupe 123 12% 80 | 65% | 43 35%

Juarez 198 20% 55 | 28% | 143 72%

Apodaca 177 9% 10 | 19% | 167 81%

San Nicolas 204 14% | NA NA | 204 100%
Total 1175 259 | 22% 916 | 78%

La figura y tabla 8 muestran las especies de mosquitos capturados en el periodo de septiembre
2022 a marzo 2024, donde se observan cuatro géneros y cinco especies encontrandose

principalmente Cx. pipiens quinquefasciatus (45%) como la especie mas dominante.

2 (0%) 12 (0%)

= Ae. aegypti

= Ae. albopictus

= Cx. pipiens
quinquefasciatus

m An. pseudipuntipennis

= Psorophora ferox

Figura 8. Especies de mosquitos recolectados en municipios del area metropolitana de Monterrey, N.L., (septiembre
2022-marzo 2024).
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Figura 9. Porcentajes de mosquitos muestreados en los cinco municipios del &rea metropolitana de Monterrey

durante los meses septiembre 2022 a marzo 2024. Comparacion entre el uso de trampas BG-GAT para captura de

mosquitos y aspirados en zonas de descanso.

7.2.Comparacion de métodos de muestreo

Se realiz6 una prueba t de Student para comparar las medias de dos muestras independientes en
para el uso de trampas y aspirado activo, en el area de estudio. Las muestras de trampa y aspirado
consistieron en 4 sitios como tamafo de muestra de datos respectivamente, recopilados durante los
meses de septiembre 2022 y marzo 2024. Los resultados de la prueba t de Student se resumen en

la figura 9.

El valor de t obtenido fue menor que el valor critico de (t=1.2517; g.1.=<2.447; p=0.05) Esto indica
que no hay suficiente evidencia para rechazar la hipotesis nula. Por lo tanto, no se encontraron
diferencias significativas entre las muestras colectadas por medio de uso de trampa y aspirado
(Tabla 9).
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Tabla 9. Prueba T de Student para dos muestras, trampa - aspirado.

Dato Estadistico Trampa Aspirado
N 4 4
Media 64.75 178
Varianza 1916.9 17444
Grados de libertad 6
Estadistico T 1.6278
P valor 0.25726
Valor criticode T 2.4469
400
3507
p= 0.25726 —
3004
2501
(T3]
£ 200-
E ®
£ 150+
o —
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50+ —_—
0 :
Trampa Aspirado

Figura 10. Comparacién entre el uso de trampas BG-GAT y aspirado activo

Los resultados sugieren que no hay una diferencia significativa, entre las dos muestras en estudio
en relacion con el método de colecta por medio de trampas y aspirado activo (p > 0.05). La figura
10 muestra la diferencia de las medianas de los métodos, a pesar de tener mayor abundancia el

método aspirado la mediana se encuentra dentro del rango de desviacion estandar del método con

trampas.
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7.3.Analisis de diversidad alfa, beta y analisis de ensamble de especies

En los cinco municipios del &rea metropolitana de Monterrey, N.L., la riqueza de especies fue de
cinco. El indice de diversidad de Shannon-Wiener (H”) arrojé un valor de baja diversidad de 1.029.
La equitatividad (J), que mide cuan uniformemente se distribuyen los individuos entre las especies
presentes y varian entre 0 y 1 fue de 0.6396 lo que indica una distribucion moderadamente

equitativa de individuos entre las especies (Figura 11).

Por otro lado, el indice de diversidad de Gini- Simpson fue de 0.6163, y el indice de Margalef, que
refleja la riqueza de especies considerando el ndmero total de individuos fue de 0.5658. La
dominancia se observé en los siguientes porcentajes: Cx. pipiens quinquefasciatus (45%), Ae.
albopictus (40%), Ae. aegypti (15%), An. pseudopunctipennis (0%) y Psorophora ferox (0%).

Entre estas especies, Cx. pipiens quinquefasciatus fue la especie mas dominante (Figura 11).

Diversidad del n S H’ 1-D J Margalef

muestreo de culicidos 1175 5 1.029 0.3 0.6396 0.5658

Estimaciones de Diversidad

1.029

1-D

Margalef

1.2

Figura 11. Estimaciones de diversidad alfa, para las especies de culicidos del &rea metropolitana de Monterrey.

La figura 12 muestra que Ae. albopictus es la especie dominante para 3 de los 5 municipios
muestreados del area metropolitana de Monterrey. Por otra parte, el municipio de Juarez mostro la
mayor riqueza de especies (S=4), seguido por Apodaca, Monterrey y Guadalupe (S=3) y San

Nicolas con la menor cantidad de especies (S=1)
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Figura
12. indice de rango abundancia de especies de mosquito en el &rea metropolitana de Monterrey

El dendrograma obtenido a partir del indice de Morisita mostré una similitud del 100% entre los
municipios de Apodaca y San Nicolas. No obstante, a pesar de esta similitud, la riqueza de
mosquitos presente en ambos municipios difiere. Para Monterrey y Guadalupe, la similitud fue del
90%, y para Juarez fue del 75% (Figura 13). Esto indica que, aunque algunos municipios presentan
una composicion de especies de mosquitos muy similar, las diferencias en la riqueza especifica

pueden ser significativas.

Similarity
o [=) [= o o [=] o —
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I San Nicolas

|- Apodaca

Juarez

Guadalupe

Monterrey

Figura 13. Dendrograma de similitud de comunidades de mosquitos segun el indice de Morisita
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7.4.Analisis estacionales

Durante el estudio, se recolectaron un total de 1175 mosquitos de cinco especies diferentes. Se
incluyeron variables meteoroldgicas, como el promedio mensual acumulado de precipitacion y

temperaturas.
7.4.1. Andlisis de lluvia

En el periodo de muestreo, se registro la mayor cantidad de lluvia acumulada en septiembre de
2022, con 132.9 mm?, mientras que la menor cantidad se registrd en febrero de 2023, con 1.2
mm?. La figura 14 muestra un resumen de los patrones de abundancia mensual en comparacion

con las precipitaciones acumuladas.
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Figura 14. Distribucién estacional de mosquitos colectados en el area metropolitana de Monterrey y precipitacion

acumulada mensualmente (4rea morada).

A lo largo del periodo de recoleccidon de datos, las temperaturas variaron entre 14.4°C como
minima en enero de 2024 y 30.1°C como méaxima en julio y agosto de 2023. La figura 14
proporciona un resumen de como se relacionan los patrones de abundancia mensual con las

temperaturas acumuladas.
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7.4.1.1. Asociacion entre lluvia y abundancia de mosquitos.

Durante el periodo de recoleccion, se analizo la relacion entre la abundancia mensual de mosquitos

y las condiciones climaticas, considerando la precipitacion como variable independiente. Se

observaron diferentes tendencias para cada especie: solo Ae. aegypti presentd una correlacion

significativa con la lluvia (Figura 15), mientras que Ae. albopictus (Figura 16) y Culex pipiens

quinquefasciatus (Figura, 17), no mostraron ninguna asociacion con este factor climatico (Tablas

10, 11y 12).

Tabla 10. Asociacién entre lluvia y la especie Ae. aegypti

200

150

-50

-100

Ae. cegypti

Ae. aegypti
Variable R? p<0.05
Lluvia 0.629 0.004
-60 <0 20 0 20 40 60 80

Figura 15. Analisis de correlacion de Pearson entre la abundancia de mosquitos Ae. aegypti y la lluvia: datos

acumulados mensualmente.
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Tabla 11. Asociacion entre lluvia y la especie Ae. albopictus

Ae. albopictus

Variable R? p<0.05
Lluvia 0.086 0.727
200
150
100
<
%50 .
(o]
-50
-100 T T T
-100 -50 [¢] 50 100 150
Ae. albopictus

Figura 16. Analisis de correlacion de Pearson entre la abundancia de mosquitos Ae. albopictus y la lluvia: datos

acumulados mensualmente.

Tabla 12. Asociacién entre lluvia y la especie Cx. pipiens quinquefasciatus.

Cx pipiens quinquefasciatus

Variable
Lluvia

RZ
0.277

p<0.05
0.251
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Figura 17. Andlisis de correlacion de Pearson entre la abundancia de mosquitos Cx. pipiens quinquefasciatus. y la

lluvia: datos acumulados mensualmente.

7.4.2. Andlisis de temperatura

A lo largo del periodo de recoleccion de datos, las temperaturas variaron entre 14.4°C como
minima en enero del 2024 y 30.1°C como maxima en julio y agosto de 2023 (Figura 18).
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Figura 18. Distribucion estacional de mosquitos colectados en el rea metropolitana de Monterrey y temperatura
acumulada mensualmente.
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7.4.2.1.Asociacion entre temperatura y abundancia de mosquitos.

Durante la temporada de recoleccion, se investigo la relacion entre la abundancia mensual de

mosquitos y la temperatura como variable independiente. Se identificaron diferentes patrones para

cada especie; sin embargo, no se encontrd ninguna asociacion significativa con este factor
climético (Figura 19, 20, y 21).

Tabla 13. Asociacion entre temperatura y la especie Ae. aegypti

40

35

30

temperatura
) N
=] &

G

Ae. aegypti
Variable R? p<0.05
Temperatura 0.209 0.39
-45 -30 -15 6 ISAE‘ acqupti 30 45 60 5

Figura 19. Andlisis de correlacion de Pearson entre la abundancia de Ae. aegypti y la temperatura: datos acumulados

mensualmente.

Tabla 14. Asociacién entre temperatura y la especie Ae. albopictus

Ae. albopictus

Variable
Temperatura

R2
-0.014

p<0.05
0.955
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Figura 20. Anélisis de correlacion de Pearson entre la abundancia de Ae. albopictus y la temperatura: datos

acumulados mensualmente.

Tabla 15. Asociacién entre temperatura y la especie Cx. pipiens quinquefasciatus

Cx. pipiens quinquefasciatus
Variable R? p<0.05
Temperatura 0.189 0.438
40
35
30
25
820
:
15
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5
0 -75.000 —SO.bOO -25.000 0.600 7654000 50.000 75.000 100.000 125.600
X pipiens

Figura 21. Anélisis de correlacion de Pearson entre la abundancia de Cx. pipiens quinquefasciatus y la temperatura:

datos acumulados mensualmente.
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Los analisis de correlacion demostraron poca influencia de las variables ambientales en la
abundancia de mosquitos. Se observo que la especie Ae. albopictus se mantuvo constante
independientemente de las variaciones en la precipitacion y temperatura. En contraste, especies
como Ae. aegypti mostraron un aumento en su abundancia conforme aumentaba la precipitacion
(Tablas 12, 13y 14).

7.5.Estandarizacion de PCR multiplex para la identificacion molecular de microfilarias

caninas en mosquitos.

El protocolo de PCR que permitié amplificar el control positivo es el siguiente: separacion inicial
de las cadenas de ADN a 94°C durante 2 min, seguido de 32 ciclos a 94°C (1 min), 60°C (1 min)
and 72°C (30 s) y una extension final a 72°C (7 min). Obteniendo los siguientes resultados: para
el control positivo se amplificaron tres bandas correspondientes a Dirofilaria immitis con un
tamafo de 302 bp, una banda de 348 bp para Dipetalonema reconditum y para Dirofilaria repens
una banda de 247 bp; en los carriles correspondientes a cada filaria que contenian solo con un par
de marcadores se obtuvieron las bandas individuales con los pesos moleculares antes mencionados
(Figura 22).

Control+ D. immitis  D.repens D. reconditum Control-

Figura 22. PCR de controles positivos y un negativo. Carril 1 marcador de peso molecular (100pb). Carril 2 control
positivo multiple. Carril 3 (Dirofilaria immitis) 4 (Dipetalonema reconditum) y 5 (Dirofilaria repens) primers

amplificados individualmente. Carril 6 control negativo.
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7.6. Deteccion de filarias en mosquitos.

Un total de 15 (2%) mosquitos hembra resultaron positivos para D. immitis, todas ellas alimentadas
con sangre (Figura 23). Las TMI fueron variables para las especies siendo la mayor registrada de
24.10 para Cx. pipiens, seguida de Ae. albopictus con 19.08 y 13.07 para Ae. aegypti. La
prevalencia también fue variable entre las especies y los municipios, para Apodaca se registro una
prevalencia de 2.4% (2/83) para Cx. pipiens y 14.3% (1/7) para Ae. aegypti; en los municipios de
Juarez y San Nicolas de los Garza se registro una prevalencia del 1.5% (1/69) y 2.1% (3/144) en
Cx. pipiens quinquefasciatus; mientras que para Monterrey la prevalencia fue de 1.2% (1/86), 2.7%
(5/187) y 7.1% (2/28) para Ae. aegypti, Ae. albopictus y Cx. pipiens quinquefasciatus
respectivamente (Tabla 15). Los resultados de la deteccién de filarias en mosquitos revelaron la
presencia de filarias en tres especies de mosquitos. Este hallazgo sugiere un potencial significativo

para la transmision de enfermedades transmitidas por vectores en la poblacion local.

Tabla 16. Tasa minima de infeccién (TMI) para D. immitis en mosquitos vectores del area metropolitana de

Monterrey.
Especie Localidades
San
Apodaca Guadalupe Juarez  Monterrey Nicolas PMI TMI*  95%IC
Cx pipiens 83 8 69 28 144
quinquefasciatus 2*(2.4%) 0(0%) 1*(1.5%) 2*(7.1%) 3*(2.1%) 0.022 21.56 0.02-0.04
Ae. albopictus 0 43 32 187 0
0(0%) 0(0%) 00%) 5%2.7%) 0(0%) 0.014 13.77 0.02-0.04
7 52 8 86 0

Ae. aegypti 1%(143%) 000%)  000%) 1%*(1.2%) 0(0%) 0.013 12.66 0.01-0.03

* indica el nimero de mosquitos positivos a Dirofilaria immitis, seguido de su porcentaje.
PMI proporcion de mosquitos infectados.

TMI Tasa media de infeccion.
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Control+ D. immitis D.immitis D.immitis D. immitis D.immitis Control-
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Figura 23. Muestras de mosquitos detectadas mediante PCR multiplex. El aplicom es de 302 pb como se obtuvo en
el control positivo para Dirofilaria immitis. Carril 1: control positivo multiple, carriles 2 a 6: las muestras de mosquitos

del area metropolitana de Monterrey, carril 7: control negativo.

7.7.Analisis de contenido alimenticio de los mosquitos

Se analizaron un total de 747 mosquitos hembra, para la deteccion de filarias, de los cuales 169 no
habian ingerido sangre y 578 si lo habian hecho (Tabla 16); se estudiaron 4 especies diferentes de
contenido alimenticio (humano, perro, gato y ave). De los 15 mosquitos positivos a Dirofilaria
immitis analizados para contenido alimenticio, se encontr6 el genoma de 3 especies, resultando
que 6 (40%) se alimentaron de perros, 4 (27%) de gatos, 1 (6%) de Humano y 4 (27%) que no se
pudo determinar su contenido alimenticio. (Figura 24). Todos los mosquitos positivos se
recolectaron en Apodaca, Judrez, Monterrey y San Nicolas mientras que los mosquitos del

municipio de Guadalupe no fueron positivos para los paréasitos en estudio (Figura 25).
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Tabla 17. Nimero de mosquitos, analizados y positivos a Dirofilaria immitis, segun especie y estado de alimentacion.

Total, de
Especies de  No alimentados Alimentados mosquitos Numero de mosquitos
mosquito de sangre de sangre analizados positivos a Dirofilaria immitis
Ae. aegypti 38 115 153 2
Cx. pipiens
quinquefasciatus 80 252 332 8
Ae. albopictus 51 211 262 5
Totales 169 578 747 15
® Perro
= Gato
® Humano
mND

Figura 24. Distribucién de fuente de alimentacion de mosquitos del area metropolitana de Monterrey, N.L.
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Mapa de ubicacion de Dirofilaria immitis
deteccion de la fuente sanguinea en mosquitos

AMunicipio positivo a Dirofilaria immitis

. Apodaca
. Guadalupe
- Judrez

Monterrey

- San. Nicolas

Deteccion en especies de mosquito Aedes

aegypli, Aedes alboeicms y Culex pipiens

Figura 25. Municipios con mosquitos positivos para Dirofilaria immitis, y hospedadores detectados en el analisis de

contenido alimenticio.
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8. DISCUSION

La limitada disponibilidad y variabilidad de controles naturales de filarias comprometen la
exactitud y fiabilidad de las pruebas de PCR para su deteccion. Para abordar esta limitacion se
disefid y validd un control positivo sintético capaz de amplificar especificamente las tres especies
de filarias mas prevalentes en México: Dirofilaria immitis, Dirofilaria reconditum y Dirofilaria
repens. Este desarrollo, que optimiza una técnica de PCR multiplex para la deteccion de filarias
representa un avance significativo en la investigacion biomédica, especialmente en el diagnostico

molecular

En estudios previos, como el de Favia et al. (1996), se disefiaron cebadores especificos para
amplificar el ADN de dos especies de gusanos filariales, Dirofilaria repens y D. immitis utilizando
informacion genética para desarrollar herramientas moleculares especificas para su identificacion
mediante PCR. Este enfoque molecular permitié distinguir microfilarias en muestras de sangre,
larvas en desarrollo en mosquitos y adultos inmaduros en muestras de tejido, superando las
limitaciones de la identificacion morfolégica en las primeras etapas del ciclo de vida del parasito.
Ademas, el uso de técnicas moleculares como la PCR no solo mejora la precision y rapidez del
diagndstico, sino que también es de gran relevancia en salud publica para optimizar estrategias de
control y prevencion de enfermedades transmitidas por vectores, destacando el papel de la biologia
molecular en la investigaciéon y gestion de enfermedades parasitarias de importancia médica.
Utilizamos la secuencia previamente reportada de Dirofilaria repens como base para desarrollar
nuestro control positivo, confirmando su capacidad para amplificar el mismo fragmento descrito
por los autores. La validacion de la capacidad de amplificacion del fragmento especifico descrito
por Favia et al. (1996), subraya la importancia de la precision en la seleccién y uso de estas
secuencias como estandares en el desarrollo del trabajo, garantizando que los resultados obtenidos
en las pruebas moleculares, como la PCR, sean comparables y consistentes con hallazgos

previamente publicados.

El estudio de Mar et al. (2002) se centro en las especies D. immitis y D. reconditum, clonando y
secuenciando la region espaciadora transcrita. A partir de esta secuencia, disefiaron pares de
cebadores especificos para la aplicacién del gen 1TS2 mediante PCR. Los resultados mostraron
que esta técnica de PCR permitia la deteccidon de 1 x 102 microfilarias en sangre para cada especie

de parésito. Sus hallazgos demostraron la eficacia y sensibilidad de la PCR disefiada con cebadores
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especificos de ITS2 para diferenciar D. immitis y D. reconditum, siendo crucial en entornos
clinicos y epidemioldgicos, para una identificacion precisa incluso a bajos niveles de infeccion.
En nuestro estudio, empleamos las secuencias previamente reportadas de la region espaciadora
transcrita de D. immitis y D. reconditum para disefiar nuestro control positivo, confirmando que
amplifican los mismos fragmentos descritos en la literatura. El uso de estas secuencias geneéticas
previamente caracterizadas para disefiar el control positivo es fundamental para garantizar la
reproducibilidad y fiabilidad de los resultados. En este caso, las secuencias de la region 1TS2 de
D. immitis y D. reconditum fueron seleccionadas por su disponibilidad y por haber sido validadas
previamente en la literatura. La confirmacion de que estas secuencias amplifican en los mismos
fragmentos descritos subraya la consistencia y precision del método empleado para ambas
especies. Este enfoque no solo valida la robustez del control positivo desarrollado, sino que
también asegura que los resultados obtenidos sean comparables con investigaciones anteriores,

reforzando la confianza en los métodos empleados.

Para la estandarizacion y optimizacion de la PCR multiplex, se adapté el protocolo establecido por
Rishniw et al. (2006), que utilizaba una reaccién de 25 ul para identificar multiples especies de
filarias mediante reacciones de PCR individuales. En contraste, reducimos el volumen de reaccion
a 10 ul y optimizamos las condiciones de la PCR para una reaccion multiple destinada a amplificar
simultdneamente las tres especies de filarias (Dirofilaria immitis, Dirofilaria reconditum y
Dirofilaria repens) en una sola reaccién. Para lograr esto, se realiz6 un gradiente de temperaturas
con el fin de encontrar la temperatura dptima de alineamiento de los primers especificos para cada

microfilaria.

Esta modificacion no solo permitié una mayor eficiencia en el uso de reactivos, sino también una
optimizacion del tiempo y los recursos de laboratorio. Los ajustes en el protocolo, como la
reduccion del volumen de reaccién y la adaptacion de las condiciones térmicas, fueron cruciales
para lograr una amplificacion especifica y robusta en la PCR multiplex, representando una mejora
significativa respecto al protocolo original y facilitando su aplicacién en estudios de diagnostico y

epidemioldgicos que requieran la identificacion simultanea de maltiples patogenos.

Para la parte del estudio de la infeccion por filarias en mosquitos, de un total de 747 mosquitos
hembra recolectados, se identificaron filarias de la especie D. immitis en 15 mosquitos procedentes

de cuatro localidades de muestreo. Las especies de mosquitos infectadas incluyeron Ae. aegypti,
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Ae. albopictus y Cx. pipiens, con tasas de infeccion del 12.66%, 13.77% y 21.56%,
respectivamente. Estos resultados sugieren una alta prevalencia de filarias en la poblacién de
mosquitos estudiada, indicando una presencia significativa del patdgeno en la region. En otros
estudios como el de Younes et al. (2021), reportaron tasas de infeccion de entre 0.6% y 3.0% en
Cx. pipiens y Ae. albopictus respectivamente. Es crucial sefialar que la infeccion por microfilarias
en mosquitos puede tener importantes implicaciones en la transmision de enfermedades tanto a

seres humanos como a otros animales.

A nivel nacional hay pocos estudios que investiguen a los vectores portadores de filarias. Sin
embargo, Torres et al. (2018) detectaron ADN de Dirofilaria immitis en 8% de los perros
analizados y de Acanthocheilonema reconditum en 0.3%, con una tasa minima de infeccion del
2.9% en Culex quinquefasciatus, lo cual coincide con nuestras tasas de infeccion, que oscilaron
entre 1.5y 7.1%.

Alvarado et al. (2018) en la zona del Soconusco Chiapas, México, encontraron D. immitis en seis
grupos de mosquitos en dos sitios de muestreo, con tasas de infeccion que variaron del 0.19% al
4.6% en Aedes angustivittatus, Aedes taeniorhynchus, Ae, aegypti y Ae. albopictus. Estos
hallazgos reflejan la amplia distribucion de D. immitis entre diferentes especies de mosquitos, lo
que podria facilitar la propagacion de la filariosis canina en diversas areas. Comparado con
estudios previos, nuestras tasas de infeccion fueron mas elevadas, con 12.66% en Ae. aegypti,

13.77% en Ae. albopictus y 21.56% en Cx. pipiens.

La alta tasa de infeccion en Aedes albopictus (4.6%) es especialmente alarmante, y que esta especie
es un vector conocido de varias enfermedades y se adapta bien a entornos urbanos y rurales,
aumentando el riesgo de transmision a poblaciones caninas y potencialmente a otros huéspedes
incluidos los humanos. Ademas, la deteccion de D. immitis en Aedes angustivittatus y Aedes
taeniorhynchus con tasas de infeccion relativamente bajas (0.19% y 0.83%, respectivamente)
también es relevante, ya que estas especies pueden actuar como vectores secundarios,

contribuyendo a la persistencia y dispersion de la enfermedad en areas especificas.

Por otro lado, para el norte de México, Ortega (2014) analizo 384 perros y 903 mosquitos para
detectar la presencia del parasito Dirofilaria immitis. Se encontraron seis perros positivos en
pruebas serolégicas y en pruebas de PCR. Ademas, se identificaron cinco especies de mosquitos,

de las cuales cuatro estaban infectadas con el paréasito, encontrado tasas de infeccion de 5.61% en
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Cx. pipiens,26.32% en Cx. tarsalis, 53.57% en Ae. vexans y 25.64% en P. columbiae/toltecum.
Estos resultados subrayan la importancia de implementar medidas preventivas contra esta

enfermedad zoonética.

Scavo et al. (2021) recolectaron especimenes de Ae. aegypti en Texas, EE. UU., y evaluaron la
presencia de microfilarias mediante PCR convencional, ademas de analizar su contenido
alimenticio. Los resultados revelaron que el 21.7% de los mosquitos que se alimentaron de perros
y el 7% de los que se alimentaron de humanos fueron positivos para dirofilariasis. Este estudio
destaca el papel potencial de Ae. aegypti como vector de Dirofilaria immitis en la region estudiada.
La alta prevalencia de mosquitos infectados, especialmente entre aquellos que se alimentaron de
perros, sugiere una posible ruta de transmision de la enfermedad entre los huéspedes vertebrados
y los mosquitos vectores. Esta diferencia en la prevalencia de infeccion entre los mosquitos que se
alimentaron de perros y los que lo hicieron de humanos podria reflejar preferencias alimenticias
especificas de Ae. aegypti, asi como diferencias en la carga parasitaria entre las especies huésped.
En nuestro estudio, tras identificar infeccion por D. immitis en 15 mosquitos analizados para su
contenido alimenticio, se detectd ADN de tres especies diferentes: 6 (40%) se alimentaron de
perros, 4 (27%) de gatos, 1 (6%) de humano, y en 4 (27%) no se pudo determinar el contenido

alimenticio, reflejando una infeccion similar a lo reportado por Scavo et al. (2021).

En comparacién con los resultados de estudios anteriores (Torres et al., 2018; Alvarado et al.,
2018; Ortega, 2014; Scavo et al., 2022), nuestro estudio confirmo la presencia de microfilarias de
D. immitis en mosquitos Ae. aegypti, Ae. albopictus y Cx. pipiens quinquefasciatus, lo que sugiere
un potencial significativo de estos vectores para la transmision de la enfermedad en el éarea
metropolitana de Monterrey. Las tasas de infeccion observadas varian entre las especies de
mosquitos, subrayando la importancia de cada una en la epidemiologia de la dirofilariasis en la
region estudiada. Ademas, la presencia de microfilarias en mosquitos que se alimentaron de perros
y gatos sugiere una transmision zoonotica de D. immitis en la region. La alta frecuencia de
mosquitos que se alimentaron de perros y gatos refleja la interaccion estrecha entre estos huéspedes
y los vectores, reforzando la necesidad de estrategias de control dirigidas tanto a los mosquitos
como a las poblaciones de animales domésticos. La deteccidon de D. immitis en Ae. aegypti y Ae.
albopictus es especialmente preocupante, ya que ambas especies también son vectores de virus

importantes como el dengue, el zika y el chikungunya.
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En resumen, las tasas medias de infeccion por filarias en 15 mosquitos de tres especies diferentes
son un indicador crucial de la presencia y prevalencia de enfermedades transmitidas por mosquitos

en la region estudiada, asi como de la efectividad de las medidas de control de vectores.

Los resultados obtenidos sobre la diversidad alfa y beta de mosquitos en los municipios del area
metropolitana de Monterrey muestran que el indice de diversidad de Shannon-Wiener (H”) fue de
1.029, lo que sugiere una diversidad baja en la comunidad de mosquitos de la region. Este indice
refleja la diversidad tanto en términos de riqueza de especies como en equitatividad. Comparado
con el estudio de Flores (1990), quien report6 valores maximos de H' = 0.618 en otofio y H' =
0.583 en primavera, nuestros resultados muestran una diversidad generalmente mas alta en

términos absolutos.

El indice de equitatividad de (J) obtuvo un valor de 0.6396, lo que indica una distribucion
relativamente equitativa de especies. Esta medida es comparable con los hallazgos de Flores
(1990), quien registrd6 maximos de equitatividad en julio y noviembre (J = 0.890 y 0.968,
respectivamente), mostrando una mayor uniformidad en la distribucion de las especies en esos

meses especificos.

El indice de diversidad de Gini- Simpson fue de 0.6163, sugiriendo una dominancia significativa
de ciertas especies, particularmente Ae. albopictus, Cx. pipiens quinquefasciatus y Ae. aegypti.
Este patrén coincide con los resultados de otros estudios, como el de Trujillo (1994), donde Ae.

aegypti y Cx. pipiens también fueron las especies méas abundantes.

El indice de Margalef obtuvo un valor de 0.5763, indicando una diversidad moderada. Comparado
con el estudio de Trujillo (1994), que report6 valores maximos de 0.9918 y minimos de 0.4803,

nuestros resultados sugieren una diversidad relativamente constante a los muestreos.

Es interesante notar la baja presencia o ausencia de especies como An. pseudopunctipennis y
Psorophora ferox en las colectas, lo cual podria ser el resultado de factores ambientales especificos
o de medidas de control de mosquitos implementadas en la regién, coincidiendo con lo reportado
por Elizondo (2002) y Ortega (2010), quienes destacan la importancia de Ae. aegypti, Ae.
albopictus y Cx. Pipiens quinquefasciatus como los principales vectores de enfermedades en la

zona metropolitana de Monterrey N.L.
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Estos resultados proporcionan una vision actualizada sobre la diversidad y dominancia de especies
de mosquitos en el area metropolitana de Monterrey, destacando la importancia de especies como
Ae. albopictus, Cx. pipiens quinquefasciatus y Ae. aegypti. La comparacion con estudios previos
refuerza la consistencia de los patrones observados y subraya la necesidad continua de monitoreo
y gestion adecuada de las poblaciones de mosquitos para reducir el riesgo de enfermedades
transmitidas por estos insectos. Ademas, se subraya la necesidad de implementar estrategias de
control integrado de vectores que tengan en cuenta la diversidad de especies y los factores
ambientales locales para garantizar un enfoque efectivo y sostenible en la gestion de mosquitos en

la region.

Nuestros resultados sugieren que la especie Ae. albopictus parece ser menos influenciada por las
variaciones de precipitacion y temperatura, ya que su abundancia se mantuvo constante durante el
periodo de recoleccién de datos. Esto podria indicar que esta especie es mas resistente a los
cambios ambientales o que su ciclo de vida y comportamiento no estan tan estrechamente ligados
a estos factores, lo que ha llevado a clasificarla como una especie invasora con capacidad de
adaptacion rapida (Avila et al., 2015; Castro et al., 2013; Marquez et al., 2019).

Por otro lado, Ae. aegypti mostrd6 un aumento en su abundancia con el incremento de la
precipitacion, lo que sugiere que esta especie puede estar mas influenciada por las condiciones de
humedad asociadas con la lluvia. Esto coincide con lo descrito por Lega et al. (2017) y Estallo et
al. (2015), quienes observaron gue la actividad de oviposicion de Ae. aegypti disminuye durante
los inviernos secos y aumenta durante la temporada de lluvias. Dado que Ae. aegypti es el principal
vector de enfermedades como el dengue, Zika y Chikungunya, un aumento en su abundancia

podria tener implicaciones significativas para la salud publica.

Es interesante como la complejidad de los ecosistemas y los cambios climaticos pueden afectar la
distribucion y abundancia de especies de mosquitos, destacando especialmente aquellas que
pueden tener un impacto significativo en la salud humana. Por lo tanto, es importante continuar
investigando y desarrollando estrategias de control efectivas para gestionar las poblaciones de

mosquitos y reducir el riesgo de transmision de enfermedades.
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9. CONCLUSION

Esta investigacion constituye el primer estudio sobre filarias caninas en las comunidades de
mosquitos del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon. Ademas de registrar los patrones

alimenticios y la distribucion periddica de las especies vectoras.

La utilizacion de secuencias genéticas especificas, como las obtenidas, subraya la importancia de
la biologia molecular en el diagnostico de parasitosis. Este enfoque no solo mejora la exactitud de
las pruebas diagnosticas, sino que también facilita la deteccion tempranay diferenciada de especies

de Dirofilaria, contribuyendo asi a una gestion mas efectiva de las enfermedades parasitarias.

Esta capacidad de identificar con precision las especies de Dirofilaria desde multiples tipos de
muestras favorece a la deteccion de infecciones en humanos y fortalece las investigaciones
epidemioldgicas, especialmente en regiones donde diversas especies de nematodos son endémicas
por lo que la PCR multiplex estandarizada en este estudio no solo resuelve un diagnéstico
discordante de filarias si no que permite amplificar tres diferentes especies D. immitis, D.
reconditum y D. repens en una misma reaccion de PCR eliminando la necesidad de realizar

maltiples reacciones individuales.

La seleccidn de estas especies es crucial dada su relevancia en la salud publica y veterinaria,
subrayando la importancia de métodos precisos y sensibles para la deteccion temprana y
diferenciacion de estas parasitosis. La implementacion de la PCR multiplex en este estudio no solo
facilita la deteccion simultdnea de multiples especies de filarias, sino que también optimiza la
eficiencia al reducir el volumen de reactivos y el nimero de reacciones necesarias. Este enfoque
simplifica la logistica del laboratorio y minimiza los errores asociados con la manipulacion de

muestras y reactivos multiples.

Los resultados de este estudio identificaron a Cx. pipiens, Ae. albopictus y Ae. aegypti, como
posibles especies participantes en la transmision de D. immitis en distintos municipios del area
metropolitana de Monterrey, reportando altas tasas de infeccion del 24.10, 19.8 y 13.7

respectivamente.
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Se encontraron cinco especies de mosquito donde la mayor riqueza de especies se observo en el

municipio de Juarez, mientras que la mayor abundancia en el municipio de Monterrey.

Cx. pipiens como Ae. albopictus, se encontraron como especies dominantes en casi todos los
municipios de muestreo, sin embargo, Ae. aegypti mostro picos poblacionales altos durante los
meses con mayor lluvia acumulada. Esto sugiere que las estrategias de control vectorial que se
implementan para estas enfermedades podrian tener un impacto positivo secundario en la
reduccién de la transmision de D. immitis. Sin embargo, la efectividad de estas estrategias debe
evaluarse cuidadosamente, implementar estos estudios en otras regiones o con diferentes especies
de mosquitos podria proporcionar una perspectiva mas completa de la situacion epidemioldgica y

contribuir a la orientacion de estrategias futuras.
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