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I.- INTRODUCCIÓN. 

Dirofilaria immitis es un nematodo transmitido por diversas especies de 

mosquitos, que afecta a grandes vasos sanguíneos y el corazón de caninos 

domésticos y salvajes, en menor medida también afecta a felinos, otras especies 

animales y al hombre (Lee y Atkins, 2010; Lu et al., 2017; Zumaquero et al., 2020). 

La distribución de D. immitis es considerada cosmopolita, aunque es más 

frecuente encontrarla en climas cálidos (Labarthe y Guerrero, 2005., Genchi et al., 

2009). En América ha sido reportada en perros de países como Argentina, Brasil, 

Colombia, Estados Unidos, México y Venezuela (Labarthe y Guerrero, 2005; 

Bowman et al., 2009). 

Una gran variedad de especies de mosquitos ha sido considerada 

hospedadores intermediarios y vectores de D. immitis. Sin embargo, pocas especies 

han sido evaluadas en relación a su capacidad infectiva y vectorial. En la actualidad 

se sabe por diversos estudios que la familia de mosquitos Culicidae son 

considerados los hospedadores intermediarios del nematodo. Alrededor de 3500 

especies de mosquitos conforman esta familia y se encuentran distribuidas de 

manera cosmopolita (Morchón et al., 2012; Ferreira et al., 2015). 

La mayoría de los trabajos de campo realizados para identificar a los 

hospedadores intermediarios de D. immitis han empleado trampas y regularmente 

un perro como cebo para la captura de los mosquitos. Este tipo de estudios han sido 

realizados principalmente en Estados Unidos, Italia y Brasil, países con amplias 

áreas endémicas. Como posibles hospedadores se han identificado Culex erraticus, 

Culex modestus, Culex nigripalpus, Culex pipiens, Culex quinquefasciatus, Aedes 
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canadensis, Aedes caspius, Aedes excrucians, Aedes scapularis, Aedes sierrensis, 

Aedes sollicitans, Aedes stimulans, Aedes taeniorhynchus, Aedes trivittatus, Aedes 

vexans y Anopheles maculipennis (Latrofa et al., 2012; Morchón et al., 2012). Otras 

especies como Aedes cantans, Aedes cinereus, Aedes geniculatus, Anopheles 

claviger, Coquilletidia richiardii, Culex declarator, Culex restuans, Culex sultanensis, 

Culex territans y Culex annulata tienden a alimentarse con menor frecuencia de 

perros y gatos por lo que son de menor interés en la transmisión del parásito (Torres-

Chable et al., 2018). 

En el estado de Tabasco se ha reportado una elevada prevalencia de 

dirofilariasis canina en localidades cercanas a la costa del Golfo de México, 

principalmente en los municipios de Comalcalco, Paraíso y Centla y se cuenta con 

evidencia molecular que el mosquito Culex (Culex) quinquefasciatus es un vector 

de D. immitis en el estado (Torres-Chable et al., 2018). Sin embargo, existen otras 

especies de mosquitos que pudieran estar jugando un papel en la transmisión del 

nematodo y que aún no han sido reportadas. Por lo tanto, el objetivo del presente 

estudio será identificar las especies de mosquitos vectores que juegan un papel 

importante en la transmisión de Dirofilaria immitis en la zona urbana de Paraíso, 

Tabasco.  
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II.- OBJETIVOS. 

 2.1.- Objetivo general. 

 Identificar las especies de mosquitos vectores que juegan un papel 

importante en la transmisión de Dirofilaria immitis en la zona urbana de Paraíso, 

Tabasco. 

 2.2.- Objetivos específicos. 

• Conocer las especies de mosquitos presentes en casas de la zona urbana de 

Paraíso, Tabasco, donde habitan perros infectados con D. immitis. 

• Identificar molecularmente la presencia de microfilarias en cabeza, tórax y 

abdomen de mosquitos capturados. 

• Determinar el rango de infección de las especies de mosquitos infectadas con 

microfilarias.  
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III.- MATERIALES Y MÉTODOS. 

 3.1.- Área de estudio. 

El presente estudio se llevó a cabo en dos periodos de tiempo, el primer 

periodo fue la colección de mosquitos entre enero a noviembre de 2021 en la ciudad 

de Paraíso (cabecera municipal) del municipio de Paraíso, Tabasco, el cual se 

encuentra ubicado entre las coordenadas 18° 24' 00" latitud Norte y entre 93° 13' 

59" longitud Oeste (INEGI, 2020). El segundo periodo fue la extracción de ADN e 

identificación molecular de D. immitis que se llevó a cabo de enero a julio de 2022. 

 3.2.- Tipo de muestreo y técnica de colección de mosquitos. 

Se realizó un muestreo por conveniencia. Primero se llevó a cabo un 

muestreo al azar, para identificar 10 casas que tuvieran al menos un perro infectado 

con D. immitis y que presentara microfilaremia. Inicialmente se realizó la 

identificación por microscopía y posteriormente se llevó a cabo la identificación 

molecular mediante PCR siguiendo la metodología de extracción de ADN y reacción 

de PCR descrita por Torres-Chable et al. (2018). Una vez identificadas las casas 

con los perros positivos a la infección se realizaron capturas de mosquitos 

semanalmente, empleando mochilas entomológicas tipo Back Pack (avaladas por 

el Centro de Control de Enfermedades, Back Pack CDC®). Las aspiraciones se 

realizaron dentro y fuera de la casa (patios y zonas adyacentes a la casa) buscando 

mosquitos en sitios de reposo o en vuelo. Las aspiraciones fueron realizadas una 

sola vez en cada casa. El tiempo de aspiración empleado en cada casa fue de 

aproximadamente 15 minutos. Los mosquitos capturados fueron mantenidos vivos 
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en los contenedores plásticos de la máquina aspiradora y transportada al laboratorio 

de Enfermedades Tropicales y Transmitidas por Vectores DACA-UJAT donde se 

llevó a cabo su identificación taxonómica. 

 3.3.- Identificación y clasificación de los mosquitos capturados. 

En el laboratorio los mosquitos fueron sometidos a eutanasia mediante 

hipotermia, para posteriormente llevar a cabo su identificación mediante el uso de 

claves taxonómicas (Carpenter y LaCasse, 1955; Darsie Jr y Ward, 1981). Además, 

se realizó la cuantificación y determinación de sexo. El estado de alimentación se 

determinó mediante la observación directa del abdomen de cada mosquito y de 

forma práctica se clasificaron como alimentado o no alimentado. 

 3.4.- Extracción de ADN genómico de mosquitos. 

Una vez identificados los mosquitos, se colocaron de 1 a 10 especímenes 

en cada vial (dependiendo de su abundancia) y posteriormente se sometieron a 

extracción de ADN total. La extracción de ADN se realizó mediante la técnica de 

sales (PAT-ROMANS). Se agregaron 200 µl de buffer de maceración (NaCl 0.1M, 

Sacarosa 0.2M, Tris Buffer 0.1M, EDTA 0.05M y SDS al 0.05%) a los mosquitos 

contenidos en los viales. Posteriormente, se realizó la maceración de los mosquitos 

hasta alcanzar una mezcla homogénea de partículas finas. Después, se realizó una 

centrifugación por 30 segundos (s), e inmediatamente las muestras fueron 

incubadas a 65°C durante 30 min. Al finalizar la incubación, se agregaron 21 µl de 

acetato de potasio 8M a cada vial (para alcanzar una concentración final de 1M), se 

mezclaron por inversión manual y se procedió a realizar una incubación en hielo 
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húmedo a aproximadamente 4°C por 30 min. Posteriormente, se realizó una 

centrifugación a 18,000 x g durante 15 min y al finalizar se trasladaron 200 µl del 

sobrenadante a un nuevo vial. Se agregaron 200 µl de etanol al 100% a cada vial y 

se mezcló por inversión manual. Las muestras se dejaron precipitando hasta el 

siguiente día a -20°C. 

Al día siguiente, las muestras se centrifugaron a 18,000 x g durante 15 min 

y se desechó el etanol. Se agregaron 200 µl de etanol al 75%, se realizó una 

centrifugación a 18,000 x g durante 15 min y se desechó el etanol. Después, se 

agregaron 200 µl de etanol al 100%, se realizó una centrifugación a 18,000 x g 

durante 15 min y posteriormente el etanol fue desechado. Los viales conteniendo el 

pellet de ADN fueron secados durante 15 min en SpeedVac (Thermo Fisher 

Scientific®, USA). 

El pellet fue resuspendido en 100 µl de TE, el ADN obtenido fue cuantificado 

en Nanodrop (Thermo Fisher Scientific®, USA) y ajustado a una concentración entre 

80 y 100 ng/µl. 

 3.5.- Reacción de PCR para identificar ADN filarial en sangre de perros 

y mosquitos colectados. 

Se emplearon los cebadores universales (Pan-filarial) DIDR F1 y DIDR R1 

generados a partir de la región espaciadora transcrita 2 (ITS2) del ADN ribosomal 

de D. immitis y Acantocheilonema reconditum siguiendo la metodología descrita por 

Torres-Chablé et al. (2018). 
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Brevemente, cada reacción de PCR fue realizada usando MgCl2 a 1.5 mM, 

dNTPs 250 µM, Tris–HCl 20 mM (pH 8.4), KCl 50 mM, 2.5 U de Taq polimerasa y 

2.5µl de solución de ADN en un volumen total de 25 µl 20. El procedimiento se inició 

con un paso de desnaturalización a 94°C por 2 min y 32 ciclos de desnaturalización 

a 94°C por 30 s, el tiempo de alineación fue de 30 s a 60°C. Posteriormente, una 

extensión de 30 s a 72°C y una extensión final de 7 min a 72°C. La reacción se llevó 

a cabo en un termociclador SimpliAmp® Applied Biosystems (Thermo Fisher 

Scientific, USA). Los productos obtenidos de la PCR (10 µl), se examinaron en geles 

de agarosa y se compararon con un control positivo a D. immitis que se encuentra 

resguardado en el Laboratorio de Enfermedades Tropicales y Transmitidas por 

Vectores DACA-UJAT. 

 3.6.- Determinación de la proporción de mosquitos infectados por 

filarias. 

Para identificar la proporción de mosquitos infectados se empleó el cálculo 

del Rango Mínimo de Infección, para lo cual se utilizó la siguiente fórmula: 

𝑅𝑎𝑛𝑔𝑜	𝑀𝑖𝑛𝑖𝑚𝑜	𝑑𝑒	𝐼𝑛𝑓𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑁°	𝑑𝑒	𝑝𝑜𝑜𝑙𝑠	𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

𝑁°	𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑑𝑒	𝑚𝑜𝑠𝑞𝑢𝑖𝑡𝑜𝑠	𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑎𝑑𝑜𝑠	
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IV. RESULTADOS. 

 Se colectaron muestras de sangre entera de perros domésticos en la 

cabecera municipal de Paraíso, Tabasco de forma aleatoria en búsqueda de perros 

microfilarémicos empleando la técnica de frotis de gota gruesa. Una vez ubicados 

diez perros microfilarémicos provenientes de diferentes casas, se procedió a la 

identificación de la especie mediante la técnica de PCR. Se corroboró mediante el 

producto de PCR observado en gel de agarosa al 1.5%, la presencia de un amplicón 

compatible con D. immitis (542 pb) como puede observarse en la Figura 1. 

 

Figura 1. Resultado de los PCR para identificar perros positivos a D. immitis. Carriles 

1 y 14: marcador molecular, carriles 2-12 muestras evaluadas (Carrillo-Castro y 

Solís-Pérez 2022). 

 Las casas donde habitaban los perros positivos a D. immitis fueron entonces 

consideradas las unidades de muestreo para el presente estudio, capturándose un 

total de 1265 mosquitos. 
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Cuadro 1.- Lista de mosquitos capturados en patios y casas donde viven perros 

infectados con Dirofilaria immitis. 

Taxón M HNA HA Total 

I.- Aedes (Stegomya)      

1.- aegypti (Linnaeus) 51 3 52 106 

II.-Aedes (Ochlerotatus)     

2.- angustivittatus (Dyar y Knab, 1907) 0 0 4 4 

3.- taeniorhynchus (Wiedemann)  21 4 292 317 

III.- Anopheles (Nyssorhynchus)     

4.- albimanus (Wiedemann) 2 20 0 22 

IV.-Anopheles (Anopheles)     

5.- quadrimaculatus (Say, 1824) 114 29 3 146 

6.- Walkeri (Theobald, 1901) 1 0 1 2 

V.- Culex (Culex)     

7.- Coronator (Dyar y Knab, 1906) 1 4 7 12 

8.- educator (Dyar y Knab, 1906).  0 0 7 7 

9.- interrogator (Dyar y Knab, 1906). 19 30 162 211 

10.- lactator (Dyar y Knab, 1906). 0 0 1 1 

11.- quinquefasciatus (Say, 1823).  5 20 80 105 

VI.- Culex (Melanoconion)     

12.- nigripalpus (Theobald, 1901). 7 30 174 211 

VII.- Mansonia (Mansonia)     

13.- titillans (Walker, 1848) 7 16 98 121 

Total 228 156 881 1265 

M: Macho. HNA: Hembra no alimentada.  HA: Hembra alimentada (Carrillo-Castro y Pérez-Solís, 

2022). 
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 La identificación taxonómica de los mosquitos reveló que estos pertenecen 

a cuatro géneros, siete subgéneros y 13 diferentes especies como puede ser 

observado en el Cuadro 1. 

La extracción de ADN de los mosquitos (hembras alimentadas y no 

alimentadas) se realizó dividiendo los mosquitos en tres secciones abdomen, tórax 

y cabeza con la finalidad de encontrar microfilarias L1, L2 y L3 respectivamente. Los 

resultados de PCR indicaron que para abdomen y cabeza no amplificó ninguna 

muestra. Sin embargo, para tórax amplificaron ocho viales con diferente cantidad y 

especies de mosquitos como puede observarse en el Cuadro 2. 

 

Cuadro 2.- Especies de mosquitos que presentaron evidencia molecular de 

infección causada por Dirofilaria immitis en tórax. 

N° Vial Especie Cantidad Área de colección 

82 Culex interrogator 10 Adentro 

84 Culex interrogator 10 Adentro 

85 Culex interrogator 10 Adentro 

86 Culex interrogator 10 Adentro 

90 Culex quinquefasciatus 2 Adentro 

112 Culex quinquefasciatus 10 Afuera 

152 Ochlerotatus taeniorrynchus 10 Afuera 

155 Ochlerotatus taeniorrynchus 10 Afuera 

Los viales 82 y 85 presentaron un amplicón no esperado de aproximadamente 350 pb (Figura 2). 
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El rango mínimo de infección calculado fue de 0.77 (RMI= 7.7 hembras 

infectadas por cada 1000 colectadas). Los pools de Culex interrogator y Culex 

quinquefasciatus que resultaron positivos a la infección pertenecieron a mosquitos 

colectados en el interior de las casas, mientras que los pools de Ochlerotatus 

taeniorrynchus positivos a la infección pertenecieron a especímenes colectados 

fuera de las casas (en patios). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.- Productos de PCR de muestras de tórax de mosquitos amplificando 

aproximadamente a 542 pb. Pueden observarse en el carril 82 y 85 dos bandas de 

aproximadamente 350 pb. 
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V. DISCUSIÓN. 

 D. immitis es un nemátodo hematófago transmitido por algunas especies de 

mosquitos que pueden alimentarse de caninos, felinos y ocasionalmente, de 

personas. La importancia de los estudios de identificación vectorial radica en ampliar 

los conocimientos biológicos relacionados a los mosquitos a fin de implementar 

medidas de control integrales que conduzcan a disminuir o evitar las infecciones 

tanto en perros domésticos como en personas (Manrique-Saide et al., 2008; Ferreira 

et al., 2015; Bendas et al., 2019). 

 En el presente estudio se realizaron colectas de mosquitos exclusivamente 

en casas en donde viven perros positivos a D. immitis. A pesar de haber encontrado 

13 especies diferentes de mosquitos coexistiendo en los sitios de muestreo, 

solamente cuatro de estas especies han sido previamente reportadas como 

vectores de D. immitis. Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus fue la especie más 

abundante en las casas y más del 90% de las hembras se encontraron alimentadas, 

lo cual indica que en el ambiente doméstico o peri-doméstico están encontrando su 

fuente de alimento (perros o humanos). Lo anterior cobra relevancia debido a que 

esta especie ha sido incriminada como el principal vector de D. immitis en zonas 

costeras de Yucatán (Manrique-Saide et al., 2008; Manrique-Saide et al., 2010). Los 

mosquitos Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus tienen alta afinidad para 

alimentarse de perros y se han encontrado todos los estadios (L1, L2 y L3) en 

intestino, tórax y cabeza, respectivamente. Estas condiciones lo han convertido en 

una especie reconocida como vector de D. immitis (Manrique-Saide et al., 2008). En 

la región de la Chontalpa y especialmente, en el municipio de Paraíso, Tabasco, se 
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ha publicado previamente una alta prevalencia de D. immitis (focos de hasta 50%) 

en perros domésticos (Torres-Chable et al., 2018). Estos resultados sugieren que 

Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus es el principal vector del nematodo en la zona 

estudiada. Resultados similares fueron también publicados en una zona de alta 

prevalencia en Brasil en donde Aedes (Ochlerotatus) taeniorhynchus, Culex 

quinquefasciatus y Aedes (Ochlerotatus) scapularis, son considerados los vectores 

del nemátodo (Bendas et al., 2019). El rango de infección calculado para Aedes 

(Ochlerotatus) taeniorhynchus en los estudios llevados a cabo en México es de 10.3 

y 6.2%, respectivamente (Manrique-Saide et al., 2010), lo cual se considera un 

rango mínimo de infección (RMI) elevado. El RMI general para el presente estudio 

fue de 7.7 en la zona estudiada lo cual también indica un rango elevado. 

 Anopheles quadrimaculatus ha sido considerado un hospedador de D. 

immitis desde hace mucho tiempo (Kutz y Dobson, 1974; Bradley y Nayar, 1987). 

Sin embargo, en un estudio reciente se reportó la ausencia de infecciones en esta 

especie en una zona aparentemente endémica en donde se consideraba que 

Anopheles quadrimaculatus, era el principal vector. Lo anterior deja dudas sobre la 

incriminación de esta especie como vector de D. immitis por lo que estudios 

recientes empleando técnicas moleculares deberán ser enfocadas en elucidar el 

papel de esta especie en la transmisión del nematodo. En el presente estudio esta 

especie de mosquito no presentó la infección en ninguna de las partes anatómicas 

evaluadas por lo que este dato puede ayudar a sustentar que esta especie no juega 

un papel de vector para D. immitis. 
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 Culex interrogator fue capturado en una buena cantidad en el presente 

estudio. Además, 162 hembras fueron encontradas alimentadas, lo cual indica que 

está encontrando su fuente de alimento y sugiere que su fuente de alimento podrían 

ser tanto perros como personas. Sin embargo, en estudios previos no se han 

encontrado L3 de D. immitis en tórax o cabeza de los mosquitos por lo que se 

considera que el nematodo no completa su desarrollo en esta especie (Manrique-

Saide et al., 2008; Manrique-Saide et al., 2010). En el presente estudio se 

localizaron muestras de tórax de especímenes de Culex interrogator infectados por 

lo que al momento esta teoría no puede ser descartada. 

 El resultado del presente estudio sugiere que Aedes (Ochlerotatus) 

taeniorhynchus y Culex quinquefasciatus son las especies vectores de D. immitis 

en la zona estudiada. El papel de Culex interrogator aún no queda elucidado y 

deberá seguir bajo estudio molecular o mediante infecciones experimentales a fin 

de poder definir el posible papel vectorial de esta especie en la zona estudiada. 
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VI.- CONCLUSIONES. 

La identificación taxonómica de los mosquitos reveló que estos pertenecen a 

cuatro géneros, siete subgéneros y trece diferentes especies. Sin embargo, solo 

Ochlerotatus taeniorrynchus, Culex quinquefasciatus y Culex interrogator resultaron 

positivos a infecciones de Dirofilaria immitis en tórax. Culex interrogator no ha sido 

considerado previamente un vector por lo que localizar la presencia L3 en cabeza o 

glándulas salivales es crucial para poder elucidar el papel de esta especie de 

mosquito en la transmisión del nematodo. El rango mínimo de infección general fue 

de 7.7 mosquitos por cada 1000 capturados considerado un rango elevado. 
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