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Rabies virus diagnosis in bats
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RESUMEN

Introducción: los quirópteros son un importante reservorio y vector del virus
rábico en el mundo. La enfermedad invariablemente lleva a la muerte, pero puede
ser prevenida mediante la vacunación.
Objetivo: detectar virus rábico a través de la técnica de inmunofluorescencia
directa en quirópteros.
Métodos: en el Centro Provincial de Higiene Epidemiología y Microbiología de la
Provincia La Habana en el período de 2004 a 2009, se recibieron 651 muestras de
cerebros de quirópteros para detectar el virus de la rabia. Se analizaron empleando
el método de inmunofluorescencia directa.
Resultados: la presencia del virus se confirmó en 5 muestras de cerebro de
murciélagos. Se obtuvo 0,76 % de positividad.
Conclusión: se demuestra que en Cuba circula el virus de la rabia en murciélagos
y que aunque el porcentaje de positividad es bajo, se deben tomar las precauciones
establecidas cuando se observen cambios de conducta en esta especie.
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ABSTRACT

Introduction: the bats are an important reservoir and vector of rabies virus in the
world. The infection invariably leads to death, but can be prevented with
vaccination.
Objective: to detect rabies virus through direct immunofluorescence in bats.
Method: the provincial Center of Hygiene, Epidemiology and Microbiology of
Havana received 651 bat brain samples from 2004 to 2009 to test for rabies virus,
using the direct immunofluorescence method.
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Results: the presence of virus was confirmed in 5 bat brain samples. Positivity rate
was 0.76 %.
Conclusions: it was demonstrated that rabies virus circulates in Cuba in bats and
that although the positivity rate is low, so the established precautions should be
taken when behavioral changes are observed in this species.
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La rabia es una zoonosis que afecta a todas las especies de sangre caliente,
causada por un virus del género Lyssavirus que pertenece a la familia
Rhabdoviridae. Este se transmite por la mordedura de un animal infectado a través
de la entrada de saliva en la herida. Existen otras vías de infección: contacto con
saliva infectada, tejido de un animal con rabia en una herida abierta o mucosa,
grandes cantidades de virus en aerosoles y por trasplantes de córnea de pacientes
infectados. La infección de la rabia invariablemente lleva a la muerte, aunque
puede ser prevenida con el uso de la vacuna antirrábica.1

En América Latina, la rabia es un importante problema de salud, sobre todo en
animales silvestres.2 Frecuentemente el virus rábico se ha aislado de quirópteros
hematófagos, aunque también se han visto casos de transmisión relacionados con
insectívoros y frugívoros.3

Debido a la peculiaridad que los quirópteros poseen en las glándulas salivales,
pueden padecer la enfermedad sin presentar signos aparentes durante 1 a 2 años,
permaneciendo el virus en la saliva durante un tiempo variable, con valores
extremos entre 9 y 171 días. Estas especies tienen hábitos migratorios, en el caso
de alguna de ellas su radio de vuelo abarca aproximadamente más de 100 km, lo
cual propicia la transmisión del virus rábico a grandes distancias.4

En el Laboratorio Nacional de Tampa en el estado de la Florida, se reportó por
primera vez el virus rábico en quirópteros insectívoros en 1953; posteriormente, se
encontró en 24 estados de los EE. UU.5,6 En Cuba el primer caso notificado de rabia
en murciélagos fue en 1979.7,8

En Cuba hay murciélagos insectívoros, frugívoros, y piscívoros, que pueden estar
infectados con el virus de la rabia,9 por lo que se realizó la detección del virus
rábico por la técnica de inmunofluorescencia directa en muestras de quirópteros
que llegan al Laboratorio del Centro Provincial de Higiene, Epidemiología y
Microbiología (CPHEM) en La Habana, desde enero de 2004 a diciembre de 2009.

Se realizó un estudio retrospectivo, con el análisis un total de 651 muestras de
cerebros de quirópteros, 629 por vigilancia epidemiológica (VE) y 22 por animales
lesionadores (AL), provenientes de las provincias del país desde enero de 2004
hasta diciembre de 2009 en el Centro Provincial de Higiene, Epidemiología y
Microbiología de la provincia La Habana.

Las muestras se colectaron en frascos con tapa de rosca y se almacenaron a 4 ºC
hasta su procesamiento, los cerebros que se recibieron en glicerina 50 % como
medio de preservación; se lavaron varias veces con agua destilada estéril para
evitar interferencia en el desarrollo de la técnica.
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Para el diagnóstico se utilizó el método de inmunofluorescencia directa (IFD), que
es la técnica de oro recomendada por el Comité de Expertos en Rabia de la
Organización Mundial de la Salud (OMS), utilizando el conjugado comercial anti-
nucleocápside rábico (BIORAD-Francia).10

Se preparó un frotis con cerebro de murciélagos en láminas portaobjetos, con un
control positivo y otro negativo; se secó a temperatura ambiente, luego se le
añadió el conjugado antirrábico diluido (1:10); incubándose a 37 ºC durante 30 min
en cámara húmeda. Las láminas se lavaron con una solución buffer como tampón
(PBS) 1X (NaCl 100 mM, KCl 2 mM, Na2HPO4 10 mM, K2HPO4 1 mM) con pH 7,2
durante 10 min y seguidamente un segundo lavado con agua destilada durante 3
min.10 En las muestras positivas debe observarse fluorescencia de color verde
manzana brillante sobre un fondo oscuro.10

Para detectar la presencia de antígeno viral en la muestra se utilizó un microscopio
de fluorescencia (Leitz, Alemania) con fuente de luz ultravioleta, condensador de
campo oscuro, objetivo 40X y una gota de glicerina (Sigma) como aceite de
inmersión.10

Se consideró positiva toda muestra que presentó al menos un foco fluorescente en
alguna de las impresiones y como negativas, ausencia de fluorescencia.

Para el procesamiento de la información se utilizaron las aplicaciones de Microsoft
Office Excel 2003.

Todo el trabajo se realizó en cabina de seguridad biológica clase II, teniendo en
cuenta el nivel de riesgo biológico de la muestra según la legislación nacional
(Resolución 38/06 del Ministerio de Ciencia, Tecnología y Medio Ambiente, CITMA).

En la tabla se puede observar que de 651 muestras de cerebros de quirópteros
estudiados se detectó un caso positivo por año, excepto en 2006, que no se
recibieron muestras, con un total de 5 pruebas positivas para 0,76 %; además se
percibió aumento de las muestras recibidas en 2008 con un total de 342 cerebros
de quirópteros.
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De 629 muestras recibidas por vigilancia epidemiológica (VE), realizadas en el país,
3 pruebas fueron positivas para 0,47 % de positividad y 22 muestras por animales
lesionadores, con 2 positivas para 9, 09 %.

En Cuba hay circulación de virus rábico en murciélagos, aunque no existen
quirópteros hematófagos. según lo planteado por diferentes autores, son los más
propensos a la transmisión de la rabia por su forma de alimentación, existiendo
circulación del virus en quirópteros no hematófagos tanto en países desarrollados
como en vías de desarrollo.11-17

Los quirópteros insectívoros son uno de los principales reservorios de virus rábico
en varias regiones del mundo, porque durante la vigilancia se identificaron
murciélagos insectívoros y frugívoros positivos,14 demostrándose que tanto los
quirópteros insectívoros como los frugívoros pueden ser transmisores del virus
rábico.3,12-16

A pesar de no observarse una positividad elevada es de gran importancia conocer la
circulación viral en esta especie, debido al papel de los murciélagos como
transmisores de rabia. En la actualidad los murciélagos no hematófagos constituyen
gran importancia epidémica en la transmisión de la rabia a los humanos. La
interacción que puedan tener los humanos y los animales domésticos incrementa el
riesgo de contraer la enfermedad.17

En 2008 el envío de muestras al laboratorio es mayor, esto pudiera ser debido a un
aumento en la población de murciélagos o su desplazamiento a áreas urbanas
debido a la degradación de sus áreas naturales, por lo que aumenta la vigilancia
epidemiológica, una de las medidas del programa de salud para el control de la
rabia.4

Se obtuvo una positividad de 0,47 % por VE, esto puede ser por la captura de
murciélagos sanos durante el vuelo o en hábitats específicos. En el caso de las
muestras clasificadas como AL, la positividad es de 9,09 % (más elevada); esto se
debe a que los ejemplares rabiosos suelen ser torpes, desorientados e incapaces de
volar, lo cual aumenta la probabilidad de que entren en contacto con las personas y
sea posible la transmisión de la enfermedad, así como el riesgo de ser capturados
con más facilidad.18 La infección de la rabia en los murciélagos puede ocurrir
durante la interacción entre ellos, quizá por los refugios que comparten, mediante
transferencia transplacentaria y beber leche infectada de la madre con virus
rábico.19

Por todo lo antes expuesto, no se debe sentir temor a estos animales, es
conveniente evitar manipularlos o tenerlos en lugares habitados, al igual que con
cualquier animal salvaje. Si una persona es lesionada por un murciélago, debe
recibir asistencia médica inmediata para descartar la posibilidad de que haya sido
infectada. En Cuba está establecido un programa de vacunación para las personas
lesionadas por animales salvajes.20

Estos resultados muestran la necesidad de orientar a la población a no manipular
directamente a los murciélagos, sobre todo cuando se encuentran en el suelo,
dentro de casas habitadas o escuelas, así como la importancia de mantener
actualizada la vacunación de animales domésticos (perros y gatos).

Se puede concluir que en Cuba existe circulación del virus rábico en murciélagos no
hematófagos, y que a pesar de que el porcentaje de positividad de esta enfermedad
es bajo, se deben tomar las precauciones establecidas con los ejemplares que
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exhiban cambio de conducta como desorientación al volar, caídos en el suelo o que
penetren desorientados en casas habitadas.
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