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Introduccidén

Los quirépteros son los Ginicos mamiferos capaces de
volar. Estdn ampliamente distribuidos por todo el
mundo y agrupan aproximadamente el 20 % de todas las
especies de mamiferos conocidas. Los murciélagos son
importantes reservorios de virus de ARN capaces de
traspasar la barrera especifica e infectar tanto a perso-
nas como a otras especies de mamiferos terrestres®. Asi
pues, los quirdpteros realizan una funcién importante
en el mantenimiento y la transmisién de viriasis que
conciernen a la salud publica. Sin embargo, la via como
los murciélagos mantienen y transmiten los virus suele
ser poco conocida. Gran parte de los virus de los murcié-
lagos producen enfermedades consideradas zoonosis
emergentes, siendo una de ellas la rabia, originada por
los Lyssavirus.

Se han descrito siete genotipos de Lyssavirus (ver tabla
1), de los cuales seis han sido aislados en murciélagos.
Recientemente se ha publicado la presencia de cuatro
nuevos genotipos, todos ellos aislados en quirdpteros de
Kyrgyzstan, Tajikistan y Rusia?34. Desde 1977 hasta me-
diados de 2008 se han publicado mas de 860 casos de
rabia en quirépteros europeos originados por Lyssavirus
de los genotipos 5y 6 (EBLV-1y EBLV-2, respectivamente)
segln el Rabies Bulletin Europe de la Organizaciéon Mun-
dial de la Salud (http://www.who-rabies-bulletin.org/).

El primer murciélago infectado en Espafia por Lyssavi-
rus se detect6 en el pueblo valenciano del Saler en 1987°.
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Posteriormente, se han detectado nuevos casos hasta un
total de 21 murciélagos infectados, segin la Red Nacional
de Vigilancia Epidemiolégica (http://www.isciii.es/htdocs
/centros/epidemiologia/boletin_semanal/bes0719.pdf).

La rabia de murciélagos es un problema europeo de
salud publica. A pesar de ello, se conoce poco la epide-
miologia y la patogenia de EBLV en murciélagos®®. Con-
cretamente, hay pocos datos disponibles de la dinamica
espacio-temporal de la infeccién y de cémo ésta influye
en la tasa de mortalidad de las colonias. Para disponer
de dicha informacién son necesarias largas series de
datos obtenidos a partir de estudios plurianuales.

El presente trabajo da a conocer algunos de los
resultados obtenidos en estudios de este tipo realizados
en Espania y promovidos, desde 1992, por el Ministerio
de Sanidad y Consumo, asi como por la Consejerfa de

Salud y Consumo del Gobierno de las Islas Balea-
res®7,10,

Material y métodos

Captura de murciélagos y obtencion de
muestras

La seleccién de las colonias de murciélagos se ha
realizado de acuerdo a la diversidad y la conducta de
las especies, dando prioridad a las colonias pluriespeci-
ficas y con especies migratorias (figura 1). El muestreo
se ha llevado a cabo durante el periodo 1992 a 2007.
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Las colonias en las que se detectaron murciélagos
seropositivos han sido objeto de seguimiento. La mayo-
ria de los quirépteros capturados fueron anillados para
facilitar el seguimiento individual de la infeccién y
conocer sus desplazamientos estacionales.

El estudio se ha basado, principalmente, en el anali-
sis de muestras sanguineas de animales vivos. Las
muestras sanguineas se centrifugaron para separar la
fracciéon celular del suero. Las pocas muestras tisulares
analizadas durante el estudio corresponden a indivi-
duos hallados muertos.

Analisis de laboratorio

La técnica utilizada para la detecciéon, en suero, de
anticuerpos rabicos anti EBLV-1 es una adaptacion del
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT). Cada
analisis serologico fue repetido dos veces para cada
muestra, tomando como resultado la media aritmética
de ambas repeticiones. Para descartar falsos positivos,
originados por reacciones cruzadas, se consideraron
sueros positivos aquellos cuya titulacién era superior a
27 en ambas repeticiones®!1,

En los murciélagos hallados muertos se realizé la
necropsia en un laboratorio de seguridad biolégica de

nivel 3, obteniéndose muestras de: cerebro, faringe-eso-
fago, traquea, pulmén, corazén y lengua.

Las técnicas utilizadas para la deteccion de material
genético virico en la fracciéon celular sanguinea, asi
como en los tejidos, son la retrotranscripcion y la reac-
cién en cadena de la polimerasa (nRT-PCR). El gen estu-
diado ha sido el de la nucleoproteina de EBLV-11213,
Todos los cerebros de los quirdpteros hallados muertos
también fueron analizados mediante la técnica de
inmunofluorescencial4.

Las muestras de material genético virico de EBLV-1
obtenidas fueron secuenciadas y comparadas con otras
cepas de EBLV-1, EBLV-2 y DUVV.

Anadlisis de la dinamica temporal de EBLV-1

Se han realizado a partir del estudio de dos colonias
de la especie Myotis myotis, murciélago de amplia distri-
bucién europeal®. Para analizar la dinamica de EBLV-1
ha sido necesario estimar previamente la tasa de su-
pervivencia de las colonias!®.

La tasa basica de reproduccién es un concepto funda-
mental en epidemiologia y en estudios de dindmica tem-
poral y nos indica la media de infecciones secundarias

Mapa de las localidades en las cuales se han detectado murciélagos positivos
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Diversidad genética de los Lyssavirus

GENOTIPO DISTRIBUCION ESPECIE ANIMAL
1 Rabies virus | Amplia distribucion Humanos
(RABV) mundial, excepto Mamiferos terrestres
Oceania y Antdrtico Quirépteros
2 | Lagos bat Africa Quirdpteros frugivoros
virus (LBV) Quirdpteros insectivoros
Gato
Perro
3 | Mokola virus | Africa Humanos
(MOKV) Gato
Perro
Musaranas
Roedores
4 | Duvenhage | Africa Humanos
virus (DUVV) Quirdpteros insectivoros
5 | European bat | Europa Humanos
Lyssavirus-1 Quirdpteros insectivoros
(EBLV-1) Oveja
Marta
Gatos
6 | European bat | Europa Humanos
Lyssavirus-2 Quirépteros insectivoros
(EBLV-2)
7 | Australian bat | Australia Humanos
Lyssavirus Quirdpteros insectivoros
(ABLV) Quirépteros frugivoros

que se producen cuando un individuo infectado se intro-
duce en una poblacién de huéspedes susceptibles. Dicha
tasa ha sido calculada a partir de los datos obtenidos y el
modelo epidemiolégico propuesto por Anderson y May’18.

Resultados

Resultados serolégicos

Los primeros resultados del estudio fueron publica-
dos en 2002°. Se detectaron por primera vez anticuer-
pos anti-EBLV-1 en cuatro especies: Miniopterus schrei-
bersii (familia Miniopteridae), Myotis myotis (familia Ves-
pertilionidae), Rhinolophus ferrumequinum (familia Rhino-
lophidae) y Tadarida teniotis (familia Molossidae). Poste-
riormente, nuevos resultados se han obtenido mos-
trando que la mayor tasa de seroconversién correspon-
de a la especie Myotis myotis (ver tabla 2).

Presencia de material genético
(ARN virico)

El analisis de las fracciones celulares sanguineas
permitié comprobar por primera vez la presencia de
ARN de Lyssavirus en sangre de mamiferos salvajes.
Dicho hallazgo ha permitido ampliar la posibilidad de
estudio de las infecciones por Lyssavirus en quirépteros.
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Resultados de los analisis sanguineos de cuatro especies de
murciélagos (periodo 1992-2007)

ESPECIES TECNICA N | % POSITIVOS
Myotis myotis ns-rF E(T;R ;52 322; Z;Z
Miniopterus schreibersii o IETF FFEE R 35; 3?3 Zz
Rhinolophus ferrumequinum n FF:TF FPIE R ?gg 1 ‘7138 :;Z
Tadarida teniotis 0 RRTF FFI,-(E R 23; 1 ggg 22

Se detectd ARN de EBLV-1 en las fracciones celulares de
Myotis myotis, Rhinolophus ferrumequinum, Miniopterus
schreibersii y Tadarida teniotis (ver tabla 2).

Todos los cerebros analizados por inmunofluorescen-
cia han sido negativos. Por el contrario, resultaron ser
positivos por nRT-PCR: dos Myotis myotis, uno en cerebro
y corazén y el otro en lengua; un Myotis escalerai, un Mi-
niopterus schreibersii y un Rhinolophus ferrumequinum en
cerebro; un Rhinolophus ferrumequinum en cerebro, cora-
z6n, lengua y pulmones; y finalmente, otro Rhinolophus
ferrumequinum en faringe-eséfago y pulmones®.

Dinamica temporal de EBLV-1

El modelo obtenido ha mostrado tasa de superviven-
cla constante en el tiempo, en ambas colonias, a pesar
de existir evidencias de haberse producido infecciones
viricas, tal como han demostrado las variaciones en la
tasa de seroconversion y los anéalisis de la nRT-PCR. Los
resultados obtenidos indican que la tasa de mortalidad
no ha sido modificada por las epidemias ciclicas recu-
rrentes y que la mortalidad inducida por la infeccién
por EBLV-1 puede considerarse no significativa.

La tasa basica de reproduccién de EBLV-1 en las colo-
nias de Myotis myotis estudiadas es de R, = 1,706. Es la
primera vez que se ha estimado el valor de R, de EBLV
en una colonia de murciélagos’.

Discusidén

La rabia de los quirépteros europeos ha generado un
debate, entre los responsables de salud publica y de
medioambiente, sobre el riesgo sanitario que conllevan
los murciélagos y la gestién que debe realizarse con las
colonias infectadas por Lyssavirus'®. Para proporcionar
dichas medidas de gestién y evaluar el riesgo sanitario
es imprescindible realizar estudios de vigilancia activa
y efectuar analisis de dindmica temporal de la infec-
cién como los realizados en el presente estudio. Los
referidos analisis han de efectuarse a partir de una
serie larga de observaciones en animales vivos. Para
ello es necesario utilizar técnicas de estudio que no
alteren la supervivencia de las colonias y sean lo sufi-
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cientemente sensibles para detectar pequenas concen-
traciones viricas como las halladas en nuestro trabajo.
En dicho sentido, es aconsejable utilizar la técnica de la
nRT-PCR en estudios epidemiolégicos de EBLV en colo-
nias de quirépteros. La deteccién de ARN de EBLV-1 en
sangre de murciélagos es una nueva aportacion de los
estudios realizados, siendo una técnica complementa-
ria a los analisis seroldgicos que aporta valiosa infor-
macién epidemiologica.

El andlisis de la din&dmica temporal de EBLV-1 ha
puesto de manifiesto la existencia de infecciones cicli-
cas en las colonias de Myotis myotis, en las cuales se
producen oscilaciones periédicas en el nimero de mur-
ciélagos susceptibles, infectados e inmunes. Las infec-
ciones ciclicas no modifican significativamente la tasa
de supervivencia de las colonias. Cabe afiadir que nin-
guno de los murciélagos capturados durante los 18
anos de estudios rabicos presentaba conducta que
pudiese ser relacionada con rabia. Asi pues, la evalua-
cién del riesgo de transmisién de Lyssavirus a humanos
no puede efectuarse basdndose en la mortalidad en las
colonias o en las conductas anormales de los murciéla-
gos. El modelo de dindmica temporal utilizado predice
una tasa béasica de reproduccién de EBLV-1 baja y un
corto periodo de infecciosidad durante el cual un mur-
ciélago puede infectar a otro individuo.

Los resultados obtenidos permiten efectuar una pri-
mera estimacién del riesgo sanitario que suponen las
colonias de Myotis myotis infectadas por EBLV-1. Tenien-
do en cuenta la rapida propagacién de la infeccién en la
colonia cuando un virus entra en una poblacién suscep-
tible, la existencia de infecciones ciclicas, la prolongada
duracién de la inmunidad y el corto periodo de infeccio-
sidad, la probabilidad de transmisién es muy escasa
para esta especie. Sin embargo, deben tomarse precau-
ciones y evitar todo contacto con murciélagos, pues el
riesgo potencial de transmisién a humanos no es nulo.
Por dicha razoén, los accesos a los refugios de Myotis myo-
tis estudiados en Mallorca estan actualmente restringi-
dos gracias a las medidas tomadas por la Consejeria de
Medio Ambiente del Gobierno de las Islas Baleares.
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