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RESUMEN

En Cuba, estd comprobada la circulacion de varios flavivirus como el Dengue, la
encefalitis de San Luis, el Nilo Occidental, Zika, entre otros. Los virus de la
familia Flaviviridae son causantes de enfermedades en aves y mamiferos,
incluidos el hombre. Los murciélagos podrian ser importantes reservorios de
estos virus; varios flavivirus han sido aislados de murciélagos infectados, entre
ellos, el virus de la encefalitis de San Luis y la encefalitis Japonesa. Ademas, en
la isla habitan 26 especies de murciélagos, de las cuales 10 pueden utilizar,
como refugios diurnos, estructuras arquitectdnicas, por lo que sus colonias
podrian estar en estrecho contacto con los humanos. Sin embargo, hasta la
fecha se han realizado pocos estudios relacionados con la busqueda de virus
zoondticos en estos mamiferos o en sus ectoparasitos. El objetivo de este
estudio fue la busqueda preliminar de flavivirus en quirdpteros, en una zona
periurbana de la provincia Habana. Se capturaron 50 murciélagos, 40
clasificados como Artibeus jamaicensis (familia Phyllostomidae) y 10 como
Molossus milleri (familia Molossidae). Las muestras tomadas de cada individuo
se estudiaron mediante la reaccion en cadena de la polimerasa de
transcripcion reversa (RT-PCR) y anidada (RT-nested PCR). Se determind la
presencia de flavivirus en uno de los individuos capturados perteneciente a la
especie Molossus milleri. Este hallazgo, se reporta por primera vez en Cubay es
de gran importancia epidemioldgica dado que este quirdptero es una especie
sinantrépica y por tanto tiene un contacto directo con los humanos. La
identificacién de las especies de murciélagos reservorios podria ser un avance
importante para lograr un programa eficaz en el control y reduccién de riesgos
de enfermedades arbovirales
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ABSTRACT

In Cuba is verified the circulation of several flaviviruses such as Dengue, St. Louis encephalitis, West Nile, Zika,
among others. Viruses of the Flaviviridae family are the cause of diseases in birds and mammals, including
humans. Bats could be important reservoirs of these viruses; several flaviviruses have been isolated from infected
bats, including St. Louis encephalitis virus and Japanese encephalitis. In addition, 26 species of bats inhabit the
island, of which 10 can use architectural structures as daytime shelters, so their colonies could be in close contact
with humans. However, until date, few studies have carried out related to the search for zoonotic viruses in these
mammals or their ectoparasites. The objective of this study was the search for flaviviruses in bats in a peri-urban
area of the Havana province. Fifty bats were captured, 40 classified as Artibeus jamaicensis (family
Phyllostomidae) and 10 as Molossus milleri (family Molossidae). Samples taken from each individual were
studied by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and nested (RT-nested PCR). The presence of
flavivirus was determined in one of the captured individuals belonging to the species Molossus milleri. This
finding reported for the first time in Cuba, is of great epidemiological importance since this bat is a synanthropic
species, and therefore has direct contact with humans. The identification of the reservoir bat species could be an
important advance to achieve an effective program in the control and risk reduction of arboviral diseases.
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INTRODUCCION Los flavivirus transmitidos por mosquitos de mayor
importancia médica son la Fiebre Amarilla, Encefalitis
Japonesa, el virus del Nilo Occidental, el Dengue, el
virus de la encefalitis de San Luis y el virus Zika
(Roehrig and Barrett.,, 2013; Latanova et al., 2022).
Dentro de los vertebrados hospederos, algunos grupos
de mamiferos son considerados buenos hospederos
reservorios y/o amplificadores principalmente los de
los 6rdenes Rodentia y Chiroptera (Garcia-Romero, et
al., 2023). Se reconocen mas de 4100 virus,
provenientes de 23 familias virales, detectados en mas
de 200 especies de quirépteros (Weinberg and Yovel,
2022) y se ha demostrado la transmisién de virus
altamente patégenos de estos a humanos (Calisher et
al., 2006; Dakroub et al., 2022).Los murciélagos son
también importantes reservorios de flavivirus. Algunos
de ellos han sido aislados de murciélagos infectados
(Kading y Schountz, 2016), como son el virus de la
encefalitis de San Luis y la encefalitis Japonesa
(Barrantes et al.,, 2022; Roehrig y Barrett, 2013;

El incremento de la emergencia de nuevos patdgenos,
surgidos de reservorios naturales y diseminados dentro de
las poblaciones humanas, ha causado brotes, epidemias e
incluso pandemias. Dentro de estos patégenos, los virus
han sido los protagonistas fundamentales, en mayor
grado los zoonéticos o los transmitidos por vectores (Choi,
2021).

Los arbovirus (del inglés arthropod-borne viruses) son
virus transmitidos por artrépodos hematoéfagos como
algunas especies de dipteros y garrapatas, a una
amplia gama de hospederos mamiferos, que pueden
actuar como potenciales reservorios y amplificadores
(Garcia-Romero et al., 2023). La mayoria de los
arbovirus causan enfermedades zoondticas vy
pertenecen a las cuatro familias mas importantes,
Togaviridae (género Alphavirus), Flaviviridae (género
Flavivirus), Bunyaviridae (géneros Orthobunyavirus,
Phlebovirus y Nairovirus), y Reoviridae (géneros

Coltivirus y Orbivirus) (Young, 2018; Pupo-Antunez,
2020). Actualmente se registran 537 arbovirus de los
cuales 130 son reconocidos como patdégenos
causantes de enfermedades en humanos (Ali et al.,
2023). Entre estos se encuentran los virus de la familia
Flaviviridae que incluyen tres géneros: Pestivirus,
Hepacivirus, Pegivirus y Flavivirus (Simmonds, et al.,
2017) y que son causantes de enfermedades en aves y
mamiferos, incluidos el hombre (Pandit et al., 2018).

Latanova et al., 2022).

La regidon del Caribe es considerada una “zona
caliente” al estar exacerbados en ella factores que
alteran la ecologia y que favorecen la abundancia del
vector (Mittermeier et al., 2011); recibiendo también
el apodo de “zona caliente de arbovirosis” (Ali et al.,
2023). Cuba se considera la isla mas diversa del Caribe
insular, con gran biodiversidad y calificada también
como una de las mas importantes del planeta

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

RNPS: 2362 ¢ ISSN: 2307-695X * VOL.11 ¢ N.1 « JULIO — DICIEMBRE * 2023 ¢ pp. 1 —5.



DIVERSIDAD

3

producto de la elevada concentracion de especies y
endemismos (Mancina y Cruz, 2017). En ella
convergen los principales mosquitos vectores y la
mayoria de estas arbovirosis (Marquetti et al., 2021).
Ademads, en Cuba habitan 26, de las mas de las 60
especies de murciélagos que existen en el Caribe
(Mancinay Cruz, 2017). Entre ellas, existen 10 especies
que utilizan estructuras arquitectéonicas como refugios
diurnos, por lo que sus colonias estan en estrecho
contacto con los humanos. Todos estos factores hacen
de Cuba un territorio atractivo para la determinacién
de virus zoondticos en murciélagos reservorios,
especificamente flavivirus. Sin embargo, hasta la fecha
existen escasos estudios relacionados con la busqueda
de virus zoondticos en estos mamiferos o en sus
ectoparasitos (Fernandez, 1981; Malkova, et al., 1985;
Lépez et al.,, 2013). Conocer la presencia de virus
zoondticos, asi como la identificacion de sus
potenciales reservorios es fundamental para entender
la trasmision y circulacidon de estos virus. Con esta
perspectiva se comenzé el muestreo de virus en
murciélagos de diferentes zonas de La Habana. El
objetivo de esta comunicacion es dar a conocer la
deteccion molecular de un flavivirus en una poblacién
del murciélago casero (Molossus milleri).

MATERIALES Y METODOS

La busqueda de flavivirus en quirdpteros se realizé en
areas del Instituto de Ecologia y Sistematica (IES) y el
Jardin Zooldgico Nacional (JZN), ambas localidades en
el municipio de Boyeros, La Habana durante el afio
2022. El muestreo se llevd a cabo durante tres noches
consecutivas utilizando redes de mano. Después de la
captura los ejemplares fueron identificados
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empleando claves dicotémicas caracteres
externos (Mancina y Cruz, 2017).

A cada murciélago se le practico un exudado
orofaringeo, teniendo en cuenta las medidas de
asepsia y bioseguridad y para el buen manejo de
animales (Téllez y Vanda, 2021). Las muestras
colectadas e identificadas fueron colocadas en un
frasco estéril con medio de transporte viral BTV
(BioCen, Cuba). Para la extracciéon y purificacion del
ARN viral se utilizé el sistema de separacion por perlas
magnética de alto rendimiento CEA-NANO+ RNA 3.0
siguiendo las indicaciones del fabricante (CEA-NANO
Rev.03-08/2021).

La deteccidn de flavivirus se realizdé por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion
reversa (RT-PCR) con oligonucledtidos especificos para
la deteccién de 1325pb del gen NS5 de flavivirus y
posteriormente el producto de esta reaccién es
utilizado en una segunda PCR (anidada) dirigida a un
fragmento del de 143 pb del mismo gen segun
Sanchez-Seco et al. (2005). Se utilizd ARN de los cuatro
serotipos del virus Dengue como control positivo y
agua libre de nucleasas como control negativo y un
marcador de peso molecular de 100 pb.

para

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el monitoreo fueron capturados 50
murciélagos: 40 clasificados como Artibeus jamaicensis
(familia Phyllostomidae) y 10 como Molossus milleri
(familia Molossidae). El andlisis de la RT-PCR anidada
detecté una muestra positiva a flavivirus (Fig. 1) en
una hembra de murciélago casero (Molossus milleri,
familia Molossidae). Desde el punto de vista
taxondmico las poblaciones cubanas de esta especie

Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccién de flavivirus .

Table 1. Primers used for flavivirus detection.

Oligonucleétido

Secuencia (5’-3')

Concentracién

(LM)
Flavi 1 sentido GAYYTIGGITGYGGIIGIGGIRGITGG 10
Flavi 1 anti-sentido TCCCAICCIGCIRTRTCRTCIGC 10
Flavi 2 sentido YGYRTIYAYAWCAYSATGGG 10
Flavi 2 anti-sentido CCARTGITCYKYRTTIAIRAAICC 10
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eran tratadas como M. molossus tropidorhynchus; sin
embargo, datos genéticos hallaron que las
poblaciones de Islas Caiman, Jamaica y Cuba
constituyen un linaje diferente al de M. molossus, el
cual se distribuye en Puerto Rico e islas de las Antillas
Menores (Loureireo et al.,, 2021). La relevancia de
este hallazgo es la deteccidon por primera vez en Cuba
de una especie de murciélago como reservorio de un
flavivirus. No obstante, en otras regiones de Africa y
Latinoamérica se han aislado flavivirus de
murciélagos infectados en al menos 20 especies;
entre estas se destacan algunas que son comunes en
Cuba como: Tadarida  brasiliensis  (familia
Molossidae), Eptesicus fuscus (Vespertilionidae) y
Pteronotus parnelli (Mormoopidae) (Kading vy
Schountz, 2016).

MPM C+ M1
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En Latinoamérica, se reporta el aislamiento o Ia
presencia del genoma de los virus: dengue, en especies
de murciélagos de la familia Vespertilionidae (Artibeus
jamaicensis y Eptesicus fuscus) y Molossidae (Molosus
sinaloe y Molosus rufus) provenientes de Jamaica y
Costa Rica (Vicente-Santos, et al., 2017; Fabre y Kading,
2019). Mientras que los virus Rio Bravo y encefalitis de
San Luis se han aislado en Tadarida brasiliensis
mexicana y Eptesicus fuscus en Meéxico (Machain-
Williams, et al., 2013). Evidencias serolégicas informan
también de la presencia de anticuerpos a estos y otros
flavivirus como el virus del Nilo Occidental, fiebre
amarilla, (Barrantes-Murillo, et al.,, 2022) llheus,
encefalitis japonesa en estas especies de murciélagos y
otras de estas familias (Fagre y Kading, 2019).

M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 C-

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados por RT-nested PCR para deteccion de flavivi-
rus. MPM, marcador de peso molecular; C+, control positivo; C-, control negativo; M1-M4 y M6-M10, muestras negativas;

M5, muestra positiva .

Figure 1. 2% agarose gel electrophoresis of the products amplified by RT-nested PCR for flavivirus detection. MWM, molec-
ular weight marker; C+, positive control; C-, negative control; M1-M4 y M6-M10, negative samples; M5, positive sample.

En Cuba, hasta la fecha, la mayoria de los informes de
murciélagos hospederos han estado asociados a la
infeccion por virus rdbicos (género Lyssavirus), entre
las especies identificadas se encuentran Nycticeius
cubanus (Vespertilionidae), Artibeus jamaicensis
(Phyllostomidae), Eumops ferox = Eumops glaucinus
ferox (Molossidae) y Molossus milleri = M. molossusde
de la familia Molossidae (Silva Taboada, 1979; Nadin-
Davis et al., 2006; Lépez-Santa Cruz et al., 2013). La
prevalencia de infeccion por virus rabico en
murciélagos no hematéfagos en Cuba, al menos en el

periodo de 2012-2013, fue de un 8,77%,
considerandose baja (Lopez et al.,, 2013). Se ha
reportado el aislamiento viral en ectoparasitos
(garrapatas) de murciélagos (Malkova et al., 1985).
Aunque en la actualidad no se ha determinado la
identidad taxonémica de este flavivirus y su potencial
efecto en humanos, el hallazgo de un individuo
positivo de  Molossus milleri tiene interés
epidemiolégico dado que es una especie sinantrépica.
El murciélago casero es comun en toda la isla de Cuba
e Isla de la Juventud y como su nombre comun refiere,
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muestra preferencia por utilizar como refugio diurno,
diversos tipos de estructuras antropogénicas (e.g. bajo
tejas, falsos techos y grietas en edificios), donde el
tamafio de las colonias puede varias entre unos pocos
individuos hasta varios miles (Silva Taboada, 1979;
Garcia-Rivera y Mancina, 2011). Debido a sus habitos,
esta especie es una de las que mayor frecuencia entra
en contacto directo con los humanos. Este hallazgo
sugiere la necesidad de continuar e incrementar los
muestreos de virus en murciélagos en Cuba. La
identificacion de las especies de murciélagos
reservorios podria ser un paso critico para lograr un
exitoso programa para el control y la reduccién de
riesgos de enfermedades arbovirales.

Desde el punto de vista metodoldgico, esta es la
primera vez que se utiliza en estudios de campo el
estuche comercial CEA-NANO+ RNA 3.0 en Ia
purificacion del ARN. Similar a lo obtenido para el
diagndstico del SARS-CoV 2 durante la epidemia de
Covid-19, su aplicaciéon en la toma de muestras de
murciélagos fue positivo; este sistema es un producto
nacional econémicamente factible, rapido y eficiente.
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