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Resumen: Espafia presenta una situacién peculiar Europa, ya que nunca se vio afectada por la
epizootia europea de rabia vulpina, pero mantiene un trafico intenso de bienes y personas con
territorios altamente endémicos del norte de Africa, e incluso fronteras terrestres en Ceuta y Melilla,
lo que nos coloca en una situacion vulnerable en cuanto a importacidon de casos. Por otra parte,
sabemos de la presencia de dos de los lisavirus de murciélago europeos en nuestro territorio. El
laboratorio es un elemento esencial en la vigilancia que se hace imprescindible ante esta situacion.
El Centro Nacional de Microbiologia lleva mas de treinta afios actuando de laboratorio nacional de
referencia en apoyo de los laboratorios autondmicos existentes y haciendo diagnoéstico para el resto
del territorio, ademas de representar a Espana en la red europea de laboratorios RABNET. Asi, en
el CNM se han diagnosticado y caracterizado la gran mayoria de los casos declarados en Esparia en
este periodo, tanto de rabia de murciélagos, como de rabia importada animal y humana. De manera
complementaria a esta actividad de vigilancia, se realizan investigaciones tanto sobre rabia canina
como de murciélagos, que, desde hace anos, se han ampliado a otros agentes viricos asociados a
murciélagos.
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Abstract: Spain shows peculiarities regarding rabies in Europe. It was not affected by the European
vulpine epizootic but keeps an intense traffic of goods and people with highly endemic territories
in North Africa and even has terrestrial boundaries in the cities of Ceuta and Melilla. This makes
Spain particularly vulnerable to importation of rabies cases. On the other hand, we know the
presence in Spain of two of the five bat lyssaviruses endemic from Europe. The laboratory is an
essential tool for the surveillance that is strictly necessary to keep in order to handle this situation.
The National Center of Microbiology (CNM) provides support to autonomic laboratories, makes
primary diagnosis for the rest of the territory and represents Spain in the European laboratory net
RABNET from more than thirty years to now, according to its role of National Reference Laboratory.
During this period, the CNM has diagnosed and characterized most rabies cases declared in Spain,
including both bat rabies and imported animal and human cases. Associated to these surveillance
activities, the CNM makes research in the field of canine and bat rabies, which has been extended
to other bat-associated viruses in the last years.

Key words: Rabies, Lyssavirus, Bats, Surveillance, Laboratory, Emerging diseases.

RIECS 2021, 6, 1; ISSN: 2530-2787 Www.riecs.es


https://orcid.org/0000-0002-6624-2665
https://orcid.org/0000-0002-7504-5321
https://orcid.org/0000-0001-7522-850X
https://doi.org/10.37536/RIECS.2021.6.1.264

RIECS 2021, 6,1 7

La rabia es una enfermedad temida por la humanidad desde tiempos antiguos a causa de las
dramaticas caracteristicas de sus sintomas y su implacable letalidad. Los médicos griegos y romanos
nos dejaron ya descripciones clinicas precisas de una enfermedad que asociaban claramente a la
mordedura de los perros (King et al. 2004). Sin embargo, algunos textos legales de antiguas
civilizaciones babildnicas ya regulan las indemnizaciones que se debian satisfacer por los dafios
causados por los dafios producidos por los perros “locos”, lo que se ha interpretado como una posible
referencia anterior a la enfermedad.

La rabia esta en los mismos origenes de la Microbiologia y la lucha contra las enfermedades
infecciosas. En el afio 1885 Louis Pasteur administraba el primer tratamiento de inmunoprofilaxis
post exposicion, demostrando la eficacia de una vacuna que mas adelante se convertiria en la base
del control de la rabia canina y a la postre de la humana. El moderno concepto “one health” de una
Salud humana y veterinaria que han de ir necesariamente de la mano es, pues, una aproximacion
clasica cuando hablamos de la rabia. En 1904, el patdlogo italiano Adelchi Negri publicaba sus
hallazgos patoldgicos en el cerebro de los perros rabiosos y describia sus famosos corpusculos,
proporcionando un método de diagnostico de laboratorio que estaria vigente durante décadas. La
patdloga estadounidense Anna Wessels Williams obtuvo hallazgos similares pero no los publicé con
la celeridad que lo hizo Negri, habiendo quedada eclipsada para la historia de la ciencia. A principios
del siglo XX estaban, pues, disponibles todas las herramientas basicas para la vigilancia y el control
de la rabia. Sin embargo, mas de cien afios después, siguen muriendo alrededor de 59.000 personas
de rabia cada ano (Hampson, 2015), la mayoria de ellos nifios. ;Como es esto posible? Un simple
vistazo sobre el mapa de distribucion de la rabia humana nos da la respuesta (Fahrion, 2016). Las
zonas de mayor endemia se encuentran en el Africa subsahariana y en el sur de Asia y los paises més
afectados estan entre los mas desfavorecidos del planeta. Dentro de ellos, las zonas rurales mas
remotas son las mas afectadas. Las razones de estas muertes no son, pues de indole técnico, sino
socio-econdmico y politico, por esta razon la rabia esta dentro de la lista de enfermedades olvidadas
de la OMS y la comunidad internacional se ha planteado como objetivo eliminar la rabia humana
transmitida por el perro para el afio 2030 (WHO, 2018). Parece un objetivo muy ambicioso, pero un
breve recorrido por la historia de la lucha contra la rabia en Europa nos mostrard que cuando se
disponen los medios adecuados, es perfectamente posible esto y mucho mas.

1. Rabia en Europa o la evidencia de que casi todo es posible

Europa era endémica para rabia canina a principios del siglo XX. El control de las poblaciones
caninas y la introduccion de las nuevas herramientas aportadas por la Ciencia, permitié ir
eliminandola de la mayoria del continente europeo a lo largo del siglo XX. Sin embargo, a mediados
de los afios 40, coincidiendo con el final de la segunda guerra mundial, se declaré una epizootia en
ZorTos, cuyo origen geografico se sitiia en la frontera ruso-polaca. La epizootia vulpina europea fue
extendiéndose como una mancha de aceite durante las décadas siguientes, ocupando toda
Centroeuropa a mediados de los afios 90, de manera que su entrada en la Peninsula Ibérica solo
parecia cuestién de tiempo (King, 2004). Muy al contrario, la implementacion de campafias de
vacunacion vulpinas mediante vacunas de virus de la rabia (RABV) atenuado dispuestas en cebos
dispersados por el campo, ha ido barriendo la epizootia hasta situarla a dia de hoy fuera del territorio
de la Unién Europea (Figura 1), que actualmente mantiene campanas a lo largo de su frontera este y
ha comenzado a colaborar con los paises fronterizos para su control. De esta manera, la UE solo
declara actualmente casos aislados o brotes autolimitados de rabia vulpina en areas fronterizas con
paises extracomunitarios endémicos. Fuera de estos territorios solo se declaran casos importados por
tres vias fundamentales. La mas frecuente (aproximadamente la mitad de los casos) tiene su origen
en Marruecos, casi siempre a través de la adopcion de cachorros de perro por turistas, que los
introducen escondidos a través de las fronteras espafiolas para desplazarse en automdvil hasta el pais
de destino, generalmente Francia (Mailles, 2011). Otra via menos frecuente seria la importacién de
perros infectados por carretera desde paises del este de Europa endémicos para rabia vulpina y
finalmente la importacion por via aérea desde paises endémicos de Asia o Africa. El ltimo caso
autoctono en la UE se produjo en Rumania, en el afio 2012. Entre los afios 2006 y 2019 se han
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producido un total de 18 casos importados de rabia humana en la UE y el area econémica europea.
En todos los casos, se tratd de viajeros que adquirieron la enfermedad en paises endémicos, siendo la
India (5 casos) y Marruecos (4 casos) los mas frecuentemente implicados (Gautret, 2011; Gossner,
2020).

s © Friedrich-L oeffler Institut s © Friedrich-Loeffler-institut
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Figura 1. Situacién de la rabia en Europa en 1994 (izquierda) y 2019 (derecha). Fuente: Rabies Bulletin Europe
(www.who-rabies-bulletin.org). Centro colaborador de la OMS para investigacién y vigilancia de la rabia.
Instituto de Virologia Molecular y Biologia Celular, Instituto Friedrich-Loeffler, Isla de Riems, Alemania.

El tinico continente donde los murciélagos son reservorios de RABV es América. Ademas, en su
franja tropical y subtropical existen murciélagos hematoéfagos, comunmente conocidos como
vampiros, que, a diferencia del resto de las especies de murciélagos, no muerden a los humanos y
otros animales de manera fortuita, sino como parte de su comportamiento trofico. Solo tres de las
mas de 1.400 especies de murciélagos que existen en el mundo son hematéfagas y las tres viven en el
continente americano. Esta combinacién de un virus particularmente adaptado a infectar un amplio
rango de mamiferos y de la existencia de huéspedes con comportamientos particularmente proclives
a la transmisién del virus, hace que la importancia de la rabia transmitida por murciélagos en
América no sea comparable con la del resto el mundo, donde no hay especies hematéfagas y los
lisavirus que les infectan son aparentemente menos transmisibles. En el momento actual se conocen
otros diecisiete lisavirus, aparte de RABV (Tabla I), quince de los cuales tienen a los murciélagos como
hospedadores. Cada uno de ellos es especifico de un area geografica reducida y esta asociado a
especies diferentes de murciélagos. La problematica de la rabia en murciélagos es, pues, totalmente
diferente en cada continente. Mientras que en América se han descrito cientos de casos rabia humana
transmitida por murciélagos, en el resto del mundo solo se han contabilizado once (Johnson, 2010),
cinco de los cuales han ocurrido en Europa, tres por lisavirus europeo de murciélago tipo 1 (EBLV-1)
y dos por lisavirus europeo de murciélago tipo 2 (EBLV-2) (Johnson, 2010; Regnault, 2021). El primero
de ellos se declard en 1986 en Finlandia. Investigaciones retrospectivas realizadas en otros territorios
con motivo de la declaracidn de este caso desvelaron otros dos (Rusia 1985 y Ucrania 1977). Estos
hallazgos motivaron el desarrollo de sistemas de vigilancia y de protocolos de prevenciéon basados
en la educacion sanitaria de la poblacion, la profilaxis post-exposicién y la vacunacion preventiva de
profesionales expuestos a murciélagos. Asi, entre 1977 y 1984 tan solo se habian declarado dos casos
de rabia en murci€lagos, mientras que a partir de ese momento hasta finales de 2020 se han
comunicado 1.319. De aquellos con datos disponibles de especie de hospedador y virus, el 95%
corresponden a EBLV-1 en Eptesicus serotinus y Eptesicus isabellinus, unas pocas decenas a EBLV-2 en
Myotis daubentonii y Myotis dasycneme, siendo esporadicos los casos por el resto de lisavirus europeos
(Schatz, 2013). Desde la entrada en vigor de los protocolos preventivos, solo se han comunicado dos
casos humanos, uno en un voluntario de un centro de recuperacion de fauna salvaje en Escocia y otro
recientemente en una persona que no presentaba practicas de riesgo (Nathwani, 2003; Regnault,
2021). Ambos casos podian haberse evitado mediante profilaxis post-exposicion de haber acudido al
médico tras la mordedura y el primero, ademas, deberia de haber estado vacunado preventivamente
antes de manejar murciélagos, muy especialmente tratandose de ejemplares enfermos.


http://www.who-rabies-bulletin.org/
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2. La rabia en Espaiia y sus peculiaridades

Espafia ha sido un pais endémico para rabia canina hasta que se eliminé en 1965, en lo que
supone una de nuestras mayores epopeyas en Salud Publica. Sin embargo, diez afios después, se
declaraba un brote en la provincia de Malaga, afectando a mas de 120 animales entre 1975 y 1978 y
demostrando la necesidad de no bajar la guardia y establecer buenos sistemas de vigilancia. Desde
entonces solo hemos tenido casos importados con regularidad en las ciudades auténomas de Ceuta
y Melilla, que son dificiles de evitar dadas las especiales caracteristicas de sus fronteras terrestres con
territorios endémicos de Marruecos (King 2004, Mingo 2017). La elevada cobertura vacunal existente
en la poblacion canina de estas ciudades, que son las tinicas en las que esta sufragada por el Estado,
previene la aparicion de brotes derivados de estos episodios recurrentes de importaciéon. Como antes
indicdbamos, tenemos evidencias del transito por territorio peninsular de animales infectados
recogidos en Marruecos y ocultados durante el paso por la frontera, que han acabado produciendo
alertas en los paises de destino una vez alcanzada la fase clinica de la enfermedad. En junio de 2013
ocurri6 lo que parecia inevitable y se diagnosticaba un caso de rabia en un perro abatido por la policia
en Toledo tras causar graves lesiones a varias personas. Sus propietarios espanoles, habia viajado con
él a Marruecos tras la administracion de vacuna, pero sin cumplir los plazos reglamentarios para que
pudiese hacer su efecto, ni haber comprobado con un ensayo de anticuerpos la inmunizacién efectiva
del animal, tal y como prescriben las normas internacionales para movimientos transfronterizos de
animales a paises endémicos de rabia. El animal contrajo la enfermedad en Marruecos y tras varios
intentos infructuosos, los duefios lograron reintroducirlo ilegalmente en Espafia, donde, al cabo de
varias semanas desarrollé sintomas. La investigacién epidemioldgica del caso reveld, igualmente,
que, antes de ser abatido, habia estado perdido durante 24 horas con claros sintomas clinicos y se
habia desplazado 10 Km. Durante el periodo previo a los sintomas en el que se considera que el
animal puede ser contagioso, habia transitado con sus duenos por varias localidades de otras dos
comunidades autéonomas diferentes. Esta alerta epidemiolégica supuso la prohibicién durante seis
meses de los movimientos transfronterizos de animales, la designacién de varias zonas de riesgo con
limitacion absoluta de movimientos internos de animales, la administracion de cientos de
tratamientos de inmunoprofilaxis y de observaciones domiciliarias de animales y, en definitiva, la
movilizacion de un importante contingente de profesionales sanitarios y de cuerpos y fuerzas de
seguridad del Estado. Afortunadamente, las medidas de vigilancia y control funcionaron y no se
registraron casos secundarios ni hubo que lamentar victimas humanas, aunque los dafios econémicos
fueron, desde luego, muy cuantiosos. (Pérez de Diego, 2013; Suarez-Rodriguez 2013)

El dltimo caso autdctono de rabia humana en la Peninsula ocurrié en 1975 durante el brote de
Malaga y en 1978 se declaraban los dos ultimos en Melilla. Desde entonces solo hemos tenido tres
casos importados. En el afio 2004 un turista austriaco que habia sido mordido por un perro en
Marruecos acudia al hospital de Ceuta con sintomas de rabia que se confirmaron en el laboratorio
(Strauss, 2004). Posteriormente, en Madrid en 2014 y en Vizcaya en 2019 (Gossner, 2020), se
declararon sendos casos en ciudadanos marroquies que habian sido mordidos por perros en su pais
y habian viajado a Espafia durante el periodo de incubacion.

En el afio 1987 se informaba desde Valencia del primer murciélago con rabia detectado en
Espafia. Desde entonces, se han declarado un total de 42 casos. En cuarenta de ellos se encontro
lisavirus europeo de murciélago tipo 1 (EBLV-1) en sus especies hospedadoras caracteristicas:
Eptesicus serotinus en la mitad norte de la Peninsula y su especie criptica vicariante en la mitad sur,
Eptesicus isabellinus.

Espafia, pues, presenta peculiaridades en cuanto a su situacién epidemiolégica para rabia con
respecto a otros estados miembros de la UE. En primer lugar, nunca fue alcanzada por la epizootia
europea de rabia vulpina, ademds, mantiene fronteras terrestres con territorios norteafricanos
altamente endémicos para rabia canina y un intenso transito de vehiculos a través del Estrecho de
Gibraltar que han servido de medio para la entrada irregular de animales infectados, causando una
alerta en Espafia y varias en Francia. Finalmente, es el tinico pais con dos especies diferentes de
murciélagos reservorias de EBLV-1, una de las cuales se distribuye también por el Norte de Africa.
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Todo ello hace de la vigilancia de la rabia en Espafia una actividad de ambito internacional que debe
realizarse de acuerdo a nuestras peculiaridades (Mingo, 2017).

3. El Centro Nacional de Microbiologia en la vigilancia de la rabia en Espafia

El brote de rabia de los afios 70 en Malaga supuso un impulso importante de las actividades de
laboratorio en la vigilancia de la rabia, encargandose de ello la Escuela Nacional de Sanidad, que a la
postre seria una de las semillas del futuro Instituto de Salud Carlos III. En el afio 1987, la actividad
de diagnostico de laboratorio de rabia se transfiere al Centro Nacional de Microbiologia (CNM). En
el afio 1994, el RD 2491/1994 sobre medidas de proteccion contra zoonosis y posteriormente en 2004
el RD 1940/2004 sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoonoticos, designan al CNM como
laboratorio nacional de referencia para los casos sospechosos de zoonosis en el hombre y en animales
sospechosos de rabia. En el afio 2011, el CNM estructura parte de sus actividades en programas de
vigilancia microbioldgica, entre el que se encuentra el de rabia animal y humana. La tinica comunidad
autonoma con laboratorio de rabia disponible entre 1987 y el momento actual es la Comunidad
Valenciana. Andalucia tuvo laboratorio primario hasta 1999, dando también servicio a Melilla,
mientras que Aragon lo tiene desde 2011. Ademas de ser laboratorio nacional de referencia para estos
laboratorios autonémicos, el CNM acttia como laboratorio primario para el resto del territorio del
Estado. E1 CNM esta integrado en RABNET, la red de laboratorios de rabia de la UE, cuyo laboratorio
de referencia es el ANSES, en Nancy, Francia. Asi, el CNM garantiza la disponibilidad en todo el
Estado de todas las herramientas de diagndstico de laboratorio necesarias para orientar los
tratamientos de inmunoprofilaxis post-exposicién en personas expuestas a animales sospechosos y
proporcionar a las autoridades competentes en sanidad humana y veterinaria los datos necesarios
para mantener una buena vigilancia epidemioldgica y hacer las oportunas notificaciones
internacionales.

El diagnostico en animales sospechosos, o el post-mortem en casos humanos, se realiza sobre el
encéfalo (OMS 2018, OIE 2019). De acuerdo a los procedimientos actualmente en vigor en Espafia
para la actuaciéon ante mordeduras de animales (Ministerio de Agricultura, 2013) y la legislacion
vigente, los perros y gatos agresores deben de ser sometidos a un periodo de observacion de 14 dias
bajo la supervisién de un veterinario oficial quien, si el animal manifiesta sintomas compatibles o
muere, ordenara el envio del cerebro al laboratorio para su analisis. Para el resto de los animales no
existen criterios fiables en los que basar periodos de observacion y se sacrificaran o no para su estudio
en funcién de las circunstancias y riesgos clinico-epidemioldgicos.

El diagndstico ante-mortem de casos humanos por métodos directos se realiza sobre saliva,
liquido cefalorraquideo y biopsia de piel de nuca, siendo esta ultima muestra la de mejor
rendimiento. La deteccion de anticuerpos especificos en suero permite diagnosticar el caso en
ausencia de antecedentes de vacunacion.

Las técnicas actualmente disponibles en el CNM son las indicadas en los manuales de laboratorio
de la OMS y la OIE (OMS 2018, OIE 2019). Las muestras son procesadas en el laboratorio de
bioseguridad de nivel 3 hasta su inactivacion y luego se finaliza en nivel 2. Las técnicas empleadas
estan acreditadas bajo normas ISO 15189 e ISO 17025.

Las peticiones analiticas se realizan de forma remota en una plataforma web previa obtencién
de credenciales de acceso. Los resultados, una vez validados por el facultativo, pueden ser
consultados y descargados en la misma plataforma. Todas las muestras son cribadas por deteccién
de antigenos, PCR a tiempo real multiple para RABV y EBLV-1y PCR genérica de lisavirus. En casos
de sospecha de rabia humana los sueros se ensayan para anticuerpos especificos por
enzimoinmunoanalisis.

La deteccién de antigenos viricos mediante inmunofluorescencia se realiza sobre dos improntas
de diferentes zonas del encéfalo empleando dos reactivos inmunoldgicos comerciales especificos
diferentes, uno policlonal y otro monoclonal. La lectura al microscopio de fluorescencia la realizan
dos personas diferentes de manera independiente, teniendo que ser los resultados coincidentes para
su emision (figura 2).
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Figura 2 Imagen de deteccién de antigenos de virus de la rabia por inmunofluorescencia.

La deteccion de genomas viricos por PCR a tiempo real multiple de RABV y EBLV-1 es una
modificacién de un protocolo publicado (Hoffman, 2010) que permite detectar de manera simultanea
y especifica los dos virus mas cominmente encontrados en Espafia. Esto es importante hacerlo asi ya
qusé, si bien cada uno de los virus tiene un rango de reservorios reducido, se han descrito infecciones
aisladas en huéspedes heterologos (“spill over”), tales como infecciones por EBLV-1 en ovejas
(Tjernehgj, 2006), una garduia (Miiller, 2004) o gatos (Dacheux, 2009) que no serian detectables con
cribados dirigidos exclusivamente a murciélagos. La PCR genérica de lisavirus es de desarrollo
propio (Vazquez, 2006) y permite detectar cualquier miembro del género lisavirus, incluso si no esta
escrito. El sentido de incluirla seria detectar, tanto casos importados causados por lisavirus
inesperados, como el de un murciélago importado infectado por virus Lagos bat (LBV) que se detecto
en 1999 en Francia (Picard-Meyer, 2004), o el de un gato infectado por Virus de murciélago del
Cducaso occidental (WCBV) en Italia (comunicacion Dra. P. di Benedictis). Asimismo, esta técnica
nos permitié detectar un lisavirus desconocido, dando lugar a la descripcion original del lisavirus de
murciélago Lleida (LLEBV) (Aréchiga-ceballos, 2013).

Cualquier resultado positivo se caracteriza por secuenciacion gendmica del gen de la
nucleoproteina a fin de identificar el virus y en su caso el subtipo o la variante geografica (Vazquez-
Moron, 2011). Cuando el animal analizado tiene duefio, su procedencia se puede conocer a través de
una encuesta epidemioldgica, pero, en caso contrario, la secuenciacion seria la inica manera de poder
trazar el origen geografico de un caso importado. Por ejemplo, si el perro que causo la alerta en Toledo
en 2013 no hubiese llevado microchip, no se hubiese podido localizar a los propietarios, pero se
hubiese podido trazar facilmente la procedencia marroqui de la cepa a través de la secuencia del
virus.

Durante este periodo se han estudiado en el CNM mas de 6.500 casos de animales sospechosos
y 26 sospechas de rabia humana, habiéndose diagnosticado 77 casos positivos por RABV en Ceuta y
Melilla, el caso canino importado en 2013 en Toledo, los tres casos humanos importados, uno de los
cuales recibié un tratamiento experimental que requirié monitorizacion de marcadores de infeccion
durante semanas y 37 casos de rabia en murciélagos. Estos tltimos fueron todos causados por EBLV-
1, excepto uno correspondiente a un murciélago de cueva (Miniopterus schreibersii) moribundo



RIECS 2021, 6,1 14

recogido en 2012 en una nave industrial de la ciudad de Lérida y llevado a un centro de recuperacion
de fauna salvaje donde murid, siendo el cadaver enviado al CNM en el contexto del programa de
vigilancia de rabia. Las analiticas mostraron que el animal estaba infectado por un lisavirus
desconocido que, tras su caracterizacion, ha sido admitido por el Comité Internacional de Taxonomia
de Virus como un nuevo virus denominado LLEBV (Aréchiga-Ceballos, 2013). La incorporacion
paulatina de centros de recuperacion de fauna salvaje a las actividades de vigilancia de rabia en
murciélago, especialmente activa en los de Torreferrussa y Vallcalent en Catalufia, ha supuesto un
impulso fundamental para este programa.

4. Investigacion sobre rabia en el Centro Nacional de Microbiologia

Las actividades de investigacion sobre rabia en el CNM estan ligadas intrinsecamente al
programa de vigilancia. Por una parte, la investigacion es la base para el desarrollo de la metodologia
diagnostica y de caracterizacién aplicada en la vigilancia y por otra, esta es la fuente de preguntas
que alimenta y da sentido a la investigacion.

Una de las dos lineas principales de investigacion en rabia en el CNM es el estudio de la
epidemiologia molecular de la rabia en Ceuta y Melilla en el contexto norteafricano. Para ello se formé
parte del proyecto europeo RABMEDCONTROL liderado por el Instituto Pasteur con participacion
de paises del sur del Europa y el norte de Africa. Asi, se obtuvo la secuencia de los virus presentes
en muestras de Ttnez, Argelia y Marruecos, asi como de Ceuta y Melilla y se estudiaron los patrones
de dispersion del virus mediante un analisis integrado de las secuencias genémicas y una matriz de
datos geograficos, mostrando que las fronteras geograficas y la red de carretas son los factores que
mas influyen en la dispersion del virus, en el norte de Africa, tal y como como corresponde a un
reservorio doméstico como el perro. Las cepas importadas en Ceuta y Melilla eran diferentes entre si
y se correspondian con las circulantes en las regiones marroquies circundantes a cada ciudad. En
ambas ciudades se observan episodios de aparente de reemplazo de cepas que, posiblemente, deben
tener que ver con la dinamica del virus en los territorios endémicos circundantes (Talbi, 2010). El
estudio en detalle de la dindmica de importacién de cepas en ambas ciudades es una linea
actualmente en desarrollo.

La linea de investigacion de mayor recorrido es, sin duda, la centrada en el estudio de la rabia
en murciélagos ibéricos, que se hace en estrecha colaboracion con expertos en murciélagos, muy
especialmente de la Estacion Bioldgica de Dofiana (EBD, CSIC, Sevilla) y de la Universidad de Alcala
de Henares. Los primeros estudios se encaminaron a investigar la dinamica de la infeccion por EBLV-
1 en Eptesicus isabellinus de Andalucia , a través la monitorizacion de colonias naturales mediante
captura con red y muestreo de exudados faringeos para determinar la presencia de genoma virico
por PCR, y de suero para determinacién de anticuerpos, al objeto de dar continuidad a la linea
iniciada en 1995 por la Estacion Bioldgica de Dofiana y el Laboratorio e Salud Publico de Malaga con
los primeros hallazgos de seroprevalencia elevada de anticuerpos frente a EBLV-1 en colonias de E.
isabellinus de Huelva (Pérez Jord4, 1995). Estos trabajos fueron pioneros en demostrar que la infeccién
asintomatica o subclinica es un hecho frecuente y que el virus circula de manera endémica en esta
especie (Echevarria, 2001; Vazquez-Morodn, 2008). Las posibilidades de detectar individuos infectados
por este método son muy bajas cuando las colonias a muestrear se eligen al azar, pero aumenta
considerablemente cuando nos centramos en colonias cercanas a casos de ejemplares infectados
detectados por el sistema de vigilancia. Estos resultados se han corroborado en colonias e Eptesicus
serotinus en Alemania (Shatz, 2014) y Francia (Picard-Meyer, 2017; Robardet, 2017). Una importante
aportacion de nuestros colaboradores de la EBD, fue descubrir que los Eptesicus serotinus de la mitad
sur de la Peninsula Ibérica pertenecen, en realidad, a otra especie criptica denominada Eptesicus
isabellinus (Ibafiez, 2006) presente en el norte de Africa. Més aun, existe flujo genético entre las
poblaciones de esta especie de ambos lados del Estrecho de Gibraltar (Juste, 2009), lo que sugiere la
posibilidad de que EBLV-1 pueda estar presente en el norte de Africa, aunque hasta el momento no
se haya descrito ningtin caso, lo cual podria deberse a la escasa vigilancia de rabia en murciélagos en
estas areas. De existir estas poblaciones norteafricanas, su papel en la filogeografia del virus podria
ser relevante.
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Otros grupos han realizado investigaciones similares en un rango mas amplio de especies en
Espafia, describiendo presencia de anticuerpos frente a EBLV-1 en suero y secuencias cortas de ARN
viral en pellets sanguineos y cerebros en un rango amplio de ellas, describiendo, incluso, un modelo
de circulacion en Myotis myotis, Miniopterus schreibersii y Rinolophus ferrumequinum (Serra-Cobo, 2002,
2013; Amengual 2007; Pons-Salort, 2014). Se han descrito hallazgos similares de presencia de
anticuerpos frente a EBLV-1 en un abanico variado de especies en otros paises europeos, e incluso de
Asia y Africa. La aparente discrepancia entre los datos de vigilancia pasiva, que nos presentan a
EBLV-1 exclusivamente ligado a E. serotinus y E. isabellinus europeos y los datos de deteccion de
anticuerpos, que nos presentan un rango geografico y de hospedadores amplio, pueden tener varias
explicaciones alternativas. Por una parte, E. serotinus y E. isabellinus son especies sinantrépicas que
interaccionan frecuentemente con los seres humanos y que, por tanto, son recogidos con mucha
frecuencia para su analisis en el laboratorio, mientras que llegan raramente al laboratorio ejemplares
de otras especies menos adaptados a hdbitats urbanos o semi-urbanos. De hecho, nunca se han
recibido ejemplares, o solo de forma muy puntual, de algunas especies con papel conocido como
reservorio de lisavirus. Por otra parte, muchas de estas reacciones serologicas podrian estar reflejando
cruces antigénicos con otros lisavirus desconocidos. En este sentido, las secuencias de EBLV-1
encontradas en el transcurso de estos estudios han sido detectadas de manera exclusiva por PCR
anidada y son muy cortas y poco informativas, lo que impide conocer con precision la identidad de
estos lisavirus. Tampoco se han logrado obtener resultados positivos por deteccién de antigeno en
cerebros de ejemplares de estas especies positivos por PCR anidada, lo cual contrasta con la
experiencia extraida de la vigilancia pasiva. Los andlisis filogenéticos realizados con estas secuencias
cortas, aun siendo poco discriminatorias, muestran un grado de variabilidad dentro de una misma
colonia aparentemente similar al que presentan las cepas asociadas a EBLV-1 en toda Europa (Mingo,
2017), lo cual resulta sorprendente. Es imprescindible obtener genomas completos, o al menos
secuencias completas de genes completos, de EBLV-1 ligados a especies diferentes de E. serotinus y
E. isabellinus que hayan mostrado seroprevalencias significativas, a fin de aclarar el origen y el
significado de estas reactividades seroldgicas. Tras analizar miles de exudados faringeos de
ejemplares de casi todas las especies de murciélagos ibéricos en el CNM, nunca hemos amplificado
secuencias de lisavirus en ninguna otra especie aparte de Eptesicus sp.

Otra serie de estudios del CNM se han centrado en la filogeografia del EBLV-1 a nivel europeo
e ibérico (Vazquez-Mordn, 2011; Mingo, 2018). Existen dos subtipos de EBLV-1, el 1la, muy
homogéneo y ampliamente distribuido de este a oeste desde Holanda hasta Rusia y Ucrania, con un
subclado disyunto en el sur de Francia y el 1b, exclusivo de Holanda, extremo sur de Alemania y
especialmente Francia, donde presenta varios subclados geograficos (Troupin, 2017; Mingo, 2018).
En nuestros trabajos hemos encontrado que las cepas ibéricas forman un clado independiente dentro
del subtipo 1b con cierta aparente estructura geografica interna. Las cepas ibéricas de subtipo 1la, que
hemos encontrado tnicamente en las provincias de Huesca y Lérida, agrupan con el clado del sur de
Francia y parecen haber entrado recientemente en la Peninsula, estando posiblemente en expansion.
Finalmente, tanto los estudios filogenéticos de EBLV-1 (Mingo, 2018), como los de hibridacion
interespecifica de sus especies reservorias (Centeno, 2019) apuntan a un flujo de dispersién de EBLV-
1 de sur a norte, por transmision desde E. isabellinus a E. serotinus. Actualmente se estan haciendo
estudios con genoma completo a fin de afinar la estructura poblacional de EBLV-1b a nivel ibérico y
de buscar signos de adaptacion a especie, ya que tenemos cepas de virus asociadas a las dos especies
cripticas presentes en la Peninsula Ibérica (E. serotinus, E. isabellinus). Los estudios de co-evolucion
entre EBLV-1 y E. serotinus a nivel europeo han arrojado resultados negativos (Troupin, 2017),
indicando que la filogeografia del virus responde a causas diferentes. Actualmente tenemos en curso
estudios similares para el modelo EBLV-1/E. isabellinus en la Peninsula Ibérica.

Finalmente, el descubrimiento del LLEBV (Aréchiga, 2013) nos llevé a avanzar en su
caracterizacion en colaboracion con la Agencia de Laboratorios Veterinarios del Reino Unido,
habiendo obtenido en primera instancia su genoma completo (Martson, 2016), lo que permiti6
corroborar las hipotesis originales basadas en la secuencia del gen de la proteina de nucleocapside,
que mostraba a LLEBV como un lisavirus divergente con respecto al filogrupo 1, que es el que engloba
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a RABV y al resto de los lisavirus neutralizables por anticuerpos inducidos por vacunacién. En un
segundo trabajo se corroboré que LLEBV no es neutralizado por anticuerpos inducidos por vacuna
por lo que, de ser un virus transmisible a los seres humanos, careceriamos de herramientas para su
control (Banyard, 2018). La presencia en Europa de lisavirus divergentes como LLEBV o WCBYV se
considera un potencial problema de salud publica (Echevarria, 2019).

5. Investigaciones de virus potencialmente emergentes asociados a murciélagos ibéricos en el
Centro nacional de Microbiologia

La experiencia de monitorizacion de colonias e murciélago para los trabajos de infeccién por
lisavirus, nos permitié ampliar nuestro ambito a otras familias de virus patégenos relacionadas con
murciélagos a través de la participacion de laboratorios del CNM especializados en otros grupos de
virus, como el de Virus Respiratorios y el de Enfermedades Importadas y Arbovirus.

En el contexto de estos estudios se descubri6 el primer filovirus europeo, el virus Lloviu (LLOV),
asociado a un episodio internacional de mortandad masiva de murciélago de cueva (Miniopterus
schreibersii) (Negredo, 2011). Este virus ha ido aceptado por el ICTV como tnico miembro de un
nuevo género denominado Cuevavirus dentro de la familia Filoviridae, independiente de los géneros
Marburgvirus y Ebolavirus pero mas relacionado con este ultimo. Su relacién con el episodio
internacional de alta mortalidad ocurrido en el afio 2002 nos hizo pensar que esta especie no fuese su
reservorio natural, sin embargo, estudios mds recientes (Ramirez de Arellano, 2019) nos han
permitido comprobar, en las mismas poblaciones originalmente afectadas, la presencia de
anticuerpos en individuos jovenes sanos de esta misma especie nacidos bastantes afios después del
episodio de mortalidad, sugiriendo que actualmente existe circulacién de este virus o de algun otro
antigénicamente relacionado sin producir mortandad, lo cual es necesario continuar investigando.

En un estudio de btsqueda de coronavirus pudimos encontrar secuencias de alfa y beta
coronavirus en varias especies e murciélago ibéricos, una de ellas relativamente cercana a MERS-CoV
(Falcon, 2011). No se encontraron coronavirus tipo SARS, aunque la muestra de murciélagos de
herradura (gen. Rhinolophus), que son los que habitualmente se asocian a este grupo de virus, no fue
lo suficientemente representativa como para excluir su presencia, mas atin cuando han sido descritos
en otros paises europeos. Actualmente estamos ampliando la bisqueda de coronavirus tipo SARS en
murciélagos de herradura ibéricos (figura 3).

Figura 3 Toma de exudado orofaringeo a un murciélago de herradura.
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Finalmente, otra linea de trabajo se centra en la relacion virus-huésped en murciélagos ibéricos
y mas concretamente en la busqueda de signos de evolucidn paralela. Para ello se han estudiado dos
modelos de virus DNA, los adenovirus y los herpesvirus. Estos tltimos son muy prevalentes y casi
un 30% de los individuos analizados mostraban presencia de genomas de un betaherpesvirus
asimilable al citomegalovirus humano que formaba un unico clado independiente asociado a
murciélagos. Los grupos encontrados dentro de este clado remedan la filogenia de los murciélagos
asociados, lo cual es un claro indicio de evolucién paralela (Pozo, 2016). Los estudios con adenovirus
han mostrado igualmente signos de co-evolucién virus-huésped (Iglesias, 2018), siendo las
estrategias de apareamiento un factor determinante en la dispersion de estos virus (Rossetto, 2020).
Actualmente estamos estudiando los herpesvirus de murciélago asociados a dos complejos diferentes
de especies cripticas ibéricas.

Finalmente, otras colaboraciones mas puntuales con otros grupos nos han llevado a participar
en la descripcion de un complejo de papilomavirus en murciélagos (Garcia-Pérez, 2014) y de bacterias
del género Bartonella (Stuckey, 2017).

6. Ningun caso de rabia humana transmitida por perros en 2030, un reto posible

Quiero terminar aludiendo a lo que debe ser el norte de la comunidad cientifica dedicada al
estudio de la rabia: el gran objetivo global de la eliminacion de la rabia humana. La UE ha logrado,
no solo la eliminacion de la rabia humana y canina, sino incluso la de la rabia salvaje vulpina,
demostrando que el objetivo global de acabar con los casos de rabia humana transmitidos por perros
en 2030 no supone ningtn problema de tipo técnico, sino tnicamente econémico y logistico. El
ingente despliegue global de medios dispuesto para el control de la actual pandemia de COVID-19
nos esta mostrando con meridiana claridad que este tipo de retos son esencialmente una cuestion de
voluntad politica. Su magnitud es de tal envergadura que en el futuro va a ser muy dificil argumentar
que el control de las enfermedades olvidadas esta fuera del alcance de esa Comunidad Internacional
a la que tanto nos cuesta llamar, simplemente, Humanidad.3. Resultados
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