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Resumen

Probablemente la enfermedad de la rabia es una de las enfermedades mas desatendidas por los
servicios de salud en aquellos paises donde la tienen categorizada como endémica; sin
embargo, los estudios realizados por muchos afios y los cuales plasmamos en este documento,
evidencian que la rabia silvestre trasmitida por murci¢lagos hematofagos es mas una
enfermedad emergente de curso lento que una enzodtia per se.

La importancia de la rabia no solo radica en el hecho que es una enfermedad mortal para
humanos, los animales domésticos y silvestres (de vida libre), para aquellos que hemos tenido
la oportunidad de estudiarla, su importancia se centra en la oportunidad que la rabia brinda para
poder estudiar la epidemiologia de manera integral. La rabia es una enfermedad zoonoética que
afecta a un sin numero de especies incluyendo el humano, muchos de los reservorios de la rabia
son animales silvestres por tanto incorpora en su estudio a muchas disciplinas como la biologia,
ecologia, historia natural, genética, veterinaria, medicina, permitiendo integrar de manera
transversal los conceptos como nichos ecologicos, andlisis filogenéticos, epidemiologia
molecular, teoria de la coalescencia, etc.

Los enfoques de salud ecosistémica, salud compartida o un mundo una salud convergen de una
manera perfecta si se habla de la rabia, para su prevencion y control obliga a trabajar con una
perspectiva integral y multidisciplinaria. Analizar los determinantes sociales que permiten la
emergencia de esta enfermedad de importancia para la salud publica, es prioritario.

La rabia como enfermedad infecciosa es compleja en el medio natural, y se ve impulsada hasta
cierto punto por cambios ecosistémicos que se asocian con el crecimiento de la poblacion
humana en las zonas de riesgo, el aumento de la demanda de proteina animal y por ende el
aumento de la crianza de animales domésticos, el consumo insostenible de los recursos
naturales, la pérdida de biodiversidad y la fragmentacion del hébitat son factores que se
traducen en una disminucién de servicios ecosistémicos, de esta manera, la rabia, como
enfermedad emergente aumenta los riesgos para la salud de todas las especies de un ecosistema,
los seres humanos, los animales domésticos y la fauna silvestres. Ademas, del cambio climatico
y la perdida de resiliencia ecosistémica que son factores que preparan el terreno para la
irrupcion de nuevas amenazas como la rabia trasmitida por murciélagos, se suma la sinantropia
de los murcié¢lagos hematofagos y los factores antropogénicos que favorecen su
desplazamiento, contribuyen directamente en la emergencia, incremento e incidencia de la
rabia en el Pert.

El objetivo principal de este estudio ha sido el desarrollo de un analisis epidemiologico
minucioso y detallado de la rabia silvestre, los resultados y discusiones que planteamos son
inéditos, reveladores, pero sobre todo valioso en la prevencion y control de la rabia silvestre
trasmitida por murci¢lagos hematofagos.
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Abstract

Rabies is probably one of the most neglected diseases by health services in those countries
where it is categorized as endemic; however, studies conducted for many years and which we
present in this document, show that wild rabies transmitted by vampire bats is more of a slow
emerging disease than an endemic disease per se.

The importance of rabies lies not only in the fact that it is a deadly disease for humans, domestic
and wild animals (free-living), but for those of us who have had the opportunity to study it, its
importance lies in the opportunity that rabies provides to be able to study epidemiology
comprehensively. Rabies is a zoonotic disease that affects several species including humans,
many of the reservoirs of rabies are wild animals therefore incorporates into its study many
disciplines such as biology, ecology, natural history, genetics, veterinary medicine, allowing
to integrate into cross-sectional manner concepts such as ecological niches, phylogenetic
analysis, molecular epidemiology, the theory of coalescence, etc.

The approaches of ecosystem health, shared health or one world one health converge in a
perfect way if we talk about rabies, for its prevention and control requires working with a
comprehensive and multidisciplinary perspective. Analyzing the social determinants that allow
the emergence of this disease of public health importance is a priority.

Rabies as an infectious disease is complex in the natural environment, and is driven to some
extent by ecosystem changes associated with human population growth in risk areas, increased
demand for animal protein and thus increased breeding of domestic animals, and unsustainable
consumption of natural resources, biodiversity loss, and habitat fragmentation are factors that
result in a decline in ecosystem services, thus rabies as an emerging disease increases the health
risks for all species in an ecosystem, humans, domestic animals, and wildlife. Besides, climate
change and the loss of ecosystem resilience, which are factors that pave the way for the
emergence of new threats such as bat-borne rabies, are compounded by the synanthropy of
hematophagous bats and the anthropogenic factors that favor their displacement, directly
contributing to the emergence, increase, and incidence of rabies in Peru.
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1. Introduccion

La rabia en el Peru es considerada por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria — SENASA
(Organismo Publico Desconcentrado del Ministerio de Agricultura) como una enfermedad
infecciosa con presentacion de dos ciclos enzodticos, un ciclo de presentacion urbana la cual
es transmitida por perros, los programas de prevencion y control de la rabia en caninos estan a
cargo del Ministerio de Salud (la rabia urbana no forma parte del presente estudio de
investigacion), y un ciclo silvestre trasmitida por murciélagos hematofagos (Desmodus
rotundus) en zonas de selva y valles interandinos, los programas de control estan a cargo del
SENASA.

El Peru en los ultimos afios ha tenido un desarrollo econdémico pronunciado en el sector minero
y agricola y este crecimiento ha generado alteraciones del medio ambiente por la actividad
humana y los movimientos migratorios que contribuyen al riesgo de aparicion o reaparicion de
la rabia. Una mejor comprension de las relaciones entre los factores ecologicos y humanos con
enfermedades zoonoticas es vital para identificar riesgos espaciales para la poblaciéon humana
y animal. El objetivo de este estudio es llevar a cabo una revision sistematica la epidemiologia
molecular de la rabia silvestre en el Pert y evaluar los modelos de distribucion geografica del
virus rabico a partir de los datos recogidos por el Sistema de Vigilancia Epidemiologica del
Servicio Nacional de Sanidad Agraria — SENASA.

La investigacion se basé en el analisis filogenético del virus de la rabia; la distribucion
geografica del huésped (animales domésticos) y el reservorio (murcié¢lagos hematofagos); y los
casos confirmados de rabia en diferentes especies animales en el periodo comprendido del afio
de 1997 al 2015.

El criterio de elegibilidad de este estudio obedece al hecho de que no existen investigaciones
que se hayan realizado previamente mediante el uso de técnicas de analisis filogenético en las
muestras colectadas por SENASA, tampoco hay estudios sobre evaluaciones espacio temporal
de casos de rabia en el Peru. Esta investigacion incluye el analisis filogenético, el analisis de la
dinamica de uso del suelo, y el complejo patogeno-ecoldgico, es decir la evaluacion del riesgo
epidemioldgico de presentacion de la rabia en diferentes ecosistemas del Peru, las regiones de
Amazonas, Cajamarca, Huanuco, Junin, Ayacucho, Apurimac, Cusco y Madre de Dios seran
las é4reas de intervencién y evaluacion, de acuerdo con el SENASA estas regiones son
consideradas como de alto endemismo para la rabia silvestre.

En el Perti la presentacion de la rabia silvestre en animales domésticos se da en diferentes pisos
altitudinales, por tal motivo este estudio incorpora evaluaciones espacio-temporal bajo el
esquema de conglomerados. La altura méxima encontrada para casos de rabia silvestre en el
Perti fue 3856 metros, revelando rangos superiores del movimiento de hematofagos que
actualmente son aceptados. El trabajo de investigacion destaca el papel de la eco-epidemiologia
para el estudio de la estructura y funcionamiento de los focos naturales de infeccion. El estudio
incorpora la epidemiologia molecular, el anélisis filogenético y geografico para modelar la
dindmica espacial y temporal de la rabia, contribuyendo de esta manera a predecir y controlar
la rabia silvestre en el Peru.

El analisis filogenético ha estado a cargo del personal del Institute of Biodiversity, Animal
Health and Comparative Medicine, Centre for Virus Research de la Universidad de Glasgow
en Escocia, las muestras y las bases de datos asociadas a ellas son proporcionadas por
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SENASA, el estudio estd patrocinado por Programa de Doctorado de Metodologia de la
Investigacion Biomédica y Salud Publica del Departamento de Pediatria, Ginecologia,
Obstetricia y Medicina Preventiva de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
Barcelona.

2. Antecedentes Tedricos de la Rabia silvestre trasmitida por murciélagos
2.1. Nociones generales

El virus de rabia es un virus de ARN del género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae y es uno de
los virus zoondticos mds importante del mundo, responsable de més de 59,000 muertes
humanas cada afio (1). La rabia transmitida por murciélagos hematéfagos es una amenaza
importante para la salud ptblica en toda la distribucion de su vector, el murci¢lago hematofagos
comun (Desmodus rotundus), desde el norte de México hasta el norte de Argentina (2). El virus
se transmite entre los murciélagos y otros mamiferos por la mordedura de un animal infectado.
Transmision a otras especies, incluidos los humanos se produce cuando los murciélagos
infectados muerden para tomar sangre, su fuente de alimentacion principal.

Los primeros estudios sobre la epizootiologia de la rabia en poblaciones de D. rotundus
describieron la infecciéon como una ola de migracioén — la persistencia del virus dependid del
movimiento entre poblaciones con individuos susceptibles (3—5). Por eso, la mayoria de las
poblaciones estaban libres de infeccidon en cualquier momento. Sin embargo, observaciones de
afios recientes introducen la posibilidad de un cambio fundamental en la epizootiologia de la
rabia. En zonas con mucho ganado casos de rabia en bovinos ocurren cada afio y parece que la
rabia es endémica, no epizootica en estos lugares.

Sabemos por la teoria de la epidemiologia de enfermedades humanas, que los brotes tienen una
menor probabilidad de terminar en poblaciones grandes, un fendémeno denominado “tamafio
critico de la comunidad” (6,7). Por lo tanto, las poblaciones mas grandes pueden soportar
persistencia endémica o permanente, pero las poblaciones pequefias no apoyan a la existencia
de una persistencia permanente y tienen brotes esporadicos o con una frecuencia regular (7).
En el sistema de la rabia silvestre en el Peru, se sabe que poblaciones de D. rotundus son mas
grandes en zonas de alta densidad de poblacion animal que en zonas naturales del (8). Una
hipotesis es que la rabia tiene persistencia enzodtica en poblaciones grandes de murciélagos
asociados con grandes poblaciones de ganado, pero persistencia epizootica en zonas con poco
ganado.

Un método poderoso para comprender las dinamicas de enfermedades infecciosas,
especialmente virus de ARN con altas frecuencias de mutacion, es el andlisis genético mediante
la teoria de la coalescencia. Esta teoria de genética poblacional demuestra que hay una relacion
positiva entre la diversidad genética y el tamafio de la poblacion. Estudios recientes han
demostrado que, mediante la combinacion de informacién genética con informacion temporal
y espacial, es posible estimar las dindmicas de brotes, su tamafio y sus movimientos (9,10). En
este proyecto, usaremos métodos similares para explorar diferencias fundamentales en la
epizootiologia de la rabia en poblaciones de D. rotundus entre zonas selvaticas y zonas rurales
consideradas areas ganaderas. Predecimos que, en poblaciones con mucho ganado en la sierra,
la rabia tiene un tamafio de poblacidon constante sin evidencia de transmision entre poblaciones,
pero en poblaciones selvaticas con poco ganado, la rabia tiene dindmicas esporadicas con
evidencia de movimientos y transmision entre poblaciones.
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La rabia en el Pert es una enfermedad de declaracion obligatoria, dispuesto en la Resolucion
Jefatural N° 271-2008-AG-SENASA. Para la evaluacion de los datos epidemiologicos se ha
tomado como referencia los criterios técnicos establecidos en el Capitulo 8.10.1 del Codigo
Sanitario para los Animales Terrestres (11).

La rabia es una enfermedad virica que afecta al sistema nervioso central de los animales de
sangre caliente, incluidos los humanos. El periodo de incubacion de la enfermedad es largo
(seis meses — Art. 8.10.1.), y los sintomas pueden tardar varias semanas en aparecer tras la
infeccion, pero una vez que aparecen, la rabia es siempre fatal en los animales y humanos.

El virus de la rabia es un lyssavirus, grupo de virus causante de encefalitis que comprende
también varios lyssavirus del murciélago identificados recientemente. Los lyssavirus
pertenecen a la familia Rhabdoviridae (12).

El nombre Rhabdo viene del griego e identifica la forma caracteristica de bala o de bastoncillo
de los virus. Existen varias cepas del virus clasico de la rabia que por lo general estan asociadas
a una especie principal como reservorio.

La rabia ha sido reconocida desde hace siglos, pero no es sino en 1880 cuando el trabajo
realizado por Louis Pasteur identifica un virus como la causa de la enfermedad.

La rabia es una enfermedad inscrita en la lista del Cdédigo Sanitario para los Animales
Terrestres, 2009, (Capitulo 1.2; Articulo 1.2.3), de la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal
(OIE) y debe ser declarada a la OIE (capitulo 1.1- “Notificacion de enfermedades y datos
epidemioldgicos”).

El virus de la rabia esta presente en todos los continentes, excepto en la Antartica. Algunos
paises han establecido medidas de control y vigilancia y han conseguido erradicar la
enfermedad para satisfacer los requisitos de la OIE sobre el estatus sanitario libre de rabia. En
el Peru y en otros paises, la enfermedad sigue siendo endémica y los principales reservorios
son los animales salvajes como es el D. rotundus.

Informes epidemiologicos publicados por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria — SENASA
del Peru (2015), indican que existe una asimetria en la presentacion y distribucion de casos
(asimétricamente positiva), segin el informe en el Pert se presentan afios epidémicos asociados
a cambios climaticos y al incremento de las poblaciones de murciélagos hematofagos.
SENASA considera que esta asimetria se debe a la falta de sensibilidad del sistema de
vigilancia y a la informacion heterogénea de notificaciones que se reciben a nivel de campo
(sub notificacion). El valor predictivo positivo de los casos no es preciso, algunas de las
sospechas no han sido confirmadas ya sea por muestras mal remitidas, inapropiadas,
inadecuadas o por que las notificaciones son tardias, no permitiendo la toma de muestras para
un diagnostico adecuado.

La base de datos del SENASA asociada a rabia, contiene informaciéon epidemioldgica
detallada, al realizar un analisis de estos datos se observa que existe una marcada presentacion
de casos de rabia silvestre por especie animal (animales domésticos), el 91% de los casos
diagnosticados es en bovinos, en equinos 23%, en caprinos 9% y otras especies con menor
presentacion de casos (afos evaluados 2007-2013).
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Si bien la rabia no ha sido de las mayores epidemias que ha sufrido el género humano (13), si
es una de las enfermedades mas antiguas y recurrentes que se recuerdan, ya que su
conocimiento se remonta aproximadamente al siglo 23 A.C. (14,15). Desde 1885, cuando
Pasteur introdujo la vacunacién contra la rabia, se han seguido presentando infinidad de casos
de este padecimiento tanto en humanos como en otras especies domésticas y silvestres (13). Se
trata de una enfermedad infecciosa, transmisible, de curso agudo y mortal, unica por su
capacidad para afectar a todos los mamiferos, ampliamente distribuida en el mundo, con una
letalidad de 100%, clasificada como zoonosis y en cuya transmision interviene casi siempre la
agresion de un animal enfermo (16). La enfermedad se inicia a partir del momento en el que el
vector del virus rabico inocula por mordida al hospedero susceptible y los mecanismos de
defensa inespecificos no son capaces de interceptar y anular al virus, continuando de esta
manera su evolucion hasta producir la muerte.

Una vez infectado el tejido subyacente, el virus rabico sufre una primera replicacion en el sitio
de la herida, durante las primeras horas, posteriormente avanza por los nervios periféricos hasta
alcanzar el Sistema Nervioso Central y de ahi se disemina por via nerviosa a los deméas 6rganos,
llegando a las glandulas salivales (17).

Desde el punto de vista epidemioldgico hay dos formas de presentacion de rabia, la urbana que
se propaga sobre todo entre los perros, y la silvestre que se asienta en diferentes especies
vectores de la enfermedad dependiendo de la zona geogréfica involucrada. De esta manera
encontramos a los zorros rojos como unicos vectores en Europa Occidental; a los zorros
plateados, zorrillos, mapaches y coyotes en América del Norte; las mangostas en algunas islas
del Caribe; los chacales en Africa del Norte etc. (17,18).

En los paises industrializados la rabia de tipo urbano transmitida al humano por perros esta
practicamente eliminada, predominando la rabia de tipo silvestre (18). Por otro lado, en las
regiones tropicales de América Latina el vector silvestre es el murcié¢lago hematofago que
plantea problemas importantes. Los murci¢lagos mueren a consecuencia de la rabia, aunque la
pueden transmitir por periodos largos de tiempo sin que se observen manifestaciones clinicas
(17). Como estos quiropteros se alimentan exclusivamente de sangre se han multiplicado en
las regiones tropicales donde hay cria de ganado vacuno, en quienes encuentran su alimento
con facilidad, causando graves pérdidas econdmicas (17).

Para una mejor comprension del virus, conviene hacer una explicacion detallada de su
estructura y epidemiologia la cual se describe seguidamente.
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1. Clasificacion del virus rabico

El virus de la rabia ha sido Clasificado recientemente dentro del nuevo género de los
Lyssavirus. Este género junto con el de los Vesiculovirus y otros virus todavia no asignados a
ningin género y para los cuajes no se aprobd nombre, constituyen la familia Rhabdoviridae

(16).

El género Lyssavirus contiene el virus de la rabia y a otros de reciente descubrimiento que
estan serologicamente relacionados con €él. Estos Son el virus lagos Bat, el virus Mokola, el
virus Obodhiang y el virus Kotonkan. Una de las bases para separar al antiguo género de los
Rhabdovirus en los actuales géneros Vesiculovirus y Lyssavirus, fue el que los .vesiculovirus
se multiplican tanto en vertebrados como en artrépodos, estando en este género los virus de la
Estomatitis Vesicular, Cocal, Flanders-Hart Park, etcétera; en tanto que los Lyssavirus se
multiplican en vertebrados solamente. La naturaleza tentativa de algunas asignaciones a
determinados géneros se evidencia en el hecho de que los virus Obodhiang y Kotonkan se
colocan en los Lyssavirus por su relacion antigénica con el virus de la rabia; sin embargo, se
multiplican en artrépodos (14). La relacion antigénica de los dos virus mencionados con el
virus de la rabia es bastante lejana en el mejor de los casos, pero considero que el criterio
inmunologico no es suficiente motivo para la asignacion del virus a uno u otro género. Una
linea independiente de investigacion parece sugerir que la relacion del virus de la rabia y el de
la Estomatitis Vesicular es mas estrecha de lo que se habia pensado hasta ahora (19).
Aparentemente la ARN transcriptasa del virus de Estomatitis Vesicular inactivado con luz
ultravioleta, es utilizado por el virus de la rabia acortando su periodo de latencia (19)

En caso de ser asi, la parte del ARN viral del virus de la rabia en la que se inicia la replicacion
del acido nucleico seria lo suficientemente parecida a la seccion de inicio de replicacion del
virus de la Estomatitis Vesicular como para activar a la enzima. Este efecto pareceria indicar
que de manera semejante a lo estudiado con otros virus de la familia Rhabdoviridae (19), los
complejos de iniciacion de trascripcion del ARN son semejantes, ya que la ARN transcriptasa
dependiente de ARN que forma parte del virion de la Estomatitis Vesicular, es lo
suficientemente especifica para replicar ARN viral y no los multiples ARN presentes en el
citoplasma de la célula infectada (19).

Independientemente del género a que sea finalmente asignado el virus de la rabia; el hecho es
que ésta, contintia siendo una enfermedad importante en el mundo; tanto desde el punto de
vista de las pérdidas que ocasiona en algunos paises de Ibero América (19) como desde el punto
de vista de la salud publica en casi todo el mundo.

CLASIFICACION DEL VIRUS DE LA RABIA

ORDEN: Mononegavirales
FAMILIA: Rhabdoviridae
GENERO: Lyssavirus

Desde un punto de vista sistematico, los Rhabdovirus pertenecen al orden Mononegavirales,
que se distribuye en tres familias: Rhabdoviridae, Paramyxoviridae (virus Sendai, de la
enfermedad de Newcastle, del sarampion, virus sincitial respiratorio y rubulavirus porcino) y
Filoviridae (virus de Marburg). Los rhabdovirus que infectan a los animales pertenecen a tres
géneros (20): los Vesiculovirus (cuyo prototipo es el virus de la estomatitis vesicular -VSV-),
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los Lyssavirus (cuyo modelo es el virus de la rabia) y los Ephemerovirus (representados por el
virus de la fiebre efimera bovina).

2. Estructura

Los Rabdovirus son virus de ARN de cadena negativa; esto es que tienen una Unica hebra de
ARN que esta en sentido contrario al del ARNm necesario para codificar proteinas virales. Esto
significa que el ARN no puede codificar directamente la sintesis proteica y ha de ser copiado
a una cadena de ARNm de sentido positivo. Como resultado, el virus debe de portar su propia
ARN polimerasa dependiente de ARN(21).

Como lo sugiere su nombre estos virus tienen forma bacilar. Tienen un lado que termina en
una forma redondeada y por ello se dice que tiene forma de bala. Cada particula virica es de
casi 100nm de didmetro y 400 nm de largo, pero esto puede variar. Tienen una envoltura
derivada de la membrana plasmatica de la célula huésped. El virus sélo tiene cinco
proteinas(21).

Proteina G (de superficie). Esta es la glicoproteina que forma una espina en la superficie
saliendo de la misma como trimeros. Hay cerca de 1200 proteinas G (400 trimeros) por
particular viral. Es una proteina transmembrana con una secuencia de sefial N-terminal. La
proteina G se fija a los receptores celulares y es el blanco de anticuerpos neutralizantes. Hay
tres cadenas sacarosas unidas por enlaces N-glicosidicos. La penetracion del virus al citoplasma
toma lugar por una via endocitica y no por la membrana plasmatica. Esto es porque el trimero
de proteina G sufre un cambio de conformacioén a un pH de 6.1 que lo hace mas estable y
probablemente permite que una region hidrofobica de la molécula sea expuesta y se embeba
en la membrana de la célula a ser infectada(21).

- Proteina M (matriz). Esta es una proteina periférica de membrana (originalmente la M era
por membrana) que parece bordear la superficie interna de la membrana viral, aunque esto
sigue en controversia. Puede actuar como un puente entre la membrana o la proteina G y la
nucleocapside(21).

- Nucleocapside. Esta es el ntcleo de ribonucleoproteina infeccioso. Tiene una estructura
helicoidal que descansa sobre la membrana. En micrografias de electrones con tincion
negativa, la nucleocapside tiene una apariencia estriada.

- Proteina N (Nucleoproteina). Esta es la principal proteina estructural y cubre el genoma
de ARN. Protege al genoma de las nucleasas y mantiene su conformacion de forma tal que
permite la transcripcion.

- Proteina L (Larga) y NS (no estructural, también conocida como P (fosfo)) Juntas
forman la ARN polimerasa ARN dependiente o transcriptasa. La proteina L tiene un peso
molecular de240 kiloDaltons y su gen ocupa casi el 60% del genoma.

3. Propiedades
Los Rhabdovirus son virus fragiles, inactivados por el calor, los rayos ultravioletas, la
desecacion, los solventes organicos y la tripsina, y son bastante estables entre pH 5 y 10. Los

rhabdovirus se conservan varios dias a 4°C y durante mucho tiempo a -70°C y liofilizados.

El virus de la estomatitis vesicular — VSV, ha sido el més estudiado y sirve de virus de
referencia de los rhabdovirus. A pesar del gran parecido, la analogia antigénica entre los
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diferentes géneros de rhabdovirus es poca; por ejemplo, las proteinas G del virus de la rabia y
de VSV solamente tienen 20% de homologia en frecuencia de aminoécidos (22).

El virus de la rabia tiene una forma ojival truncada y mide 180 nm de largo por 75 nm de ancho.
Posee proyecciones de superficie y presenta estrias caracteristicas en microscopia electronica.
El virus de la rabia tiene un coeficiente de sedimentacion de 600 unidades Sdverberg y esta
constituido por 5 proteinas (23), codificadas por el ARN viral, distribuidas en 2 componentes
principales: la nucleocéapside (NC) y envoltura.

La Nucleo Capside (NC) interna es un complejo ribonucleoproteinico con simetria helicoidal,
constituida por una cadena de ARN asociada a 3 proteinas: la Nucleo proteina (N) asociada
fuertemente, la proteina No Estructural (NS) y la proteina Larga (L) asociadas menos
fuertemente(21).

Las particulas estan cubiertas por una envoltura que obtienen por la gemacion del virus a través
de la membrana plasmatica de la célula hospedera. Las 2 proteinas de la envoltura son la
Glicoproteina (G) y la proteina M. La proteina G esté glicosilada y contiene- aproximadamente
3% de carbohidratos y la envoltura contiene fosfolipidos que forman ell5 a 25%, segin la
célula hospedera, ambos de la masa del virion (24). La proteina M, descrita tradicionalmente
como una proteina de la envoltura que recubre internamente la membrana lipidica,
aparentemente forma parte de la NC (24).

4. El genoma

Cada una de las 5 proteinas que constituyen el virus rabico es codificada por un gen en el 4cido
nucléico. La secuencia de los 11932 nucleotidos del genoma de la cepa PV del virus de la rabia
(25) ha permitido estudiar los elementos reguladores de la transcripcion y de la replicacion. La
secuencia completa de aminoacidos fue deducida de la secuencia de los genes que codifican
respectivamente las 5 proteinas: N, NS, M, G y L. Por otro lado, el analisis de las secuencias
parciales de diferentes Lyssavirus ha permitido su estudio comparativo y "evolutivo" (26) (27—
29).

Una peculiaridad del genoma del virus de la rabia es la existencia de un gran intergen entre los
cistrones G y L que comprende 423 nucledtidos. Esta region que no codifica e hipervariable
fue denominada pseudogen II (25). Esta region posee una sefial de parada de la transcripcion;
el complejo de transcripcion puede ignorar la sefial de parada del gen G y reconocer aquélla de
II para producir un ARNm largo G-, de la proteina G. La transcripcion del gen G y de II en un
solo ARNm largo es sistematica para ciertas cepas como Flury HEP (30), O alternativa para
otras como PV, don de las 2 formas de transcripcion del gen G (ARNm G y ARNm G-"))
coexisten (28). Se desconoce el significado bioldgico de estas 2 formas de transcripcion de la
proteina G, pero aparentemente este fenomeno tiene un papel regulador sobre la tasa de
transcripcion del gen distal L y en consecuencia sobre la expresion del genoma (28).

S. Infeccion
A. Especies susceptibles
Aunque en principio todos los animales homeotermos pueden ser infectados por el virus de la

rabia, la sensibilidad de las aves es muy atenuada. El virus provoca en ellas una enfermedad
pasajera de evolucion muy lenta después de la inoculacion intracerebral y la enfermedad no
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existe en la naturaleza (14). En los mamiferos, una vez declarada, la enfermedad siempre tiene
una salida fatal, pero existen importantes variaciones de sensibilidad o de virulencia.

Ciertos animales, como el perro, el zorro, el murciélago y otros, son extremamente sensibles a
la rabia y constituyen los reservorios del virus, lo que plantea problemas epizooticos y
epidemioldgicos. Otros mamiferos como los roedores no representan peligro para la fauna
silvestre porque normalmente no desarrollan rabia furiosa, sino al contrario, una forma
paralitica. Si los roedores son los modelos de experimentacion animal para la infeccion rabica,
es porque las cepas rabicas han sido adaptadas en ellos y que puede practicarseles la via de
infeccion intracerebral, aunque no sea la via de infeccion natural (14).

B. Bases moleculares de la virulencia

La adaptacion de las cepas de virus rabico a su sustrato celular favorece la virulencia. Desde el
inicio de sus investigaciones, Louis Pasteur clasifico los virus de la rabia en 2 categorias: a) los
virus de la calle, aislados en campo y que causan la enfermedad después de una inoculacion
periférica en animales de laboratorio y b) los virus fijos, manipulados en el laboratorio, que en
general no causan enfermedad sino después de una inoculacion intracerebral. El nombre virus
de la calle se refiere a las cepas aisladas en medio urbano, mientras que el de virus fijos se
refiere a la fijacion de tiempo de incubacion en una especie determinada (31).

La estructura de la proteina G también tiene gran influencia sobre la virulencia de las cepas.
Los mutantes con una sustitucion de aminoacidos en las posiciones 1980333 son menos
virulentos en ciertas condiciones que varian segln la especie, la edad y el estado inmunitario
del hospedero (31).

Aunque el virus rabico haya sido adaptado in vitro a varias lineas fibroblasticas de mamiferos,
su blanco principal in vivo es la neurona. Sin embargo, un estudio realizado en 1965 en el
conejo ha senalado la presencia de particulas infecciosas del virus rabico en células sanguineas
periféricas durante la enfermedad (32).

Aparentemente porque la viremia no es un evento importante de esta enfermedad, la infeccion
de los linfocitos por el virus de la rabia no fue publicada mas hasta 1994 (33), cuando se
describi6 que esta infeccion induce la apoptosis (34). Este mecanismo tal vez explique el estado
de inmunosupresion observado en los casos de rabia.

C. Bases moleculares de la susceptibilidad

Experiencias in vitro realizadas con fibroblastos y neuroblastomas sugieren la existencia de
receptores saturables y especificos para el Virus rabico (35). Sin embargo, su identificacion
incontestable no ha sido obtenida todavia. Parece ser que el receptor del virus de la rabia
depende de la naturaleza de la célula hospedera. De esta manera, si se ha demostrado que los
gangliosidos juegan un papel en la adsorcion del virus rabico a los fibroblastos (36) y que el
receptor nicotinico de la acetilcolina esta implicado en su fijacion a las células musculares, el
receptor especifico del virus sobre las neuronas no ha sido identificado todavia.

D. Accion de los anticuerpos neutralizantes
La conformacion de la proteina G se modifica bajo efecto del pH 4cido y se revelan regiones

hidréfobas que permiten su unioén a la membrana lisosomal (24,37). Probablemente algunos
anticuerpos anti-G neutralizan el virus rabico al inhibir la etapa de fusion (38), mientras que
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otros anticuerpos aparentemente neutralizan el virus por una via mas clasica, que es aquella de
inhibir la adsorcion de la proteina G a sus receptores sobre la célula hospedera.

6. Ciclo viral

Como resultado de un estudio comparativo de la morfogénesis de diferentes cepas de virus
rabico en cultivos celulares, (39) estudid intensivamente en cortes ultrafinos con microscopia
electrénica, el comportamiento de varias cepas de virus rabico, usando especialmente células
BHK-21 Y 13S CI ambas de origen de riidén de hamster. Si bien no se observaron grandes
diferencias en la morfogénesis de las diferentes cepas de virus rabico estudiadas, el ciclo de
infeccion del virus rabico en cultivos celulares fue estudiado con un grado de detalle que lo
hace accesible de interpretacion.

El ciclo de multiplicacién de los virus ARN en general esta constituido por once pasos
diferentes que fluyen uno en el otro sin detenerse y en ocasiones se mezclan entre si.

a) El primer paso del ciclo de todo virus es la adsorcién o adherencia, es decir la uniéon del
virus con una célula susceptible. Esta adsorcién puede ser con o sin mediacion de sitios
receptores.

b) El segundo paso es la penetracion, que también tiene variaciones segun la familia de virus
de que se trate. Puede ser penetracion por captacion celular en vesiculas pinocitdticas, como
en el caso de los Poxviridae (familia de virus ADN), por penetracién a través de la
membrana celular como en algunos Picornaviridae o bien por viriopexis, es decir la union
de la envoltura viral a la célula y el subsecuente vaciado de la nucleocapside al citoplasma
celular como en los Herpetoviridae (familia de virus ADN).

¢) Unavezdentro de la célula, ocurre la denudacion, es decir la liberacion de un acido nucleico
funcionar. En algunos virus los procesos de penetracion y de denudacion ocurren
simultaneamente.

d) Una vez liberado el acido nucleico en el citoplasma pueden ocurrir varias cosas segun el
tipo de 4cido nucleico contenido en el virus. Existen varias terminologias para denominar
los &cidos nucleicos (40), dependiendo de si el ARN viral es al mismo tiempo el ARN
mensajero, es decir que puede ser traducido directamente en proteina o bien si requiere de
una sintesis de ARN antes de ser traducible en proteina. Siguiendo convenciones
internacionales, se llamara cadena positiva a la contenida en el viridbn y negativa o
Complementaria a la que se sintetiza en la célula infectada. Si el ARN viral es al mismo
tiempo mensajero se le denominard "mensaje", que serd opuesto al ARN "antimensaje" que
no tiene sentido para la célula. Si el ARN positivo es mensaje, el siguiente paso que sigue
a la denudacion, es la formacion de polirribosomas e inicio de la sintesis de proteinas
tempranas. Si el ARN positivo es antimensaje, lo primero que Ocurre después de la
denudacion es la sintesis de un ARN complementario que sea mensaje antes de proceder a
la sintesis de proteinas. En este caso el virus casi siempre lleva su propia enzima, la ARN
replicasa, como parte integral del virion ya que el acido nucleico debera replicarse en
ausencia de sintesis de proteina. Una vez que el ARN complementario o mensaje ha sido
producido se inicia la sintesis de proteinas tempranas. Por ltimo, en el caso de la familia
Retroviridae, a continuacion de la denudacion Ocurre la sintesis de un ADN
complementario al ARN viral, para esto, el virion lleva la llamada transcriptasa reversa o
inversa, que da el nombre a la familia y que se encarga del paso de ARN a ADN(39).

e) El siguiente paso es la sintesis de proteinas tempranas que por definicion son aquellas que
se sintetizan directamente en el ARN progenitor o bien en el ARN complementario del
progenitor. Estas proteinas tempranas sintetizadas como es natural en pequefia cantidad
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sirven para establecer la infeccion viral en la célula. Algunos virus producen potentes
inhibidores de macromoléculas celulares en esta fase (inhibidores de la sintesis de acidos
nucleicos y proteinas celulares) asi como las polimerasas necesarias para el siguiente
paso(41).

f) A continuacion, se inicia la sintesis de ARN de progenie por medio de la formacion de un
intermediario de replicacion que estd formado por una molécula de ARN que es recorrido
simultaneamente por varias moléculas de polimerasa y, sobre una sola molécula de 4cido
nucleico (positiva o negativa) se sintetizan simultineamente varias moléculas
complementarias en varios grados de maduracion. Una vez que se han acumulado
suficientes ARN virales se inicia el siguiente paso(41).

g) Por definicion las proteinas tardias son aquellas que se sintetizan en el ARN de progenie y
en este caso ocurre una sintesis masiva de proteinas. Estas son generalmente proteinas
precursoras, es decir que van a formar parte del virion, de ahi que se requieran en gran
cantidad. La mayoria de las capsides virales estan formadas de unidades repetitivas
independientemente de la familia de virus de que trate. Una vez que se han sintetizado
suficientes proteinas precursoras, ocurre una especializacion en la funcion de los acidos
nucleicos al iniciarse el siguiente paso.

h) Ensamble de nucleocapsides. Este es esencialmente el proceso de agregado de las capsides
junto con el acido nucleico. En este caso también el proceso es diferente seglin el virus de
que se trate.

1) La maduracién viral consiste en una gemacion a través de la membrana celular en el caso
de los virus envueltos y en la simple concrecion de las nucleocéapsides en el caso de los
virus desnudos.

j) Lacitdlisis ocurre casi exclusivamente en los virus que maduran en el citoplasma, como el
unico medio de liberarse; y en el caso de virus envueltos, de maduracién en la membrana
plasmatica, generalmente la cit6lisis no ocurre o por lo menos es muy lenta dando lugar a
la maxima liberacion de viriones maduros, que es el ultimo paso del ciclo de virus.

k) Liberacion viral, como se explico antes. El llamado periodo de latencia de los virus abarca
desde el paso a (adsorcidn) hasta el k (liberacion viral), en tanto que el llamado periodo o
fase de eclipse, es un término puramente microscopico y abarca el periodo en que el virus
es invisible hasta que los viriones de la progenie empiezan a ser reconocibles (desde el paso
y hasta el paso h segin se ha descrito). El periodo de Latencia del virus rabico dura un
promedio de 16 horas desde el momento en que se adhiere a la célula susceptible hasta que
los primeros viriones son liberados al medio ambiente y son detectables (42).

Independientemente del sistema celular, de la cepa de virus y de la multiplicidad empleados,
la infeccion celular progresa en forma asincronica. Nunca se logra infectar en forma
sincronizada a la totalidad de las células a pesar de que se empleen altas mutiplicidades para
infectar a los monoestratos (33). Esto se ha tomado como evidencia indirecta de que sélo cierta
parte del ciclo celular es susceptible al virus rabico y que por lo tanto sélo las células que estan
en esa fase son infectadas, en tanto que las otras células se muestran refractarias. Una vez
establecido el virus en el cultivo, la infeccion subsecuente de las células ocurriria tan pronto
como fueran llegando al punto del ciclo celular que es susceptible y asi llegaria a infectarse
todo el monoestrato (33). Otra posibilidad que ha surgido deriva de la determinacién del
numero de particulas fisicas que constituyen una unidad formadora de placa. Esta, es una
indicacion del numero de particulas defectuosas que constituyen un determinado cosechado de
virus. La discrepancia observada entre autores, con respecto a una caracteristica del virus
rabico, deriva de la falta de homogeneidad de una cosecha a otra (vide infra, III-2, 3).
Hernandez (39) determin6 que el numero de particulas fisicas que constituyen una unidad
formadora de placas es de 10 000. Esto no necesariamente significa que hay una particula virica
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completa por cada 10 000 particulas defectuosas. Més bien significa que esa es la eficiencia de
deteccion con que se cuenta en los diferentes sistemas de ensayo del virus rabico. Si suponemos
que la prueba de placas detecta una particula completa por cada diez presentes (lo que
constituye un margen mas que generoso), entonces la proporcion de particulas completas a
particulas defectuosas seria de 1: 1000. Aun asi, la cantidad de particulas incompletas es muy
elevada. Esto condicionaria a un marcado fendmeno de Von Magnus (1958), algunos autores
lo han observado (39) en tanto que otros consideran que el virus rabico es insensible a €l (33).
Las particulas incompletas mezcladas con particulas completas condicionan tres tipos de
interaccion con las células, con tres resultados diferentes: a) Infeccion de una célula susceptible
por una particula completa solamente. Este tipo de interaccion conduce a una infeccion
productiva en la que se producird la consabida proporcion de 1000 particulas T por cada
particula B, b) Infeccion de una célula susceptible por una particula completa y una particula
incompleta. Este tipo de interaccion conduce al acumulo de material tefiible por
inmunofluorescencia en el citoplasma, pero no a una -infeccioén productiva, y e) Infeccion de
una célula susceptible solamente por una particula incompleta. Este tipo de interaccién no
produce cambios en las células, pero produce una pérdida temporal de la susceptibilidad. Las
tres posibilidades arriba anotadas hacen caso omiso del ciclo celular como factor de
susceptibilidad y consideran a la célula susceptible todo el tiempo. Por otra parte, también hace
caso omiso de la infeccion de la misma célula por vanas particulas virales de un mismo tipo;
esto ultimo por considerarlo irrelevante en cuanto al resultado de la interaccion. La
susceptibilidad celular, desde luego, juega un papel que pudiera ser importante (no se ha
investigado este aspecto) pero en este caso solamente produciria confusion. Dado el alto
nimero de particulas virales incompletas por cada particula completa (mil a uno, seglin se ha
indicado), la posibilidad de una interaccion del primer tipo y que conduce a infeccion
productiva es practicamente nula en altas multiplicidades de infeccion desde 1 UFP / célula
como Se han empleado (38), en tanto que a medida que se emplean menores multiplicidades
0.1 UFP/célula o inferiores, las probabilidades aumentan. Si el criterio de evaluacion referente
al porcentaje de células infectadas es la inmunofluorescencia, la prueba detectara el primer y
segundo eventos, a y b. Si el criterio es produccion de virus infectante, la prueba es una medida
indirecta del primer evento, a, solamente.

Es obvio que en ninglin caso se logrard el 100% de infeccion. En altas multiplicidades, porque
hay demasiadas particulas incompletas y a bajas multiplicidades, por la sencilla razén de que
no hay suficientes particulas completas para ello. La explicacion es razonable dado que se
ajusta a las observaciones actuales en tanto que predice que aun cuando se empleen células
sincronizadas, nunca se logrard una primera infeccion involucrando al 100% de las células. El
tercer tipo de interaccion, e, implica una resistencia temporal por parte de la célula, debido a
que la célula infectada se haya ocupada sintetizando ARN maés corto que el viral y que es el
que contienen las particulas T. Eventualmente toda esta actividad metabdlica inutil, cesa dentro
del citoplasma celular y la célula destruye estas estructuras andmalas y recupera su
susceptibilidad, justo a tiempo para ser infectada por la segunda generacion de virus. Segin
evidencia de microscopia de fluorescencia, la adherencia y penetracion del virus a la célula
susceptible ocurre bastante rapido después de ponerse en contacto (38). Existe una diferencia
importante entre cepas. La adsorcion tarda de dos a tres horas en virus no adaptados a cultivos
celulares, pero tarda unos pocos segundos en virus adaptados (33). Después de la penetracion
ocurre la denudacion. Esta fase del ciclo del virus rdbico no ha sido examinada en detalle. En
el caso del virus de la Estomatitis Vesicular (VEV), el ARN purificado no es infeccioso.
Baltimore concluyo de estas observaciones, que el acido nucléico del VEV es "antimensaje" y
que requiere de una ARN replicasa (ARN ~polimerasadependiente del ARN) para la
replicacion del acido nucléico (40).
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El virus de la rabia también contiene ARN no infeccioso, pero en €l no se ha encontrado una
ARN replicasa similar (23). Hernandez (39) conjeturd que la replicasa de VEV inactivado con
luz ultravioleta podria ser utilizada intracelularmente por el virus rabico para acortar el periodo
de infeccion. En el sistema de trabajo empleado por estos autores (39) el periodo de latencia
del virus rébico fue de 22 horas y del VEV inactivado, fue de 20.5 horas. El efecto observado
en un trabajo preliminar como éste, puede explicarse de muchas formas, pero el hecho de que
haya habido efecto reproducible es interesante de por si. El problema no resuelto en el caso del
virus rabico es como ocurre la primera sintesis de proteinas. Con el "antimensaje" viral esta
sintesis es imposible; y asi, 1) O bien el virus tiene por 10 menos una parte de su genoma como
"mensaje" para codificar su ARN replicasa; o 2) Tiene una ARN replicasa que so6lo se activa
intracitoplasmicamente y los infructuosos esfuerzos que se han hecho para revelar su presencia
han sido inadecuados o, por ultimo 3) El virus de alguna forma logra extraer una ARN replicasa
del nucleoplasma, llevaria hasta el citoplasma y ahi hace interactuar su ARN con ella(43).

Independientemente del procedimiento de replicacion del acido nucleico que el virus rabico
siga y en la actualidad no se cuenta con evidencia que apunte hacia ninguna de las
posibilidades-, el hecho es que ocurre. Una vez que se encuentra el ARN complementario,
mensaje, en el citoplasma, se inicia la sintesis de proteinas tempranas. Generalmente las
proteinas tempranas de los virus incluyen inhibidores de macromoléculas celulares y
polimerasas de 4cidos nucleicos. En el caso del virus rabico no ocurre la inhibicion de sintesis
de proteinas. Quiza la Unica proteina temprana que produce el virus es la ARN replicasa que
necesita para empezar a acuiar unas copias tanto del ARN viral como del complementario. Tan
pronto como se encuentran suficientes mensajes disponibles, se inicia la sintesis de proteinas
tardias que son principalmente proteinas precursoras y la enzima ensambladora de que se ha
hablado antes. Cabe preguntarse como es que los ribosomas celulares logran distinguir ARNm
viral si no ha desaparecido el ARNm celular. Le bastaria al virus producir suficientes copias
de ARNm viral para impedir casi por completo la sintesis de proteinas celulares. En realidad,
asi ocurre. En presencia de la infeccion, la célula contintia sintetizando proteinas celulares al
punto de que es capaz de dividirse aun estando infectada, dando lugar a infecciones crénicas y
a cultivos "portadores" del virus (33). La sintesis de proteinas precursoras acumuladas en el
interior del reticulo endoplasmico granular es el primer cambio visible en las células infectadas,
esto ocurre entre las ocho y catorce horas después de la infeccion. A las 16 horas después de la
infeccion, aparecen en el citoplasma las llamadas matrices virales que son los corptisculos de
inclusion detectables por inmunofluorescencia. Como ya se ha indicado antes estas matrices
virales consisten en nucleocdpsides ya ensambladas, o sea que ya ha ocurrido el proceso de
formacion de estas. Simultaneamente a la aparicion de las primeras matrices virales empieza a
ocurrir la gemacion viral en la membrana plasmatica de la célula. Los viriones se observan
primero en cantidades discretas y mas tarde en cantidades verdaderamente extraordinarias, esto
ocurre entre las 16 y las 24 horas. Si bien éste es el fin del periodo de latencia, no es el fin del
ciclo de infeccion, ya que después de esto ocurren numerosos cambios morfologicos en las
células infectadas que ayudarian a explicar observaciones disimbolas de otros autores (33,44).
El punto medio de la infeccion, que va de las 24 a las 72 horas, es cuando la célula infectada
produce la mayor cantidad de virus rabico. Este virus esta representado en su mayoria por virus
defectuosos (39) encontrandose rara vez entre ellos a una particula de longitud adecuada para
constituir una particula B. Después de las 72 horas, la célula puede seguir el camino de
dividirse, con lo cual diluye con citoplasma nuevo y en dos células, todos los componentes
virales que contiene. Con esto se establece el cultivo cronicamente infectado en el que las
células continuan dividiéndose y produciendo virus esporadica o continuamente (39). En caso
de que la célula no se divida, por falta de medios nutritivos en el cultivo, etcétera (las células
infectadas continuan alimentandose como 10 evidencia las vacuolas pinocitoticas que aun entre
los virus, se forman), ocurre el ultimo paso, que es la degeneracion celular. La degeneracion
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celular va precedida de una serie de cambios. El sitio de ensamble cambia de la membrana
plasmatica a estructuras membranosas intracitoplasmicas como son el reticulo endoplasmico
en vacuolas y por ultimo en sitios libres de membranas, como los bordes de las matrices virales.
Todos estos sitios anomalos de multiplicacion viral producen virus de caracteristicas poco
estudiadas. No se sabe si es virus viable o no. Wagner considera que los virus intracelulares
contienen una mayor capacidad hemoaglutinante (23). Probablemente sean virus incompletos,
como lo evidencia el alto porcentaje de formas andmalas; formas de L, y formas tubulares con
ambos extremos abiertos, asi como virus mas gruesos de lo normal. Finalmente, el virus deja
de madurar en la membrana citoplasmica, la maduracion en este sitio cesa, y se transforma en
un ciclo de maduracion intracitoplasmica exclusivamente. Aparentemente este cambio del sitio
de maduracion viral es asimismo una sefial para la destruccion celular. De esta manera, la
citolisis seria un proceso muy tardio del ciclo de infeccion viral que ocurre después de las 120
horas de infectada la célula.

7. Caracterizacion Antigénica

Estudios realizados en cincuenta muestras de virus de la rabia en Brasil, recolectadas de muchas
especies de animales y varias regiones del pais, se caracteriza por la secuenciacion parcial de
la region central, la variable del gen P, un lugar util para estudios epidemioldgicos moleculares
sensibles. El analisis filogenético de las secuencias, que incluy6 la comparacion con otras
cepas de rabia recuperadas de las Américas, se identificaron tres grupos principales de virus de
Brasil, arbitrariamente designados como BRL-1 a BRL -3. BRL-1 se encuentra en los
carnivoros terrestres y cluster con otras cepas de América del linaje cosmopolita. BRL-2
compuesto por dos cepas diferentes, se recuperé de dos especies de murciélagos no
hematofagos, que tenia vinculos evolutivos para murciélagos insectivoros, derivados de cepas
de América del Norte. BRL-3 consiste en aislados de murciélagos y de las especies animales
probablemente infectados por el contacto con los murciélagos. EIl grupo terrestre fue
subdividido en tres subtipos: BRL-1a que se asocian exclusivamente a perros y gatos, mientras
que BRL-1b y BRL-Ic se encuentran exclusivamente en los zorros canosos. Estas
observaciones apoyan fuertemente el papel del zorro canoso brasilefio como un reservorio de
la rabia. La seleccion de los virus representativos de la rabia en Brasil en contra de una
coleccion de anticuerpos monoclonales contra la rabia (Acm) identificados con un pequefio
panel de AcMo, podrian ser utilizados para discriminar entre todos los subgrupos de Brasil
segun la definicion de la clasificacion genética en este estudio (45).

La nucleoproteina (N) y la glicoproteina (G), de 11 virus de la rabia de Corea (RABV) de los
aislamientos obtenidos de animales diagnosticados con la rabia entre 2008 y 2009 se
sometieron a andlisis molecular y filogenética. Seis aislamientos proceden de animales
domésticos (ganado vacuno y perros) y cinco fueron obtenidos de perros mapaches salvajes en
libertad. NG Las similitudes en las secuencias de nucledtidos del gen N, entre todos los
aislamientos de Corea varid desde 98,1 hasta 99,8%, mientras que las de los genes G variaron
desde 97,9 hasta 99,3%. NGLyssavirus Basandose en el analisis de nucleotidos de los genes N
y G, el RABV coreano aislado se confirmaron como el genotipo I del Lyssavirus y se divide
en cuatro subgrupos distintos con una gran similitud. El anélisis filogenético demostr6 que los
aislamientos de Corea fueron los mas estrechamente relacionados con la NeiMeng1025B no
coreanos y cepas 857r, que fueron aisladas de perros mapaches rabiosos en el este de China y
Rusia, respectivamente. Estos hallazgos sugieren que los aislamientos de origen coreano
(RABYV) provienen de un perro mapache rabioso en el noreste de Asia. El analisis genético de
los aislamientos en Corea no revel6 sustituciones en varios sitios antigénicos, lo que indica que
las cepas que circulan en Corea pueden ser patdgenas en diferentes hospederos. (46).
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Los estudios moleculares de los virus de la rabia clasica europea (RABV) han revelado una
serie de linajes geograficamente agrupados. Para el estudio de la diversidad de Balcanes
RABYV, se seleccionaron varias secuencias de genes que fueron analizados por un panel unico
de los aislamientos (n5210) nucleoproteina parcial (N), obtenidos de diversos hospederos entre
1972 y 2006. Todos los aislamientos de Balcanes agrupados en linajes de la Union
Europea/Medio este, en la mayoria mas estrechamente relacionados con las cepas de Europa
del Este. Una serie de RABV de Bosnia y Herzegovina y Montenegro, recogidos entre 1986 y
2006, agrupados en las cepas de Europa Occidental, que se cree responsable de la epizootia de
rabia que se extendié en toda Europa en la segunda mitad del siglo 20. Por el contrario, no
pertenecia este sublinaje a Serbia RABV. Sin embargo, un grupo distinto de zorros de Serbia
RABYV proporcionan evidencia adicional a la del sur, la vida silvestre mediada por el
movimiento de la rabia de Hungria, Rumania y Serbia en Bulgaria. Para determinar la zona
Optima para el analisis de la evolucion, parcial, total y se concatenan N-gen de la glucoproteina
(G) las secuencias de genes se compararon. Mientras tanto los tiempos de divergencia y las
tasas de evolucion fueron similares independientemente de la region gendmica, la probabilidad
de un 95% mas alto densidad (HPD) se redujeron significativamente los limites para N-gen
completo y se concatenan con el NG-gen, las secuencias son comparadas con las secuencias
parciales de genes. Un Analisis Bayesiano coalescente estim6 que la fecha del antepasado
comun mas reciente de los Balcanes RABV es de 1.885 (95% HPD, 1852-1913), y las parcelas
horizontales sugieren una expansion de la poblacion viral en locales 1980-1990, que coincide
con la aparicion observada de zorro de la rabia en la region (47).

El Rhabdovirus (de la familia Rhabdoviridae) incluyen una diversidad de patdgenos
importantes de animales y plantas.

Ellos comparten la morfologia y la organizacion del genoma. La comprension de la filogenia
del Rhabdovirus, la ecologia y la evoluciéon ha progresado mucho durante los ultimos 30 afios,
debido a la mejora de la vigilancia y mejora de los métodos de caracterizacion molecular. Junto
con otros seis géneros establecidos, varios grupos filogenéticos a diferentes niveles se
describen en el Rhabdoviridae. Sin embargo, las relaciones comparativas entre la filogenia y
taxonomia viral siguen siendo incompletas, con los representantes de varios a la espera de
caracterizacion genética adicional. Lo mismo es cierto para la evoluciéon del Rhabdovirus.
Hasta la fecha, los modelos moleculares mas simples, s6lo describen parcialmente la dinamica
evolutiva de los postulados sobre linajes virales. Hay un Progreso en curso de las
investigaciones viral evolutivos y ecologicos serd la plataforma para futuros estudios de esta
familia diversa. (47)

Ha habido tres grandes epidemias de rabia en China desde la década de 1950. Para obtener mas
ideas sobre la epidemiologia molecular del virus de la rabia (RV) para la tercera la epidemia
(la actual), hemos aislado RV de los perros y los seres humanos en las principales zonas
endémicas, y se caracterizan estas cepas genéticamente mediante la secuenciacion completa de
la glicoproteina (G) de genes y el G-L region no codificante. Estas secuencias se compararon
también filogenéticamente con RABV aislados en China durante las epidemias anteriores y los
de todo el mundo.

La comparacion de todos los genes G entre los aislamientos de China revel6 hasta el 21,8% de
divergencia a nivel de nucleétidos y un 17,8% en el nivel de aminoacidos. Los aislados en
China se pueden dividir en dos subtipos distintos, cada uno de los cuales podria ser dividida en
seis linajes. Los virus de subtipo que incluyen la mayoria de los virus de la China, asi como los
virus de los paises del sudeste asidtico como Indonesia, Malasia, Filipinas, Tailandia y
Vietnam. El virus se encontr6 con poca frecuencia en China, se observd que estan
estrechamente relacionados con los virus distribuidos en todo el mundo entre los animales
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terrestres. Curiosamente, la mayoria de los virus aislados durante los ultimos 10 afios
pertenecen al linaje de los virus dentro de clado I, mientras que la mayoria de los virus aislados
antes de 1996 pertenecen a otros linajes dentro de ancestros I y II. Nuestros resultados indican
que los linajes de virus A han sido predominantes durante los tltimos 10 afios y por lo tanto
son en gran parte responsable de la tercera y la actual epidemia en China. Nuestros resultados
también sugieren que la RV China aisla en linaje que comparte un ancestro comun reciente con
los que circulan en el sudeste de Asia. (48).

Los Lyssavirus son virus de ARN de una sola hebra, en sentido negativo genomas responsables
de la rabia como una de las enfermedades de los mamiferos. Hasta la fecha, los estudios
gendmicos y evolutivos han utilizado mas a menudo secuencias parciales del genoma, en
particular de los genes de la nucleoproteina y la glicoproteina, con poca consideraciéon de la
evolucion del genoma a gran escala. Presentamos la primera gendmica y el andlisis de la
evolucién usando secuencias del genoma completo de todos los genotipos lyssavirus
reconocidos, entre ellos 14 nuevos genomas completos de cepas de campo de 6 genotipos y un
genotipo que es completamente secuenciado por primera vez. Al hacerlo, aumenta
significativamente la cantidad de datos disponibles para la secuencia del genoma de estos virus
importantes. Nuestro analisis de estos datos la secuencia del genoma revela que todos los
lyssavirus tienen la misma organizacion genomica. El andlisis filogenético revela
estructuracion geografica fuerte, con la mayor diversidad genética en Africa, y un origen
independiente de los dos genotipos que infectan a los murciélagos de Europa. También
sugerimos que los genotipos pueden existir multiples dentro de la diversidad de los virus
actualmente clasificados como "Murciélagos de Lagos(42). En suma, nos muestran que las
técnicas de filogenética rigurosa sobre la base de la secuencia completa del genoma de longitud
ofrecer el mejor poder discriminatorio para la clasificacion de genotipos en el lyssavirus. (49).

Mejoras técnicas en los ultimos dos decenios han facilitado enormemente la generacion de
datos de secuencias de nucle6tidos de las colecciones de lyssavirus. Estas bases de datos son
susceptibles a los métodos de analisis filogenético, que intentan definir la estructura
taxonomica de este género y predecir las relaciones evolutivas de las actuales cepas circulantes.
Junto con una serie de herramientas matematicas para estudiar la idoneidad de los modelos de
sustitucion de nucledtidos y la prueba de seleccion positiva, el proceso evolutivo se esta
estudiando en detalle. A pesar de la posibilidad de que los altos niveles de mutacion viral, la
operacion de la depuracion de seleccion parece limitar con eficacia la evolucion de los
lyssavirus. El reciente desarrollo de la teoria de coalescencia ha proporcionado enfoques
adicionales para el analisis de datos mediante el cual el tiempo de aparicion de los linajes virales
puede ser mas estimado de forma fiable. Estos estudios sugieren que todos los virus de la rabia
que circulan actualmente han surgido en los ultimos 1500 afios. Por otra parte, a través de la
capacidad de analisis de la dinamica viral de la poblacion y determinar los patrones de variacion
de tamafio de la poblacion, enfoques coalescentes pueden proporcionar informacion sobre la
demografia de los brotes virales. Mientras que el hombre ayudado el movimiento de las
especies huésped reservorio claramente facilita la transferencia de la rabia entre los continentes,
las caracteristicas topograficas influyen significativamente en la velocidad y el grado de
propagacion de la enfermedad. Junto con los estudios empiricos sobre la diversidad de virus,
la aplicacion de enfoques coalescentes ayudara a comprender mejor la emergencia de los
lyssavirus, evolucion y difusion. En particular, estos métodos son en la actualidad para facilitar
la exploracion de los factores que operan para limitar la capacidad de establecer nuevos
lyssavirus persistente virus-huésped asociaciones y en ultima instancia, controlar la aparicién
de nuevas especies de este género. (50).
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Los genes de la nucleoproteina de 54 animales contra la rabia humana, domésticos y salvajes
aislados obtenidos en la Argentina entre 1995 y 2002 se caracterizaron utilizando anticuerpos
monoclonales y andlisis parcial de secuencias de genes. La diversidad antigénica y genéticas
del virus de la rabia en muestras de casos de murciélagos fueron estudiadas, lo que llevo a la
identificacion de cinco variantes genéticas distintas. Virus de la rabia aislados de casos
relacionados con hemat6fagos eran muy similares entre si, mostrando el 98,9% de similitud
total. Variantes antigénicas especificas (AgV) se detectaron asociados a las diferentes especies
de murciélagos insectivoros, en las muestras de Tadarida brasiliensis y Eumops patagonicus
murcié¢lagos. Por el contrario, los aislamientos de Myotis sp. y Histiotus sp. Los Murciélagos
no podrian coincidir con un tipo antigénico. Ademas, los casos de rabia en murciélagos también
se detectaron en las provincias del sur que antes se consideraban libres de rabia. Por ltimo,
dos antigénicos independientes y las variantes genéticas que circulan en el norte de Argentina
se encuentran en aislados obtenidos de los perros y los casos relacionados con los perros, lo
que sugiere dos ciclos independientes de la  transmision del  virus.
Este es el primer estudio nacional coordinado de los antigenos, asi como la epidemiologia
molecular de la rabia en la Argentina. La informaciéon aqui presentada mejorara el
conocimiento sobre la epidemiologia de la rabia y, por lo tanto, ayudara a la prevencion de
casos humanos mortales. (51).

Patrones epidemiologicos de la rabia se describen, con el analisis antigénico y genético de
muestras obtenidas de infectados mamiferos domésticos y silvestres en 20 estados de México
durante 1976-2002. Dos origenes independientes se proponen para la rabia en los carnivoros
de México. Un grupo comparte ascendencia con la rabia canina, mientras que el otro parece
que comparten un origen comun con la rabia de los murci¢lagos de América del Norte. Mas de
12 sublinajes fueron encontrados en las poblaciones de perros rabiosos, lo que sugiere al menos
seis grandes focos espacio-temporal. La rabia en Coyotes se encontré como focos
independientes enzooticos que probablemente surgid a través de efectos colaterales de la rabia
canina, trasladadas desde los focos principales en las regiones centro-sur y el oeste de México.
Uno de los objetivos del zorro gris contra la rabia se distribuy6 ampliamente en el noroeste de
México, se superponen con un enfoque en la misma especie en el suroeste de Estados Unidos.
Un foco de rabia en mapaches distribuido en el centro-norte del estado de México parece
compartir un origen comun con el brote de rabia en América del Norte, y es un pariente cercano
del centro-sur de la rabia en mofetas y el mapache en los Estados Unidos. Otros dos focos en
mapaches comparten un ancestro comun con la rabia canina y se distribuyeron en el noroeste
de México y Yucatan (52).
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3. JUSTIFICACION
3.1. Planteamiento del Problema

a) Rabia asociada con murciélagos

La rabia asociada a los murciélagos hematofagos y su transmision a humanos y animales de
importancia economica fue descrita en América Latina a principios del siglo XX. El primer
informe cientifico sobre la rabia bovina en el hemisferio fue realizado por Carini en el afio de
1911 en Sao Paulo, Brasil (53). Observé los corpusculos de Negri en un cerebro de bovino y
pudo reproducir la rabia paralitica en conejos con material aislado. En 1931, Pawan aislo
RABYV de diferentes especies de murci¢lagos, incluyendo D. rotundus. En 1932, Telles Giron
en México demostro que el derriengue, una enfermedad paralitica fatal en el ganado, fue
causada por el RABV. Posteriormente, varios cientificos reportaron la enfermedad en
Colombia, Venezuela y Panama, entre otros. (54-57). Durante el periodo 2005-2009, se
reportaron aproximadamente 20 casos humanos de origen canino en América Latina y el
Caribe, frente a 92 casos asociados con murciélagos, y 5 de carnivoros silvestres,
principalmente zorrillos y zorros esporadicamente grises en México (43,58). Entre los casos
humanos asociados a los murci¢lagos, 84 fueron transmitidos por murci¢lagos hematofagos y
al menos 8 por murcié¢lagos no hematéfagos (principalmente Tadarida brasiliensis mexicana
(México), Tadarida brasiliensis brasiliensis (Chile) y una novela RABV relacionada con
Tadarida brasiliensis en México (47,59-61). Los casos relacionados con los murciélagos
hemato6fagos ocurrieron en Brasil (n=50 en la region amazonica y n=3 en otras areas), Peru
(n=18), Colombia (n=10), Ecuador (n=2) y Bolivia (n=1) (43,62—-64). Chile fue el primer pais
de América Latina en reportar un caso de rabia humana asociado con murciélagos no
hematofagos, sin antecedentes documentados de exposicion (60). Después del inicio de los
programas de eliminacion de la rabia de perros enzoo6ticos en los Estados Unidos y Canada a
principios de la década de 1950, la rabia asociada a los murciélagos (murciélagos insectivoros)
se convirti6 en la principal fuente de infeccion para los humanos en esta porcion de
Norteamérica. Las especies de murciélagos asociadas con la mayoria de los casos de rabia
humana son: el murciélago de tres colores Perimyotis subflavus (anteriormente conocido como
Pipistrellus subflavus o murcié¢lago de pipistrelle oriental), el murciélago de pelo plateado
Lasionycteris noctivagans, y el murciélago de cola libre mexicano, 7. brasiliensis mexicana
(42,65-69).

Se necesitan estudios integrales sobre la ecologia de la rabia asociada a los murciélagos
vampiricos para comprender mejor como diversas variables ambientales (debido al cambio
climatico) y modificaciones de los hébitats naturales (infligidas por la actividad comercial
humana ligada a la agricultura, ganaderia y urbanizacién) pueden afectar la incidencia,
prevalencia, distribucion y dindmica de diseminacion de la enfermedad en estas especies. (70—
74).

La circulacion de diferentes linajes de RABV y/o variantes antigénicas en varias especies de
murci¢lagos en las Américas sugiere que la enfermedad se mantiene en enzootias
independientes. (75-77). En la mayoria de los paises donde la tipificacion molecular ya esta
disponible, se ha revelado una gran diversidad de del virus rdbico asociado con los murciélagos.
Por ejemplo, en México, Colombia, Colombia, Peru, Argentina, Chile y Brasil se han
encontrado diferentes RABVs en asociaciones especificas con 7. brasiliensis mexicana, T.
brasiliensis brasiliensis, Histiotus montanous, Nyctiomops laticaudatus, Molossus molossus,

28



Revision sistemdtica de la epidemiologia molecular de la rabia silvestre en el Peru

Mpyotis sp, Eptesicus furinalis, Lasiurus cinereus y otros Lasiurus sp. (50,51,59,73,78-81).
Ademas, la transmision de especies cruzadas de RABV (también conocida como "spillover"),
ha sido reportada recurrentemente entre murciélagos (59,78,82,83). Una ocurrencia frecuente
es entre los murcié¢lagos de fruta infectados por la variante RABV del murcié¢lago hematéfago.
Este evento es detectado tan frecuentemente que algunos han sugerido que esta variante de
RABYV se ha transformado exitosamente en murciélagos de fruta. Sin embargo, esta hipdtesis
requiere evidencias mds solidas, dado que el mismo linaje genético ha sido encontrado
consistentemente en varias especies de murcié¢lagos frutales, incluyendo Artibeus lituratus, A
planirostris, A fimbriatus, e incluso en otras especies de murciélagos insectivoros como,
Molossus rufus y Eumops auripendulus. (81,84). En el contexto, estos hallazgos apoyan mejor
el concepto de murciélagos hematdfagos rabiosos que frecuentemente cruzan la infeccion de
otras especies de murciélagos con RABV.

Ademas, un gran nimero de posibles linajes de RABV asociados a murciélagos atn no han
sido asignados a un huésped especifico del reservorio de murciélagos, debido a la falta de
especimenes adecuados para determinar las especies, ya sea sobre la base de rasgos
morfométricos o por taxonomia molecular. (59,82,83,85).

Como consecuencia de la transicion epidemiologica de la rabia humana (es decir, el cambio
del transmisor principal de la enfermedad de los perros a los murciélagos vampiricos) y de los
programas mejorados de vigilancia de la rabia, se han detectado variantes nuevas o criptogamas
de RABYV en carnivoros y murcié¢lagos silvestres. Desde una perspectiva evolutiva, el RABV
ha irradiado exitosamente en diferentes murciélagos y especies carnivoras. Por lo tanto, se
necesitan reconstrucciones contemporaneas ¢ historicas de la epizootiologia de la rabia en la
fauna silvestre para comprender mejor los mecanismos potenciales que impulsan el
surgimiento de la enfermedad y su establecimiento en nuevas poblaciones.

Estudios mas exhaustivos y multidisciplinarios sobre la ecologia, la biologia, junto con
programas mejorados de vigilancia sistematica de la enfermedad y modelos matematicos
constituyen nuevas vias de investigacion para comprender mejor la dindmica de diseminacion
del huésped asociado con la rabia de murciélagos en las Américas.

b) Cambio de hospedante de RABV de murciélagos a carnivoros y sus implicaciones para la
salud publica

Segun las re-construcciones filogenéticas, solo hay dos supuestas variantes zoonoéticas de rabia
autoctona establecidas en carnivoros silvestres en las Américas, que de hecho estan mas
estrechamente relacionadas con los linajes de murcié¢lagos del RABV. Estas son las variantes
de la skunk del centro-sur de los EE. UU., y la skunk del centro-norte de México, que se
extiende desde el centro-norte de México hasta el centro-sur de los EE. UU., y la variante de
la RABYV del mapache, distribuida a lo largo de la mayor parte de la costa oriental de América
del Norte (61). Recientemente, se han establecido nuevas emergencias potencialmente
zoonoticas después de que se hayan producido en América del Norte cambios recurrentes de
especies cruzadas de RABV de murciélagos a carnivoros silvestres. (77,86). A modo de
ilustracion, durante 2008, un trabajador inmigrante mexicano, mordido por un zorro gris
rabioso, murid de rabia mientras estaba en los Estados Unidos. Velasco-Villa A, et al. (2008).
Durante ese mismo afio, un brote de rabia en coatis (Nasua narica) afectd a la peninsula de
Yucatan en México. Aréchiga-Ceballos N V-VA, et al. (2010). En ambos casos se identificaron
dos nuevos linajes, estrechamente relacionados con los RABVs asociados a T. brasiliensis
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mexicana. Estudios retrospectivos confirmaron la circulaciéon de ambos linajes, en la region,
durante mas de 3 afos en las poblaciones de zorro gris y coati, respectivamente (61,87).
Eventos similares han sido reportados en los Estados Unidos, que describi6 el cambio de
hospedante de RABV de E. fuscus a las poblaciones de zorros zorro gris y zorrillo despojado
en el norte de Arizona (86). Mds alld de exposiciones humanas ocasionales, ninguna otra
repercusion importante para la salud publica ha sido atribuida a estos aparentemente
emergentes casos de rabia enzootica en los Estados Unidos. Sin embargo, definitivamente
pueden representar nuevas fuentes de casos potenciales de rabia humana para la regién, como
ocurrié en México. Preocupaciones similares existen sobre el surgimiento de nuevos ciclos de
RABYV, como en el caso de los primates no humanos en Brasil, que es unico en América Latina
(88).

El mejoramiento de los sistemas de vigilancia de la rabia en la fauna silvestre constituye una
necesidad importante en América Latina para prevenir mejor la rabia en los seres humanos, al
impedir el posible establecimiento de nuevas enzimas con la interposicion de acciones de
control apropiadas (72). Por ejemplo, el brote de rabia de Arizona en zorrillos es quizas uno de
los mejores ejemplos de intervenciones holisticas que involucran intervenciones
multisectoriales, multidisciplinarias de salud publica y veterinarias, incluyendo la vacunacion
oral de la fauna silvestre (89,90). Este ultimo tema por si solo también constituye una gran
oportunidad y desafio de investigacion para varios paises de las Américas, donde el problema
se estd ampliando debido a las posibles implicaciones para la salud publica.

¢) RABYV asociado con carnivoros silvestres e implicaciones para la reintroduccion potencial
de la rabia enzodtica canina

Reconstrucciones filogenéticas recientes e histéricas de RABV enzootica circulando en las
Américas sugieren que la rabia asociada a perros no ocurrié en las Américas antes de la
colonizacidn europea (61). Aparentemente, el cambio de hospedante del RABV parece ser la
fuerza operadora responsable del surgimiento de la mayoria de las actuales enzootias de la rabia
establecidas en carnivoros silvestres en las Américas. El perro RABV fue establecido
exitosamente en zorrillos y zorros grises en México, asi como la mangosta en el Caribe y zorros
comedores de cangrejo en Brasil. (61,91). Este fenomeno ha sido ampliamente observado en
los Estados Unidos, Europa y partes de Africa, a lo largo de la historia de la colonizacién
humana en estas regiones. El origen claro de todos estos linajes establecidos de RABV en
carnivoros silvestres plantea interrogantes sobre su potencial para regresar a las poblaciones
caninas y convertirse en enzooética de nuevo, segun lo permitan las condiciones (61). Hasta
ahora, el mantenimiento de una vigilancia exhaustiva con caracterizacion RABV, junto con la
inmunidad ideal del rebano (mas del 70% de la poblacion total) y la disminucion de las
densidades de poblacion canina libre a través de programas de manejo de poblaciones caninas
mas integrados, han constituido elementos clave para prevenir el retorno de la RABV
relacionada con perros a la poblacién canina en paises donde se ha eliminado la rabia enzootica
canina (92-96).

La transmision y circulacion sostenible de la misma variante de RABYV relacionada con perros
entre dos huéspedes de reservorios altamente susceptibles puede estar ocurriendo en partes de
la region del Caribe. Los datos moleculares y filogenéticos sugieren que el RABV esta co-
circulando entre las poblaciones de perros y mangosta (97-99). Los programas insostenibles e
ineficaces de manejo de poblaciones de perros/mangosta en la region resultan en una rapida
recuperacion de las poblaciones de perros y mangostas, disminuyendo consecuentemente la
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inmunidad de la poblacion por debajo del umbral ideal para la interrupcion de enfermedades
(61,100,101).

En tales circunstancias, es posible que la cobertura efectiva de vacunacidon antirrabica no
alcance nunca la inmunidad necesaria estimada del 70% (61,101,102). Por lo tanto, lograr la
eliminacion de la rabia canina enzodtica en la region se vuelve mas dificil, lo que requiere
programas de control de la rabia completamente operativos para ambas especies
simultaneamente.

El cambio de hospedante potencial o la co-circulacion de RABV en carnivoros domésticos y
silvestres, impone nuevos desafios para la eliminacion de la rabia en las regiones rurales de los
paises en desarrollo. Para hacer frente a la naturaleza dinamica de estas epizootias de la rabia
es necesario mejorar la vigilancia de las enfermedades y disponer de instrumentos innovadores
de control. La introspeccion detallada de estos aspectos requerird la creacion de nuevas vias de
colaboracion multidisciplinaria entre los sectores gubernamentales, académicos y la industria
privada.

3.2. Formulacion del Problema

En el Pert la rabia es endémica con presentacion de dos ciclos enzodticos claramente definidos,
un ciclo urbano transmitido por perros (en proceso de erradicacidon), y un ciclo selvatico
gestionado por murciélagos hematdfagos (Desmodus rotundus) en éareas de selva y valles
interandinos. Una mejor comprension de las relaciones entre los factores ecologicos y humanos
con las enfermedades zoondticas es vital para identificar el riesgo espacial de las poblaciones
humanas y animales.

El proposito de este estudio es describir y caracterizar la epidemiologia molecular de la rabia
silvestre en el Peru usando datos colectados por el Servicio Nacional de Sanidad Agraria desde
1997 al 2002 con datos sin georreferenciacion y datos desde el 2003 hasta 2015 con datos
georreferenciados.

Esta investigacion incluye el andlisis de la caracterizacion antigénica de virus rabicos aislados
de murciélagos hematofagos en el Pera. El estudio también incluye el analisis de la dinamica
del uso de la tierra y complejos eco-patogénicos: Riesgos eco-epidemioldgicos en los distintos
ecosistemas. Se evalua la gama de la variabilidad altitudinal de casos de rabia en animales
domésticos y evaluaciones para el agrupamiento espacio-temporal. La altura méxima
encontrada para casos de rabia silvestre en el Pert es de 3,856 metros (datos SENASA),
revelando rangos altos de movimientos de hematdfagos que actualmente son aceptados por
evidencias cientificas previas.

La investigacion permitira determinar el papel de la eco-epidemiologia para el estudio de la
estructura y funcion de los focos naturales de infeccion. Nuestro estudio incorpora el modelo
de analisis geografico mediante la dinamica espacial y temporal de la rabia que puede ayudar
a predecir y controlar la rabia silvestre en el Pert.

El desconocimiento de la caracterizacion antigénica del virus rabico en el Peru, y la falta de
conocimiento para poder llevar a cabo una epidemiologia molecular de la enfermedad de la
rabia, hace imprescindible, con mayor detalle, la realizacion de estudios epidemioldgicos para
determinar la distribucion geografica de cepas virales y su asociaciéon con determinadas
especies animales, identificar el origen de la exposicion de personas y/o animales al virus
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rabico, y estudiar, eventualmente, la influencia potencial que las caracteristicas antigénicas de
los virus rabicos que podrian tener en el control de la enfermedad.

La informacion presentada en el planteamiento del problema sugiere la conveniencia de
intensificar el aislamiento y la caracterizacion de los virus rdbicos de origen murciélagos
(hemat6fagos y no hematdfagos) del Peru, donde cada vez son mas frecuentes los casos de
exposicion a rabia por mordedura de estas especies, especificamente del D. rotundus; el analisis
espacial y temporal es fundamental para complementar la caracterizacion de la enfermedad en
el Pert, mediante la epidemiologia molecular.

La incorporacion de técnicas de caracterizacion de virus por AcM-N o Genotipificacion a los
sistemas de vigilancia epidemiologica, facilitaran el conocimiento del origen y la distribucioén
de biotipos de virus rdbicos, asi mismo el analisis de la transmision y distribucion espacio
temporal de casos de rabia silvestre en el Perq, el analisis de los movimientos espaciales (casos
de rabia) del virus rabico entre poblaciones, y el andlisis predictivo de la dispersion de la rabia
silvestre en el Pert, contribuiran a la solucion del problema identificado en el presente estudio.

El no conocer a fondo el origen y distribucion de los biotipos de virus rabico, genera la
posibilidad de que en el Pert estén apareciendo cepas con variaciones antigénicas autdctonas,
lo cual podria explicar algunos de los fracasos que se puedan observar con ciertas vacunas.

4. Objetivo
4.1. General:

a) Desarrollar el andlisis epidemiologico de la rabia silvestre (murciélagos hematdfagos),
mediante la genotipificacion molecular del virus rabico aislado en el Pert entre los afios
1997 al 2015.

4.2. Especificos:

a) Estudiar la transmision y distribucion espacio temporal de casos de rabia silvestre en el
Peru.

b) Identificar geograficamente las variantes antigénicas virales circulantes en el Pert, y sus
Ieservorios.

c) Identificar las especies silvestres que mantienen los ciclos endémicos de transmision de la
rabia, mediante la genotipificacion del virus rabico.

d) Establecer las bases de la evaluacion epidemiologica molecular de la rabia en el Perti.

5. Metodologia

5.1. Disefio de la investigacion

El presente manuscrito contempla la recopilacion y andlisis de articulos cientificos
desarrollados a lo largo de muchos afios de trabajo en el area de la salud publica y en especifico
en la investigacion molecular y epidemioldgica de la rabia silvestre trasmitida por murciélagos

hemato6fagos en el Peru.

Todos los articulos que se describen en el presente estudio, se han basado en el analisis de bases
de datos mediante el uso de un scan estadistico (SatScan), uso de un programa de modelamiento
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de nichos ecoldgicos (Maxent), que permita estudiar y determinar la distribucion espacio
temporal de casos de rabia silvestre en el Peru, los modelos han sido incorporados a un
programa de cartografia digital que para nuestro caso ha sido el ArcGis 10.1.

5.2. Poblacion y Muestra

Los datos analizados corresponden a la data de casos clinicos de rabia silvestre en animales
domésticos, con resultados positivos emitidos por la Unidad del Centro de Diagndstico de
Sanidad Animal del SENASA. El presente estudio no incluye ningun anélisis relacionado a
rabia urbana trasmitida por canes.

Este estudio corresponde al analisis de datos estadisticos; por lo tanto, no fue necesario
completar ninguna evaluacion ética antes de realizar la investigacion.

En esta investigacion se utilizaron datos historicos de la vigilancia pasiva y de los registros de
los registros de datos murcié¢lagos son de acceso libre. Como tal, no se requirié6 ninguna
autorizacion formal.

I. Muestras de zonas de selva y zonas rurales

La informacion de cada una de las muestras positivas analizadas corresponderan a muestras de
diferentes especies animales (domésticos, excepto perros) colectados a nivel nacional durante
el periodo de estudio 1997-2015, de los departamentos de Apurimac, Amazonas, Ayacucho,
Cajamarca, Cusco, Huanuco, Loreto, Madre de Dios, Cerro de Pasco, Puno, San Martin y
Ucayali, por ser departamento con alta endemismo, muestras colectadas por Servicio Nacional
de Sanidad Agraria — SENASA, del Ministerio de Agricultura del Pert.

5.3. Aspectos Administrativos

Recursos Humanos:
Investigador principal:

Dr. William Valderrama Bazan
ILLARIY

Lima, Pert
wvalderrama@illariy.org
www.illariy.org

Colaboradores:

Daniel Streicker, PhD

Sir Henry Dale Fellow

Institute of Biodiversity, Animal Health and Comparative Medicine
MRC-University of Glasgow Centre for Virus Research

University of Glasgow

+44 (0) 141 330 6632

Director: Prof. Josep Vaqué Rafart
Universidad Autonoma de Barcelona

Recursos financieros:
El financiamiento del proyecto de investigacion ha estado a cargo del doctorando.
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6. Resultados

Sobre la base de diversos estudios de investigacion realizados sobre rabia silvestre, en este
capitulo llevaremos a cabo una consolidacion de resultados encontrados, con el objetivo de
sistematizar los aspectos mas relevantes en la prevencion, control y la epidemiologia de la rabia
en el Peru.

1. Factores ecologicos y antropogénicos de exposicion a la rabia en los murciélagos
hematdfagos: implicaciones para la transmision y el control.

A. Introduccion

A pesar del extenso sacrificio de Desmodus rotundus en América Latina, letales brotes de rabia
humana transmitida por esta especie se reconocen cada vez, y la rabia en animales domésticos
se produce con una frecuencia sorprendente. Para identificar los factores individuales y de nivel
de poblacion de conductores de transmision de virus de la rabia (RABV) en los murciélagos
hematofagos, se realizd un estudio de captura-recaptura longitudinal en 20 colonias de
murci¢lagos hematdfagos que abarca cuatro regiones del Perti. La serologia demostrd la
circulacion de RABV en los murciélagos hemat6fagos de todas las regiones en todos los afios.
La seroprevalencia varié de 3 a 28 por ciento y fue mayor en murciélagos juveniles y sub-
adultos, la exposicion RABV es independiente del tamafio de colonia de murciélagos, en
consonancia con la ausencia de umbrales de densidad de poblacion para la invasion viral y la
extincion. El sacrificio de las campanas implementadas por el estado peruano durante nuestro
estudio, no logré reducir la seroprevalencia y fueron quizéds contraproducente para el control
de enfermedades debido a la eliminacion selectiva de los adultos, siendo de mayor importancia
el control en los murciélagos juveniles y sub-adultos por su potencial capacidad de transmision
de la rabia. Estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos de
mantenimiento de RABV en los murciélagos hemat6fagos y ponen de relieve la necesidad de
utilizar enfoques ecoldgicamente detallados para la prevencion de la rabia en América Latina.

Nuestros objetivos especificos fueron los siguientes: (i) identificar los factores de poblacion a
nivel individual que influyen en la exposicion de RABV en los murci¢lagos hematofagos
silvestres, (i1) poner a prueba la relacion entre la densidad de murciélago y la transmision del
virus, y (ii1) comparar las tasas de exposicion en las poblaciones de murciélagos que se ven
afectados por las diferentes fuerzas antropogénicas de sacrificio y la suplementacion de
recursos a través de la crianza de animales domésticos. Predijimos que la seroprevalencia
aumentaria con el tamano de las colonias de reservorios y la densidad del ganado (suponiendo
un componente dependiente de la densidad de transmision de la rabia). Hemos previsto,
ademas, que el sacrificio reduciria la seroprevalencia, debido a la posible eliminacion de los
murci¢lagos infectados y la disminucién generalizada de la densidad de poblacion de
reservorios.

B. Resultados

1. Tamaiio de las colonias y la dinamica de poblacion de murciélagos hematofagos.

Durante el periodo de 40 meses, se capturaron muestras unicas de 1436 murciélagos
hemato6fagos. Recapturas eran relativamente comunes tanto dentro (n=216) y entre afos
(n=132), con individuos recapturados hasta 3 afios después de la captura inicial (la duracién
maxima permitida por el disefio de nuestro estudio). Los murciélagos hematdfagos
demostraron fuerte fidelidad regional sin que se observaran cambios de cuevas durante el
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periodo de estudio. Las estimaciones del tamafio de colonias variaron desde 16 a 444 individuos
y en general se mantuvieron estables durante afios; sin embargo, en tres sitios, el 95% de los
intervalos de confianza sobre el tamafio de las colonias, no se superpuso a través de los afios.
Las disminuciones del tamafio de las colonias en la Region de Apurimac y Madre de Dios, se
debieron a la participacion humana en la destruccion de cuevas, y el aumento de murciélagos
hematéfagos o recolonizacion en la region de Lima el 2010, puede deberse al cese de la
actividad minera en los exteriores cercanos a las cuevas.

El andlisis mixto lineal generalizado (GLMM por sus siglas en inglés) no encontrd ningin
efecto de la eliminacion selectiva en el tamafio de la colonia de murciélagos (X% = 1.91, p=
0,38), pero el tamafio de las colonias diferia entre los departamentos (X*3 = 10.8, p=0,01) y de
acuerdo con la densidad de los animales domésticos de la zona (X* = 4,75, p= 0,03). En
promedio, las colonias eran més pequefas en la region amazénica de Madre de Dios (tamafo
del efecto, B =-12,89 (95% *HPD = -22.48 a -3,89)) con relacion a las regiones andinas de
Cajamarca (p = 7,68 (95% HPD = 1.13 - 14.03)) y Apurimac (linea de base del tamafio del
efecto). Tamafios de colonia en el departamento costero de Lima se superponen con las dos
regiones andinas y amazoénicas (f = -2,47 (95% HPD = -7,77 a 3,31)). La densidad de la
poblacion de animales domésticos vario por region, en el mismo patron que los tamanos de las
colonias (Cajamarca>Apurimac>Lima>Madre de Dios), esto conducen a una relacion global
positiva entre la densidad poblacional animal y densidad de murcié¢lago hematofagos. Sin
embargo, debido a la “region” se explica gran parte de la variacion en la densidad poblacional
animal, cuando ambos fueron incluidos en el modelo, la carga “poblacién animal” en realidad
tenia un efecto negativo significativo sobre el tamafio de las colonias ( = -0,41 (95% HPD =
-0,82 2 0,014)). Este efecto negativo fue impulsado por una sola colonia grande en Lima (LM6)
encontrado en un area de densidad relativamente baja de animales (* Highest Posterior Density
Interval -HPD).

2. Los patrones espaciales y temporales de la exposicion al virus de la rabia en los
murciélagos hematéfagos.

El andlisis de 1086 muestras de suero reveld una seroprevalencia global del 10,2 por ciento en
todos los afios y areas de muestreo. La gran mayoria de los individuos (murciélagos) que fueron
recapturados en varios afios fueron seronegativos en todos los afos (n= 78/86). La
seroconversion, la pérdida de titulo de anticuerpos detectables y el mantenimiento de los
anticuerpos se produjo en dos, cinco y un individuo, respectivamente. A través de los afios, los
murciélagos hematdfagos seropositivos fueron encontrados en todos los sitios donde se
muestrearon mas de cuatro individuos y la seroprevalencia en estas colonias variaron de 3,3 a
28,6 por ciento. La seroprevalencia fue relativamente estable en el tiempo en la mayoria de las
zonas de muestreo, pero se produjeron cambios significativos como supuestas extinciones de
la enfermedad y re-colonizaciéon en Apurimac y Lima (X? test: p< 0,05 para cada region). A
través de los anos, las zonas de muestreo en la Region de Lima en el 2009 tenian
significativamente diferentes niveles de exposicion a la rabia (X? = 25.63, p< 0,001), y en
Apurimac y Cajamarca en 2010 (Apurimac: y*> = 10,56, p = 0,014; Cajamarca: y> = 12,99, p =
0,005), pero no se pudieron diferenciar estadisticamente otras combinaciones de region por
afo.
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Figura 1. Efectos de la edad (a) y la historia de sacrificio (b) en la exposiciéon a RABV en
murciélagos hematofagos. Las barras de error son intervalos de confianza del 95%. Las letras
indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p<0,05) en modelos
lineales mixtos generalizados. Los tamanos de las muestras de los grupos se indican debajo de
las etiquetas de las barras.

Tabla 1. Modelo generalizado mixto de analisis lineal de los factores individuales y a nivel de
poblacion que influyen en la exposicion de la rabia en los murciélagos hematéfagos. (Texto en
cursiva indica la inclusion en el modelo minimo. El nivel de significancia se determiné
mediante pruebas de coeficiente de probabilidad que comparan el modelo minimo a modelos
incluyendo cada término (o excluyendo en el caso de la edad y 4 afios de sacrificio). Se
omitieron dos interacciones bidireccionales no significativas en la tabla. Todos los modelos
contenian las zonas de capturas como de efecto aleatorio y un término significativo de y-
intercepcion)

factor X? d.f p-valor
Afios 16.41 2 0.001
Sacrificio (4 arios) 6.72 2 0.035
Sexo 3.39 1 0.066
Reproductivo 2.39 1 0.121
Tamafio de la colonia 2.02 1 0.225
Densidad poblacional 0.26 1 0.607
zona 0.005 1 0.943
Sacrificio (1 afio) 0.0005 1 0.982

3. Predictores individuales y a nivel de poblacion de la exposicion al virus de la rabia en
los murciélagos hematéfagos.

El modelo mixto lineal generalizado minimo (GLMM por sus siglas en inglés) retuvo solo dos
factores: la edad y la historia de sacrificio entre 2007 y 2010, como predictores de la exposicion
a RABV (tabla 1). Notablemente, la seroprevalencia del RABV no aument6 de manera
uniforme con la edad, pero en su lugar se elevd en los juveniles en relacion con los adultos
(odds ratio (OR) = 3.01), alcanz6 su punto maximo en sub-adultos (OR = 3,58) y luego se
redujo en los murciélagos adultos (figura 1a). La evaluacion del efecto de sacrificio mostrd que
la seroprevalencia de RABV fue mayor en las colonias de murcié¢lagos que fueron sometidos a
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un sacrificio periddico (OR = 2,03) y regular (OR = 1,43) en comparacion con aquellos que
nunca fueron sacrificados durante el estudio. Sin embargo, la seroprevalencia en colonias
sacrificadas regularmente no fue estadisticamente diferente de la de las colonias no perturbadas
o sacrificadas periédicamente (figura 1b).

También se probo la robustez del GLMM en diferentes estructuras de modelos. Los resultados
se mantuvieron sin cambios cuando los factores afio y departamento, que fueron excluidos del
componente de efectos aleatorios, se incluyeron como efectos fijos y ninguno de estos fue
significativo (departamento: X?3 = 2,71, p = 0,44; afio: X*2 = 1,17, p = 0,55). A continuacion,
se repitio el andlisis del GLMM usando una sola muestra de sangre seleccionada al azar por
murcié¢lago recapturado para tener en cuenta la posible no dependencia de las muestras del
mismo individuo. Finalmente, se repiti6 el analisis excluyendo seis colonias que contenian
otras especies de murciélagos porque exposiciones cruzadas entre especies pueden causar
seroconversion en D. rotundus. En cada uno de estos ultimos andlisis, la edad y la seleccion
conservaron el apoyo estadistico. Sin embargo, en el analisis que utiliza Gnicamente cuevas
con D. rotundus, las hembras tuvieron una seroprevalencia significativamente mayor que los
machos (OR = 1.98, X% = 5.0, p = 0.025), un efecto marginalmente significativo en el modelo
GLMM original (Tabla 1).

La relacion entre el tamafo de la colonia y la seroprevalencia fue fundamental para nuestro
estudio, pero no se apoy6 en el analisis GLMM, por tanto, se llevo a cabo un andlisis de
regresion logistica separada para confirmar la ausencia de una relacion después de eliminar
factores potencialmente correlacionados. Este el andlisis sugirié una asociacion positiva muy
débil entre el tamafo de la colonia y la seroprevalencia, pero esta tendencia fue significativa
solo cuando se excluyeron dos combinaciones de lugar/afio que tenia una seroprevalencia
inusualmente alta (figura 2).

Ambos modelos tenian una y-interseccidon significativamente positiva, lo que sugiere la
ausencia de un umbral de poblacion mas bajo para invasion viral.

C. Resultados

El sacrificio de los murciélagos hematdfagos es una herramienta central de control utilizado
por muchos paises de América Latina para prevenir la rabia en los seres humanos y animales
domésticos. El supuesto basico que subyace al sacrificio para reducir las enfermedades de la
fauna silvestre, es que la reduccion del tamafio de la poblacion reservorio disminuye la
transmision del patdgeno (105).

Pusimos a prueba esta hipdtesis estudiando la exposicion de RABV en 20 colonias de
murci¢lagos hematdfagos en Pert que mostraron una variacion natural en el tamafio de la
poblacion, y en colonias con y sin historial de sacrificio. Nuestros resultados demostraron que
la exposicion al RABV era ubicua en las poblaciones de murciélagos hematéfagos
geograficamente extendidas, estaba en el mejor de los casos so6lo débilmente relacionada con
el tamafio de la colonia de murci¢lagos, y tendia a aumentar después de la eliminacion
esporadica.
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El predictor mas poderoso de los anticuerpos del RABV fue la clase de edad del reservorio,
con mayor seropositividad en murcié¢lagos juveniles y sub-adultos en relacion con los adultos
(figura 1a). Es poco probable que esta pauta refleje los anticuerpos derivados de la maternidad
porque la seroprevalencia media fue mayor en los juveniles que en las hembras adultos y no
disminuy6 durante el primer afio de vida (figura 1a). Ademas, aunque faltan estudios de los
titulos de anticuerpos de la madre y la cria en relacion con el D. rotundus, los anticuerpos
derivados de la madre en el murci¢lago de cola libre mexicano (7adarida brasiliensis) se
perdieron a las 10 semanas del nacimiento, y los titulos de anticuerpos en los murciélagos
pardos grandes capturados en estado silvestre (E. fuscus) que tenian pocos meses de edad
disminuyeron rapidamente en cautiverio (106,107). Por lo tanto, el mantenimiento de una
seroprevalencia elevada en los murciélagos juveniles y sub-adultos mas viejos de nuestro
estudio es mas consistente con las exposiciones al RABV durante el primer afio de vida, como
se sugirio previamente en los estudios serologicos de 7. brasiliensis (108). También se indico
un papel clave de los juveniles en la transmision de los RABV en una encuesta de murciélagos
sometidos a pruebas diagnosticas en Canada, donde los juveniles constituian entre el 38,5 y el
84,2% de los murciélagos con rabia, segin la especie (109). Por lo tanto, la exposicion y la
infeccion por RABV pueden ser comunes en murci¢lagos hematofagos juveniles y sub-adultos
y podria contribuir a las altas tasas de mortalidad (mas del 50%) observadas durante su primer
ano de vida (110). La infeccion frecuente de murciélagos jovenes también puede contribuir al
mantenimiento a largo plazo aprovechando los pulsos estacionales de los individuos
susceptibles, como se sugirid en los modelos matematicos del RABV en las poblaciones de E.
fuscus en hibernacion (111).

Las elevadas tasas de rabia en murciélagos jovenes y sub-adultos también podrian ayudar a
explicar la asociacion positiva entre el sacrificio periddico y la seroprevalencia (figura 1b y
tabla 1). Concretamente, dado que es probable que los jévenes tengan menos probabilidades
de acicalar a los adultos que los adultos de acicalarse a si mismos o a los jovenes, el vampiricida
podria matar preferentemente a los adultos. Dado que los adultos tienen una menor
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seroprevalencia, pero tal vez una mayor inmunidad debido a exposiciones repetidas, esta
eliminacion selectiva podria aumentar la seroprevalencia a nivel de la poblacién (112). Los
mecanismos demograficos que actiian en escalas de tiempo mas largas, como la recolonizacion
de las colonias eliminadas de las poblaciones vecinas (el "efecto vacio") o el aumento de la
supervivencia de los jovenes tras una liberacion repentina de las limitaciones dependientes de
la densidad, podrian aumentar atin mas la transmision al aumentar la poblacion susceptible de
murcié¢lagos. En algunos lugares, es posible que se mataran murciélagos en respuesta a la
deteccion de rabia en animales domésticos cercanos a las cuevas. Esto puede explicar la alta
seroprevalencia en la Region Apurimac en septiembre de 2011, donde los pobladores
capturaron murcié¢lagos en redes y encendieron fuego en cuevas después de que dos bovinos
murieran de rabia en agosto de 2010 (Informes epidemiologicos semanales del SENASA 32-
2010y 37-2010). Sin embargo, si este fuera el caso de manera mas general, habriamos esperado
que el sacrificio durante los 12 meses anteriores al muestreo, en lugar de la estrategia general
de sacrificio durante el periodo de estudio, hubiera sido el mejor predictor de la exposicion al
RABYV en los murciélagos (Tabla 1).

Independientemente de que el sacrificio aumentard la transmision del RABV, aumentara
numéricamente la seroprevalencia al eliminar desproporcionadamente a los adultos o se
produzca una respuesta a brotes de rabia transmitida por murciélagos en animales domésticos,
es evidente que el sacrificio de murci¢lagos hematofagos no logrd eliminar la circulacion
regional del RABV (figura 1b). Se han observado resultados similares en otros sistemas de
enfermedades de la fauna silvestre, en particular la tuberculosis bovina en los tejones en el
Reino Unido, donde la eliminacion selectiva de tejones aument6 realmente la prevalencia en
los tejones y tuvo efectos mixtos en la incidencia en animales domésticos; y la rabia del zorro
en Europa, donde los modelos predijeron que la necesidad de los altos niveles de sacrificio
podrian explicar su limitado éxito (113—115). Habida cuenta de los recientes debates sobre el
sacrificio de murciélagos para el control de agentes patogenos (por ejemplo, el virus de Hendra
en Australia, el sindrome de la nariz blanca en América del Norte), cabe mencionar los posibles
mecanismos que subyacen a la perpetuacion del RABV a pesar del sacrificio de murciélagos
hemato6fagos (116,117). En primer lugar, es posible que la eliminaciéon no se haya llevado a
cabo a una escala suficiente como para afectar al tamafio general de las colonias de
murciélagos. De hecho, las colonias de sacrificio regular no eran significativamente mas
pequefias que las colonias no perturbadas, y la perturbacion reducia el tamafio de las colonias
solo cuando implicaba perturbaciones importantes de las cuevas. El sacrificio subdptimo podria
ser suficiente para cambiar la estructura de edad de las colonias de murciélagos sin tener efectos
dramaticos en el tamaio total de la colonia (es decir, los adultos sacrificados son reemplazados
por una mayor supervivencia juvenil y sub-adulta). Si bien esto podria tener la desafortunada
consecuencia de aumentar la transmision del RABV a niveles bajos de sacrificio, deja abierta
la posibilidad de que un sacrificio mas intenso o campainas coordinadas dentro y entre las
regiones puedan eliminar el RABV. Una segunda explicacion del fracaso de la eliminacion
para reducir la seroprevalencia del RABV es la falta de una fuerte relacion entre la densidad
de murciélagos y la transmision del RABV (tabla 1 y figura 2). Asi pues, las tasas de contacto
entre murci¢lagos susceptibles e infectados podrian ser independientes del tamafio de la
colonia, de modo que la fuerza de infeccion per capita depende més de la prevalencia de la
infeccion que de la densidad de poblacion general (es decir, la transmision es dependiente de
la frecuencia) (105). Aunque no conocemos ningin otro estudio que haya examinado la
dependencia de la densidad en la transmision del virus en los murciélagos, la ausencia de una
relacion para el RBV tal vez no sea sorprendente, dado que incluso en las grandes colonias,
cualquier animal tendrd un nimero limitado de vecinos a los que puede morder. En el caso de
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los murciélagos hematofagos, los contactos infecciosos pueden ser ain menos homogéneos
debido a la estructura social dentro de las colonias (118).

Una consecuencia de la desvinculacion de la transmision de la densidad de poblacion es que
los umbrales de poblacion de murciélagos para la invasion o la persistencia de los vehiculos
recreativos pueden no existir (105). Esto supone un reto para la gestion de la enfermedad
porque ningun nivel razonable de sacrificio serd suficiente para eliminar la rabia o prevenir la
reinvasion después de las extinciones virales estocasticas.

De hecho, incluso cuando las poblaciones de murciélagos hematéfagos del norte de la
Argentina se redujeron en un 95% después de gasear las cuevas con cianuro, se notificaron
casos de rabia a tan so6lo 1 km de la zona de eliminacién (119).

Incluso si fuera ecoldgicamente defendible, la viabilidad de lograr este grado de reduccion de
la poblacion de murciélagos en escalas espaciales incluso modestas, es en el mejor de los casos
desalentadora en areas agricolas planas y probablemente imposible en regiones montafiosas o
selvaticas como las de los Andes y el Amazonas, donde muchas de las cuevas de descanso son
desconocidos o inaccesibles. A medida que se disponga de mas datos de campo y de
laboratorio, los enfoques de modelizaciéon matematica seran utiles para descubrir los factores
basicos que controlan el mantenimiento viral y la eficacia de los diferentes métodos de control.

Quedan importantes preguntas sobre la biologia y la escala espacial del mantenimiento de la
rabia de los murciélagos hematofagos. En primer lugar, aunque tradicionalmente se considera
que la rabia es una enfermedad letal, la seroprevalencia relativamente alta que observamos y
la supervivencia de los individuos seropositivos a lo largo de los afios indica que la exposicion
no siempre mata a los murciélagos hematofagos, y en cambio puede dar lugar a cierto grado de
inmunidad.

Dado que estos resultados alternativos de la exposicion influirdn en la dinamica de la
transmision, la caracterizaciéon de la probabilidad de infeccion letal frente a la inmunidad
adquirida naturalmente es fundamental para comprender el mantenimiento a largo plazo (10).
En segundo lugar, los estudios anteriores sobre la incidencia de la rabia en animales domésticos
sugiere que la rabia trasmitida por murciélagos hematdfagos se mantiene como una epizootia
de migracion lenta, en la que el virus se propaga de una colonia a otra y no puede volver a
invadir hasta que se recupere algun niimero umbral de murciélagos susceptibles (119). En
apoyo de esta teoria, la mortalidad de animales debido a la rabia en el limite de la distribucion
geografica de los murciélagos hematofagos en el norte de la Argentina parece episddica. Sin
embargo, dentro del rango enzootico de la rabia de los murciélagos hematdfagos, varias lineas
de evidencia ponen en duda que la extincion viral regional se produzca de manera predecible
y que existan umbrales de poblacién para la reinvasion. En primer lugar, nuestros datos
serologicos indicaron la presencia continua del RABV en la mayoria de las zonas de
intervencion a lo largo de varios afios. Es mas probable que esto refleje la circulacion regional
del RABV que el mantenimiento a largo plazo de los anticuerpos en murciélagos individuales
porque observamos varios casos de pérdida de anticuerpos en murciélagos recapturados, y las
infecciones controladas de otras especies de murcié¢lagos han demostrado que los titulos de
anticuerpos disminuyen a niveles indetectables varios meses después de la infeccion inicial y
no se recuperan sin exposiciones adicionales (112,120). En segundo lugar, en el Pert, asi como
en otros paises de América Latina, la mortalidad por rabia en animales domésticos se repite a
lo largo de muchos afios en regiones geograficas limitadas, y los estudios filogenéticos han
revelado que se trata de linajes virales que circulan independientemente (73).

Ademas de la variacion espacial de la dindmica de transmision, el aparente conflicto entre las
hipotesis de una epizootia migratoria y el mantenimiento regional enzodtico podria explicarse
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también por la existencia de dos fases epizooticas fundamentalmente diferentes. Las ondas
epizodticas iniciales en las poblaciones de naive podrian ir seguidas de ciclos enzooticos
locales que persisten indefinidamente, ya sea a niveles constantes o a través de ciclos
plurianuales. Esto se ha descrito con mayor claridad en el caso de la rabia del mapache, en que
la propagacion epizodtica del virus a través de las poblaciones de mapaches en el este de los
Estados Unidos fue seguida de un mantenimiento enzodtico mediante pequefios brotes
recurrentes que no requirieron la inmigracion de personas infectadas (10).

Una reevaluacion de los datos de mortalidad por rabia en animales domésticos sugiere una
dindmica analoga en los murcié¢lagos hematofagos. Cuando Fornes y otros (119) analizaron los
patrones de los casos de animales domésticos transmitidos por murcié¢lagos hematofagos de la
misma region de la Argentina de 1959 a 1974 y Delpietro y Russo (5) de 1984 a 1993, las
firmas espaciales de la propagacion que eran evidentes en la primera epizootia habian
desaparecido en los afios posteriores, lo que era coherente con el mantenimiento enzodtico
regional. Los programas de control de la rabia se beneficiarian de la consideracion de estos
escenarios alternativos porque el mantenimiento enzodtico local implica que la transmision
entre especies se producira de forma esporadica, lo que hace que sea mucho menos predecible
en el escenario de una lenta propagacion viral a través de un escenario geografico especifico.

Finalmente, varias 4reas de incertidumbre acompafian nuestros resultados. En primer lugar,
aunque los murcié¢lagos hematofagos mantienen el virus de la rabia independientemente de
otras especies, es probable que algunos murciélagos simpatricos también mantengan ciclos de
transmision distintos (73). Nunca se ha observado la transmision del virus de la rabia de otros
murciélagos a la D. rotundus; sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de que algunas
exposiciones entre especies resulten en una seroconversion. Minimizamos este riesgo
centrando nuestras capturas en cuevas que estaban ocupados solo por D. rotundus y
confirmando la robustez de nuestros resultados al excluir los sitios donde estaban presentes
multiples especies. También nos enfrentamos a la incertidumbre en la escala de los tamafos de
las poblaciones de murciélagos hematofagos (desde un tnico lugar de descanso hasta el tamafio
de la poblacion regional) que seria mas relevante para modelar la transmision del RABV.
Intentamos generar una estimacion intermedia por: i) trabajando en la mayor colonia conocida
de cada Regidn, ii) colocando redes de niebla en la zona que rodea los lugares de las cuevas
para vigilar a los individuos que pasan, y iii) trabajando en cada cueva durante varias noches
para capturar a los individuos que llegan de las cuevas cercanas. Aunque no observamos ningin
cambio de cueva entre nuestras zonas de estudio (separados por 10 km o mads), se ha
demostrado la dispersion entre las cuevas en un radio de 2 a 5 km en México y el Brasil
(121,122). Por lo tanto, nuestra estrategia de muestreo deberia haber sido suficiente para
detectar esos individuos y dar una aproximacion mas cercana al tamafio de la metapoblacion
regional. Los estudios futuros deberian utilizar estimaciones genéticas de los tamafios efectivos
de las poblaciones regionales para confirmar la ausencia de dependencia de la densidad en la
transmision del RABV que hemos observado. En conclusion, proporcionamos pruebas de que
el RABV se mantiene regionalmente en las poblaciones de murci¢lagos hematofagos durante
varios afios en el Perll, y esto estd mediado quizas por la transmision dependiente de la
frecuencia con un papel clave para los murci¢lagos juveniles y sub-adultos. La ausencia de
umbrales de poblacion para la invasion y el mantenimiento de del RABV es coherente con la
ineficacia observada del sacrificio para eliminar la circulacion viral en los murciélagos y la
transmision a los seres humanos y los animales domésticos. Es evidente que la eliminacion
selectiva de murciélagos hematofagos bien gestionada beneficia a la agricultura al aliviar las
mordeduras de murcié¢lagos en animales domésticos y posiblemente al reducir el numero total
de murci¢lagos infectados. Sin embargo, el aparente efecto positivo del sacrificio en la
seroprevalencia, junto con las respuestas demograficas y de comportamiento que podrian
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aumentar la proporcion de murciélagos susceptibles, podria tener consecuencias
contraproducentes para la transmision del RABV.

En futuros experimentos sobre el terreno se deberia identificar la base mecanica de la relacion
entre el sacrificio y la seroprevalencia y utilizar esa informacion para informar a los modelos
epidemioldgicos de control 6ptimo de la rabia en América Latina. Mientras tanto, los
programas integrados de “One Health” destinados a prevenir las exposiciones virales, la
educacion ambiental para minimizar las alteraciones ecologicas y la vacunacion de las
poblaciones susceptibles son la mejor estrategia combinada para reducir al minimo la carga de
la rabia de los murciélagos hematofagos.

1I. Caracteristicas evolutivas de los patogenos hospedantes revelan la dinamica y las futuras
invasiones de la rabia de los murciélagos hematofagos.

A. Introduccion

Anticipar como se propagaran las epidemias a través de las areas geograficas requiere
comprender los eventos de dispersion de los huéspedes que son notoriamente dificiles de medir.
Aqui contrastamos las firmas genéticas de los huéspedes y del virus para resolver la dinamica
espacio-temporal que subyace a las expansiones geograficas del virus de la rabia trasmitida por
los murciélagos hematofagos (RABV) en Pert. El analisis filogenético reveld una reciente
propagacion viral entre poblaciones que, de acuerdo con la estructura geografica extrema en la
herencia materna el ADN mitocondrial del huésped, apareci6 completamente aislado. En
contraste, una mayor conectividad de la poblacion en la herencia nuclear biparental los
microsatélites explicaron los limites histéricos de las invasiones, sugiriendo que los
murciélagos machos dispersos esparcen el RABV entre las poblaciones femeninas aisladas. El
ADN nuclear del huésped indico ademas flujo de genes inesperado a través de las montafas de
los Andes, conectando la costa del Pacifico libre del RABV a la selva tropical amazoénica
endémica de RABV.

Combinando la filogeografia bayesiana con modelos de resistencia geografica, proyectamos
rutas de invasion a través del norte de Peru que fueron validadas por datos en tiempo real de la
mortalidad por rabia en animales domésticos. Los primeros brotes de RABV en la costa del
Pacifico de América del Sur podrian ocurrir en junio de 2020, lo que tendria serias
implicaciones para la agricultura, la conservacion de la vida silvestre y la salud humana.
Nuestros resultados muestran que la combinacién de datos genéticos del huésped y del
patogeno puede identificar sesgos sexuales en la propagacion espacial del patdgeno, que puede
ser un fendmeno generalizado, pero poco apreciado, y demuestran que la prevision genética
puede ayudar a estar preparados para inminentes invasiones virales.

B. Resultados

1.- Estructura genética viral. Se realizo el secuenciamiento completo del gen nucleoprotéico
(N) a partir de 264 aislamientos de rabia colectados de animales domésticos en Peru entre 1997
y 2012 y fueron comparados con secuencias representativas de toda América. Dado que el
ganado no se infecta entre si ni con los murciélagos, cada aislado representa un unico evento
de transmision del murciélago a los animales domésticos, lo que proporciona una ventana de
conocimiento de los virus de murciélagos que circulan localmente (123,124). Un arbol
filogenético de méaxima probabilidad (ML) revelo tres linajes virales en el Peru, cada uno de
los cuales compartia un antepasado comin mas reciente (ACMR) con virus de otros paises
sudamericanos, lo que concuerda con las multiples introducciones independientes del RABV
en los murcié¢lagos peruanos (Fig. 1A). Dos linajes virales, L1 y L2, circulaban exclusivamente
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al este de la cordillera de los Andes y se superponian en el sur y el centro de la Amazonia (Fig.
IB). El linaje viral 3 (L3) fue aislado en los valles interandinos del sur del Peru, con la
excepcion de dos muestras encontradas muy fuera de ese rango (Fig. 1B).

Los virus atipicos eran parafilicos entre si (lo que indica introducciones distintas) y se
encontraron en especies raramente infectadas (canino y equino), lo que sugiere translocaciones
de animales de compaiia mediadas por el hombre, en lugar de infecciones adquiridas de
murcié¢lagos autdctonos en la localidad de muestreo.

2.- Contrastando la estructura de la poblacion de los genomas de los murciélagos
hematéfagos con el virus de la rabia. Un andlisis filogenético bayesiano de las secuencias
del citocromo mitocondrial B (cytB) de 468 murciélagos hematdfagos mostrd una marcada
estructura geografica. Los murciélagos capturados al oeste de la cordillera de los Andes en el
departamento de Lima (sitios LMA) eran muy divergentes de otros murciélagos peruanos y
estaban mas estrechamente relacionados con los murciélagos del sudoeste del Brasil (Fig. 1C).
Los murciélagos del este de los Andes formaron un grupo monofilético separado (con una sola
secuencia de Ecuador) que compartié6 una ACMR con las poblaciones de América Central
[probabilidad posterior (PP) = 0,91]. La mayoria de los linajes mitocondriales se encontraron
exclusivamente dentro de los departamentos unicos (equivalentes a los estados de EE.UU.) del
Pert (Fig. 1C). En algunos casos [por ejemplo, sitios de Amazonas (AMA) y sitios de
Cajamarca (CAJ)], las colonias separadas por distancias cortas estaban compuestas
exclusivamente por individuos de linajes mitocondriales distintos y parafiléticos, lo que indica
una falta de flujo de genes femeninos entre las colonias cercanas, ya que los linajes divergian.
Un linaje que se encontraba tanto en el Amazonas central en Ucayali (sitios UCA) como en el
Amazonas septentrional (sitios AMA) era una posible excepcion; sin embargo, las subclases
bien sustentadas dentro de este linaje estaban restringidos a UCA o AMA, pero no a ambos
(Fig. 1C y Apéndice SI, Fig. S6). El aislamiento espacial era ain mas fuerte a nivel de los
haplotipos. De 27 haplotipos, 16 eran exclusivos de colonias de murciélagos aislados y la
distancia media ocupada por los haplotipos era sélo de 22 km (rango = 0-258,1 km). La minima
distribucién de haplotipos entre colonias distantes implicaba la ausencia de flujo genético
mitocondrial contempordneo entre regiones (Fig. 1D).

A continuacion, comparamos la estructura de la poblacion de los marcadores nucleares
biparentales heredados con la del mtADN y el ARN viral. Nueve microsatélites nucleares de
480 murciélagos hematofagos indicaron 2-3 genéticos grupos (K), con la mezcla entre todas
las colonias al este de los Andes (grupo de microsatélites 1, MG1; Fig. 1 E y F) y el aislamiento
genético de las colonias de murciélagos hematofagos que se encuentran en los valles
interandinos en el sur de Pert en el departamento de Apurimac (sitios API, microsatélite grupo
2, MG2). En K > 2, los murciélagos de la costa del Pacifico (sitios LMA) formaron un grupo
distinto (MG3), que también se detectd de una baja frecuencia a frecuencia moderada en los
Andes y el Amazonas septentrionales (Fig. 1E).

Estos hallazgos fueron robustos al analisis de sdlo seis loci sin alelos nulos, dos métodos
alternativos de inferencia estadistica [ESTRUCTURA y andlisis discriminante de componentes
principales (DAPC)], y a la relajacion de las prioridades en las ubicaciones espaciales de las
poblaciones de murciélagos muestreadas (Apéndice SI, Figs. S2-S4). Los valores mas grandes
(menos plausibles) de K revelaron cimulos geograficos adicionales, pero implicaron un flujo
genético extenso entre ellos (Fig. 1E), un patron esperado dado el aislamiento por distancia en
nuestros datos de microsatélites (Apéndice SI, Fig. S5). Es importante destacar que, incluso en
los niveles mas altos de K, los grupos de microsatélites abarcaban zonas al este de los Andes,
proporcionando un corredor potencial para la propagacion viral a través del Amazonas y las
laderas orientales de los Andes.
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Evaluamos los desajustes gendmicos a nivel individual entre el nuADN y el mtADN utilizando
352 murciélagos para los que teniamos datos tanto de microsatélites como de mitocondrias.
Los murci¢lagos del este de los Andes tenian linajes de mtADN muy divergentes, pero
pertenecian al mismo grupo de microsatélites (Apéndice SI, Fig. S6). Por lo tanto, los linajes
virales L1 y L2 fueron mantenidos por murciélagos MG1 con diversos y parafiléticos
haplotipos mitocondriales, mientras que L3 infectd exclusivamente a murcié¢lagos MG2 con
haplotipos mitocondriales API, creando una congruencia genética viral con el nuADN, pero no
con el mtADN. Los murciélagos atipicos MG3 que se encuentran en los Andes y el Amazonas
tenian haplotipos de mtADN localmente prevalentes, lo que sugiere que los machos
inmigrantes de la costa se reproducen con las hembras residentes a pesar de la larga rama que
separa a estas poblaciones en la filogenia de la CitB (Fig. 1C).

3.- Confirmacion por microsatélite de la dispersion masculina. La mayor estructura de los
marcadores heredados por la madre en relacion con los marcadores nucleares sefialaba el patron
esperado de la filopatia femenina y la dispersion sesgada hacia el macho (125,126). En pruebas
adicionales realizadas con microsatélites se encontré un aumento de casi 14 veces en el FIS (el
coeficiente de consanguinidad de un individuo en relaciéon con la subpoblacion) de los
murci¢lagos hematéfagos machos en relacion con las hembras (Fis femenino = -0,0003, Fis
masculino = 0,1363, P < 0,0004), lo que concuerda con la expectativa de que el sexo de
dispersion tenga una deficiencia de heterocigotos porque las muestras representan una mezcla
de poblaciones (es decir, el efecto Wahlund) (127). Otras comparaciones genéticas de machos
y hembras no fueron estadisticamente significativas (Apéndice SI, Tabla S7), pero la deteccion
por cualquiera de los métodos anteriores implica una intensa dispersion por sexo (127). De
manera similar, usando las probabilidades de asignacion de nuestro analisis de
ESTRUCTURA, encontramos que los posibles migrantes recientes (PP < 0.2 por pertenecer al
grupo de genotipo localmente abundante) tendian a ser machos (59.3% para todo el Peru,
65.2% para los murciélagos dentro del rango de MG1).

4.- Expansiones estacionales de la rabia a través de la geografia. Hemos estimado la
superficie mensual del Pert infectada por el RABV desde 2003 hasta 2014 utilizando una base
de datos de 1.146 brotes de rabia en animales domésticos confirmados en laboratorio (128). La
descomposicion de las series temporales reveld una estacionalidad significativa en el area
infectada (modelo aditivo generalizado: desviacion explicada = 27,7%, P < 0,001) con
expansiones espaciales maximas en noviembre y diciembre (Apéndice SI, Fig. S10).

5.- Reconstruccion y prevision de la dinamica de la invasiéon viral. Tras identificar la
congruencia entre el nuADN de los murcié¢lagos y las distribuciones geograficas virales como
un posible subproducto de la dispersion con sesgo masculino, tratamos de reconstruir y
pronosticar la dindmica de la propagacion viral en toda el area geografica. Aplicamos la
estimacion filogenética continua del estado ancestral bayesiano a los virus L1 y L3 con fechas
de recoleccidon conocidas con precision y ubicaciones del Sistema de Posicionamiento Global
(GPS) (NL1 = 81, NL3 = 179). Para mejorar la resolucion filogenética, afadimos datos de
secuencias de la region hipervariable y no codificante entre la glicoproteina y los genes de la
polimerasa (G-L, 510 pb) a las secuencias completas del gen N. Se excluyeron andlisis
similares del linaje L2 por el bajo tamafio de la muestra y la desaparicion de este virus después
de 2009 (Apéndice SI, Tabla S8).

44


https://www.pnas.org/content/pnas/suppl/2016/09/06/1606587113.DCSupplemental/pnas.1606587113.sapp.pdf
https://www.pnas.org/content/pnas/suppl/2016/09/06/1606587113.DCSupplemental/pnas.1606587113.sapp.pdf
https://www.pnas.org/content/pnas/suppl/2016/09/06/1606587113.DCSupplemental/pnas.1606587113.sapp.pdf

Revision sistemdtica de la epidemiologia molecular de la rabia silvestre en el Peru

Figura 1. Estructura genética y geografica de los marcadores del reservorio y del virus con distintos
mecanismos de herencia. A) El arbol ML del RABYV, utilizando 434 secuencias N completas del Pera
(ramas de color) y otros paises representativos de las Américas (ramas negras; ARG, Argentina; BRA,
Brasil; COL, Colombia; ESA, El Salvador; GUY, Guayana Francesa; MEX, México; TRI, Trinidad; URU,
Uruguay). Los simbolos de colores muestran el apoyo de 1.000 busquedas de ML replicadas.

Se excluyeron para su visualizacion dos secuencias de grupos externos de una variante de la rabia que
circulaba en perros peruanos. (B) Distribuciones geograficas de linajes virales en el Peru. Las areas por
encima de los 3.600 m (el limite superior de los murciélagos hematofagos en Pert) son de color oro. (C)
Arbol filogenético bayesiano de secuencias de cytB de murciélagos hematofagos del Pert (n = 442) y de
otros paises de América (n = 26). Las ramas estan coloreadas por region geografica. Los valores de los
nodos son probabilidades posteriores. (D) Distribucion de haplotipos de CytB en colonias de murciélagos
hematofagos de Pert. Los sitios con <8 individuos secuenciados se agruparon con otras colonias
inspeccionadas en un radio de 10 km. Los graficos circulares son proporcionales al tamafio de la muestra
(rango = 8-30). (E) Estimaciones de los analisis de ESTRUCTURA asumiendo K = 2-6 poblaciones
usando 9 microsatélites (n = 480 murcié¢lagos). Cada barra representa la probabilidad de asignacion de la
membresia a cada uno de los grupos K. (F) Los graficos circulares muestran la distribucion de los grupos
de microsatélites [K = 3, umbral de probabilidad de pertenencia al grupo = 0,85, individuos no asignados
(U) en blanco].
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Sin embargo, la falta de aislamiento genético por distancia geografica en los datos disponibles
sugiere una dispersion relativamente libre de ese virus durante su permanencia en el Peru
(Apéndice SI, Fig. S7). Los modelos filogeograficos mostraron que las invasiones virales

ocurrieron dentro de los ultimos 40 afios [L1: 95% de la mayor densidad posterior (HPD) en
ACMR = 20.65-35.02; L3: 95% de HPD = 16.27-28.0]. Aunque en ambos casos se observo
cierta agrupacion geografica. Aunque se observo cierta agrupacion geografica en ambos linajes
virales, los saltos entre las regiones peruanas dentro del rango de cada linaje eran comunes
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(Fig. 2 A y B). Ambos virus sufrieron invasiones desaceleradas, con un aumento inicial rapido
de la extension geografica seguido de expansiones graduales en los ultimos 10-15 afios (Fig.
2D). La mayor escala espacial de las expansiones histdricas de L1 produjo una mayor velocidad
media en L1 en comparacion con L3 [61,5 (95% HPD = 26,2-194,5) frente a 25,4 (95% HPD
= 14,9-50,1) km/afio]. Sin embargo, las velocidades contemporaneas calculadas a partir de las
ramas de la punta (1997-2012) fueron similares entre los linajes (L1: 33,9 vs. L3: 28,4 km/afio,
Fig. 2E).

El inesperado flujo de genes de MG3 desde la costa del Pacifico libre de RABV hasta los Andes
y el Amazonas endémicos del RABV nos impulso6 a explorar corredores para la invasion viral
a la costa del Pacifico de Sudamérica (Fig. 1F y Apéndice SI, Fig. S6). Un modelo de
resistencia del area geografica que describe el conocido patron de propagacion del RABV a lo
largo de los valles (128,129) mostrdé que las rutas de menor esfuerzo desde las colonias de
murciélagos andinos y amazdnicos con individuos MG3 hasta la costa pasaban a través de un
corredor en el norte del Perti que forma el paso mas bajo a lo largo de los Andes (la Depresion
de Huancabamba; Fig. 3A). Proyectamos la invasiéon del RABV combinando estimaciones
filogeograficas de las velocidades de dispersion viral con distancias de menor esfuerzo a la
costa del Pacifico. Asumiendo las velocidades inferidas de las puntas de las filogenias L1 y L3,
respectivamente, pronosticamos la llegada del RABV a Chiclayo (una importante ciudad de la
costa) para julio de 2019 (95% HPD: 2016.85-2023.25) o junio de 2020 (95% HPD: 2017.12-
2024.93). Los datos de mortalidad por rabia en animales domésticos durante los 3 afios
posteriores a la recopilacion de nuestros datos de secuencia viral (2013-2015) confirmaron la
invasion viral en curso a lo largo de las rutas proyectadas por los modelos de resistencia del
area geografica (Fig. 3B). Estos datos no genéticos muestran que el RABV viajé 50,1 km al
suroeste desde junio de 2012 hasta abril de 2015 a 16,1 km/ano (95% CI = 14,6-17,6, Fig. 2E
y Apéndice SI, Fig. S9), dejando menos de 145 km a la costa del Pacifico de Sudamérica.

C. Discusion

Combinando grandes conjuntos de datos genéticos de virus y reservorios, mostramos que la
filopatia femenina y la dispersion de los machos en los murciélagos hematofagos
probablemente crea un papel desproporcionado para los murcié¢lagos machos en la propagacion
espacial del RABV. Usando estos conocimientos sobre la dispersion del reservorio y del virus,
pronosticamos las rutas y tasas de una invasion viral en curso que predecimos que causard una
histérica y dafiina primera invasion del RABV en la costa del Pacifico de Sudamérica.
Independiente los datos epidemiologicos apoyan nuestras predicciones genéticas.
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Fig. 2. Dindmica de la dispersion viral historica dentro del Pert. Arboles filogenéticos bayesianos de
RABV L1 (A) y L3 (B), con simbolos de punta coloreados seglin el departamento del Pera (C). Los
simbolos de los nodos interiores son PP de los clados. (D) Expansiones espaciales de cada linaje viral,
representadas como la distancia geografica acumulada desde el origen del brote inferido a través del
tiempo. (E) Distribuciones posteriores de la velocidad de la epidemia y el coeficiente de difusion de cada
linaje viral. Los puntos son estimaciones de parametros de las puntas de un arbol muestreado al azar de la
distribucion posterior de cada analisis filogeografico bayesiano. Los diamantes solidos y las lineas son la
mediana y el 95% de los HPD en las estimaciones de los pardmetros, respectivamente. Los diamantes
negros son estadisticas medianas calculadas a través de todas las ramas. Las lineas punteadas verticales
son los limites del 95% de la velocidad del frente de onda estimada a partir de los datos de las series
temporales en el norte Peru (Fig. 3 y Apéndice SI, Fig. S9).

La reduccion de la estructura de la poblacion de reservorios en el niicleo en relacion con los
marcadores mitocondriales y la deficiencia de heterocigotos en los machos son coherentes con
la dispersion masculina y la filopatia femenina en los murciélagos hematofagos, como se
conoce en los estudios de campo y es la expectativa general para los mamiferos (125,130).
Sugerimos que un subproducto de la dispersion basada en el sexo es que la dispersion espacial
y la distribucion geografica del RABV también serd impulsada por los machos.
Biologicamente, el largo periodo de incubacion (2-4 semanas) y el corto periodo infeccioso de
la rabia (2-3 d) significa que la mayor parte de la dispersion viral ocurrira antes de la aparicion
de la enfermedad (131). Ademas, los signos clinicos debilitantes de la rabia (ataxia, letargo y
muerte) durante la mayor parte del periodo infeccioso hacen poco probable que la infeccion
pueda inducir una dispersion a distancia inusualmente larga en las hembras infectadas,
propagando asi el RABV sin dejar una firma de mtADN de dispersion a través de la
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reproduccion. Por lo tanto, el sexo que més se dispersa durante la incubacion de la rabia (los
machos) dominard naturalmente la propagacion viral, y las barreras a la dispersion de los
machos delimitaran los limites de las distribuciones virales, como hemos observado. La
estacionalidad en el area geografica infectada por el RABV también fue consistente con la
dispersion espacial masculina.
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Figura 3. Pronosticando la invasion del RABV a la costa del Pacifico de Sudamérica. (A) La gama de
murciélagos hematofagos de Sudamérica, de color como en la Fig. 1. Las lineas rojas son los caminos
accesibles desde las colonias de murciélagos en los Andes y el Amazonas con individuos MG3 (tipicos de
la costa) hasta Lima, utilizando el modelo de resistencia de "valle". El cuadro negro indica la region en B.
(B) Las lineas azules son las rutas de menor complejidad desde el brote mas occidental del RABV en 2012
(punto verde) hasta Chiclayo (un punto de referencia para la costa del Pacifico) de acuerdo con los modelos
de resistencia del valle (s6lido) y del umbral (punteado). Las lineas rojas son las rutas desde el frente
occidental de la epidemia en 2015. Los puntos azules claros (2004-2012) son brotes que se incluyeron en
los analisis filogenéticos.

Las expansiones virales alcanzaron su punto méaximo al comienzo de la estacion humeda
(Apéndice SI, Fig. S10), cuando se espera que una nueva cohorte de nacimientos inicie la
dispersion de los machos del afio anterior (3,125). Esta concurrencia proporciona pruebas
indirectas de los pulsos de expansion del RABV impulsados por la dispersion estacional de los
murciélagos machos, aunque otros factores estacionales y no estacionales también podrian
influir en las expansiones espaciales.

En principio, la incongruencia entre los genomas del reservorio podria surgir de las
limitaciones de los datos genéticos examinados aqui; sin embargo, varias lineas de pruebas se
oponen a esta interpretacion. En primer lugar, las tasas de clasificacion y mutacion de linajes
difieren entre el nuADN y el ADN mitocondrial e implican escalas de tiempo diferentes de la
estructura de la poblacion (132). Dado que las invasiones virales se produjeron en los ultimos
40 afos, lo que mas nos preocupa es la estructura de la poblacion de murciélagos
contemporanea, tal como lo revelan los microsatélites (que coinciden con la distribucion viral)
y la distribucion geografica de los haplotipos de mtADN. Si la dispersion contemporanea fuera
igual entre los sexos y las pautas que observamos surgieran de escalas de tiempo genéticas
diferentes, habriamos esperado que los haplotipos de ADNmt abarcaran regiones
epidemioldgicamente conectadas, en lugar de limitarse mas a menudo a colonias Unicas de
murcié¢lagos. El nimero o la potencia de los microsatélites tampoco puede explicar su
estructura poblacional mas débil en relacion con el mtADN. Tanto seis como nueve
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microsatélites diferenciaron los murcié¢lagos API de los capturados en la region de Madre de
Dios (MDD), a pesar de su estrecha relacion en la filogenia del mtADN (Fig. 1C), y las
simulaciones mostraron un 98-100% de potencia para detectar la estructura de la poblacion
(Apéndice del SI, Fig. S8).

Laubicuidad de la dispersion por sexos en la naturaleza [tipicamente sesgada hacia las hembras
en las aves y hacia los machos en los mamiferos (130)] podria hacer que la dispersion de
patogenos por sexos fuera un determinante generalizado de la propagacion de la epidemia a
nivel geografico. La dispersion de patdgenos con sesgo sexual es dificil de detectar utilizando
los métodos tradicionales para estudiar el movimiento de los animales, como la radiotelemetria
o las marcas de GPS, porque los raros eventos de dispersion que pueden ser criticos para la
propagacion de la enfermedad no se detectaran en los estudios realizados a pequefias escalas
espacio-temporales. Este estudio muestra que el contraste de los marcadores genéticos del
reservorio y del patogeno con diferentes modos de herencia proporciona un marco para
comenzar a evaluar la dispersion de los patdgenos en funcion del sexo. Otros enfoques, como
el modelado teodrico de la transmisién de patdogenos dentro de las redes de contacto con el
reservorio, incorporan conceptos similares, pero normalmente carecen de los datos
correspondientes de los patdgenos para verificar como la heterogeneidad de la dispersion del
huésped afecta a la propagacion de la enfermedad, y requieren extensos conjuntos de datos de
campo sobre los contactos con los reservorios, y ofrecen una orientacion limitada para el
manejo de los patdgenos emergiendo a nivel de las 4areas geogréaficas (133,134). La
identificacion del sexo responsable de la propagacion del patdégeno tiene implicaciones
practicas para la prevencion y el control del RABV porque se predice que el bloqueo del
movimiento viral entre las colonias causa la extirpacion viral (135). En la labor futura se
deberian cuantificar las escalas en que los machos y las hembras contribuyen a la propagacion
viral intercolonia para evaluar la eficacia de la seleccion de los machos dispersos en las
campaiias de control de la rabia. También demostramos que la combinacién de la genética de
la poblacién huésped, la filogeografia de los patégenos y la ecologia del medio geografico
puede predecir tasas y rutas de invasion de patogenos a zonas libres de enfermedades. Un
enfoque similar podria ser util para pronosticar otras invasiones de patdgenos emergentes en
las que la falta de datos de infecciéon a largo plazo impide analisis epidemiologicos
tradicionales. Lo més importante es que pronosticamos una invasion viral en la costa del
Pacifico de Sudamérica, historicamente libre del RABV (136), a través de un corredor no
detectado de flujo genético de murci¢lagos hematdfagos a través de los Andes peruanos. Tres
anos de datos independientes sobre la mortalidad de la rabia en animales domésticos
confirmaron la expansion viral a lo largo de rutas y velocidades comparables a los prondsticos
de los modelos (Figs. 2E y 3).

Advertimos que las invasiones podrian acelerarse o desacelerarse mas cerca de la costa, donde
la geografia es menos compleja que los de los Andes o el Amazonas y que no se han excluido
rutas alternativas.

Sin embargo, en la actualidad, no prevemos ninguna barrera significativa para la continuacion
de la invasion. También es poco probable que la divergencia evolutiva de las subpoblaciones
costeras con respecto a las andinas detenga el RABV porque los desplazamientos de los
reservorios de la rabia son comunes en los géneros de murci¢lagos (137), mientras que las
subpoblaciones en cuestion se estan cruzando (Apéndice SI, Fig. S6). Es necesario seguir
trabajando para determinar si la invasion actual fue desencadenada por cambios recientes en la
estructura de la poblacién de murciélagos, por una invasion viral gradual en los limites de la
distribucién de los murciélagos hematofagos o por una combinacion de ambos.
Independientemente del mecanismo de iniciacion, la llegada del RABYV a las regiones costeras
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de Pert y su posterior posible propagacion a Ecuador y el norte de Chile seria profundamente
perjudicial para la agricultura. La presencia del RABV también crearia nuevos riesgos para los
seres humanos que interacttian con murciélagos o animales infectados y para la fauna silvestre,
como los leones marinos que constituyen una importante fuente de alimento para los
murcié¢lagos hematofagos costeros (138). La eliminacion de los murci¢lagos hemat6fagos no
logré detener el avance de las epidemias de RABV en la Argentina y es concebible que pueda
exacerbar la propagacion viral si los sacrificios promueven la dispersion de los murciélagos,
como se observé en los sacrificios de tejones destinados a controlar la tuberculosis bovina en
el Reino Unido (119,135,139). Por lo tanto, abogamos por una mayor vigilancia, la vacunacion
preventiva de animales domésticos y las campanas educativas para reducir la carga que supone
impedir las epidemias.

En comparaciones anteriores de los datos genéticos del huésped y del patdégeno se han
explotado los patégenos como un marcador de alta resolucion de la demografia y la dispersion
del huésped o se ha estudiado la dinamica coevolutiva en escalas temporales mas largas
(140,141). Nuestro estudio muestra que datos similares pueden verificar los principales grupos
demograficos de los huéspedes en cuanto a la propagacién espacial de los patéogenos y
pronosticar invasiones epidémicas en zonas libres de enfermedades. A medida que aumenten
la abundancia y la resolucion de los datos genémicos del huésped y del patogeno, enfoques
similares podrian poner a prueba la generalidad de la dispersion de los patogenos en funcion
del sexo, al tiempo que proporcionarian importantes previsiones sobre la dindmica del de la
geografia de las invasiones de patdgenos emergentes.

III.  Expansiones espaciales y ondas de dispersion de la rabia en murciélagos hematofagos

A. Introduccion.

Un obstéaculo importante para prever la transmision de enfermedades zoonoticas entre especies
y desarrollar nuevas estrategias para su control es la escasez de datos que informen sobre la
forma en que estos patogenos circulan dentro de las poblaciones de los reservorios naturales.
Los murciélagos hematdéfagos son el principal reservorio de la rabia en América Latina, donde
la enfermedad sigue siendo una de las zoonosis virales mas importantes que afectan a los seres
humanos y a los animales domésticos. La impredecible dindmica espacio-temporal de la rabia
en las poblaciones de murci¢lagos ha impedido anticiparse a los brotes y ha socavado los
programas generalizados de sacrificio de murciélagos. Al analizar 1146 brotes de rabia
transmitida por murciélagos hematofagos en animales domésticos a lo largo de 12 afios en el
Perti, demostramos que las expansiones virales en zonas histéricamente no infectadas han
duplicado la carga reciente de la rabia transmitida por murciélagos. Las expansiones virales
estan geograficamente extendidas, pero estdn severamente limitadas por los picos de alta
elevacion de la cordillera de los Andes.

En los valles andinos, las invasiones forman frentes de onda que avanzan hacia grandes
poblaciones de animales no vacunado que son intensamente mordidos por murcié¢lagos, lo que
en conjunto alimentard una alta transmision y mortalidad. Utilizando modelos espaciales,
pronosticamos las vias de las epizootias de RABV en curso a través de areas geograficas
heterogéneas. Estos resultados informan directamente las estrategias de vacunacion para
mitigar la inminente aparicion del virus, revelan que el RAVB es una enfermedad emergente
mas que una enfermedad enzodtica y crean oportunidades para probar nuevas intervenciones
para gestionar los virus en los reservorios de murciélagos.
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B. Resultados

1. Las expansiones espaciales son la causa de la reciente duplicacion de la propagacion
de la rabia en el ganado

En total, 1146 (51%) de 2265 brotes reportados entre 2003 y 2014 se confirmaron como
positivos para la rabia mediante la prueba de anticuerpos fluorescentes, lo que hace que el
RABYV sea la enfermedad de declaracion obligatoria mas comun en la ganaderia peruana
(material electronico complementario, figura S5a). El ganado vacuno se infect6 en el 91% de
los brotes confirmados, seguido de los caballos (4%), las cabras (2%), las ovejas (1%) y otras
especies variadas (2%, 11 cerdos, cuatro biifalos y un camélido). Los brotes se extendieron por
los Andes y el Amazonas, y 14 de las 25 regiones gubernamentales informaron de al menos un
brote sospechoso en el ganado, y 12 regiones informaron de 7 a 470 brotes confirmados por
laboratorio (figura 1la). El andlisis de autocorrelacion temporal no reveld6 ninguna
estacionalidad en el desbordamiento del VBR en el ganado, ni a nivel nacional ni regional.

En el ambito nacional, el nimero de brotes de RABV comenzd a aumentar de manera constante
en 2011, y casi se duplico en 2014 (figura 1b). Es poco probable que este aumento se deba a
cambios en la notificacion: las otras 56 enfermedades pecuarias rastreadas por el mismo
sistema de vigilancia aumentaron desde el establecimiento del sistema en 2003 hasta 2008,
pero permanecieron estables en afios posteriores cuando se intensificaron las notificaciones de
rabia (material electronico complementario, figura S5b). Ademas, en un modelo lineal que
incluye los efectos del nimero de otras enfermedades notificadas y el afio en el nimero anual
de brotes de rabia, el afio (F19= 11,1, p<0,01), pero no los brotes de otras enfermedades (F1,9
= 0,64, p> 0,1), fue significativo (modelo completo R? = 0,7).

El aumento de los brotes del RABV no fue geograficamente ubicuo. Los brotes disminuyeron
o se mantuvieron estables en el Amazonas, pero se hicieron més frecuentes en los Andes,
particularmente en tres regiones caracterizadas por valles con alta produccion agricola
rodeados por picos de picos de alta elevacion: Apurimac (470 brotes, 41% del total nacional),
Ayacucho (197, 17%) y San Martin (128, 11%) (figura la; material electronico
complementario, figura S6).
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Figura 1. Patrones espaciales y temporales de los brotes del RABV en Peru. a) Tiempos de inicio del RABV a nivel de distrito
(mapa principal) y el nimero neto de brotes confirmados a nivel regional (recuadro). Las lineas rojas muestran el AAC,
incluyendo las regiones de Apurimac, Ayacucho y Cusco. b) Patron de informes de brotes mensuales (figura principal) y
anuales (figura insertada) en todo el Perti, excluidas las regiones donde la rabia canina es enzodtica (Puno) y dos regiones de
la costa (Lima y Ancash) que informaron de un pequefio numero de brotes no confirmados.
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El aumento nacional de los brotes de rabia se produjo simultineamente con la expansion
espacial en zonas historicamente no infectadas. El nimero acumulado de distritos con casos
confirmados se triplico con creces entre 2003 y 2014, de modo que, en promedio, el RABV se
propaga anualmente en 12 distritos no infectados anteriormente (desviacion estandar, d.s. =
0,319) (figura 2, recuadro), un patrén que también se observa a nivel mensual (1 distrito-mes"
!, d.s.=0,007). El nimero de distritos infectados también aumento en los informes anuales (no
acumulativos), y las expansiones espaciales mas espectaculares coincidieron con el aumento
de los brotes a partir de 2011 (figuras 1b,2). Los focos de expansion espacial se produjeron en
las regiones de San Martin, Amazonas y Cajamarca en el norte del Perti (5,2 distritos afio™, s.d.
= 0,36) y en Apurimac, Ayacucho y Cusco en el sur (4,1 distritos afio™!, s.d. = 0,12). En
contraste, pocos nuevos distritos fueron infectados en las regiones amazonicas de Loreto,
Ucayali y Madre de Dios (1.4 distritos afio™!, d.s. = 0.21), donde no hubo nuevos distritos
infectados en los ultimos 3 afios. En consonancia con las expansiones espaciales epizooticas
de las zonas enzooticas, el 85% de los distritos recientemente infectados tenian un distrito
vecino infectado en el mismo afio o en el anterior.

Para la seleccion del modelo se utilizo el criterio de informacion de Akaike (AIC) (se eligio
una diferencia de mas de dos puntos de AIC), y se prob6 la importancia de cada factor dentro
del modelo seleccionado utilizando una prueba de Wald (142). También se probo el efecto
general del afio en la elevacion del brote utilizando un modelo mixto lineal generalizado
(GLMM) con la region como efecto aleatorio utilizando el paquete glmmADMB de R. Los
mapas de distrito y elevacion se obtuvieron de la base de datos del GADM (gadm.org) y del
CGIAR-CSI (http://www.cgiar-csi.org/) respectivamente, utilizando el paquete raster de R.
Los aumentos significativos en el incremento de los brotes del RABV ocurrieron en regiones
que contienen transiciones de la selva tropical amazoénica a las montanas de los Andes (es decir,
Cusco, Cajamarca, San Martin y Ucayali). En cambio, la elevacion media de los brotes de rabia
no varid en las regiones con so6lo elevaciones altas (es decir, Apurimac y Ayacucho en los
Andes) y bajas (es decir, Madre de Dios y Loreto en el Amazonas) (figura 3). EI modelo con
una interaccioén de region por aflo recibié un apoyo mas firme que el de la region mas el afio
(AAIC =91.2), el del afio solo (AAIC = 1790.33) y el de la region sola (AAIC = 96.05). El
criterio de informacion de Akaike (AIC).

Nuestro Modelo Mixto Lineal Generalizado GLMM mostré que, controlando por region como
un efecto aleatorio, la elevacion de los brotes generalmente aumento a través del tiempo (valor-
z = 2.93, p<0.01). Sin embargo, en varias regiones (por ejemplo, Ayacucho, Cusco), el
incremento minimo de los brotes disminuy6 a lo largo del tiempo simultaneamente con el
aumento del incremento méaximo de los brotes, creando un patrén del tipo embudo que indica
que también se produjeron invasiones en zonas mas bajas de altura (figura 3).

2. Velocidades de las ondas de expansion de la rabia transmitida por murciélagos
hemato6fagos en areas geograficas heterogéneas.

En las zonas de Ayacucho, Apurimac y Cusco (area AAC), las estimaciones de la densidad de
nucleos mostraron un aumento del 74% en la extension espacial del RABV entre 2003 y 2014,
lo que equivale a una superficie recién infectada de aproximadamente 21.000 km2 (figura 4c).
Se observaron dos dindmicas espacio-temporales diferentes del RABV. En el norte del area
AAC (por ejemplo, los distritos de San Miguel, Huanipaca y Huancarama), la rabia persistio
enzodticamente en brotes esporadicos a lo largo de la duracion de la series temporales,
coherentes con la dinamica de metapoblacion propuesta por Blackwood y otros (135) (figura
4a,b). Por el contrario, el BABV so6lo recientemente invadi6 distritos en el sur o suroeste (por
ejemplo, Tintay, Mollepata, Circa).

En los valles de Chalhuanca y del Rio Apurimac, las fuertes relaciones lineales entre la
distancia temporal y la distancia espacial de menor costo de cada brote a los casos indice
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previstos revelaron expansiones ondulatorias del RABV (figura 5). A finales de 2014, esas
ondas habian recorrido 39 km en Chalhuanca (94 brotes desde 2009) y 54 km en Rio Apurimac
(45 brotes desde 2012). Las tasas de dispersion fueron sorprendentemente constantes a lo largo
del tiempo, como lo demuestran los altos valores de R? en los modelos lineales dentro de cada
valle (R = 0,98 y 0,93 para Chalhuanca y Rio Apurimac, respectivamente; figura 5b).
Curiosamente, el RABV se estd extendiendo rapidamente a través de las poblaciones de
murciélagos, casi dos veces mas en el valle del Rio Apurimac que en Chalhuanca (17,2 km
afio-! (intervalo de confianza (IC) del 95%: 15,3-19,7) frente a 9,1 km afio™! (IC del 95%: 8,6-
9,7); figura 5a). La incertidumbre en los lugares de origen influyd poco en las velocidades de
la onda de expansion viral. Las estimaciones de Bootstrap revelaron velocidades similares en
todos los lugares de origen plausibles, con estimaciones que oscilaban entre 14,3 y 20,4 km
afio! (R2: 0,87- 0,98) en el Rio Apurimac y entre 6,7 y 11,2 (R2: 0,96-0,99) en Chalhuanca
(material electronico complementario, figura S1). Asimismo, las estimaciones de las
velocidades de la onda de propagacion fueron insensibles a los umbrales de elevacion en los
modelos de resistencia de la geografia, con valores a través de los umbrales en el rango de 16,5-
17,9 km afio! (R2: 0,92-0,93) en el Rio Apurimac y de 7,8-9,2 (R2: 0,97-0,98) en Chalhuanca
(material electronico suplementario, figura S2).
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Figura 2. Expansion espacial nacional del RABV. Numero anual (cifra principal) y acumulativo (cifra insertada)
de distritos gubernamentales que han informado de brotes de rabia desde 2003 hasta 2014. Las lineas muestran
los valores predichos por la funcion loess en R.

La consistencia de las velocidades de la onda de expansion dentro de cada valle sugiere que el
RABV se propaga predominantemente por la dispersion a corta distancia a través de una
geografia continuamente ocupada, mas que por la dispersion puntual impulsada por vuelos de
larga distancia de murcié¢lagos infectados. Los datos del censo no mostraron diferencias
significativas entre los valles en el numero de pueblos por cada cuadricula de 5 km
(Chalhuanca: media + d.s: 12,9 £11,5; Rio Apurimac: 12,5 £12,2; prueba de Wilcoxon, W =
838, p = 0,6) tampoco en el porcentaje de comunidades encuestadas que informaron de
animales mordidos por murciélagos (Chalhuanca: 71% (36/51 comunidades) y Rio Apurimac:
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78% (92/118); material electronico complementario, figura S4). Los dos valles tuvieron una
prevalencia equivalente de mordeduras de murciélagos (W = 267, p = 0,8) y Ia
presencia/ausencia de mordeduras (modelo lineal con distribucién binomial de errores que
controla el nimero de pueblos y el nimero de inspecciones por celda: efecto valle, t-valori 44
= 0,74, p = 0,4). En conjunto, estos datos sugieren una presencia generalizada de murciélagos
en cada valle con distribuciones similares de comunidades y esfuerzo de inspeccion.

3. Previsiones espaciales de la transmision entre especies a los animales domésticos

Nuestros cuestionarios confirmaron la presencia de murcié¢lagos hematofagos (como incidencia
de mordeduras de murcié¢lagos) antes del avance de las ondas de expansion, lo que permitira la
propagacion del RABV en las partes actualmente libres de rabia de cada valle (figura 5a).
Ademas, solo el 25% (Chalhuanca) y el 3% (Rio Apurimac) de los encuestados sabian que los
murciélagos podian transmitir la rabia y menos de la mitad (47%: Chalhuanca y 40%: Rio
Apurimac) conocian el organismo gubernamental adecuado para informar sobre la rabia. Solo
1 de cada 90 granjeros habia vacunado a algiin animal contra la rabia. Dada la presencia de
murci¢lagos hematofagos y la baja preparacion para los brotes antes de las ondas de expansion,
utilizamos nuestros modelos espaciales para pronosticar las fechas de llegada de la rabia a las
zonas actualmente no infectadas. El poder de prediccion de nuestros modelos fue apoyado por
nuestra validacion de datos internos. La llegada real de la rabia se situé dentro de los CI
previstos en todos los brotes (material electrénico complementario, figura S3), con una
diferencia media de 6,4 y 3,3 meses entre las fechas de llegada previstas y reales en Chalhuanca
y el Rio Apurimac, respectivamente (n = 5 y 7 celdas hexagonales para predecir,
respectivamente).

Proyectando hacia adelante nuestros modelos completos, predecimos la llegada del RABV a
las poblaciones de murciélagos hematofagos en seis distritos actualmente no infectados para
finales de 2015, 13 para 2016 y 22 para 2017 en los dos valles combinados (figura Sa;
electronica material suplementario, cuadro S1).

C. Discusion

Utilizando un conjunto de datos espacio-temporales de alta resolucion de los brotes de rabia,
ilustramos el poder de combinar los datos de los animales centinelas de los sistemas nacionales
de vigilancia con modelos estadisticos para predecir el tiempo y el lugar de futuras
transmisiones entre especies de virus trasmitidos por murciélagos. En Pert, observamos una
reciente duplicacion de los brotes de rabia en animales domésticos, lo que se asocia con
expansiones espaciales del virus en poblaciones de murciélagos no infectadas anteriormente.
En la region del pais donde se producen la mayoria de los brotes, la expansion forma multiples
olas independientes de infeccion que se desplazan a ritmos y trayectorias constantes hacia las
comunidades donde documentamos altas tasas de contacto entre murciélagos y animales
domésticos no vacunados y un escaso conocimiento de la rabia por parte de los productores.
Las invasiones generalizadas en nuevas zonas y el aumento de la carga para la salud humana y
animal revelan que el RABV es una zoonosis emergente mas que una zoonosis enzodtica y
obligan a adoptar nuevas estrategias para el control de la rabia en América Latina.
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Figura 3. Cambios en la elevacion geografica de los brotes de rabia en cada region. Cada panel muestra la
distribucion anual de la elevacion de los brotes observados en cada region entre 2003 y 2014. Las regiones estan
clasificadas por orden decreciente de elevacion media. Los boletines muestran la mediana, el segundo y el tercer
cuartil, mientras que los puntos grises presentan los datos en bruto. Los asteriscos resaltan las regiones donde los
aumentos en la elevacion de los brotes fueron significativos en nuestro GLM (p< 0.05). (Version online en color.)

La deteccion sistematica de la rabia por mes en un distrito no infectado anteriormente durante
los ultimos 12 afios, es una sefal alarmante de la creciente amenaza para la salud humana y
animal que representa la rabia. Los desencadenantes de estas expansiones son inciertos, pero
estan ocurriendo en todo el pais en zonas de transicion entre el Amazonas y los Andes y en los
valles interandinos (cejas de selva) (figura 3). Una posibilidad es que el incremento de la
crianza de animales domésticos podria haber aumentado el tamafio o la conectividad de las

poblaciones de murciélagos hematdfagos, facilitando de esta manera la introduccion viral
(129).
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Figura 4. Expansiones espaciales y aumento de la carga del RABV en los valles andinos de Apurimac, Ayacucho
y Cusco (AAC). a) Brotes mensuales de rabia desde 2003 hasta 2014 en 61 distritos infectados en las regiones
AAC. Cada fila representa el nimero de brotes en un distrito individual a través del tiempo. Los distritos se
clasificaron de acuerdo con la latitud de su centroide (con el distrito mas septentrional en la parte superior del
panel) dentro de cada region. Los rojos mas oscuros indican un mayor nimero de casos (maximo = 8), el blanco
indica la ausencia de detecciones de rabia. Las flechas ilustran el comienzo de la propagacion ondulatoria para los
valles de Chalhuanca (azul) y del Rio Apurimac (rojo) que se muestra en la figura 5. b) Ubicacion espacial
detallada de los brotes desde 2003 hasta 2014. c) El nimero de brotes por afio y la superficie estimada cubierta
segun las estimaciones de la densidad de Kernel.

Sin embargo, los datos del censo agropecuario de 1994 y 2012 indican que no hay cambios en
la densidad del ganado en los distritos recientemente infectados (Censo Nacional Ganadero del
Perti, CENAGRO). Otra hipdtesis es que el aumento de las temperaturas debido al cambio
climatico podria estar incrementando las poblaciones de murciélagos y, por lo tanto,
incrementandose la presion de infeccion de la rabia en zonas de mayor altura (143). De hecho,
nuestro GLMM muestra que el RABV se esta extendiendo en promedio a mayores elevaciones.
Sin embargo, es importante destacar que las expansiones ocurrieron en areas muy por debajo
de la maxima elevacion del RABV en otras partes del Pert1 (3600 m.s.n.m), y la elevacion de
los brotes no aument6 en las regiones de alta elevacion donde el RABV fue enzodtico a lo largo
de la serie de tiempo (i.e. Apurimac y Ayacucho; figura 3). Por lo tanto, sostenemos que la
aparicion del RABV en esas regiones no se debe a cambios impulsados por el clima en la
distribucién de los murci¢lagos hematofagos, sino a un proceso epidemioldgico de invasion
viral prolongada de un virus relativamente nuevo en las poblaciones de murciélagos
hemato6fagos, hipotesis que esta respaldada por las estimaciones de los relojes moleculares del
antepasado comtn mas reciente de la rabia de los murcié¢lagos hematdfagos (144). Para apoyar
aun mas la hipotesis de la invasion lenta, las ondas de expansion viral en los dos valles focales
de las regiones de Apurimac, Ayacucho y Cusco, se iniciaron s6lo en los ultimos afios a pesar
de las pruebas moleculares de que el RABV estaba presente en las partes noroccidentales de la
region desde principios de los afios setenta y la evidencia de nuestro estudio es que los
murci¢lagos hematofagos ya estan presentes en cada valle considerados como libres o sin
presencia del RABV (123) (figura 5a).
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Figura 5. Propagacion en forma de ola y prevision de brotes en dos valles del Pert. a) Mapas de los valles de
Chalhuanca (izquierda) y Rio Apurimac (derecha) que muestran las trayectorias de menor esfuerzo (lineas azules
y rojas) desde el centro de cada celda donde se produjo un brote hasta el origen previsto de cada onda (triangulos)
y los limites previstos de los brotes para finales de 2015, 2016 y 2017, respectivamente. Las ubicaciones previstas
(paletas de color azul y rojo) se dibujaron simulando coordenadas aleatorias que coincidian con la distancia de
menor esfuerzo prevista en los modelos lineales. El sombreado en gris indica altitudes inferiores a 3600 m, donde
se encuentran murcié¢lagos hematofagos. Los graficos circulares muestran el porcentaje (verde) de granjas donde
se produjeron mordeduras de murciélagos hematdfagos en animales domésticos de cada una de las nueve
comunidades (10 cuestionarios por comunidad). b) Regresion lineal entre el mes del primer brote de rabia
confirmado en cada celda y la distancia de menor costo del brote inferido, que se origina en los valles de
Chalhuanca (izquierda, puntos azules) y Rio Apurimac (derecha, puntos rojos).

Las velocidades de frente de onda lenta que observamos en los murciélagos hematéfagos en
relacion con otros reservorios de rabia (por ejemplo, 30-100 km afio! en mapaches) y su baja
variabilidad es mas consistente con la dispersion de distancia corta de los murciélagos
infectados que la invasion impulsada por raros vuelos de larga distancia (145). De hecho,
aunque los experimentos de translocacion muestran que los murciélagos hematofagos son
fisiol6gicamente capaz de movimientos de larga distancia, los tamafios de rango de hogar son
tipicamente, <10 km2 (121,146,147). Una pregunta restante es por qué las olas expansivas
viajan a diferentes ratios en diferentes valles.

Diferentes patrones de movimientos de murciélagos entre colonias en cada valle impulsados
por diferencias subyacentes en la distribucion de colonias de murciélagos podrian influir en la
velocidad de las ondas expansivas. Sin embargo, los valles tenian distribuciones similares de
granjas ¢ intensidades de mordeduras (material suplementario electronico, figura S5), lo que
sugiere que es poco probable que la dispersion de larga distancia del RABV sea un factor
limitante en cualquiera de los valles. Las alteraciones antropogénicas, particularmente la
intensidad de los sacrificios de murciélagos, también podrian influir concebiblemente en la
propagacion viral. Por un lado, los sacrificios podrian reducir la probabilidad de dispersion por
un murci¢lago infectado al reducir la prevalencia de infecciones o la dispersion de la
competencia. Por otro lado, la dispersion por parte de los sobrevivientes de sacrificios podria
facilitar la invasion viral en zonas no infectadas. Un ejemplo similar de propagacion de
patoégenos impulsado por perturbaciones se observo en el Reino Unido, donde la interrupcion
de los limites territoriales del tejon por el sacrificio, facilitd la propagacion espacial de la
tuberculosis bovina (139). Finalmente, las diferencias en las velocidades de la onda expansiva
podrian surgir si las cepas virales con diferentes fenotipos de infeccion circulan en cada valle.
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Sin embargo, trabajos anteriores mostraron que s6lo un linaje viral geograficamente aislado ha
circulado en las Regiones de AAC desde principios de la década de 1970 (123). Por lo tanto,
sospechamos que las ondas descritas aqui tienen un origen evolutivo comun, y es poco probable
que la evolucion reciente explique la variacion observada en las velocidades del frente de onda.
En ausencia de intervencion, la llegada del RABV a las zonas actualmente no infectadas
causara una considerable mortalidad animal, importantes pérdidas econémicas y una nueva
amenaza para la salud publica de los agricultores que manipulan murciélagos o animales
infectados. Es dificil cuantificar el impacto real de estas invasiones virales en la agricultura,
porque se cree que la sub-notificacion de la rabia es significativa, pero sigue sin cuantificarse
en la mayoria de las zonas de América Latina, excluyendo la estimacion de la verdadera carga
de la enfermedad sobre los animales domésticos (1). S6lo en los dos valles de AAC,
pronosticamos que mas de 11 600 granjas a pequena escala, que contienen al menos 339 000
animales (93 715 bovinos, 215 707 ovinos, 15 690 caprinos y 13 774 suinos) volveran a correr
el riesgo de tener nuevos casos de rabia en los proximos 3 afos. La vacunacion de estos
animales costaria al menos 373.000 doélares EE.UU por afio (1,1 dolares EE.UU por vacuna);
una carga financiera significativa para los pequefos agricultores que dependen de las ventas de
sus animales para pagar el mantenimiento de la casa y la educacién infantil, y para los
gobiernos locales que no se han visto afectados anteriormente por la rabia. El alto costo de las
vacunas, junto con el bajo conocimiento local de la rabia indicado por nuestros cuestionarios,
presenta un gran desafio a superar con la invasion epizootica inminente.

Para facilitar la planificacion de las intervenciones, proporcionamos una prevision de fechas
de llegada de la rabia a las zonas actualmente no infectadas. Como todos los modelos
predictivos, nuestra incertidumbre de proyeccion aumenta atin mas en el futuro; por lo tanto,
sera util actualizar los modelos a medida que se disponga de datos adicionales. Sin embargo,
la consistencia de las velocidades del frente de onda, incluso después de considerar la
incertidumbre en las ubicaciones de origen, y la capacidad de nuestro modelo para predecir con
¢xito las fechas conocidas de llegada de la rabia proporcionan confianza en nuestras
previsiones. Aunque nuestros modelos fenomenoldgicos de propagacion de la rabia explican
la heterogeneidad del habitat utilizando un algoritmo de distancia de menor esfuerzo, existen
otros métodos para estimar la velocidad del frente de onda. Los métodos estadisticos, como el
analisis de superficies de tendencia, se utilizan en escalas espaciales y de tiempo mas grandes
que nuestros datos, donde los brotes se distribuyen a lo largo de valles relativamente cortos.

Los modelos mecénicos espacialmente explicitos también se han utilizado ampliamente para
modelar la propagacion de la rabia en carnivoros en areas geograficas heterogéneas (por
ejemplo, (145,148)). Desafortunadamente, las distancias de dispersion de los murciélagos
infectados y los tamafios de las colonias son desconocidas, por lo que la parametrizacion de tal
modelo para la rabia no seria sencilla. Ademas, sin datos adicionales, no se esperaria que estos
modelos alterarian nuestras predicciones medias.

Por lo tanto, argumentamos que nuestro enfoque es ideal para informar las respuestas rapidas
en una emergencia veterinaria y de salud publica.

Se han identificado olas itinerantes en varias otras zoonosis silvestres (por ejemplo, el virus del
Ebola (9), la rabia en los mapaches (10) y la peste en roedores (149). Las ondas de rabia que
identificamos son importantes, porque se estan produciendo en tiempo real y son predecibles
en velocidad y trayectoria, creando una poderosa oportunidad para dirigir la distribucion de
vacunas y campafias educativas a areas donde la infeccion es inminente (material
complementario electrénico, cuadro S1). Nuestros resultados abren ain mas nuevas
posibilidades para el control de una zoonosis transmitida por murciélagos en sus reservorios.
Si bien intervenciones como el sacrificio se han centrado historicamente en las areas
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enzooticas, nuestros hallazgos permiten apuntar a poblaciones de murcié¢lagos sanos antes de
la invasion viral.

Dicha estrategia se intent6 en Argentina en la década de 1970, pero incluso con una drastica
reduccion del 95% de las poblaciones de murciélagos hematdfagos (envenenamiento por
cianuro), la epizodtia continu6 avanzando (119).

Este fallo podria reflejar la ausencia de barreras geograficas naturales que permitan al virus
circunnavegar la zona de intervencion o los desafios de utilizar la reduccion de la poblacion
para controlar un patégeno con transmision dependiente de la frecuencia (105,135,146).

Una alternativa atractiva seria aumentar la proporcion de murciélagos inmunizados
manteniendo la estructura de edad y el comportamiento disperso relativamente sedentario de
los murciélagos hematofagos.

Una vacuna transmisible contra la rabia basada en gel y de aplicacion topical, fue eficaz en
murci¢lagos hematofagos en cautiverio, pero nunca se ha liberado en poblaciones silvestres
(150). La vacunacion antes del frente epizootico podria ser particularmente eficaz cuando se
combina con barreras geograficas naturales como los picos andinos altos que se encuentran en
las Regiones de AAC.

Este estudio demuestra el poder de los sistemas de vigilancia de la salud animal para generar
informacion de alta resolucion sobre la dinamica espacio temporal de los virus zoondticos que
probablemente seria imposible detectar la confianza en estudios dentro de un reservorio de vida
silvestre. Las ondas de expansion que detectamos en Pertl informan directamente la gestion de
la dispersion viral de los murciélagos proporcionando recomendaciones sobre donde y cudndo
se debe vacunar el ganado y el desarrollo de las campafas educativas, al tiempo que se crea
una oportunidad Unica para rastrear intervenciones experimentales en las poblaciones de
murcié¢lagos para bloquear los brotes epizodticos de avance replicados espacialmente.

IV. Cuantificar la carga de la rabia de los murciélagos hematofagos en el ganado peruano

A. Introduccion

El nimero de casos y el costo monetario de una enfermedad orientan la forma en que se asignan
los recursos para la prevencion y el control. En América Latina, la rabia transmitida por
murciélagos hematdfagos es una de las zoonosis mas reconocidas que afectan a los seres
humanos y a los animales domésticos, pero su carga sobre las vidas y los medios de subsistencia
ha sido dificil de calcular porque se desconoce el porcentaje de brotes que no se notifican a los
sistemas de vigilancia. En este caso, utilizando encuestas para calcular la tendencia de los
agricultores a notificar las muertes de ganado, estimamos que mas de 500 reses murieron de
rabia en el sur del Peru en 2014, una pérdida de aproximadamente 170.000 dolares de los
EE.UU. o mas de 700 meses de ingresos locales. Nuestros resultados también muestran que el
riesgo percibido de la rabia afect6d fuertemente a la notificacién de la mortalidad del ganado y
a la cobertura de la vacunacion, lo que sugiere que las campanas de sensibilizacion podrian
reducir la carga de la rabia.

B. Resultados

1. Factores socio-ecoldgicos asociados a la notificacion de enfermedades.

Durante el estudio se entrevistd a 400 agricultores entre mayo y octubre de 2015 en 40
comunidades (10 agricultores por comunidad) de 31 distritos de 12 provincias de las regiones
de Apurimac, Ayacucho y Cusco (Fig. 1). El promedio de animales por explotacién fue de 10,6
(SD: 11,7, rango: 1£+151). En promedio, el 38% de los ganaderos declararon que informarian
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al SENASA de la muerte de un animal sospechoso a causa de una enfermedad infecciosa. Sin
embargo, la notificacion vari6 de 0 a 100% entre las comunidades, con una menor tendencia a
informar en los distritos que no habian informado sobre el RABV desde 2003 hasta el momento
del estudio (6% vs. 51% en los distritos con casos confirmados, Fig 1C). La notificacion se
auto-correlaciond espacialmente (prueba I de Moran, p < 0,001) hasta unos 50 km, lo que
significa que las explotaciones situadas a menos de 50 km de distancia entre si tenian pautas
de notificacion similares. La presentacion de informes disminuy6 con las mayores distancias
de las oficinas de recepcion del SENASA (Odds Ratio (OR) = 0,94, p < 0,01, Tabla 1, Fig 3).
Los indices de notificacion fueron mas de veinte veces mas bajos en la region de Cusco, donde
el RABV llegd mas recientemente, en comparacion con Apurimac, que tiene una larga historia
con la rabia (128). La percepcion general del riesgo de tres enfermedades (rabia, Clostridiosis
y fiebre aftosa) aument6 la probabilidad de reportar la muerte de un animal en al menos un
80%, con el efecto de la percepcion del riesgo de rabia casi el doble del efecto de la percepcion
del riesgo de Clostridiosis o fiebre aftosa (Tabla 1). Las granjas con poblaciones de animales
mas grandes eran ligeramente menos propensas a reportar. Los reportes no estaban
relacionados con el nivel o estatus del predio, variables de socioecondmicas, la edad o el sexo
del encuestado, el conocimiento de la presencia de un veterinario en la zona, o la confianza en
que el SENASA respondiera a un brote reportado, influyeron en la notificacion de nuevos
casos.

Tabla 1. Predictores del reporte de mortalidad en animales domésticos debido a la
sospecha de enfermedades infecciosas en sur de los Andes peruanos.

Predictores Odds ratio (OR) Value Standard Error t-value p-value
(Intercepto) - 0.634221 3.505103 0.18094 0.856
Distancia a la oficina de reporte del SENASA 0.94 -0.05952 0.015373 -3.8718 <0.001
Percepcion de la presencia de la rabia en la comunidad 3.11 1.133764 0.347386 3.2637 <0.01
Percepcion de la presencia de la clostridiosis en la comunidad 1.84 0.60929 0.307971 1.9784 0.048
Percepcion de la presencia de la Aftosa en la comunidad 1.83 0.604164 0.305754 1.97598 0.049
Regién Cusco 0.04 -3.11401 1.131002 -2.7533 <0.01
Regién Ayacucho 0.69 -0.37782 0.856963 -0.4409 0.66
Numero de bovinos 0.95 -0.0553 0.020709 -2.6703 <0.01
Atenciones del SENASA 1.76 0.56484 0.299631 1.88512 0.06
Genero (femenino) 0.59 -0.53441 0.295151 -1.8106 0.071
Estatus socio econémico 1 0.88 -0.12475 0.106699 -1.1692 0.243
Estatus socio econémico 2 1.09 0.086301 0.131578 0.65589 0.512
Edad 1 -0.00485 0.011717 -0.4137 0.679
Conocimiento de la presencia de un veterinario 0.62 -0.47994 0.319714 -1.5012 0.134
Altura 1.00049 0.000492 0.001154 0.4264 0.67

2. Factores socio-ecologicos asociados a la vacunacion de animales domésticos contra la
rabia.

En toda el area de estudio, el 59% de los granjeros reportaron haber vacunado a su ganado
contra la rabia. Al igual que en el caso de la notificacion, las tasas de vacunacion variaron desde
el 0+£100% en todas las comunidades (Fig. 1D), y la vacunacion se auto-correlaciond
espacialmente hasta unos 50 km. La vacunacion fue realizada generalmente por el SENASA
(78% de los ganaderos que vacunaron), pero el 16% de los ganaderos informaron haber
utilizado un veterinario privado o del municipio, y el 5% de los ganaderos vacunaron a sus
animales por si mismos después de comprar las vacunas al SENASA o a los veterinarios
privados. La gran mayoria (98%) de los ganaderos pagaron el costo total de la vacuna y la
aplicacion (US$1.2 [DS: 0.3, rango: 0.8+2.1]) con fondos personales y el 98% de los que
vacunaron declararon que vacunaron a todos sus animales (bovinos). Los costos de la
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vacunacion variaron segun el precio establecido por los veterinarios privados y los costos de la
entrega y administracion de las vacunas. El principal factor asociado a la vacunacion era si el
predio estaba ubicado en un distrito en el que el SENASA habia confirmado un caso de rabia
antes de nuestras encuestas. Las tasas de vacunacion fueron del 83% en las explotaciones
situadas en distritos con casos confirmados y del 2% en las situadas en distritos sin casos
confirmados (Fig. 1D).
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Figura 1. Tasas de notificacion y vacunacion por comunidad en toda el area de estudio. A) Mapa del Pert con la
ubicacion de los estudios B) Mapa ampliado que muestra los estudios en las regiones de Ayacucho, Apurimac y
Cusco. Los triangulos amarillos muestran la ubicacion de las oficinas del SENASA donde se notifican los casos
(C) Los graficos circulares azules muestran el porcentaje de agricultores que notifican la mortalidad del ganado
por una presunta enfermedad infecciosa en cada comunidad (N = 10 por comunidad). Los distritos que
previamente reportaron uno o mas casos de rabia confirmados por laboratorio son de color gris. Los gréficos
circulares rojos muestran el porcentaje de ganaderos que vacunan a su ganado contra la rabia. Los mapas de paises,
regiones y distritos se obtuvieron de la base de datos GADM (http://www.gadm.org/) utilizando la funcién getData
del paquete raster de R.

Por lo tanto, probamos los factores asociados a la vacunacion utilizando un glmmPQL que
incluia s6lo los datos de las explotaciones de los distritos con brotes confirmados (N = 280).
Los analisis utilizaron una combinacion lineal del modelo de cuasi-verosimilitud generalizada
(glmmPQL) (151) para incluir tanto la autocorrelacion espacial como la identidad de la
comunidad como efectos aleatorios. La importancia de la autocorrelacion espacial para los
datos brutos y los residuos de cada modelo fue probado usando la prueba I de Moran (152) en
el paquete APE de R (Analysis of Phylogenetics and Evolution (APE) es un paquete escrito en
el lenguaje R para su uso en la evolucién molecular y la filogenética (153).
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Figura. 2. Calculo de los factores de multiplicaciéon a partir del cuestionario y de los datos de vigilancia
epidemioldgica del SENASA. Diagrama que ilustra la estimacion de los factores de multiplicacion no corregidos
(MFno corregidos) y corregidos espacialmente (MFcorregidos) de subnotificacion. (Izquierda) Eventos que
ocurren entre un brote en un predio y su reporte y confirmacion a través del sistema nacional de vigilancia del
Pert. La probabilidad de cada evento se muestra entre paréntesis, basada en los resultados de nuestras encuestas,
los registros nacionales de vigilancia y la literatura (para la prueba IFI). (Derecha) Los factores de multiplicacion
derivados se calculan a partir de estas probabilidades. En el caso de MFcorregido, la correccion espacial se aplica
a cada brote mediante el calculo de la probabilidad p(x) de que un agricultor informe de un caso, que es una
funcién de su distancia a la oficina del SENASA mas cercana. Mostramos el valor del promedio MFcorregido en

base a los brotes confirmados en 2014, con MFcorregido = ZN L , donde N = ntimero total de brotes y p(xi) =

probabilidad prevista de notificacion del brote i en funcion de su d1stan01a xi a la oficina del SENASA.
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La vacunacion contra la RABV fue 13 veces mayor en los encuestados que también vacunaron
contra la Clostridiosis, 3 veces mayor en los ganaderos que declararon conocer el SENASA
como autoridad en salud animal, y 7 veces mayor en los ganaderos que vivian en la region del
Cusco (Cuadro 2). La vacunacién disminuy6 ligeramente a mayores alturas (OR = 0.9960, p <
0.01). Ni la distancia a la oficina del SENASA, ni la percepcion del riesgo de rabia en la
comunidad, ni los factores socioecondmicos, ni la eficacia percibida de la vacuna, ni el hecho
de conocer a un veterinario se asociaron con la vacunacion (Tabla 2). La reimplantacion del
modelo que reemplaza la percepcion del riesgo de rabia del tltimo afio en que los agricultores
percibieron la rabia en su comunidad (modelada como un factor) mostrdé que la vacunacion
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continuo6 durante los primeros 3 afios después de los brotes, pero disminuy6 cuando se percibid
que la rabia estuvo ausente durante 4 afios o mas (OR = 0,09, p = 0,02).

Tabla 2. Predictores de la vacunacion bovina contra la rabia en distritos endémicos.

Predictores Odds ratio (OR) Value Standard Error t-value p-value
(Intercepto) - 10.2577 3.61658 2.81497 <0.01
Vacunacion contra Clostridiosis 1345 259922 0.47153 5.32815 <0.001
Conocimiento del SENASA 3.37 1.21503 0.588875 2.09879 0.04
Altitud 1 -0.0039 0.001182 -3.4786 <0.01
Regién Cusco 747 2.01074 1.033985 2.28448 0.063
Region Ayacucho 0.37 -0.9955 0.775415 -1.721 0.211
Percepcién de la presencia de la rabia en la comunidad 226 0.81446 0.45876 1.77196 0.077
Distancia a la oficina de reporte del SENASA 1.02 0.01761 0.018297 1.76727 0.336
Estatus socio econdmico 1 1.02 0.01596 0.150919 0.16983 0.915
Estatus socio econémico 2 0.87 -0.1378 0.187185 -0.6172 0.462
Edad 0.99 -0.0063 0.018737 -0.329 0.736
Género (femenino) 1.73  0.5499 0.442495 1.24783 0.215
Numero de bovinos 1.03 0.02828 0.035162 0.70303 0.422
Conocimiento de la presencia de un veterinario 0.51 -0.679 0.531072 -1.324 0.202
Percepcion de la eficacia de la vacuna (medio) 1.16 0.14921 0.422253 0.30089 0.724
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Figura 3. El efecto del aislamiento geografico en la probabilidad de notificar la muerte de ganado debido a
presuntas enfermedades infecciosas. Los puntos muestran las respuestas de los ganaderos en relacion con la
notificacion de la mortalidad de un animal enfermo (1 = notificacion, 0 = no notificacion) en funcion de su
distancia minima a la oficina del SENASA (estimada con la funcién de menor costo, véanse los métodos). Las
granjas estaban ubicadas en distritos con brotes confirmados de rabia desde 2013 (puntos negros) o en distritos
sin brotes confirmados (puntos blancos). Sélo un distrito (Chalhuanca) tenia casos sospechosos de rabia, pero no
confirmados. Las lineas muestran la prediccion del modelo glmmPQL que predice la probabilidad de notificacion
por la distancia a la oficina del SENASA utilizando todos los distritos (linea continua) o so6lo los distritos
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endémicos (linea discontinua). La ultima prediccion se utilizo para calcular una tasa de subregistro corregida
espacialmente.

3. Factores de multiplicacion de sub-notificaciones de rabia.

Dado que la notificacion de la enfermedad por parte de los agricultores estaba influida por la
presencia local de rabia, calculamos el MF utilizando unicamente datos de distritos con al
menos un brote de rabia confirmado por laboratorio, y asumimos que reflejaba la presencia real
de la rabia en ese distrito. Esto llevé a la exclusion de un unico distrito (Chalhuanca) que tenia
casos sospechosos, pero ningin laboratorio confirmé los casos de rabia. Sin tener en cuenta el
efecto del aislamiento espacial en la notificacion, estimamos un promedio MFsin coregir de
3,1 (95% CI: 2,743,7) brotes por cada brote notificado (Fig. 2).

Al incorporar el efecto de la distancia a la oficina del SENASA (OR = 0,970, p = 0,04, Figura
3) se aument6 el MFcorregido a 4,6 (IC 95%: 4,4+8,2). También exploramos cémo esta
correccion espacial de la sub-notificacion afectaba a la distribucion percibida de los brotes en
toda la region, ya sea para la carga global de rabia de 2003+2014 (suponiendo que el efecto de
la distancia a la oficina del SENASA es constante a lo largo de los afios), o s6lo para 2014
(Figura 4). Este analisis puso de relieve los distritos de Ayacucho y Cusco que parecian tener
relativamente pocos brotes segin los registros nacionales de vigilancia, pero que
probablemente sufrieron un numero desproporcionado de brotes después de ajustar los efectos
espaciales en la sub-notificacion. En cambio, los distritos cercanos a las oficinas de notificacion
de Apurimac tuvieron menos brotes de los que implicaban los datos globales (Fig. 4C y 4F).

casos reportados casos corregidos diferencia relativa
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Fig. 4. Distribucion espacial de los casos de rabia en animales domésticos en los distritos del sur del Pert después
de corregir el efecto del aislamiento geografico o la notificacion. (A) Porcentaje relativo de casos por distrito en
las regiones de Ayacucho, Apurimac y Cusco que se notificaron al SENASA en 2014 (B) Porcentaje relativo de
casos por distrito en 2014 estimado después de corregir por el efecto de la distancia a la oficina del SENASA en
las tasas de notificacion. C) Diferencia relativa entre el nimero de casos oficiales y corregidos en cada distrito.
(D) (E) y (F) son equivalentes a (A) (B), (C) respectivamente para el periodo de 2003+ 2014. En los distritos de
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color beige no se ha notificado ni confirmado ninglin caso de rabia. Se excluyeron del analisis de 2003+2014 dos
casos del distrito de "Echarate’ en Cusco, dada su gran distancia a la oficina del SENASA, lo que gener6 un nimero
muy elevado de casos corregidos y desorient6 la proporcion relativa estimada de casos de todos los demas
distritos. Los mapas de las regiones y distritos se obtuvieron de la base de datos del GADM
(http://www.gadm.org/) utilizando la funcion getData del paquete rasterizado de R.

4. La carga de la rabia trasmitid por murciélagos hematofagos asociada a la muerte de
animales domésticos durante el afio 2014.

En 2014 se notificaron al SENASA 157 brotes sospechosos de RABV en animales domésticos,
asociados a 169 muertes, en las regiones de Ayacucho, Apurimac y Cusco, con 104 brotes (113
casos) confirmados en laboratorio. El promedio de muertes de animales por brote fue de 1.06
(DS =0.28, rango 143), y el precio promedio por animal (bovinos) estimado a partir de nuestras
encuestas fue la media £ DS: US $241 + 134. Para una poblacion bovina total de 160.939 y
120.011 animales en distritos con casos sospechosos y confirmados, esto representa una
incidencia oficial notificada de 105 muertes por cada 100.000 bovinos con sospecha y 94
muertes confirmadas por virus de la brucelosis. A través de los métodos utilizados para
contabilizar la sub-notificacion, el nimero verdadero estimado de brotes de rabia durante este
periodo vari6 de 341 (284 muertes/100.000 cabezas de ganado) a 714 (444 muertes/100.000
cabezas de ganado), lo que representa pérdidas econémicas de UD$81,524+171,992 (Tabla 3).

En el ambito nacional en 2014, hubo 254 sospechas de brotes, con 166 confirmados por la
prueba de IFI y 1,2 casos por brote (DS: 0,74, rango: 1£10). Asumiendo una MFno corregida
nacional similar a la estimada por nuestra CBS, las pérdidas econdmicas se estimaron en
UD$148, 841+£206,840 (Tabla 4). Suponiendo el mismo nivel de sub-notificacion desde 2003
hasta 2014, la carga econdémica de la rabia tuvo una pérdida media de 150.876 US$ (casos
sospechosos) y 93.554 USS$ (casos confirmados) por afo.

Tabla 3. Nimero de casos y carga econémica de pérdidas de animales debido a la rabia en el sur del Peru,
estimacion por varios métodos para el 2014.

Basado en casos confirmados Basado en casos sospechosos
Método Numero de casos (95%IC) Pérdidas econémicas US$ Numero de casos (95%IC) Pérdidas econémicas US$
Reportes oficiales 113 26,974 169 26,974
MF sin correair 341 (275-632) 81,524 (25,532-214,137) 468 (382-876) 112,934 (36,147-298,471)
MF correqidos 505 (459-1165) 121,797 (47,009-408,013) 714 (680-1,629) 171,992 (66,973-573,879)
\Y - 596 (354-1,042) 143,691 (40,742-371,897)
V correqido - 522 (340-966) 125,813 (37,896-343,573)

5. Analisis costo-beneficio de la vacunacion de animales

La vacunacion de todos los animales para eliminar la carga de la enfermedad de la rabia en los
distritos con casos sospechosos habria costado 194.496 dolares en 2014, un costo medio de 12
dolares por productor. La cobertura de vacunacion segin nuestras encuestas implica que los
productores gastaron en realidad ~US$161,403 en la vacunacion de animales en 2014. Asi
pues, el costo total de la rabia (vacunacion y mortalidad por rabia corregida por MF) en 2014
fue de 333.395 dolares. En el escenario hipotético en el que no se vacunara a los animales,
nuestros modelos proyectan que 4.196 bovinos moririan de VBR anualmente (2.607
muertes/100.000 bovinos), lo que equivale a un costo economico de 1.010.560 délares. Por lo
tanto, la tasa de vacunacion actual evita aproximadamente 3482 muertes de animales, lo que
supone un ahorro de unos 838.601 dolares. Con estos supuestos, la relacion beneficio/costo de
vacunar a todos los animales susceptibles (bovinos) en lugar de no vacunarlo seria de 5,2, y de
1,71 en comparacién con la situacion actual.
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C. Discusion

Identificamos los factores asociados con la notificacion de enfermedades de animales
domésticos y la vacunacion contra el RABV, que utilizamos para estimar la carga de la rabia
el sur del Pert. Después de tener en cuenta la falta de notificacion, la mortalidad de animales
por rabia fue mas de 4 veces mayor que el costo implicado por los informes oficiales. A los
niveles actuales de vacunacién, los granjeros de nuestra 4area de estudio gastan
aproximadamente 161.000 dolares anuales y todavia experimentan pérdidas de animales
debido al RABYV del orden de 444 muertes por cada 100.000 reses. En conjunto, la mortalidad
animal y los costos de vacunacion superan los 300.000 dolares anuales, lo que representa una
gran pérdida para las comunidades agricolas empobrecidas que dependen de los animales para
su subsistencia. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que la mejora de los programas de
vacunacion podria reducir drasticamente estas pérdidas financieras.

Tabla 4. Numero de casos y carga econémica de la mortalidad animales debido a la rabia en el sur del Peru
en el 2014.

Based on confirmed outbreaks Based on suspected outbreaks
Método Number of cases (95%IC) Economic loss in US$ (95% Number of cases (95%IC) Economic loss in US$ (95%IC)
Reportes oficiales 188 45,308 305 73,505
MF sin correqir 618 (443-1551) 148, 841(41,927-440,717) 859 (619-2151) 206,840 (58,712-608,596)

Nuestras estimaciones de los costos econdmicos de la mortalidad de animales debido a la rabia
en el sur del Pert en 2014 oscilaban entre 81.524 y 171.992 US$, dependiendo del método y
de si s6lo se consideraban los casos confirmados por el laboratorio o todos los casos
sospechosos. Dada la menor sensibilidad de la prueba IFI en muestras degradadas (154) y la
significativa reduccion de los reportes de las granjas ubicadas lejos de las oficinas del
SENASA, esperamos que la verdadera carga se acerque mas a nuestra estimacion superior. Los
costos hacia esta estimacion superior también fueron apoyados por nuestro calculo
independiente basado en las observaciones personales de los productores sobre los signos
clinicos de la rabia en sus animales (Tabla 3). El ingreso mensual promedio en Ayacucho,
Apurimac y Cusco para el afio 2014 fue de US$243, y Ayacucho y Apurimac se encuentran
entre las regiones mas pobres del pais (155). Por lo tanto, la pérdida de un solo animal debido
a la rabia (~US$241) equivale aproximadamente a un mes de ingresos. Nuestras encuestas
muestran que el 61% de los agricultores utilizaron los ingresos de la venta de bovinos (sobre
todo) para el mantenimiento del hogar, y el 30% para la educacion de los nifos. Por lo tanto,
estas pérdidas, aunque aparentemente modestas, pueden reforzar la pobreza entre los pequefios
agricultores de la region andina que dependen del ganado para su subsistencia, y consideran el
ganado como "cuentas de ahorro" (156,157).

En el plano nacional, las muertes de animales debidas a rabia costaron 148.742 US$ + 206.840
US$ en 2014.Sin embargo, dada la amplia variacion en las tendencias de reporte que
observamos en nuestra region de estudio, se necesitan estudios similares en otras areas para
refinar ain més la carga total del RABV en el Perti. Por ejemplo, la notificaciéon podria
disminuir mas bruscamente con la distancia en areas donde el transporte es mas limitado, como
las regiones amazodnicas. Ademas, las diferencias regionales en la notificacion y la vacunacion
podrian ocurrir independientemente de la distancia a la oficina del SENASA mas cercana,
como observamos en el caso de Cuzco. No obstante, nuestra estimacion puede utilizarse como
punto de partida al establecer las prioridades de los esfuerzos de control de enfermedades. Por
ejemplo, la carga de la enfermedad de la rabia a nivel nacional es mucho menor que las pérdidas
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economicas estimadas en el Pertl por parasitos en las llamas (~US$1.5 millones (158) pero
equivalente a la carga de Echinococcocis (~US$196,000 solo por pérdidas directas (159)).

Es importante reconocer los costos adicionales provocados por la rabia que no pudimos incluir
en el presente estudio. En primer lugar, no cuantificamos directamente las pérdidas asociadas
a la produccion lechera, que fue practicada por el 60% de los productores en nuestro estudio.
Sin embargo, esperamos que el precio de una vaca represente parte de este costo. En segundo
lugar, aunque casi el 90% de los brotes de rabia notificados en animales domésticos en el Pera
involucran al ganado vacuno (128), es probable que haya un subregistro ain mayor de especies
ganaderas menos valoradas (por ejemplo, ovinos, caprinos y suinos) (160). Tercero, el nimero
promedio de muertes por brote fue reportado en el sistema de vigilancia como el nimero de
animales muertos o enfermos durante la visita del SENASA, pero los animales adicionales que
murieron después de la visita no habrian sido incluidos en nuestras estimaciones. También
excluimos los datos de los distritos sin informes oficiales de la rabia, lo que haria que nuestras
estimaciones fueran demasiado conservadoras si la rabia estuviera realmente presente. Sin
embargo, los cuestionarios confirmaron la ausencia de animales con signos clinicos de rabia
en distritos supuestamente libres de rabia (en comparacion con 14% en distritos endémicos), y
nuestros anteriores analisis epidemioldgicos de las ondas de expansion del RABV implic que
estas areas estan verdaderamente libres de rabia (128). Por lo tanto, aunque esperamos que el
sesgo introducido en este supuesto es minimo, podria seguir habiendo retrasos en la
notificacion de los nuevos infectados lo que aumentaria el numero estimado de brotes a un
nivel superior al que se informa aqui (161).

Por ultimo, no se disponia de datos para estimar los costos financieros de las pruebas de
muestreo y diagndstico de los casos sospechosos de rabia. En conjunto, estos factores
probablemente aumenten el costo neto del RABV mas alla de las estimaciones presentadas en
este estudio.

También demostramos un marco estadistico para incorporar la heterogeneidad espacial en las
practicas de presentacion de informes en las estimaciones de la carga de morbilidad. Aunque
corregimos la carga estimada utilizando inicamente la distancia a las oficinas de notificacion
del SENASA, en principio nuestro enfoque puede generalizarse para incluir otros factores que
afectan a la sensibilidad de la notificacion o el diagndstico cuando éstos estan disponibles. En
nuestro conjunto de datos, la correccion de la sub-notificacion espacialmente heterogénea
reveld areas geograficas que tenian una carga de rabia desproporcionadamente mas alta que la
implicita en los registros oficiales (Fig. 4).

Esta conclusion pone de relieve la posibilidad de que los recursos destinados a la prevencion y
el control se dirijan a las zonas que tienen una elevada tasa de notificacion, pero no
necesariamente la mayor carga, lo que podria amplificar disparidades en la carga del RABV.
Ademas, dado que el RABV persiste en los murciélagos a través de la dindmica espacial, las
zonas de alta carga y baja notificacion descuidadas podrian crear puntos de transmision que
faciliten persistencia viral a largo plazo (135). Nuestros resultados apoyan los hallazgos de
estudios previos de que la vacunacion del ganado es la intervencion mas efectiva para reducir
la carga del RABV (56,162). En nuestro estudio, la cobertura de la vacunacion contra la rabia
fue alta (83%) en distritos con brotes confirmados, pero casi inexistente (es decir, el 2% de los
productores) en distritos vecinos, supuestamente libres de rabia (128) . Esto demuestra que la
vacunacion se produce de forma reactiva a los brotes de rabia y proporciona un mecanismo
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(tasas de vacunacion mas bajas y reduccion de la inmunidad del rebafio) por el cual los brotes
en las zonas recientemente invadidas podrian ser mayores que en las zonas histdricamente
endémicas. Dentro de las zonas endémicas de rabia, la distancia a la oficina de notificacion del
SENASA no se correlaciono con la vacunacion, lo que sugiere que la presencia de rabia supera
los desafios logisticos para adquirir las vacunas. Dado el alto costo de esta vacuna para los
agricultores (alrededor de 1,2 dolares por dosis), fue sorprendente que los factores
socioecondmicos no estuvieran relacionados con la vacunacion, lo que sugiere que la
percepcion del riesgo de rabia es mas importante que la asequibilidad para impulsar la adopcion
de la vacuna para el RABV.

Estimamos que la actual cobertura de vacunacion del 83% evitd la muerte de alrededor de 3842
bovinos en 2014, lo que ahorr6 a los ganaderos ~US$ 800.000. Estos ahorros deben ser tratados
con precaucion ya que los ganaderos pueden haber exagerado las tasas de vacunacién y no se
disponia de una confirmacién independiente (por ejemplo, certificados de vacunacion).
Ademas, nuestra estimacion supone una relacion lineal entre la cobertura de la vacunacion y la
incidencia del RABV, que, aunque intuitiva, no ha sido demostrada empiricamente, y la
vacunacion reactiva en respuesta a los brotes puede complicar ain més esta relacion. No
obstante, nuestros resultados implican que la vacunacion de todo el ganado seria 1,7 veces mas
beneficiosa que la cobertura de vacunacion actual, y 5 veces mas beneficiosa que no vacunar
al ganado debido al aumento previsto de la mortalidad del mismo. Esta tltima relacion es
similar a la relacion beneficio-costo de un valor de 6 estimada en México (162). Por lo tanto,
nuestros resultados sugieren que nuevas inversiones en la vacunacion del ganado, tal vez
mediante subvenciones gubernamentales, serian econdmicamente beneficiosas para mitigar la
carga del RABV. Sin embargo, vacunar a la poblacion bovina restante podria ser mas dificil y
costoso que lograr la cobertura actual, especialmente si la poblacion bovina restante es
propiedad de ganaderos que son reacios a vacunar porque no perciben al RABV como una
amenaza.

Hasta donde sabemos, nuestro estudio es la primera estimacion de la carga de la enfermedad
de la rabia en América Latina para incorporar las tasas estimadas de sub-notificacion o la
heterogeneidad espacial en la notificacion y la aparicion de la enfermedad. Esta estimacion,
por lo menos cuatro veces superior a la de los informes oficiales, es esencial para planificar y
aplicar medidas eficaces en funcion de los costos para prevenir y controlar la enfermedad, que
afecta principalmente a los agricultores de bajos ingresos y en pequefia escala. Nuestros
resultados sugieren ademas que el aumento de la percepcion de riesgo de las comunidades que
estan lejos de las oficinas de notificacion podria aumentar la notificacion y reducir las pérdidas
de ganado al fomentar la vacunacion preventiva en las zonas de alto riesgo. Esto podria lograrse
mediante el desarrollo de campafas de sensibilizacion utilizando herramientas relativamente
baratas como las radios comunitarias. En términos mas generales, esta labor pone de relieve
coémo la variacion en la notificacion de enfermedades puede influir en las estimaciones de la
carga de morbilidad, lo que serd importante tener en cuenta al extrapolar estimaciones de la
carga de los estudios de base comunitaria en escalas espaciales mayores.
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V. Los biomarcadores fluorescentes demuestran las perspectivas de las vacunas untables
para controlar la transmision de enfermedades en los murciélagos silvestres

A. Introduccion.

Las vacunas que se transfieren de forma autonoma entre individuos, se han propuesto como
una estrategia para controlar las enfermedades infecciosas dentro de las poblaciones silvestres
inaccesibles. Sin embargo, las tasas de propagacion de las vacunas y la eficacia epidemiologica
en los sistemas del mundo real siguen siendo dificiles de alcanzar. Aqui investigamos si las
vacunas topicas que se transfieren entre individuos a través de contactos sociales pueden
controlar la rabia de los murciélagos hematdfagos, una zoonosis importante desde el punto de
vista médico y econémico en América Latina. Experimentos de campo en tres colonias de
murcié¢lagos peruanos, en los que se utilizaron biomarcadores fluorescentes como sustituto de
la transferencia de murciélago a murciélago y la ingestion de una vacuna oral, revelaron que la
transferencia de la vacuna aumentaria la inmunidad a nivel de la poblacion hasta 2,6 veces mas
alla del mismo esfuerzo utilizando vacunas convencionales no diseminadas. Los modelos
matematicos mostraron que los niveles observados de transferencia de vacunas reducirian la
probabilidad, el tamafio y la duracion de los brotes de rabia, incluso a niveles bajos pero
realistas de aplicacion de la vacuna. Los modelos predijeron ademads que las vacunas existentes
ofrecian ventajas sustanciales con respecto a la eliminacién de murciélagos, politica que se
aplica actualmente en América del Norte, Central y del Sur. La vinculacion de los estudios
sobre el terreno con los biomarcadores a modelos matematicos puede informar sobre la forma
en que las vacunas untables pueden combatir los patdogenos de interés para la salud y la
conservacion antes de que se realicen inversiones costosas en el disefio y el ensayo de las
vacunas.

B. Resultados

1. La transferencia e ingestion de biomarcadores muestra el potencial de una alta cobertura de
vacunas en murciélagos hematéfagos silvestres.

Hemos estimado el potencial de una vacuna untable para su transferencia entre murci¢lagos
utilizando la rodamina b (RB), un biomarcador que, cuando se ingiere, produce una
fluorescencia duradera en los foliculos pilosos de diversas especies de mamiferos (163,164).
Después de aplicar una formulacion de gel de RB topica a los murciélagos de tres colonias del
Perti (tamafio de las colonias: 207-257 individuos; proporcion de sexos: 43,1-50,6% de los
machos), la transferencia e ingestion orotdpica se vigilé mediante un andlisis microscopico
fluorescente de muestras de pelo recogidas en sesiones de captura posteriores, y la
fluorescencia indicéd el consumo de RB (Cuadro suplementario 1). En dos sitios (LMAS y
LMAG®), se estima que el 84 y el 92% de los murciélagos, respectivamente, ingirieron RB, ya
sea después de la aplicacion topica o de la transferencia de los murcié¢lagos tratados (Fig. 1).
La tercera colonia (LMA12) se reubicé en una cueva no documentada poco después del
tratamiento de la RB, lo que disminuy® las capturas durante el periodo de vigilancia en relacion
con el tamafio estimado de la colonia (Cuadro suplementario 1). En consecuencia, la cobertura
total estimada se redujo al 28,8% (Fig. 1). No obstante, el porcentaje de murci¢lagos LMA12
muestreados al final del periodo de vigilancia de un mes que dieron positivo al RB (48,3%;
agregando los dias 24 y 25) no fue estadisticamente diferente de los porcentajes en las fechas
finales de captura en las otras dos colonias (58,3 y 70,0%; prueba de chi-cuadrado, 3> =3,2; g.1
= 2; P = 0,21). Caracterizamos ademas los patrones de captacion de RB entre los grupos
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demograficos de murciélagos. Las proporciones de sexo de los murci¢lagos con transferencia
positiva se volvieron ligeramente mas sesgadas hacia los machos (aumentos del 3-11%,
dependiendo de la colonia) en relacion con las proporciones de sexo de los murciélagos que
fueron tratados con RB, sugiriendo una elevada transferencia a los machos; sin embargo, estos
aumentos no fueron estadisticamente significativos (prueba de y* todos P > 0,05; Fig.
Suplementaria 1). Observamos la transferencia de RB a los murciélagos no tratados en las tres
clases de edad. En todas las colonias, el 73,4% de los adultos muestreados (i =351, promediado
a través de lecturas de microscopia de observadores independientes), el 57,5% de los juveniles
muestreados (fi = 30,5) y el 89,9% de los sub-adultos muestreados (@i = 34,5) se convirtieron
en RB positivos por transferencia durante el periodo de monitoreo. Por consiguiente, estos
resultados implicaban que las vacunas desplegadas en s6lo 2 dias de capturas (17-50% del
tamafio total de la colonia) producirian altos niveles de inmunidad poblacional en todas las

clases de edad debido a la transferencia orotdpica.
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Figura 1. Transferencia e ingestion de un biomarcador en gel esparcido orotépicamente en tres colonias de
murciélagos hematofagos. a-c. Los datos de transferencia e ingestion del biomarcador en gel se muestran para
el LMAS (a), LMAG6 (b) y LMA12 (c). Los dias en los ejes x muestran el tiempo transcurrido desde la aplicacion
del RB, con el nimero de murciélagos positivos a la transferencia sobre el total de capturas. Los ejes y muestran
el numero de murciélagos de cada colonia dentro de tres categorias: RB negativo (blanco); aplicacion positiva
(negro); y transferencia positiva (gris). Los asteriscos durante y después del dia 10 en ¢ indican las capturas de la
cueva reubicada. Los datos son los medios de lectura al microscopio de dos observadores, salvo que se indique lo
contrario. Los murciélagos con transferencia positiva a partir del dia 2 se les aplicé RB y se incluyeron en la barra
negra para visualizar la fuerza total de aplicacion, pero se incluyeron como transferencias en los analisis
estadisticos.

2. Heterogeneidades de contacto entre los grupos demograficos de murciélagos
hemato6fagos.

A continuacion, se examiné si las heterogeneidades de contacto podrian hacer que ciertos
grupos demograficos de murciélagos fueran especialmente eficaces o ineficaces como
diseminadores de vacunas mediante la utilizaciéon de marcas de polvo ultravioleta, en las que
los diferentes grupos de edad y sexo de los murciélagos se trataron con diferentes colores de
polvo ultravioleta, y la transferencia a los murciélagos no tratados se vigilé durante dos noches
de captura posteriores (165,166). En tres repeticiones de tratamientos con rayos ultravioleta
por colonia, se documentaron 78 casos de transferencia de polvo ultravioleta, lo que dio lugar
a tasas de contacto estimadas que oscilaban entre 0,23 y 1,25 por murciélago tratado (Fig. 2).
Los murciélagos machos tuvieron tasas de contacto significativamente mas altas que las de las
hembras (prueba de suma de rango de Wilcoxon, W = 91; P = 0,025; media = 1,14 frente a
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0,67) y tuvieron tasas similares de contactos macho con macho y macho con hembra (prueba
de suma de rango de Wilcoxon, W =42; P =0,93).
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Figura 2. Heterogeneidad de los contactos de los murciélagos revelada por las transferencias de polvo
ultravioleta. a. Nuevos contactos por murciélago marcado, por sexo. El grosor de las flechas es proporcional a
las tasas de contacto. b. Numero y direccionalidad de los contactos por sexo, ubicacion y fecha de muestreo. Los
contactos con juveniles no se muestran ya que los juveniles de las colonias estudiadas eran demasiado jovenes
para alimentarse de forma independiente y habrian sido subestimados por nuestro método de captura durante la
vigilancia.

Figura 3. Modelos dindmicos de
a transmision de la rabia y de
vacunacion tépica. a. El modelo
completo utilizado para los analisis de
los brotes incluyéo la transferencia
orotopica y la transmision de la rabia.
Las clases comprendian las susceptibles
(S), las de aplicacion positiva (A), las de
transferencia positiva (T), las inmunes
(D), las expuestas a la rabia (E) y las de
murciélagos rabiosos (R). b. Estructura
de los modelos de transferencia de
biomarcadores para la adaptacion B. En
el modelo de vacunacion, las clases [y T

5 proporcionan inmunidad contra la rabia,

L A pero la clase T tiene una inmunidad
R G permanente. Los parametros del modelo
describen las tasas de: nacimientos

@ naturales (1) y muertes (®); aplicacion de

gel orotopico (o), persistencia (y) y

transferencia (f3); transmision de la rabia
(8); disminucion de la inmunidad (¢); mortalidad inducida por la rabia (t); y las probabilidades de sucumbir a la
rabia (8) o sobrevivir (1) después de la exposicion. En el cuadro suplementario 3 se ofrecen mas detalles y
referencias sobre los valores de los parametros.

Por el contrario, las hembras contactaron preferentemente con otras hembras (Fig. 2a). La
transferencia a los juveniles no pudo cuantificarse de manera fiable porque estos murcié¢lagos
eran en su mayoria demasiado jovenes para alimentarse de manera independiente, y nuestro
método de captura durante el periodo de vigilancia requeria que los murci¢lagos salieran

72



Revision sistemdtica de la epidemiologia molecular de la rabia silvestre en el Peru

volando de sus cuevas. No obstante, un solo murciélago juvenil capturado tuvo una
transferencia ultravioleta de una hembra. En cambio, la transferencia de los juveniles a los
adultos deberia haber sido detectable si se producia debido a la mayor facilidad de captura de
los adultos. Sin embargo, ninguno de los 27 juveniles marcados transfirié polvo ultravioleta a
los adultos. Junto con las altas tasas observadas de exposicion de los jovenes a la RB, estos
hallazgos sugieren que los despliegues de vacunas deberian dirigirse a los adultos en lugar de
a los jovenes. Apuntar a los adultos seria logisticamente ventajoso, ya que minimizaria la
perturbacion social de las colonias que resulta de entrar en las cuevas para capturar a los
juveniles.

3. Los modelos epidemiologicos muestran que las vacunas diseminadas superan el
sacrificio para el control de la rabia.

Adaptamos un modelo compartimentado determinista de persistencia del RABV (135) para
incorporar una vacuna diseminada orotdpicamente, y utilizamos los minimos cuadrados (Fig.
3b) para estimar las tasas de transferencia de vacunas per cépita esperadas a partir de las series
temporales de transferencias de RB observadas en nuestros estudios de campo, asumiendo que
la transferencia de RB equivale a una proteccion de por vida. Este andlisis revel6 que cada
murcié¢lago tratado transfirio RB a 1,45-2,11 individuos no tratados -hasta un aumento de 2,6
veces en la cobertura a nivel de la poblacion en relacion con la cobertura que se esperaria
utilizando la cobertura convencional con vacunas no untables (Fig. 4b, Fig. 2 suplementaria y
Tabla 2 suplementaria).

Hemos simulado la capacidad de las vacunas untables para controlar la rabia a través del rango
de Ro (el nimero previsto de infecciones secundarias que surge de una tnica introduccién viral
en una zona completamente susceptible de la poblacion) sugeridos en la literatura sobre la rabia
(135,167,168). Aplicando vacunas a aproximadamente el 20% de los murciélagos, se vacund
el 40% de la poblacion y se redujo el tamano del brote de rabia en un 45-75%, dependiendo
del supuesto Ro de la rabia (Fig. 4a-c). Sin embargo, aplicando las vacunas a una mayor
proporcion de murciélagos tuvieron rendimientos decrecientes tanto para la proporcion de la
colonia que fue finalmente protegida y para el control de la rabia. Si las vacunas se aplicaran a
mas del 30% de los murciélagos, las reducciones adicionales en los brotes de rabia fueron <5%,
lo que significa que un aumento del 5% en la aplicacion inicial condujo a una reduccion <5%
en tamanos de los brotes (Fig. 4d). El mayor beneficio (reduccion del brote tamafio en relacion
con el esfuerzo) se produjo a niveles de vacunacion <15%.

A continuacion, comparamos la eficacia relativa de la vacunacion y el sacrificio a través de
tres escenarios epidemioldgicos que representan diferentes estrategias de manejo: 1) un
enfoque preventivo, en el que se aplicéd la vacuna/vampiricida para prevenir la invasion de la
BRYV en poblaciones de murci¢lagos historicamente libres de rabia (128,169) 2)un enfoque
proactivo, que representd una intervencion en un area endémica de rabia, pero en una colonia
que no estaba actualmente infectada; y 3) un enfoque reactivo, en el que la intervencion siguid
60 dias después de que se introdujera en la colonia un solo murciélago infectado con rabia (Fig.
4 suplementaria). Aunque simulamos los resultados en toda la gama posible de esfuerzos de
aplicacion (es decir, el 0-100% de los murciélagos tratados), nos centramos en niveles de
aplicaciéon mas bajos, ya que la captura de grandes proporciones de murcié¢lagos en grandes
zonas geograficas seria poco practica para las campafias de control de la rabia. De hecho, los
estudios de recaptura de marcas en multiples colonias de murciélagos hematofagos en Pert
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sugirieron que, en promedio, <10% de las colonias fueron capturadas en una sola noche (146).
A niveles realistas de aplicacion, la vacunacion redujo sistemdticamente la probabilidad de
invasion viral, el tamafio del brote y la duracion del mismo con mayor eficacia que la
eliminacion, independientemente de que las medidas de control fueran preventivas, proactivas
o reactivas (Fig. 5). El sacrificio solo se favorecio cuando se trato al menos el 25% de la colonia,
y s6lo en escenarios reactivos. Sin embargo, la ventaja del sacrificio en funcién del tamafo del
brote fue relativamente pequefia (un méximo de una reduccion mayor del 20%) en relacioén con
las mayores ventajas observadas cuando se favorecio la vacunacion (hasta un 45% de reduccion
mayor), y las diferencias en la duracién del brote fueron insignificantes hasta que se
sacrificaron proporciones mucho mayores de murciélagos (Fig. 5). En los escenarios
preventivo y proactivo, el sacrificio requeria la captura y el tratamiento de proporciones mucho
mayores de poblaciones de murciélagos hematofagos (por ejemplo, >60%) para igualar la
reduccion del tamafio y la duracion del brote lograda por la vacunacion (Fig. 5). De hecho, la
unica diferencia discernible a niveles de aplicacién mas altos fue una mayor reducciéon de la
duracion de los brotes por medio de la eliminacion selectiva; sin embargo, esto se debio a la
extincion casi completa de las colonias de murciélagos. Incluso si este grado de eliminacion de
murci¢lagos fuera alcanzable y éticamente aceptable, tal vez no sea una estrategia favorable a
largo plazo, ya que las poblaciones que se recuperaron de las eliminaciones serian totalmente
susceptibles a la rabia, causando potencialmente mayores brotes en el futuro (170).

Nuestras tasas de transferencia per cépita probablemente representan limites mas bajos de
propagacion de vacunas y vampiricidas, ya que el porcentaje relativamente alto de murciélagos
tratados inicialmente con RB dejo otros pocos disponibles para ser expuestos mediante
transferencia en dos de nuestras colonias, y la reubicacion de la tercera colonia redujo las tasas
de captura durante el periodo de vigilancia.

De hecho, algunos estudios han sugerido tasas de transferencia mas altas del vampiricida
(171,172). Por lo tanto, realizamos un andlisis de sensibilidad en el que tanto las vacunas como
el vampiricida se propagaron hasta diez veces mas eficientemente que en nuestras estimaciones
de RB (valores que superaban las mayores tasas de transferencia sugeridas de las aplicaciones
de vampiricida). Ademas, consideramos que las tasas de transferencia eran hasta un 75% menos
eficientes que nuestras estimaciones de RB. Este andlisis demostr6 que la vacunacion de bajo
nivel seguia siendo favorecida en los enfoques preventivos y proactivos, incluso si tanto la
vacuna como el vampiricida se propagaban hasta tres veces mas que lo observado en nuestros
estudios de campo (Figuras suplementarias 6-8). Si ambas intervenciones se propagaban con
menos eficacia que la RB, la vacunacidn era superior o equivalente al sacrificio, excepto
cuando grandes proporciones de las colonias de murciélagos eran sacrificadas de forma
reactiva (Fig. 6 suplementaria). Bajo niveles realistas de aplicacion (aplicacion <25%), incluso
si el vampiricida se propagd tres veces mejor que una vacuna, no fue capaz de superar la
vacunacion bajo enfoques preventivos o proactivos cuando el Ro era <2. En los escenarios
reactivos, se favorecia el sacrificio si el vampiricida se propagaba dos o tres veces mejor que
una vacuna o si el Ro de la rabia era 2 (Fig. 9 suplementaria). Dado que las vacunas orales
contra la rabia existentes utilizan vectores virales competentes para la replicacion con el
potencial de dosis efectivas mas bajas que las de los venenos quimicos (150,173), es menos
probable que se produzca una mayor transferencia del vampiricida que a la inversa, donde las
vacunas se propagan mejor (174). Los escenarios de alto Ro en los que se favorece el sacrificio
también son poco probables, ya que el Ro de rabia estimado es considerablemente inferior a 2
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(135). Por lo tanto, nuestros resultados apoyan las sugerencias anteriores de que el sacrificio
puede requerir la casi eliminacion de los murciélagos para beneficiar localmente la prevencion
de la rabia (119), y revelan que las vacunas untables son herramientas eficaces para reducir el
tamafio, la duracion y la probabilidad de que se produzcan brotes de rabia en América Latina.
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Figura 4. Simulacion de brotes de rabia con vacunacion. a, Tamafio medio de los brotes de rabia después de
la introduccion de un solo murcié¢lago rabioso en la colonia 1 semana después de la aplicacion de una vacuna
untada. Los colores representan diversos grados de Ry rabia, con intervalos de confianza del 95% (sombreado)
calculados a partir de 5.000 simulaciones. Las lineas discontinuas indican el porcentaje de murciélagos a los que
se aplicé la RB en nuestros lugares de estudio. La figura suplementaria 5 muestra los resultados calculados solo a
partir de simulaciones en las que se produjeron brotes. b, Porcentaje de murci¢lagos finalmente protegidos por la
aplicacion inicial de la vacuna. Los tamafios de los circulos indican los tamafios de los brotes para los tres valores
del Ry de la rabia. La linea solida representa x = y. Los puntos sobre la linea representan el beneficio anadido de
la transferencia de la vacuna. ¢, Reduccion del tamafio del brote de rabia (% de menos casos) por la variacion de
los niveles de vacunacion inicial y los valores del Ry de la rabia. d, Porcentaje de casos adicionales de rabia
prevenidos mediante el aumento del esfuerzo de aplicacion inicial de la vacuna en un 5% (es decir, la tasa de
cambio en la reduccion de la rabia a partir de c).
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Figura 5. Comparacion de los efectos del sacrificio y la vacunacion en la transmision de la rabia. a-h,
Diferencia en la reducciéon de los casos de rabia entre niveles iguales de esfuerzo en la vacunacion frente al
sacrificio (a, d y g), probabilidad de un brote de rabia (b y e) y duracion de los brotes de rabia tras la vacunacion
y el sacrificio (¢, fy h) para las estrategias preventivas (a-c¢), proactivas (d-f) y reactivas (g y h). Ena, dy g, los
valores superiores e inferiores a 0 favorecen la vacunacion y el sacrificio, respectivamente. En b y e, la
probabilidad de un brote de rabia se define como el porcentaje de simulaciones (n = 5.000) en las que la
introduccion del virus de la rabia dio lugar a una transmision posterior, y las regiones sombreadas representan la
diferencia entre la vacunacion (circulos) y el sacrificio (tridngulos); el sacrificio se favorece en las regiones grises
y la vacunacion en las regiones azules, verdes y rojas. La probabilidad de que se produzcan brotes no se modelo
para el control reactivo ya que, por definicion, los brotes ya se habian producido. La linea horizontal en h indica
el dia 60, cuando se aplicaron las medidas de control reactivo. En todos los paneles, los colores corresponden a
diferentes valores del Ry asumidos para la rabia.

C. Discusion

Este estudio proporciona una prueba de principio de que a niveles de despliegue
operacionalmente alcanzables y tasas cuantificadas empiricamente de propagacion de
murciélago a murciélago, las vacunas orotdpicas deberian reducir la transmision de la rabia de
manera mas eficaz que la eliminacion selectiva (la politica actual empleada en toda América
Latina). Dado que la persistencia de la rabia requiere la propagacion entre colonias para la
dispersion viral, incluso las reducciones modestas del tamafo del brote probablemente tengan
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repercusiones epidemioldgicas importantes en las escalas geograficas mas amplias en las que
se llevan a cabo las campafias de control de la enfermedad. En particular, al reducir el nimero
de murciélagos infectados y la probabilidad de invasion viral, la vacunaciéon de un nimero
limitado de colonias beneficiaria desproporcionadamente la eliminacion regional de la rabia al
favorecer las extinciones virales estocésticas. Dado que la dispersion de los machos propaga la
rabia entre las colonias, la vacunacion podria beneficiarse ain mas si se dirigiera a los
murci¢lagos machos (137). Aunque se esperaba que las tasas mas elevadas de aseo social entre
las hembras socavaran esta estrategia (172,175), encontramos que los machos tienen iguales o
mayores tasas de contacto inter e intra-sexo, una posible consecuencia de los intentos de
apareamiento con las hembras o de las peleas entre los machos. Es importante, porque el
autocrecimiento es comun, cualquier vacuna transferida a través de estas interacciones seria
finalmente ingerida.

El disefio de campafias a gran escala para desplegar vacunas contra la rabia que se puedan
propagar requiere una investigacion adicional en varias dreas. En primer lugar, para optimizar
el nimero de dosis de vacunas que se deben aplicar a cada murciélago, los estudios de campo
y en cautiverio deben cuantificar la heterogeneidad individual en las tasas de transferencia
utilizando vacunas reales ademds de biomarcadores. En segundo lugar, los costos de la
vacunacion deben estimarse en términos econdmicos, ademas de la evaluacion epidemioldgica
que aqui se ofrece. Lamentablemente, en la actualidad las vacunas se producen solo para la
investigacion, y no se dispone de los costos de la produccion en gran escala. En tercer lugar, la
vacunacion de murciélagos hematdofagos sin reduccion de la poblacion serd inaceptable para
algunos interesados, ya que la depredacion incontrolada de los murciélagos mantiene la
exposicion a patogenos no relacionados con la rabia (176), y la anemia por mordeduras puede
reducir la productividad del ganado independientemente de la rabia(177). Dado que el
sacrificio desplaza las poblaciones de murciélagos hacia individuos mas jovenes y mas
susceptibles a la rabia, lo que podria aumentar la transmision de la rabia (146)(178), las
investigaciones futuras deberian desarrollar herramientas para la supresion reproductiva como
alternativa al sacrificio (178).

Por ultimo, el mantenimiento de la metapoblacion de la rabia ofrece oportunidades para una
vacunacion mas eficiente y con informacién epidemiologica (179).

Por ejemplo, las vacunas podrian aplicarse con el conocimiento previo de la presencia de la
rabia de los sistemas de vigilancia de animales domésticos (por ejemplo, la vacunacion en
anillo) o de forma preventiva en zonas en las que la ubicacion y el momento de los brotes son
previsibles (128). Los modelos de transmision de la rabia espacialmente explicitos seran un
paso importante en el disefio de estas intervenciones, pero requerirdn una comprension mas
cuantitativa de la dispersion de los murci¢lagos de la que se dispone actualmente. Resulta
emocionante que, una vez elaboradas las estrategias, la capacidad operativa para su aplicacion
ya estd disponible en la mayoria de los paises de América Latina como resultado de décadas
de experiencia en campaiias de sacrificio.

Estos resultados proporcionan pruebas de que las vacunas untables pueden contribuir a la
gestion de los patogenos en los murciélagos salvajes. El RABV proporciond un estudio de caso
ideal porque se comprenden los mecanismos epidemioldgicos que subyacen al mantenimiento
viral y se dispone de vacunas candidatas (128,135,150,180). Si bien las estimaciones de los
pardmetros exactos y los modelos desarrollados aqui no deberian aplicarse directamente a otros
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patogenos de murcié¢lagos, el marco que vincula los biomarcadores con los modelos
matematicos puede orientar las investigaciones futuras. En el caso de varios patdgenos de
murcié¢lagos de interés para la salud publica o la conservacion, como el sindrome de la nariz
blanca, el virus de Hendra y el virus de Marburgo, se han propuesto modelos epidemiologicos
(181,182), y existen vacunas para murci¢lagos o existen precedentes que fomentan su
desarrollo (183,184). En estos casos, nuestro enfoque podria aplicarse en plazos relativamente
cortos para evaluar las perspectivas de las vacunas para ayudar a la gestion y las caracteristicas
inmunologicas y epidemioldgicas que se requeririan para el éxito antes de invertir recursos en
el desarrollo de las vacunas.

Para otros patdogenos de murciélagos con mayor incertidumbre en cuanto a los huéspedes del
reservorio y la biologia de la transmision, como los ebolavirus (185), la aplicacion requerird un
mayor conocimiento fundamental de los ciclos de transmision viral. Alentamos a que se siga
desarrollando la tecnologia de las vacunas virales vectoriales para murciélagos, y destacamos
la necesidad de cuantificar su propagacion y la eficacia en la naturaleza.

VI. Definicion de nuevas vias para gestionar la actual aparicion de la rabia de los
murciélagos en América Latina.

A. Introduccion.

La rabia transmitida por los murciélagos hematofagos comunes (Desmodus rotundus) se
conoce desde principios del siglo XX, pero sigue expandiéndose geograficamente y en una
amplia gama de especies y entornos afectados. En este examen, presentamos los conocimientos
actuales sobre la epidemiologia y la gestion de la rabia trasmitida por D. rotundus y sostenemos
que puede considerarse razonablemente una amenaza emergente para la salud publica.
Identificamos los vacios de conocimiento relacionados con los determinantes del medio
geografico del reservorio de la rabia, el murciélago, la reduccion de las mordeduras en los seres
humanos y el ganado, y los obstaculos sociales a la prevencion. Discutimos como las nuevas
tecnologias, incluidas las vacunas de dispersion auténoma y los supresores de la reproduccion
dirigidos a los murciélagos, podrian gestionar tanto la rabia como el crecimiento indeseable de
las poblaciones de D. rotundus. Por ultimo, destacamos el subregistro generalizado de la
mortalidad humana y animal y la escasez de estudios que cuantifiquen la eficacia de las
medidas de control, como la eliminacion de murciélagos. La colaboracién entre los
investigadores y los gestores sera crucial para implementar la préxima generacion de gestion
de la rabia en América Latina.

B. Resultados

1. Distribucion de los reservorios de la rabia
1.1. Conocimientos actuales

Tres especies existentes de murciélagos son hematdfagos, el murciélago hematdfago comiin
(Desmodus rotundus), el murciélago hematdfago de patas peludas (Diphylla ecaudata) y el
murci¢lago hematofago de alas blancas (Diaemus youngi). Mientras que las otras dos especies
se alimentan principalmente de aves y fauna silvestre (186), D. rotundus se alimenta
regularmente de ganado y ocasionalmente de humanos, y es el unico reservorio de RABV
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(186—188). Entender qué es lo que impulsa la distribucion geografica de D. rotundus es esencial
para comprender el riesgo de la rabia.

D. rotundus esta presente en toda la América Latina tropical y subtropical, desde el norte de
México hasta el norte de Argentina y Chile (189), y ocupa diferentes ecosistemas, incluyendo
selvas tropicales, desiertos costeros, matorrales xéricos y regiones montafiosas de hasta 3600
m.s.n.m. (189). Entre los factores que influyen en la presencia de murciélagos y en el riesgo de
contraer la rabia a grandes escalas espaciales figuran la temperatura, la altitud y las
precipitaciones, mientras que, a escala local, la densidad de ganado, la fragmentacion de los
bosques inducida por el hombre y la densidad/proximidad de las carreteras y los rios parecen
ser importantes (62,189,190). El crecimiento de la poblacion de D. rotundus en el Gltimo siglo
se relaciona con un aumento del acceso al ganado como fuente de alimentos y la disponibilidad
de estructuras hechas por el hombre que podrian utilizarse como cuevas, incluyendo minas,
tuneles, pozos, alcantarillas y casas abandonadas (62,129). Por el contrario, la deforestacion a
gran escala de los arboles utilizados por D. rotundus para el descanso puede reducir su
abundancia relativa (129,191). La eliminacion de las zonas abiertas como rutas de vuelo
también puede explicar la estrecha asociacion de la presencia de D. rotundus con bosques
fragmentados, rios y lineas de arboles (192).

1.2. Practicas de gestion actuales

Las medidas de control para reducir la distribucién geografica y el tamafio de la poblacion de
D. rotundus se han aplicado durante medio siglo (193). En las campanas nacionales se utilizan
venenos anticoagulantes ingeridos por via oral ("vampiricida") que se aplican de forma topica
y se distribuyen entre los murci¢lagos mediante la alineacion, o se aplican al ganado y se
ingieren cuando los murciélagos se alimentan (129). Aunque existe la posibilidad de que otras
especies de murciélagos ingieran venenos anticoagulantes o de que se contaminen las cuevas
compartidos (193), se ha observado que D. rotundus ocupa lugares especificos dentro de las
cuevas, lo que puede reducir los efectos en otras especies. Los métodos no autorizados para el
control de la poblaciéon de murciélagos incluyen la captura y el sacrificio de murciélagos
mediante redes o trampas improvisadas en las cuevas, asi como la destruccion, el dafio, el
sellado o la quema de las misma (194). Esas actividades han causado una mortalidad
generalizada entre los murciélagos hematdfagos y otras especies de murciélagos, lo que ha
suscitado preocupaciones éticas entre los conservacionistas y ha reducido los servicios de los
ecosistemas que prestan los murcié¢lagos (194,195).

Los gobiernos deberian desalentarlos activamente. Independientemente de los métodos
utilizados, el sacrificio reduce temporalmente las poblaciones de D. rotundus y alivia las
mordeduras de personas y/o ganado a escala local (119,196), pero es poco probable que altere
la distribucion geografica de D. rotundus a escalas mayores, a menos que se aumente la
frecuencia e intensidad de las campafias a niveles sin precedentes o se desarrollen nuevas
tecnologias para el control de las poblaciones de murciélagos.

1.3. Mejora de la gestion

La gestion actual se centra exclusivamente en el aumento de la mortalidad de los murciélagos.
Las intervenciones a nivel geografico podrian dirigirse a otros determinantes de la presencia y
abundancia de D. rotundus, como la disponibilidad de alimentos y refugio proporcionados por
el hombre. Se han propuesto intervenciones ecologicas que aumentan la presencia de
depredadores (por ejemplo, los gatos domésticos) (197), pero deben considerarse con cautela
dados los posibles efectos de los gatos en la vida silvestre nativa y su capacidad de transmitir
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la rabia a las personas. La reduccion de la disponibilidad de alimento (animales) es otra opcion,
pero se corre el riesgo de fomentar la dispersion de los murciélagos, lo que podria aumentar la
propagacion de la rabia o incrementar la depredacion de los murciélagos sobre presas
alternativas como los humanos. Una perspectiva emocionante implica el desarrollo de
tecnologias de control de la reproduccion hormonal como las que se utilizan en los mamiferos
terrestres salvajes (198,199). En relacion con el sacrificio, la supresion reproductiva podria
reducir més gradualmente el tamafio de las poblaciones de D. rotundus (minimizando la
perturbacion social que se ha supuesto que aumenta la propagacion de la rabia (135)), al tiempo
que se inclina la estructura de edad hacia los adultos que pueden tener inmunidad contra la
rabia por exposiciones anteriores. Los modelos ecologicos también pueden brindar nuevas
oportunidades de aumentar la eficacia de las intervenciones mediante la identificacion de zonas
en que las poblaciones de murci¢lagos pueden ser particularmente sensibles o robustas a la
intervencion. Encontrar el equilibrio 6ptimo entre las nuevas opciones también puede plantear
limitaciones especificas de la ubicacion en lo que respecta a lo que es factible y eficaz en la
practica (200).

2. Dinamica de la transmision dentro del reservorio
2.1. Conocimientos actuales

Se cree que el virus de la rabia se transmite principalmente entre los murciélagos a través de
las mordeduras. Como es tipico de un virus de la rabia, todas las especies de mamiferos son
susceptibles y las infecciones exitosas invariablemente resultan en una encefalitis aguda y letal.
El mantenimiento a largo plazo se produce a través de un ciclo de transmision especifico de la
especie dentro de los murcié¢lagos (169,201). En los murciélagos, las infecciones no letales, en
las que el individuo se infecta claramente antes de convertirse en infeccioso, se observan
regularmente en el medio silvestre y en estudios de infeccion en cautiverio mediante la
presencia de anticuerpos neutralizadores del virus (ANV) (112,135,146). La naturaleza
protectora de los ANV adquiridos de forma natural sigue sin estar clara. La prevalencia de la
infeccion activa en murciélagos de vida libre es generalmente baja (~1%) (131). Sin embargo,
las observaciones de murci¢lagos salvajes llevados en cautiverio han mostrado mayores
proporciones de murci¢lagos infectados que derraman el virus en su saliva, aunque el estrés
relacionado con el cautiverio podria haber aumentado su susceptibilidad al virus (202). Aunque
no se puede descartar la toma de muestras de infecciones activas, una explicacion probable de
esta aparente discrepancia es que el virus sufre epizootias localizadas, durante las cuales la
prevalencia es sustancialmente elevada, seguidas de extinciones locales. De hecho, esa
dinamica de invasion-extincion se observa facilmente en los complejos patrones espacio-
temporales de propagacion al ganado, incluidas las ondas epizodticas, en las que el virus se
propaga por areas geograficas mediante la transmision entre colonias de murciélagos vecinas
a una velocidad relativamente constante (128) y la persistencia de la metapoblacion, en la que
la presencia asincronica del virus en las colonias de murciélagos impide la extincion a una
escala espacial mayor, y las sustituciones localizadas de linaje (135,203,204). Pueden darse
periodos de incubacion prolongados, pero son una explicacion menos plausible de las
desapariciones localizadas de cepas del virus durante varios afios, como sugiere la vigilancia
pasiva del ganado (203). La confirmacion de la desaparicion del virus en los propios
murciélagos se ha visto obstaculizada hasta ahora por el corto periodo de tiempo de la mayoria
de los estudios longitudinales y su dependencia de los diagndsticos basados en anticuerpos (que
siguen siendo detectables durante meses después de la eliminacion del virus) en lugar de la
evidencia directa de la circulacion viral mediante la RT-PCR (146,205). Suponiendo que se
confirme la dinamica de extincion-recolonizacion, el movimiento de murciélagos infectados
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entre las colonias es, por lo tanto, crucial para el mantenimiento viral a largo plazo (135). Los
mecanismos de dispersion viral estdn comenzando a entenderse. Aunque D. rotundus no es
migratorio y suele tener un radio de acciéon reducido, con dispersiones comunes en distancias
relativamente cortas (1 a 3 km), se han documentado dispersiones de mayor distancia (hasta 54
km) (121,206). Estudios moleculares recientes sugieren que la dispersion de los murciélagos
machos permite la propagacion del virus entre las colonias (203,206), lo que pone de relieve
que los machos son un objetivo potencialmente importante para la gestion.

2.2. Prdcticas de gestion actuales

La tnica practica empleada actualmente para reducir la transmision de del virus de la rabia
dentro de los reservorios es la reduccion de la densidad de murciélagos mediante la
eliminacion. En teoria, la eliminacion de los reservorios para el control de enfermedades es
mas eficaz cuando las tasas de transmision del patdégeno dependen de la densidad del huésped,
con un umbral de densidad critica por debajo del cual el patégeno no puede ser mantenido por
la poblacion (105). En la practica, la relacion entre la reduccion de las poblaciones de
murci¢lagos y el riesgo de rabia es compleja (119,146). La perturbacién social de los
murcié¢lagos de sacrificio podria facilitar la propagacion de la rabia al aumentar la dispersion
de los murciélagos (135). Podrian surgir mas complicaciones si los sacrificios reducen la
inmunidad de la poblacion matando preferentemente a los individuos inmunes adultos o si el
espacio de nicho desocupado aumenta la supervivencia de los jovenes o la inmigracion de los
individuos nativos (170). Aunque los datos empiricos siguen siendo limitados, una
comparacion de la seroprevalencia entre las colonias de D. rotundus con diferentes historias de
sacrificio sugiri6 que el sacrificio se asociaba con una mayor y no menor seroprevalencia en
los murciélagos (146) A pesar de los programas nacionales de sacrificio de murci¢lagos que se
han llevado a cabo durante varias décadas, hay pocas pruebas publicadas de que el sacrificio
reduce la transmision del RABV a los humanos o al ganado. En particular, no esta claro si los
programas de sacrificio son infecciosos debido a un sacrificio reactivo (es decir, después de
que se detecta un brote en humanos o animales) o a la falta de recursos para mantener los
esfuerzos de sacrificio a lo largo del tiempo, en parte debido a la falta de una base evidente que
identifique qué niveles de sacrificio podrian ser eficaces. En la Argentina, el gaseado
experimental de las cuevas con cianuro redujo las poblaciones de D. rotundus en un 95% y
limité la rabia del ganado en una zona de control. Sin embargo, los efectos fueron muy
localizados, y los brotes continuaron a varios kilémetros de la zona de sacrificio (119). Esto
sugiere que los sacrificios podrian requerir poblaciones muy pequenias de murciélagos para
reducir el riesgo de contraer la rabia, un objetivo que no podria alcanzarse practicamente en la
mayoria de las zonas. De acuerdo con esta idea, los efectos indirectos en el ganado persisten o
han aumentado en algunas zonas con sacrificios regulares, aunque no se han probado los
efectos especificos de los sacrificios y es concebible que los aumentos puedan reflejar
reducciones en la cantidad de sacrificios (190,207) Se necesitan urgentemente estudios
detallados que cuantifiquen directamente los impactos del sacrificio en el comportamiento de
los murciélagos, la demografia y la transmision de la rabia en diferentes contextos ambientales.

2.3. Mejora de la gestion
Para todos los reservorios de rabia que no sean murciélagos, la vacunacion de los reservorios
es la piedra angular de la prevencion de la rabia humana, habiendo sido aplicada con éxito tanto
en perros como en carnivoros salvajes. (208,209). Los murciélagos tienen una esperanza de
vida similar o mas larga (por ejemplo, hasta 15 afos en el caso de los murciélagos hematofagos
comunes salvajes (210)) que los carnivoros actualmente vacunados (por ejemplo, hasta 12 afios
en el caso de los zorros rojos salvajes (211)), pero su reproduccion es de 3 a 6 veces mas lenta,
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lo que ampliaria la inmunidad de la poblacion inducida por la vacuna hasta el punto de que una
inmunidad de rebafo eficaz podria prevenir definitivamente la transmision (212,213). Ademas,
los ANV adquiridos de forma natural a partir de exposiciones subletales crean potencialmente
una importante inmunidad de base no observada en los carnivoros reservorios, lo que también
puede ayudar a alcanzar una inmunidad de rebafio eficaz con mayor rapidez (214). Las vacunas
virales recombinantes existentes que utilizan los vectores de la vaccinia (virus de la viruela)
(215,216) y la viruela del mapache (173,180) son inmunogénicas y protectoras en los
murci¢lagos. Como ambos vectores ya se utilizan en campafas a gran escala dirigidas a la
fauna silvestre, se han sometido a pruebas exhaustivas de seguridad y de falta de reversion a la
virulencia en las especies no objetivo (208,217). Ademas, se estan desarrollando herramientas
para la difusion masiva en geles topicos que mejoran la transferencia entre los murciélagos
mediante la alineacion (173). La aplicacion de este enfoque en muchas colonias sigue siendo
un desafio, pero la liberacion de vacunas podria optimizarse utilizando el conocimiento del
comportamiento social, de dispersion y reproductivo de D. rotundus (218). Otra posibilidad
seria desarrollar vacunas con mayor potencial de propagacion (es decir, "vacunas
transmisibles"), asegurando que se reduzcan al minimo los posibles efectos negativos de la
propagacion de un microorganismo modificado genéticamente en poblaciones silvestres (219).
Los ensayos de campo que examinan la dinamica de la propagacion de la vacuna en el medio
silvestre son un paso siguiente crucial. Sin embargo, aunque la vacunacion de los murciélagos
redujera al minimo la circulacion de la rabia, las consecuencias negativas de las mordeduras de
murcié¢lagos en los seres humanos y el ganado seguirian exigiendo mejores estrategias de
gestion de las poblaciones de murciélagos.

3. Exposiciones entre especies
3.1. Conocimientos actuales

El D. rotundus requiere sangre cada 2-3 dias para evitar la inaniciéon (110,220), y los
murci¢lagos infecciosos pueden alimentarse durante dias antes de sucumbir a la rabia. Como
tal, las mordeduras de murciélagos son frecuentes y los comportamientos de busqueda de
alimento definen los riesgos de transmision entre especies. Cuando estan presentes, el ganado
doméstico se alimenta con mayor frecuencia, pero algunos individuos se alimentan
predominantemente de la fauna silvestre, incluso cuando el ganado esta presente (169,221).
Entre todos los animales domésticos, el ganado vacuno es la presa mas atacada, pero otras
especies (por ejemplo, caballos, pollos, cabras y cerdos) pueden ser la presa mas comun en
lugares especificos dependiendo de la diversidad local de los alimentos/presas (187,222). Los
murci¢lagos se alimentan en zonas relativamente pequefias (normalmente <5 km) y la
frecuencia de mordedura disminuye a medida que se alejan de las cuevas (223), lo que significa
que la disponibilidad local de alimento/presa en las zonas rurales influye directamente en el
riesgo de contraer la rabia para los seres humanos.

3.2. Practicas de gestion actuales
Al reducir las poblaciones de murciélagos, los sacrificios también reducen las tasas de
mordedura (véase la seccion anterior). Las mordeduras en los seres humanos podrian reducirse
aun mas si las casas fueran "a prueba de murciélagos" para evitar su entrada y si se utilizaran
mosquiteros para protegerse de los murci¢lagos dentro de las casas (224). Aunque la aplicacion
generalizada de esos métodos puede ser financieramente prohibitiva en las comunidades de
bajos ingresos y su eficacia no se ha puesto a prueba, el uso de redes podria ser beneficioso
para varias enfermedades transmitidas por mosquitos y algunos costos para los habitantes en
situacion de riesgo podrian ser absorbidos por los programas nacionales destinados a reducir
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esas enfermedades (por ejemplo, la lucha contra el paludismo en el Brasil (225)). El uso en las
selvas tropicales, donde las picaduras son mas frecuentes, puede verse limitado atin més por la
incomodidad de las casas de paredes cerradas y los mosquiteros en entornos calidos y
hiimedos(224,226). Los brotes de rabia en los seres humanos han seguido a la eliminacion del
ganado o al agotamiento de las presas de la fauna silvestre (188,226), lo que sugiere que la
introduccion de animales domésticos podria tener un efecto "zooprofilactico" de desviacion de
las mordeduras de los seres humanos. Sin embargo, esta posible intervencion debe considerarse
con cautela, ya que la suplementacién de los recursos alimentarios puede aumentar las
poblaciones de D. rotundus a largo plazo. Ademas, es posible que no sea deseable la cria de
ganado en zonas protegidas (es decir, parques nacionales o bosques protegidos) por razones
ambientales como la deforestacion para introducir cultivos para el pastoreo. La prevencion de
los ataques al ganado podria lograrse con barreras fisicas, incluidos corrales cercados analogos
a los mosquiteros, pero los elevados costos limitan la aplicacion generalizada. Iluminar los
corrales puede reducir los ataques, ya que los murciélagos evitan la luz, pero conllevan un alto
costo de energia eléctrica (227), lo que requiere encontrar fuentes de electricidad de bajo costo,
como las luces de energia solar. Ademas, la habituacion de los murciélagos a los entornos
urbanos iluminados sugiere que los beneficios podrian ser de corta duracion y potencialmente
contraproducentes para el control de la rabia si los elementos disuasorios promueven la
dispersion de los murciélagos (228).

3.3. Mejora de la gestion

La reduccion de las mordeduras de murciélago es una de las esferas mas dificiles de intervenir
con ¢éxito, ya que es poco probable que las poblaciones humanas en situacion de riesgo adopten
nuevas y costosas barreras o aumenten el uso de las existentes que repercuten negativamente
en el bienestar diario. La exposicion de los seres humanos dentro de las casas podria reducirse
identificando y cambiando los factores que limitan el uso de los mosquiteros e identificando
las poblaciones de riesgo en las que las casas a prueba de murciélagos pueden ser rentables. La
reduccion de las picaduras en el ganado es mas dificil, ya que el ganado se mantiene en su
mayoria en corrales sin proteccion (187) y los elementos disuasorios como la luz y el
ultrasonido (229) pueden tener beneficios de corta duracion o consecuencias no deseadas para
la dispersion de los murciélagos. Los nuevos enfoques de la gestion del ganado pueden ofrecer
oportunidades. Las pruebas anecdoticas indican que el ganado que se cria en libertad en grandes
pastos abiertos es menos atacado por D. rotundus que el que se mantiene en corrales (230).
Esto sugiere que, cuando sea posible, la modificacion de las practicas agricolas (por ejemplo,
la composicion del rebano o la distribucion en el espacio y el tiempo) podria reducir el éxito
de la busqueda de los murciélagos. Sin embargo, el ganado en libertad requiere considerar otros
factores, como la necesidad de concentrar el ganado para la vacunacion de rutina y una menor
proteccion contra los ataques de carnivoros salvajes (por ejemplo, jaguares o leones de
montafia). Aunque es posible que con el tiempo se desarrollen nuevas barreras fisicas contra
las mordeduras de murciélagos, el sacrificio selectivo o la supresion de la reproduccion son
actualmente las unicas opciones previsibles para reducir la exposicion entre especies.

4. Susceptibilidad de los huéspedes reservorios
4.1. Conocimientos actuales
La rabia tiene la tasa de letalidad més alta de todas las enfermedades infecciosas, que se acerca

al 100% en los huéspedes no tratados, pero por razones que aiin no estan claras, la probabilidad
de desarrollar una infeccidon productiva que pueda transmitirse después de la exposicion parece
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variar segun la especie (231). En estudios recientes se ha demostrado la seroconversion en seres
humanos aparentemente sanos (224), en el ganado (232) y en la fauna silvestre (233). Una
amplia gama de vacunas confiere inmunidad protectora.

4.2. Prdcticas de gestion actuales

En los seres humanos, se dispone de vacunas de preexposicion, pero sélo implican un programa
reducido de profilaxis después de las exposiciones. La vacunacién previa a la exposicion rara
vez se proporciona a las comunidades en riesgo porque es costosa y dificil de implementar en
areas remotas donde la circulacion del virus de la rabia es mas problematica (224,234). La
resistencia de la comunidad a la vacunacion (por ejemplo, las creencias religiosas locales) es
un impedimento aparte (235). Una consecuencia tragica e inaceptable es que las campafias de
vacunacion reaccionan en gran medida a los informes de mortalidad humana y se basan
principalmente en la profilaxis posterior a la exposicion de los individuos previamente
mordidos. En el caso del ganado, no se practica la vacunacidén post exposicion deliberada,
aunque es probable que algunos animales que estdn incubando la rabia sean vacunados
incidentalmente cuando la vacunacion se produce en respuesta a un brote (234). Las vacunas
preventivas en el ganado son eficaces, pero requieren refuerzos anuales que inflan los costos y
reducen el uso. A pesar de ello, los beneficios de la vacunacion preventiva del ganado son mas
de seis veces superiores a los costos asociados a la mortalidad asociada por la enfermedad de
la rabia (162,234).

4.3. Mejora de la gestion

La investigacion socioecondmica y antropologica que identifique y aborde los obstaculos a la
vacunacion generalizada deberia ser una prioridad para la salud humana y animal. La
investigacion transdisciplinaria desempena un papel fundamental para pasar de las estrategias
de vacunacion reactivas a las preventivas. Por ejemplo, en los mapas de riesgo espacio-
temporales de la distribucion del RABV se podria dar prioridad a las zonas de vacunacion
preventiva en gran escala de los seres humanos, mientras que las campafias educativas deberian
tener por objeto convencer a las poblaciones locales de los beneficios y la seguridad de las
vacunas. Deberian realizarse estudios adicionales que caractericen la verdadera carga de la
rabia en los seres humanos y el ganado para fundamentar las decisiones sobre la distribucion
de las vacunas (234,236). Las vacunas también podrian mejorarse reduciendo los costos y
asegurando que las vacunas tengan un nivel de proteccion estandar en todos los fabricantes.
Los recientes progresos en la via de administracion (es decir, la intradérmica favorecida sobre
la intramuscular) han reducido el volumen y el nimero de dosis para la profilaxis de la rabia
antes y después de la exposicion recomendada por la OMS (237). Ademas, el desarrollo de
vacunas que requieren menos dosis y que no requieren una cadena de frio estricta beneficiaria
a las comunidades remotas (234). Esto deberia seguir los recientes progresos realizados en la
vacunacion contra la rabia de los perros y el desarrollo de vacunas termoestables de una sola
dosis (238).

5. Conclusiones y medidas futuras

Ha pasado un siglo desde que la rabia transmitida por D. rotundus fue reportada por primera
vez en humanos y ganado (129). A pesar de décadas de inversiones en el sacrificio de
murci¢lagos, la vacunacion humana y la vacunacion animal, los resultados en toda América
Latina muestran que el problema estd aumentando simultaneamente por lo menos de tres
maneras potencialmente interrelacionadas: expansiones geograficas en areas histdricamente
libres de rabia, aumento de la incidencia en areas endémicas y cambios en la ecologia del
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comportamiento del huésped del reservorio que ponen en riesgo nuevas especies y localidades.
Como tal, a pesar de ser la primera descubierta y estar entre las zoonosis transmitidas por
murcié¢lagos mejor comprendidas, la rabia causada por el RABV todavia puede considerarse
razonablemente como una amenaza emergente para la salud publica. Sostenemos que esta
revelacion exige una nueva generacion de intervenciones que aprovechen los avances de
campos que abarcan la ecologia, la sociologia, la geografia, la biologia computacional, la
inmunologia y la inmunizacidn para potenciar el cambio del control de dafios a la prevencion.
Entre las investigaciones cruciales que deben abordarse ahora figuran los analisis del escenario
geografico de la distribucion de los murciélagos, la cuantificacion de los efectos a nivel de la
poblacion de las vacunas actuales y futuras dirigidas a los murciélagos, asi como los estudios
de ciencias sociales que determinan las condiciones en que las intervenciones existentes y
nuevas seran aceptadas por las poblaciones de alto riesgo. Los avances tecnoldgicos, incluidas
las vacunas y los supresores de la reproduccion para los murciélagos y las vacunas mejoradas
para el ganado y los seres humanos, estan a la vista y podrian ser transformadores. Por ultimo,
existen importantes incertidumbres en cuanto a la escala del problema y la eficacia de las
intervenciones. Es dificil consolidar los datos de vigilancia, salvo en las escalas espacio-
temporales mas generales. Es probable que la sub-notificacion de la mortalidad est¢ muy
extendida, pero, con pocas excepciones, no esta cuantificada. Las medidas de control
tradicionales contra el virus de la rabia, como el sacrificio, se han aplicado durante decenios,
pero su eficacia rara vez se cuantifica o, si se cuantifica, no se notifica piiblicamente. Alentamos
la integracién de equipos de investigacion internacionales e interdisciplinarios para abordar
estas lagunas y consolidar la informacion para encontrar patrones emergentes que revelen los
¢xitos dependientes del contexto de las diferentes estrategias. La colaboracion entre
investigadores y administradores crearia una retroalimentacion mutuamente beneficiosa, en la
que los éxitos y las deficiencias de las intervenciones guiarian el desarrollo y la aplicacion de
la préxima generacion de estrategias para controlar y, en ultima instancia, eliminar la rabia
transmitida por D. rotundus.

VII. Modelo de nicho ecologico de murciélagos hematofagos (Desmodus rotundus) y de la
rabia bovina como herramienta de vigilancia de la rabia silvestre

A. Introduccion.

La rabia es una grave infeccion viral causada por los lisavirus de la familia Rhabdoviridae que
provoca una encefalitis universalmente mortal. En América Latina, el murci¢lago hematofago
comun (Desmodus rotundus) es el reservorio mas importante del virus de la rabia. Son
relativamente pocos los estudios en que se han investigado los factores ecoldgicos, ambientales
y antropogénicos que afectan a la distribucioén geografica de este importante reservorio, lo que
podria ser util para establecer prioridades espaciales en los esfuerzos que se estan realizando
para la gestion de la poblacion de murciélagos y la vigilancia de la rabia. En este caso,
utilizamos la modelizacion de nichos ecologicos para identificar los factores climéticos,
ambientales y antropogénicos asociados a la distribucion geografica del Desmodus rotundus.
Predecimos la posible distribucién adecuada de Desmodus rotundus mediante el desarrollo de
un Modelo de Maxima Entropia utilizando grandes conjuntos de datos sobre la presencia de
murcié¢lagos tanto de los registros de los museos sobre la presencia de murciélagos como de
los registros de vigilancia de los brotes de rabia en el ganado, que requieren la presencia de
murciélagos hematdfagos. Los resultados del Modelo de Méaxima Entropia mostraron que la
presencia de D. rotundus se ve favorecida por los ambientes calidos, con altitudes entre 450 y
2500 metros, una precipitacion media anual de 800 mm y una temperatura media anual de 19
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°C. Nuestros resultados pueden ayudar a orientar las estrategias de prevencion y control de la
rabia al poner de relieve las zonas del Pera con alto riesgo de presencia de murciélagos.

B. Resultados

Las predicciones del programa de modelamiento de nichos ecoldégicos MaxEnt, superaron
sistematicamente al azar. Aplicando el umbral logistico para la presencia minima de
entrenamiento y para la tasa de omision de la prueba (0,016), la prueba binomial por defecto
fue altamente significativa (p < 0,001, una cola) para el modelo de D. rotundus (Tabla 1).
Teniendo en cuenta el resultado obtenido del area bajo la curva (AUC) sobre el analisis de las
caracteristicas de funcionamiento del receptor (ROC), ambas interpolaciones en las curvas de
entrenamiento y prueba se situaron lo mas cerca posible, lo que significo lograr un ajuste en el
modelo utilizando las variables climéticas; por otra parte, con la interpolacion de los datos
climaticos junto con las variables ambientales se obtuvieron los valores mas altos para los datos
de entrenamiento (0,972) y prueba (0,957).

Table 1. Umbral (p-value) y ratios por defecto.

Cumulative | Logistic Descrintion Fractional Training Test omission Povalue
threshold | threshold P predicted area | omission rate rate

1 0.01 Fixed cumulative value 1 0.448 0 0 2.31E-18

5 0.043 Fixed cumulative value 5 0.267 0.005 0.033 1.87E-35

10 0.079 Fixed cumulative value 10 0.178 0.022 0.066 4.23E-54

2.866 0.028 Minimum training presence 0.331 0 0.016 1.23E-27

22.756 0.183 10 percentile training presence 0.072 0.098 0.148 0.00E+00

21.063 0.163 Equal training sensitivity and 0.082 0.082 0.148 0.00E+00
specificity

18.151 0.139 | Maximum training sensitivity plus 0.1 0.054 0.098 0.00E+00
specificity

18.366 0.14 Equal test sensitivity and specificity 0.098 0.06 0.098 0.00E+00

18.417 0.141 Maximum test sensitivity plus 0.098 0.065 0.098 0.00E+00
specificity

2866 0.028 Balance training omission, predicted 0331 0 0016 1.23E-27

area and threshold value
16.601 0.126 Equate entropy of thresholded and 0.111 0.049 0.098 0.00E+00
original distributions

El andlisis de Jackknife revel6 cinco variables climaticas (temperatura maxima y minima anual,
isotermia, rangos de temperatura anual, precipitacion del mes mas seco y precipitacion del
trimestre mas calido y rango de temperatura anual) con la mayor contribucion al modelo (tabla
2, figura 2). El intervalo altitudinal, el rango de temperatura media diurna, la precipitacion del
mes mas seco y la densidad del ganado fueron importantes determinantes de la presencia de
murci¢lagos. Nuestro modelo muestra que la presencia de D. rotundus en el Pera se asocia con
ambientes calidos, altitudes que van desde los 2500 metros sobre el nivel del mar, una
precipitacion media anual de 800 mm y una temperatura media anual de 19 °C. Estos valores
corresponden a los registros de casos positivos de rabia transmitidos por murcié¢lagos en el
Perti.

La precipitacion del mes mas seco (bio7p) tuvo la mayor ganancia en aislamiento, lo que indica
que fue la variable ambiental con mayor informaciéon util en cuanto a la presencia de
murcié¢lagos (Figura 2). El modelo de disminucién de la densidad animal (en particular de las
especies bovinas) es el que mas gana cuando se omite, lo que sugiere que es la variable que
tiene mas informacioén en comparacion con las demas variables.
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Table 2. Porcentaje de contribucion de las variables climéiticas en el modelo.

e
bio2p Altitude 18 0.1
biol4p | Mean Diurnal Range (Mean of monthly (max temp - min temp) 16.6 23.3
dacp Isothermality (bio2/bio7) (*100) 12.9 1.3
tmax10p | Temperature Annual Range (bio5-bio6) 8.5 1.5
bio7p Precipitation of Driest Month 7.7 0.5
biol8p | Precipitation of Driest Quarter 7 0.4
daop Precipitation of Warmest Quarter 6.3 11.3
biol7p | Animal Density Cattle 3.8 0.3
prec6p | Animal Density Goats 3.1 0.3
preclp | Animal Density Sheep 2.9 2.7
altp2 Animal Density Porcine 1.7 9.3
dabp Seasonality of precipitation month 1 1.6 2.1
bio3p Seasonality of precipitation month 6 1 0.3
dapp Seasonality of precipitation month 10 0.9 0.4

La figura 3 muestra como cada variable ambiental afectd la prediccion de MaxEnt. Las
variables mas importantes segin el analisis de Jackknife fueron elegidas para predecir la
distribucion potencial de la rabia transmitida por los murciélagos hematofagos en el Pert
(Figura 4). MaxEnt indic6 condiciones favorables para la presencia de murcié¢lagos
hematofagos en las regiones de Madre de Dios, Ucayali, Loreto, San Martin, Cajamarca,
Amazonas, Junin, Ayacucho, Apurimac y Cusco en el Pert.

Figura 1. Analisis de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) de la precision del modelo realizado
con datos de prueba (AUC = 0.957).
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Figure 2. La prueba "Jackknife" de entrenamiento estandarizado para la presencia del murciélago
hemato6fago.
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C. Discusion

Nuestro mapa de riesgo identifico areas en Perli que se prevé que sean adecuadas para la
presencia de murci¢lagos hematdfagos, y por lo tanto tienen el potencial de transmision de la
rabia de los murciélagos hematofagos al ganado si el virus se propaga a esas poblaciones de
murciélagos.

El valor de AUC fue muy cercano a 1 para los datos de prueba (0,957), lo que indica un buen
rendimiento general del modelo. De hecho, el modelo MaxEnt predijo con éxito la presencia
de murcié¢lagos hematofagos en una amplia zona de la selva tropical y de las montafias andinas
donde se han producido casos de rabia bovina. Sin embargo, observamos grandes areas en los
Andes y el Amazonas (Apurimac, Ayacucho, Madre de Dios, Ucayali, San Martin, Cajamarca,
Huanuco, Loreto, Amazonas, Pasco, Junin y Cusco) donde se predice y se confirma la
presencia de murciélagos hematdéfagos, pero no se ha informado de brotes de rabia. Aunque los
murcié¢lagos hematofagos pueden alimentarse de una amplia variedad de animales silvestres,
es posible que cambian de fuente de alimento a raiz de los cambios ambientales(226,239,240),
es poco probable que la ausencia de casos de rabia refleje una falta de alimentacion del ganado,
dado que el ganado es mordido regularmente en estas zonas segun (188,222). En cambio, la
falta de casos en estas zonas puede reflejar o bien un subregistro de los brotes, una capacidad
limitada de los sistemas de vigilancia o una verdadera ausencia de circulacion viral durante el
periodo analizado. Esta ultima explicacion se ve favorecida por estudios anteriores que
muestran nuevas expansiones del virus de la rabia en poblaciones de murciélagos no infectadas
anteriormente en el Perl (128,169). Por lo tanto, la prioridad es identificar actualmente las
zonas libres de rabia que corren el mayor riesgo de invasion viral. En nuestro estudio se
identificaron las zonas que, segun las previsiones, apoyaran a las poblaciones de murciélagos
cercanas a los brotes en curso, a las que el servicio veterinario oficial podria dar prioridad para
mejorar los esfuerzos de vigilancia de los murciélagos y la vacunacion del ganado.

A pesar del alto rendimiento general del modelo, las areas con registros historicos de D.
rotundus alo largo de la costa del Pacifico de Peru y la region norte de Tumbes no se incluyeron
en nuestra prediccion del modelo (Figura 4). Una posible explicacion de esta discrepancia es
que los factores ambientales locales que permiten la presencia de D. rotundus en las zonas
costeras difieren de los que son importantes en los Andes y el Amazonas, que representaron la
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gran mayoria de las observaciones en nuestro conjunto de datos. De hecho, D. rotundus en la
costa del Peru son genéticamente divergentes y tienen habitos de alimentacion diferentes de
los de otras partes del pais (138,169,188). Se necesitan modelos regionales para evaluar los
factores ambientales que permiten la presencia de murciélagos hematofagos en esas zonas y el
virus de la rabia podria propagarse eficazmente si se introdujera. Lamentablemente, la escasez
de observaciones de la presencia de murciélagos hematofagos en las regiones costeras y la
ausencia de casos de rabia en el ganado impide actualmente esos analisis.

Figura 3. Curvas de respuesta. Las graficas reflejan la idoneidad prevista a lo largo del rango de cada
variable seleccionada después de tener en cuenta las dependencias inducidas por las correlaciones entre la
variable seleccionada.
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Nuestro estudio identificé varias variables ambientales asociadas con la presencia de
murciélagos hematofagos, entre ellas la altitud y la media de la franja diurna. Se sabe que los
murcié¢lagos son muy sensibles a la temperatura. Los limites latitudinales superiores e inferiores
de los murciélagos se dan en el isotermo invernal minimo de 10°C (241). Este fendmeno se ha
explicado por el aumento de los costos energéticos de la termorregulacion en los ambientes
frios, donde las comidas de sangre suficientes para mantener la homeostasis serian demasiado
grandes para ser transportadas. Los efectos de la altitud que hemos detectado son
probablemente similares a los que se producen en los limites de latitud, pero a lo largo del
gradiente de elevacion de los Andes. La altitud se ha sefialado anteriormente como un
determinante clave de la presencia de murcié¢lagos hematofagos, aunque la altitud méxima en
que se produce el Desmodus varia geograficamente (242). En el Pert, se ha informado de
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animales domésticos mordido por murciélagos hematofagos a una altura de hasta 3600 metros
sobre el nivel del mar (128). El estudio predijo que las elevaciones muy altas y muy bajas tenian
bajas probabilidades de que presencias de murcié¢lagos hematofagos. Esto puede reflejar las
bajas densidades de murciélagos en las zonas bajas del Amazonas, quizas debido a la falta de
cuevas profundas o a la disponibilidad mas limitada de alimentos/presas en comparacion con
las zonas con una cria de ganado mas intensiva (243). El efecto de la amplitud térmica diurna
en la presencia de murciélagos probablemente refleje la sensibilidad de esta especie a las bajas
temperaturas, ya que los altos valores en el Pert reflejan zonas con temperaturas tanto muy
calidas como muy frias, principalmente en los Andes. La ausencia prevista de Desmodus a muy
bajas temperaturas apoya nuestro hallazgo de que esta especie es rara en las partes mas bajas
del Amazonas donde la variacion de temperatura es menor. Dado que la rabia de los
murci¢lagos requiere metapoblaciones de murciélagos suficientemente conectadas para su
persistencia a largo plazo, esta menor abundancia de murciélagos o la presencia de murciélagos
mas escasamente distribuidos puede tener implicaciones interesantes para el mantenimiento
endémico o la previsibilidad de la rabia en estas zonas (135).

En este estudio se utiliz6 un gran numero de puntos georreferenciados de presencia de
murcié¢lagos y de casos de rabia bovina para predecir la posible distribucion adecuada de los
murciélagos hematdfagos (SENASA-CENAGRO), sin embargo, se enfrentd a varias
limitaciones de datos. Por ejemplo, los datos sobre la presencia de murciélagos no son
completos para todo el territorio peruano debido a las complicaciones logisticas del muestreo
de murciélagos. Sin embargo, las técnicas de ENM pueden interpolar a partir de la informacion
conocida para llenar los vacios de distribucion de los murciélagos hematdfagos y de los casos
de rabia. Ademds, las variables climaticas utilizadas en este modelo tienen algunos
inconvenientes en forma de "puntos frios" que carecen de informacion y que fueron
interpolados (244). En el Pert, la red de estaciones meteorologicas que registran las variables
climaticas no esta distribuida uniformemente y muchas estaciones no recogen informacion con
regularidad. De hecho, hay algunas zonas que no tienen ninguna estacion meteorologica,
especialmente en el sur de la region de Loreto, debido a la accesibilidad y a otras razones
politicas y de seguridad. Esto se traduce en zonas en las que no es posible determinar la
idoneidad ambiental para la distribucion de ninguna especie, lo que genera un "punto frio" en
los mapas. Otra cuestion que hay que tener en cuenta es que es mas probable que se notifiquen
brotes de rabia en murciélagos y ganado cerca de asentamientos humanos o a lo largo de
carreteras o rios, lo que puede haber introducido sesgos en la ubicacion de los brotes de rabia
bovina (234). En particular, esta agregacion espacial podria haber inflado las AUC (245). Por
ultimo, los resultados de las contribuciones de las variables deben interpretarse con cautela
cuando las variables dependientes estdn correlacionadas, es decir, la presencia de Desmodus
rotundus y los casos de rabia en animales domésticos.

En resumen, este estudio contribuye a nuestra comprension de la transmision de la rabia de los
murci¢lagos hematdfagos en el Pert y los determinantes de la distribucion de su principal
reservorio, el murciélago Desmodus rotundus, mediante la identificaciéon de zonas con
condiciones bioclimdticas favorables. Nuestra labor pone de relieve la necesidad de
comprender mejor los desajustes entre la presencia de murci¢lagos hematofagos y la aparicion
de la rabia en el ganado, a fin de predecir las invasiones de rabia y los futuros brotes. Nuestro
mapa de riesgos sobre la posible distribucion adecuada de los murciélagos hematofagos o la
rabia puede ayudar a dirigir la vigilancia y el control a través de zonas de vacunacion
prioritarias que el servicio veterinario oficial del Peru podria aplicar en el futuro. En particular,
insistimos en la necesidad de dirigirnos a las zonas del Pertl con alto riesgo de presencia de
murcié¢lagos, pero en las que no se han registrado brotes de rabia. Los estudios futuros podrian
abordar la forma en que los cambios en las variables climaticas y la densidad de ganado que
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afectan a la distribucion de los murciélagos modificaran el riesgo futuro de rabia de los

murciélagos hematofagos.

Figura 4. Area geografica maxima prevista para la transmision de la rabia de los murciélagos hematdfagos a los
animales domésticos en el Perti. El mapa muestra las areas con condiciones ambientales adecuadas para la
presencia de D. rotundus, lo que podria facilitar la transmision de la rabia al ganado cuando el virus est4 presente.
Las zonas de color verde oscuro muestran las areas con presencia prevista de murciélagos hematofagos, mientras
que las zonas de color verde claro indican una ausencia prevista de murciélagos hematofagos y, por lo tanto, la
ausencia de transmision de la rabia al ganado. Los puntos rojos muestran los brotes de rabia registrados (2003-
2015) y las siluetas negras de los murciélagos indican los registros historicos de la presencia de D. rotundus.
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8. CONCLUSIONES

En el Peru la rabia es endémica con presentacion de dos ciclos enzooéticos claramente definidos,
un ciclo urbano transmitido por perros (en proceso de erradicacion), y un ciclo selvatico
gestionado por murci¢lagos hematdfagos (Desmodus rotundus) en éareas de selva y valles
interandinos. Una mejor comprension de las relaciones entre los factores ecoldgicos y humanos
con las enfermedades zoonoticas es vital para identificar el riesgo espacial de las poblaciones
humanas y animales.

Los primeros estudios sobre la epizootiologia de la rabia en poblaciones de D. rotundus
describieron la infecciéon como una ola de migracion — la persistencia del virus dependié del
movimiento entre poblaciones con individuos susceptibles (3—5). Por eso, la mayoria de las
poblaciones estaban libres de infeccion en cualquier momento. Sin embargo, observaciones de
afios recientes introducen la posibilidad de un cambio fundamental en la epizootiologia de la
rabia. En zonas con mucho ganado casos de rabia en bovinos sobre todo ocurren cada afio y
parece que la rabia es endémica, no epizodtica en estos lugares.

Sabemos por la teoria de la epidemiologia de enfermedades humanas, que los brotes tienen una
menor probabilidad de terminar en poblaciones grandes, un fendmeno denominado “tamafio
critico de la comunidad” (6,7). Por lo tanto, las poblaciones mas grandes pueden soportar
persistencia endémica o permanente, pero las poblaciones pequefias no apoyan a la existencia
de una persistencia permanente y tienen brotes esporadicos o con una frecuencia regular (7).
En el sistema de la rabia silvestre en el Pert, se sabe que poblaciones de D. rotundus son mas
grandes en zonas de alta densidad de poblacion animal que en zonas naturales del (8). Una
hipdtesis es que la rabia tiene persistencia enzodtica en poblaciones grandes de murci¢lagos
asociados con grandes poblaciones de ganado, pero persistencia epizodtica en zonas con poco
ganado.

Como consecuencia de la transicion epidemiolédgica de la rabia humana (es decir, el cambio
del transmisor principal de la enfermedad de los perros a los murci¢lagos hematdfagos) y de
los programas de vigilancia de la rabia, se han detectado variantes nuevas o criptdgamas de
RABYV en carnivoros y murcié¢lagos silvestres. Desde una perspectiva evolutiva, el RABV ha
irradiado exitosamente en diferentes murciélagos y especies carnivoras. Por lo tanto, aiin se
necesitan llevar a cabo reconstrucciones contemporaneas e historicas de la epizootiologia de la
rabia en la fauna silvestre para comprender mejor los mecanismos potenciales que impulsan el
surgimiento de la enfermedad y su establecimiento en nuevas poblaciones.

Epidemiologia de la rabia en relacion a los murciélagos hematofagos.

La serologia realizada a 1436 muestras de murciélagos hematofagos, demostré la circulacion
de RABYV de todas las regiones de estudio. La seroprevalencia varié de 3 a 28 por ciento y fue
mayor en murciélagos juveniles y sub-adultos, la exposicion RABV es independiente del
tamafio de colonia de murciélagos, en consonancia con la ausencia de umbrales de densidad de
poblacion para la invasion viral y la extincion. El sacrificio de las campafias implementadas
por el estado peruano, no ha logrado reducir la seroprevalencia y fueron quizas
contraproducente para el control de la rabia debido a la eliminacion selectiva de los adultos,
siendo de mayor importancia el control en los murciélagos juveniles y sub-adultos por su
potencial capacidad de transmision de la rabia. Estos hallazgos proporcionan nuevos
conocimientos sobre los mecanismos de mantenimiento de RABV en los murciélagos
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hematofagos y ponen de relieve la necesidad de utilizar enfoques ecologicamente detallados
para la prevencion de la rabia en Peru y en América Latina.

La evaluacion del efecto de sacrificio de los murciélagos mostré que la seroprevalencia de
RABYV fue mayor en las colonias de murcié¢lagos que fueron sometidos a un sacrificio periddico
y regular, en comparacion con aquellos que nunca fueron sacrificados. Sin embargo, la
seroprevalencia en colonias sacrificadas regularmente no fue estadisticamente diferente de la
de las colonias no perturbadas o sacrificadas peridodicamente. En cada uno de los analisis
realizados, la edad y la seleccion conservaron el apoyo estadistico. Sin embargo, en el analisis
que utiliza tinicamente cuevas con D. rotundus, las hembras tuvieron una seroprevalencia
significativamente mayor que los machos.

En Pert, el sacrificio de los murciélagos hematdfagos es una herramienta central de control
utilizado para prevenir la rabia en los seres humanos y animales domésticos. El supuesto basico
que subyace al sacrificio para reducir las enfermedades de la fauna silvestre, es que la reduccion
del tamano de la poblacion reservorio disminuye la transmision de la rabia. Pusimos a prueba
esta hipdtesis estudiando la exposicion de RABV en 20 colonias de murciélagos hematofagos
en Pert que mostraron una variacion natural en el tamafio de la poblacién, y en colonias con 'y
sin historial de sacrificio. Nuestros resultados demostraron que la exposicion al RABV era
ubicua en las poblaciones de murciélagos hematofagos geograficamente extendidas, estaba en
el mejor de los casos s6lo débilmente relacionada con el tamafio de la colonia de murciélagos,
y tendia a aumentar después de la eliminacion esporadica. El predictor mas poderoso de los
anticuerpos del RABV fue la clase de edad del reservorio, con mayor seropositividad en
murcié¢lagos juveniles y sub-adultos en relacion con los adultos. Es poco probable que esta
pauta refleje los anticuerpos derivados de la maternidad porque la seroprevalencia media fue
mayor en los juveniles que en las hembras adultos y no disminuy6 durante el primer afio de
vida. Las elevadas tasas de rabia en murci¢lagos jévenes y sub-adultos también podrian ayudar
a explicar la asociacion positiva entre el sacrificio peridodico y la seroprevalencia.
Concretamente, dado que es probable que los jovenes tengan menos probabilidades de acicalar
a los adultos que los adultos de acicalarse a si mismos o a los jovenes, el vampiricida podria
matar preferentemente a los adultos. Dado que los adultos tienen una menor seroprevalencia,
pero tal vez una mayor inmunidad debido a exposiciones repetidas, esta eliminacion selectiva
podria aumentar la seroprevalencia a nivel de la poblacion. Los mecanismos demograficos que
actian en escalas de tiempo mas largas, como la recolonizacion de las colonias eliminadas de
las poblaciones vecinas (el "efecto vacio") o el aumento de la supervivencia de los jovenes tras
una liberacion repentina de las limitaciones dependientes de la densidad, podrian aumentar atin
mas la transmision al aumentar la poblacion susceptible de murciélagos. Independientemente
de que el sacrificio aumentard la transmision del RABV, aumentard numéricamente la
seroprevalencia al eliminar desproporcionadamente a los adultos o se produzca una respuesta
a brotes de rabia transmitida por murciélagos en animales domésticos, es evidente que el
sacrificio de murci¢lagos hematdfagos no ha logrado eliminar la circulacion del RABV en el
Perti. Es posible que la eliminacién no se haya llevado a cabo a una escala suficiente como para
afectar al tamafo general de las colonias de murcié¢lagos. De hecho, las colonias de sacrificio
regular no eran significativamente mas pequefias que las colonias no perturbadas, y la
perturbacion reducia el tamafo de las colonias s6lo cuando implicaba perturbaciones
importantes de las cuevas. El sacrificio suboptimo podria ser suficiente para cambiar la
estructura de edad de las colonias de murci¢lagos sin tener efectos dramaticos en el tamafio
total de la colonia (es decir, los adultos sacrificados son reemplazados por una mayor
supervivencia juvenil y sub-adulta). Si bien esto podria tener la desafortunada consecuencia de
aumentar la transmision del RABYV a niveles bajos de sacrificio, deja abierta la posibilidad de
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que un sacrificio més intenso o campafias coordinadas dentro y entre las regiones puedan
eliminar el RABV. Una segunda explicacion del fracaso de la eliminacion para reducir la
seroprevalencia del RABV es la falta de una fuerte relacion entre la densidad de murciélagos
y la transmision del RABV.Asi pues, las tasas de contacto entre murciélagos susceptibles e
infectados podrian ser independientes del tamafio de la colonia, de modo que la fuerza de
infeccion per capita depende mas de la prevalencia de la infeccion que de la densidad de
poblacion general (es decir, la transmision es dependiente de la frecuencia). Los estudios sobre
la incidencia de la rabia en animales domésticos sugieren que la rabia trasmitida por
murcié¢lagos hematdfagos se mantiene como una epizootia de migracion lenta, en la que el virus
se propaga de una colonia a otra y no puede volver a invadir hasta que se recupere algiin nimero
umbral de murciélagos susceptibles. La variacion espacial de la dinamica de transmision, el
aparente conflicto entre las hipdtesis de una epizootia migratoria y el mantenimiento regional
enzodtico podria explicarse también por la existencia de dos fases epizooticas
fundamentalmente diferentes. Los programas de control de la rabia se beneficiarian de la
consideracion de estos escenarios alternativos porque el mantenimiento enzootico local implica
que la transmision entre especies se producird de forma esporadica, lo que hace que sea mucho
menos predecible en el escenario de una lenta propagacion viral a través de un escenario
geografico especifico. La ausencia de umbrales de poblacion para la invasion y el
mantenimiento de del RABV es coherente con la ineficacia observada del sacrificio para
eliminar la circulacion viral en los murciélagos y la transmision a los seres humanos y los
animales domésticos. Es evidente que la eliminacion selectiva de murci¢lagos hematofagos
bien gestionada beneficia a la agricultura al aliviar las mordeduras de murciélagos en animales
domésticos y posiblemente al reducir el nimero total de murciélagos infectados. Sin embargo,
el aparente efecto positivo del sacrificio en la seroprevalencia, junto con las respuestas
demograficas y de comportamiento que podrian aumentar la proporcion de murciélagos
susceptibles, podria tener consecuencias contraproducentes para la transmision del RABV.

Epidemiologia molecular de la rabia

Nuestros estudios moleculares de la rabia han construido un arbol filogenético de maxima
probabilidad (ML) el cual revel6 tres linajes virales en el Peru, cada uno de los cuales compartia
un antepasado comun mas reciente (ACMR) con virus de otros paises sudamericanos, lo que
concuerda con las multiples introducciones independientes del RABV en los murcié¢lagos
peruanos. Los virus atipicos identificados eran parafilicos entre si (lo que indica introducciones
distintas) y se encontraron en especies raramente infectadas (canino y equino), lo que sugiere
translocaciones de animales de compaiia mediadas por el hombre, en lugar de infecciones
adquiridas de murciélagos autdctonos en la localidad de muestreo.

Combinando grandes conjuntos de datos genéticos de virus y reservorios, mostramos que la
filopatia femenina y la dispersion de los machos en los murci¢lagos hematofagos
probablemente crea un papel desproporcionado para los murciélagos machos en la propagacion
espacial del RABV. Usando estos conocimientos sobre la dispersion del reservorio y del virus,
pronosticamos las rutas y tasas de una invasion viral en curso que predecimos que causara una
histérica y dafiina primera invasion del RABV en la costa del Pacifico de Sudamérica.
Independiente los datos epidemiologicos apoyan nuestras predicciones genéticas.

La reduccion de la estructura de la poblacion de reservorios en el ntcleo en relacion con los
marcadores mitocondriales y la deficiencia de heterocigotos en los machos son coherentes con
la dispersion masculina y la filopatia femenina en los murciélagos hematéfagos, como se
conoce en los estudios de campo y es la expectativa general para los mamiferos (125,130).
Sugerimos que un subproducto de la dispersion basada en el sexo es que la dispersion espacial
y la distribucion geografica del RABV también serd impulsada por los machos. Ademas, los
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signos clinicos debilitantes de la rabia (ataxia, letargo y muerte) durante la mayor parte del
periodo infeccioso hacen poco probable que la infeccién pueda inducir una dispersion a
distancia inusualmente larga en las hembras infectadas, propagando asi el RABV sin dejar una
firma de ADN mitocondrial de dispersion a través de la reproduccion. Por lo tanto, el sexo que
mas se dispersa durante la incubacion de la rabia (los machos) dominara naturalmente la
propagacion viral, y las barreras a la dispersion de los machos delimitaran los limites de las
distribuciones virales, como hemos observado. La estacionalidad en el area geografica
infectada por el RABV también fue consistente con la dispersion espacial masculina. Este
estudio muestra que el contraste de los marcadores genéticos del reservorio y del patogeno con
diferentes modos de herencia proporciona un marco para comenzar a evaluar la dispersion de
los patogenos en funcion del sexo. La identificacion del sexo responsable de la propagacion
del patégeno tiene implicaciones practicas para la prevencion y el control del RABV porque se
predice que el bloqueo del movimiento viral entre las colonias causa la extirpacion viral (135).
En la labor futura se deberian cuantificar las escalas en que los machos y las hembras
contribuyen a la propagacion viral intercolonia para evaluar la eficacia de la seleccion de los
machos dispersos en las campanas de control de la rabia. También demostramos que la
combinacion de la genética de la poblacion huésped, la filogeografia de los patogenos y la
ecologia del medio geografico puede predecir tasas y rutas de invasion de patdgenos a zonas
libres de enfermedades. Un enfoque similar podria ser atil para pronosticar otras invasiones de
patégenos emergentes en las que la falta de datos de infeccion a largo plazo impide analisis
epidemioldgicos tradicionales. En comparaciones anteriores de los datos genéticos del huésped
y del patéogeno se han explotado los patégenos como un marcador de alta resolucion de la
demografia y la dispersion del huésped o se ha estudiado la dindmica coevolutiva en escalas
temporales mas largas. Nuestro estudio muestra que datos similares pueden verificar los
principales grupos demograficos de los huéspedes en cuanto a la propagacion espacial de los
patdgenos y pronosticar invasiones epidémicas en zonas libres de enfermedades. A medida que
aumenten la abundancia y la resolucion de los datos gendmicos del huésped y del patogeno,
enfoques similares podrian poner a prueba la generalidad de la dispersion de los patdogenos en
funcion del sexo, al tiempo que proporcionarian importantes previsiones sobre la dinamica de
la geografia de las invasiones de patdgenos emergentes.

Epidemiologia de la rabia y su dispersion a través de murciélagos hematdfagos

Utilizando un conjunto de datos espacio-temporales de alta resolucion de los brotes de rabia,
ilustramos el poder de combinar los datos de los animales centinelas de los sistemas nacionales
de vigilancia con modelos estadisticos para predecir el tiempo y el lugar de futuras
transmisiones entre especies de virus trasmitidos por murci¢lagos. En el Peru, en las zonas
donde se producen la mayoria de los brotes, la expansion forma multiples olas independientes
de infeccidon que se desplazan a ritmos y trayectorias constantes hacia las comunidades donde
documentamos altas tasas de contacto entre murciélagos y animales domésticos no vacunados
y un escaso conocimiento de la rabia por parte de los productores. Las invasiones generalizadas
en nuevas zonas y el aumento de la carga para la salud humana y animal revelan que el RABV
€S una zoonosis emergente mas que una zoonosis enzootica y obligan a adoptar nuevas
estrategias para el control de la rabia. La deteccion sistematica de la rabia por mes en un distrito
no infectado anteriormente durante los ultimos 12 afios, es una sefial alarmante de la creciente
amenaza para la salud humana y animal que representa la rabia. Los desencadenantes de estas
expansiones son inciertos, pero estan ocurriendo en todo el pais en zonas de transicion entre el
Amazonas y los Andes y en los valles interandinos (cejas de selva). Una posibilidad es que el
incremento de la crianza de animales domésticos podria haber aumentado el tamafio o la
conectividad de las poblaciones de murcié¢lagos hematofagos, facilitando de esta manera la
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introduccion viral. es importante destacar que las expansiones ocurrieron en areas muy por
debajo de la maxima elevacion del RABV en otras partes del Pera (3600 m.s.n.m), y la
elevacion de los brotes no aumentd en las regiones de alta elevacion donde el RABV fue
enzootico a lo largo de la serie de tiempo (i.e. Apurimac y Ayacucho). Por lo tanto, sostenemos
que la aparicion del RABYV en esas regiones no se debe a cambios impulsados por el clima en
la distribucion de los murciélagos hemat6fagos, sino a un proceso epidemioldgico de invasion
viral prolongada de un virus relativamente nuevo en las poblaciones de murciélagos
hematéfagos, hipotesis que estd respaldada por las estimaciones de los relojes moleculares del
antepasado comun mas reciente de la rabia de los murciélagos hematofagos. Para apoyar atin
mas la hipotesis de la invasion lenta, las ondas de expansion viral en los dos valles focales de
las regiones de Apurimac, Ayacucho y Cusco, se iniciaron s6lo en los ultimos afios a pesar de
las pruebas moleculares de que el RABV estaba presente en las partes noroccidentales de la
region desde principios de los afios setenta y la evidencia de nuestro estudio es que los
murci¢lagos hematofagos ya estan presentes en cada valle considerados como libres o sin
presencia del RABV. Diferentes patrones de movimientos de murciélagos entre colonias en
cada valle impulsados por diferencias subyacentes en la distribucion de colonias de
murciélagos podrian influir en la velocidad de las ondas expansivas. Sin embargo, los valles
tenian distribuciones similares de granjas e intensidades de mordeduras, lo que sugiere que es
poco probable que la dispersion de larga distancia del RABV sea un factor limitante en
cualquiera de los valles. Las alteraciones antropogénicas, particularmente la intensidad de los
sacrificios de murciélagos, también podrian influir concebiblemente en la propagacion viral.
Por un lado, los sacrificios podrian reducir la probabilidad de dispersién por un murci¢lago
infectado al reducir la prevalencia de infecciones o la dispersion de la competencia. Por otro
lado, la dispersion por parte de los sobrevivientes de sacrificios podria facilitar la invasion viral
en zonas no infectadas.

Este estudio demuestra el poder de los sistemas de vigilancia de la salud animal para generar
informacion de alta resolucion sobre la dindmica espacio temporal de los virus zoondticos que
probablemente seria imposible detectar la confianza en estudios dentro de un reservorio de vida
silvestre. Las ondas de expansion que detectamos en Perti informan directamente la gestion de
la dispersion viral de los murciélagos proporcionando recomendaciones sobre donde y cuando
se debe vacunar el ganado y el desarrollo de las campafias educativas, al tiempo que se crea
una oportunidad uUnica para rastrear intervenciones experimentales en las poblaciones de
murci¢lagos para bloquear los brotes epizooticos de avance replicados espacialmente.

Sistemas de vigilancia oficial de la rabia y su impacto en poblaciones humanas y de animales

En nuestros estudios llevados a cabo sobre la carga de la enfermedad de la rabia, observamos
que la correccidon de la sub-notificacion espacialmente heterogénea reveld areas geograficas
que tenian una carga de rabia desproporcionadamente mas alta que la implicita en los registros
oficiales.

Esta conclusion pone de relieve la posibilidad de que los recursos destinados a la prevencion y
el control se dirijan a las zonas que tienen una elevada tasa de notificacion, pero no
necesariamente la mayor carga, lo que podria amplificar disparidades en la carga del RABV.
Ademas, dado que el RABV persiste en los murciélagos a través de la dindmica espacial, las
zonas de alta carga y baja notificacién descuidadas podrian crear puntos de transmision que
faciliten persistencia viral a largo plazo. Nuestros resultados apoyan los hallazgos de estudios
previos de que la vacunacion del ganado es la intervencion mas efectiva para reducir la carga
del RABV. En nuestro estudio, la cobertura de la vacunacion contra la rabia fue alta (83%) en
distritos con brotes confirmados, pero casi inexistente (es decir, el 2% de los productores) en
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distritos vecinos, supuestamente libres de rabia. Esto demuestra que la vacunacion se produce
de forma reactiva a los brotes de rabia y proporciona un mecanismo (tasas de vacunacion mas
bajas y reduccion de la inmunidad del rebafio) por el cual los brotes en las zonas recientemente
invadidas podrian ser mayores que en las zonas historicamente endémicas. Dentro de las zonas
endémicas de rabia, la distancia a la oficina de notificacion del SENASA no se correlaciono
con la vacunacion, lo que sugiere que la presencia de rabia supera los desafios logisticos para
adquirir las vacunas. Dado el alto costo de esta vacuna para los agricultores (alrededor de 1,2
dolares por dosis), fue sorprendente que los factores socioecondmicos no estuvieran
relacionados con la vacunacién, lo que sugiere que la percepcion del riesgo de rabia es mas
importante que la asequibilidad para impulsar la adopcion de la vacuna para el RABV. Nuestros
resultados sugieren ademas que el aumento de la percepcion de riesgo de las comunidades que
estan lejos de las oficinas de notificacion podria aumentar la notificacion y reducir las pérdidas
de ganado al fomentar la vacunacion preventiva en las zonas de alto riesgo. Esto podria lograrse
mediante el desarrollo de campaias de sensibilizacion utilizando herramientas relativamente
baratas como las radios comunitarias. En términos mas generales, esta labor pone de relieve
como la variacion en la notificacion de enfermedades puede influir en las estimaciones de la
carga de morbilidad, lo que sera importante tener en cuenta al extrapolar estimaciones de la
carga de los estudios de base comunitaria en escalas espaciales mayores.

Futuros controles de la rabia a través de inmunizaciones en murciélagos

Nuestros estudios proporcionan una prueba de principio de que a niveles de despliegue
operacionalmente alcanzables y tasas cuantificadas empiricamente de propagacion de
murci¢lago a murciélago, las vacunas orotopicas deberian reducir la transmision de la rabia de
manera mas eficaz que la eliminacion selectiva (la politica actual empleada en toda América
Latina). Dado que la persistencia de la rabia requiere la propagacion entre colonias para la
dispersion viral, incluso las reducciones modestas del tamafo del brote probablemente tengan
repercusiones epidemiologicas importantes en las escalas geograficas mas amplias en las que
se llevan a cabo las campaiias de control de la enfermedad. En particular, al reducir el nimero
de murciélagos infectados y la probabilidad de invasion viral, la vacunacion de un nimero
limitado de colonias beneficiaria desproporcionadamente la eliminacion regional de la rabia al
favorecer las extinciones virales estocasticas. Dado que la dispersion de los machos propaga la
rabia entre las colonias, la vacunacién podria beneficiarse atin mas si se dirigiera a los
murciélagos machos. Aunque se esperaba que las tasas mas elevadas de aseo social entre las
hembras socavaran esta estrategia, encontramos que los machos tienen iguales o mayores tasas
de contacto inter e intra-sexo, una posible consecuencia de los intentos de apareamiento con
las hembras o de las peleas entre los machos. Es importante, porque el autocrecimiento es
comun, cualquier vacuna transferida a través de estas interacciones seria finalmente ingerida.
El disefio de campafias a gran escala para desplegar vacunas contra la rabia que se puedan
propagar requiere una investigacion adicional en varias areas. En primer lugar, para optimizar
el nimero de dosis de vacunas que se deben aplicar a cada murciélago, los estudios de campo
y en cautiverio deben cuantificar la heterogeneidad individual en las tasas de transferencia
utilizando vacunas reales ademas de biomarcadores. En segundo lugar, los costos de la
vacunacion deben estimarse en términos econdomicos, ademas de la evaluacion epidemiologica
que aqui se ofrece. Lamentablemente, en la actualidad las vacunas se producen so6lo para la
investigacion, y no se dispone de los costos de la produccion en gran escala. En tercer lugar, la
vacunacion de murciélagos hematdfagos sin reduccion de la poblacion sera inaceptable para
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algunos interesados, ya que la depredacion incontrolada de los murciélagos mantiene la
exposicion a patogenos no relacionados con la rabia, y la anemia por mordeduras puede reducir
la productividad del ganado independientemente de la rabia. Dado que el sacrificio desplaza
las poblaciones de murciélagos hacia individuos mas jovenes y mas susceptibles a la rabia, lo
que podria aumentar la transmision de la rabia, las investigaciones futuras deberian desarrollar
herramientas para la supresion reproductiva como alternativa al sacrificio. Por ultimo, el
mantenimiento de la metapoblacion de la rabia ofrece oportunidades para una vacunacion mas
eficiente y con informacion epidemioldgica.

Futuros modelos predictivos de la rabia

Uno de los Sistemas de Informacion Geografica es Maxent. Mediante este programa hemos
analizado estadisticamente diversas variables territoriales (pendiente, temperatura, vegetacion,
altitud, humedad), junto a la distribucion inicial de la del D. rotundus. Como resultado hemos
obtenido un conjunto de graficas, tablas y mapas que nos advierten de la distribucion potencial
de esta especie animal en las zonas ecoldgica y climaticamente favorables.

Nuestros estudios contribuyen a una mejor comprension de la transmision de la rabia de los
murci¢lagos hematofagos en el Pert y los determinantes de la distribucion espacio-temporal
de su principal reservorio, el murciélago Desmodus rotundus, mediante la identificacion de
zonas con condiciones bioclimaticas favorables. Nuestra labor pone de relieve la necesidad de
comprender mejor los desajustes entre la presencia de murci¢lagos hematofagos y la aparicion
de la rabia en el ganado, a fin de predecir las invasiones de rabia y los futuros brotes. Nuestro
mapa de riesgos sobre la posible distribucion adecuada de los murciélagos o la rabia puede
ayudar a dirigir la vigilancia y el control a través de zonas de vacunacion prioritarias que el
servicio veterinario oficial del Pert podria aplicar en el futuro. En particular, insistimos en la
necesidad de dirigirnos a las zonas del Peru con alto riesgo de presencia de murciélagos, pero
en las que no se han registrado brotes de rabia. Los estudios futuros podrian abordar la forma
en que los cambios en las variables climaticas y la densidad de ganado que afectan a la
distribucion de los murciélagos modificaran el riesgo futuro de rabia de los murciélagos
hemato6fagos.
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