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BUN: Nitrégeno uréico sanguineo

CAUSA: Complejo Asistencial Universitario de Salamanca

CD: Células dendriticas

CE: Células endoteliales

CID: Coagulacion intravascular diseminada

CPK: Creatinin-fosfoquinasa

EAU: Emiratos Arabes Unidos

FHCC: Fiebre hemorragica de Crimea Congo.

FHV: Fiebre(s) hemorragica(s) viral(es)

FHSR: Fiebre hemorragica con sindrome renal producida por hantavirus
GGT: Gamma glutamiltranspeptidasa

IF: Inmunofluorescencia

LAMP: Loop-Mediated Isothermal Amplification Assay

LDH: Lactato deshidrogenasa

ND: No descrito

NK: Células natural killer

NP: Nucleoproteina

OCEBM: Oxford Centre for Evidence Based Medicine

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OTU: Deubiquitinasa tipo tumor de ovario

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

PICO: Estrategia de pregunta de investigacion en revisiones sistematicas. Paciente, intervencion,
comparacion y resultados

PICOS: Estrategia de pregunta de investigacion en revisiones sistematicas similar a PICO,

incluyéndose ademas el disefio del estudio.
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PRISMA: Guia de publicaciéon de la investigacion disefiada para mejorar la integridad del informe

de revisiones sistematicas y metaanalisis

RCA: Republica Centroafricana

RDC: Republica Democratica del Congo

RIG-I: Gen inducible por el acido retinoico tipo I.

RT-PCR: 1. Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa. 2. Reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real.

TLR: Receptores Toll-Like

TP: Tiempo de protrombina

URSS: Unidn de Republicas Socialistas Soviéticas

VFHCC: Virus de la fiebre hemorragica de Crimea Congo.
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1. INTRODUCCION

1.1  CONTEXTUALIZACION DEL TEMA

La fiebre hemorragica de Crimea-Congo (FHCC) es una zoonosis transmitida por garrapatas,
principalmente aquellas del género Hyalomma spp. Esta producida por un arbovirus, el virus de la
fiebre hemorragica de Crimea-Congo (VFHCC) (1) y representa la enfermedad viral transmitida por
garrapatas con mayor extension a nivel mundial. Produce brotes cada afio en Europa, Asia y Africa
(2), con predominio en el hemisferio norte durante los meses mas calurosos del afio (de mayo a

octubre) (3).

El espectro clinico de esta enfermedad oscila desde sintomatologia leve o inespecifica hasta la
aparicion de fiebre hemorragica con elevado riesgo de mortalidad (10-40 %) (1,3,4). El riesgo
potencial de su utilizacién como arma bioldgica es una de las razones por la cual el VFHCC ha sido
incluido como un patdégeno prioritario para la investigacion y el desarrollo por la Organizacién

Mundial de la Salud (OMS) en los Ultimos afios (5,6).

Especificamente en Espafia, el virus ha sido encontrado desde hace aproximadamente 10 afios
circulando en garrapatas del género Hyalomma spp. recuperadas de ciervos en la provincia
occidental de Caceres (7,8). Cinco afios mas tarde, en 2016, se describieron los primeros casos
humanos. Uno de ellos con desenlace fatal (un hombre en la quinta década de la vida que habia
realizado actividades de recreacién al aire libre en la provincia de Avila), y otro caso asociado a
transmision nosocomial del caso mencionado previamente (9).Aun cuando se habia demostrado
esta circulacion del virus en el territorio espafiol, los estudios de seroprevalencia en humanos

realizados no habian demostrado la presencia de anticuerpos en la poblacién humana (10).

La presente tesis doctoral tiene como principales objetivos: i) la descripcion epidemiolégica del
virus en Europa. li) la evaluacion de la potencial circulacién del VFHCC en Castilla y Ledn v iii) la
valoracion de la incidencia de FHCC en individuos que acuden a urgencias en el Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca, presentando fiebre de origen desconocido sin foco

aparente (11).
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1.2 ANTECEDENTES

Historia de las fiebres hemorragicas virales

Las fiebres hemorragicas virales (FHV) son un grupo de enfermedades caracterizadas por la
presencia de fiebre y trastornos hemorragicos. Estas, son causadas principalmente por diferentes

virus pertenecientes a cuatro familias de virus ARN (11).

e Arenaviridae: Fiebre hemorragica argentina, por el virus de Junin; fiebre hemorragica
boliviana, por el virus de Machupo; fiebre de Lassa, por el virus homdénimo; fiebre
hemorragica venezolana, por el virus de Guanarito; fiebre hemorragica brasilefia, por el
virus de Sabia; fiebre hemorragica de Chapare, por el virus homonimo; fiebre de Lujo
también por el virus homdénimo

e Ffiloviridae: Virus del Ebola, virus de Marburg.

e Nairoviridae: De importancia médica, el VFHCC.

e Flaviviridae: Transmitidos por mosquitos como la fiebre amarilla, dengue, West Nile
virus. Asi mismo, hay otro grupo transmitido por garrapatas entre los que se encuentran
el virus de la fiebre hemorragica de Omsk, el virus de la fiebre hemorragica de Alkhurma

y la fiebre hemorragica del bosque Kyasanur

Algunos de estos agentes causan enfermedades relativamente leves, como el virus de la
nefropatia escandinava (un hantavirus); mientras que otros, como el virus del Ebola son altamente

letales-

Fue Cumakov Mihail Petrovi¢ quien Yo acufid por primera vez durante el siglo XX,~cuando

describid la fiebre hemorragica con sindrome renal (FHSR) y la fiebre hemorrégica de Omsk (12).

Mds tarde, Daniel Carleton Gajdusek reconocio que, basado en los vectores y los hospedadores

gue podian transmitir las FHV, se podian distinguir tres grupos:

e FHV transmitidas por roedores: FHSR producida por hantavirus y la fiebre hemorragica
argentina (FHA) producida por el virus de Junin.
e FHV transmitidas por garrapatas: FHCC, fiebre hemorrédgica de Omsk.

e FHV transmitidas por mosquitos: Dengue, fiebre amarilla.
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El concepto mds actualizado que se tiene hasta ahora de FHV fue introducido por Alexis
Shelokov en 1970: “el cuadro clinico de las FHV se caracteriza por una enfermedad febril
complicada con diversos fendmenos hemorragicos, shock, y en algunas oportunidades muerte.
Ecolégicamente cada enfermedad hemorragica ocurre cuando el humano perturba de alguna
manera el nicho ecoldgico donde el virus circula en vertebrados, habitualmente con la ayuda de

artrépodos”.

Aunque esta definicion fue bastante acertada, algunas FHV como el dengue y la fiebre amarilla
no podian ser consideradas completamente dentro de la misma, ya que ambas son transmitidas
por mosquitos Aedes, que habitualmente se alimentan de humanos. Asimismo, producen brotes
urbanos importantes en zonas tropicales y subtropicales extensas que no pueden ser definidas

como un foco (13,14).

Como vya fue mencionado en las primeras descripciones sobre las FHV, las personas pueden
verse afectadas cuando se introducen en el ecosistema en el que el virus y su artropodo vector
circulan habitualmente, o cuando se producen cambios en el ecosistema que aloja al virus y al
artrépodo, vinculados a modificaciones sociales, geopoliticas, climaticas, etc. (15). Este fendmeno
esta asociado a varios factores como un aumento de la temperatura media anual global (16,17), los
desplazamientos migratorios humanos con un aumento de la densidad de poblaciéon en
determinadas zonas vulnerables, el comercio legal e ilegal de animales y productos animales y los

sistemas de uso de la tierra para la agricultura (18,19).

Durante el siglo XX| se han reportado algunos brotes importantes asociados a FHV como se

describe en la tabla 1 (20):
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Tabla 1: Brotes asociados a FHV

i L . Pais Zona afectada AIEE Numero Mortalidad
hemorragica brote de casos
. Republica .
Fiebrede | pomocratica | Cud2desdeDurbay 995 000 154 | 128
Marburg Watsa
del Congo
HARsrRGE Angola Provincia de Uige 2004 - 2005 252 | 227
Marburg
Republica _ .
Ebola Democratical | Lovnei8lOCCgentE S o 260 | 186
Kasai
del Congo
. Diseminado entre
Guinea
Conakr pueblos y aldeas
Ebola L Vo . rurales y entre 2013 - 2016 28616 | 11310
Liberia y Sierra . .
capitales nacionales
Leona
densamente pobladas
Virus de Lujo Zam/b|e.1, No descrito 2008 5|4
Sudafrica

Historia del VFHCC

La FHCC fue descrita por primera vez entre los afios 1944-1945 en la Peninsula de Crimea (21).
Alrededor de 200 militares de Rusia presentaron sintomas de fiebre hemorragica (22). En ese
momento, se desconocia la etiologia y se planted la posibilidad de que se tratase de un brote
asociado a un agente virico probablemente relacionado con la picadura de garrapatas (23). Se
establecid el nombre como virus de Crimea. Epidemias similares ocurrieron también afios mas

tarde, en zonas de la antigua Union de Republicas Socialistas Soviéticas y Bulgaria (1953-1973)

(22).

Afios mas tarde, en 1956, se comunicaron también los primeros casos en Africa, un nifio y su
médico, ambos procedentes de Zaire (actual Republica Democrética del Congo). Estos pacientes
presentaron un cuadro de fiebre hemorragica, denominandose al agente etiolégico sospechoso

virus del Congo (24).

En 1967, se utilizd por primera vez la técnica de inoculacién en ratén para el aislamiento y
estudio del agente de los mencionados brotes de fiebre hemorrégica (25) y una vez constatado que
el virus Congo vy el virus de la fiebre de Crimea eran el mismo agente se decidié adoptar el nombre

actual de VFHCC (26).
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1.3 MARCO TEORICO

Morfologia, estructura y genoma

El VFHCC es un virus cubierto de simetria icosaédrica con un diametro de 80 a 100 nm.
Pertenece al género Orthonairovirus, dentro de la familia Nairoviridae, orden Bunyavirales, (11,27).
Posee una envoltura lipidica con un grosor de 5 a 7 nm y unas glicoproteinas de superficie que

tienen una longitud de 8-10 nm (28).

El genoma del virus estd compuesto por un ARN monocatenario de polaridad negativa. Este
ARN puede ser dividido en 3 segmentos, S, M, L (pequefio, mediano y grande, de acuerdo con sus
siglas en inglés) (Figura 1). Estos segmentos del genoma codifican respectivamente las siguientes
proteinas estructurales: la nucleocédpside viral (N), el precursor de la glicoproteina (GPC) vy la

polimerasa viral (L) (29).

Basados en las secuencias del segmento S, se pueden distinguir siete grupos genéticos

principales del virus. Dos de ellos son prevalentes en Asia, tres en Africa y dos en Europa (30).

Figura 1: Morfologia del VFHCC (Tomado de Ergdnl et al. Crimean Congo Haemorrhagic Fever. The

Lancet Infectious Diseases, 2016) (3)

Carbohidratos ligadosa N Cobertura lipidica

Polimerasa

. Ribonucleocapsides

80-120 nm
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Los virus ARN habitualmente se caracterizan por poseer una acumulacion progresiva de
mutaciones debida a una tendencia a una codificacién errada de su polimerasa viral. Sin embargo,
los virus ARN transmitidos por artrépodos, como el VFHCC, habitualmente ofrecen poca diversidad
genética. Este hecho puede ser explicado a que la evolucidén de estos virus estd restringida a la
necesidad de mantener una elevada capacidad replicativa «fitness» del virus tanto en el artréopodo

(en nuestro caso la garrapata) como en el animal que sirve como amplificador.

Se ha observado que la mayor acumulaciéon de mutaciones se encuentra en el segmento M
(una diferencia de 31% a nivel de nucledtidos y 27% a nivel de aminoacidos). Esto puede deberse a
la adaptacion de virus a diferentes tipos de artropodos y células de vertebrados dependiendo de
las zonas geograficas, ya que el virus se encuentra circulando en ciclos naturales distintos dada su
vasta extension geografica, lo que se traduce en importantes diferencias naturales, incluyendo
distintos tipos de garrapatas del género Ixodes implicadas (29), distintas preferencias de

alimentacion que dependen de los vertebrados disponibles y las condiciones climatoldgicas locales.

Habitualmente la regiéon que codifica la polimerasa viral es considerada la zona mejor
conservada en los virus ARN. Sin embargo, esto no siempre sucede de la misma manera en el
VFHCC donde se ha encontrado una cierta diversidad genética en la region del segmento L que

codifica la polimerasa.

Diversidad genética

La comparacién de 15 genomas completos de VFHCC y la secuenciacion individual de 32
segmentos S, 32 M y 18 L ha revelado que existen siete cepas del virus (31): Grupo | (Africa 3),
Africa occidental y Espafia; Il (Africa 2), RepUblica Democratica del Congo (RDC); Ill (Africa 1),
Sudafrica y Africa occidental 2; IV (Asia 1y Asia 2), Asia y Medio Oriente, V (Segun ciertos autores
Europa 1 y segun otros Europa 1y 2), Europa y Turquia, VI (Europa 2), Grecia; y VII, Mauritania

(detectado solo con el segmento M) (29) (Figura 2).

Esta agrupacion demuestra que los diferentes linajes del VFHCC se mueven alrededor de
largas distancias geograficas, por ejemplo, es posible encontrar virus genéticamente muy similares
en Sudéfrica y Africa occidental o en China e Irak. Asi mismo, es posible encontrar mas de un linaje
viral circulando en una misma zona, como es el caso del Grupo |y el Grupo Ill que se encuentran

circulando en Africa occidental (31).
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Existen multiples explicaciones para este movimiento de los linajes virales. Una viene dada
por el comercio del ganado infectado o no infectado, pero portador de garrapatas infectadas. Otra
explicacion, sobre todo asociada a desplazamientos a distancias mayores, se explica por el viaje de

estadios prematuros de las garrapatas en aves u otros animales migratorios (31).

Para adaptarse a estas diferencias ecoldgicas, el virus ha sufrido diversos cambios
atribuidos a fendmenos de reordenamiento y recombinacién genética. El reordenamiento se
refiere a un fendmeno que se ha observado en los arboles filogenéticos del segmento M y que a
efectos practicos se ha traducido en una elevacién de la capacidad de replicacion viral. El
reordenamiento entre virus de diferentes grupos geograficos y su dependencia de la coinfeccion
refuerza el punto de que el movimiento y la mezcla de virus a través de grandes distancias
geograficas ocurren con cierta frecuencia. Parece probable que el reordenamiento genético pueda
ocurrir principalmente durante la coinfeccion de garrapatas, debido a la naturaleza transitoria de
las infecciones de vertebrados en relacién con las infecciones viricas persistentes a largo plazo
observadas en las garrapatas y su necesidad obligada de obtener alimentos de sangre en las

uniones metamorficas.

Por su parte, la recombinacién ha sido un fenédmeno que ha afectado predominantemente
al segmento S y se ha planteado que la naturaleza del mosaico observado en el segmento L del

grupo IV sea debida a este tipo de evolucién genética (31).
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Figura 2: Ubicacidn geografica de los subtipos virales del VFHCC

Grupo |
Grupo ll
O Grupo 1l
® Grupo IV
® Grupo V
@ Grupo VI (Cepa AP92)
@ Grupo VIl
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Tabla 2: Linajes del VFHCC y su distribucion geografica

Paises donde se ha aislado Carroll et | Atkinson et Sherifi et al.
al. (32) al. (33) (34)

Irdn, Sudafrica, Senegal, Mauritania, Espafia | Africa 3 Africa 3

Sudéfrica, Namibia, RDC, Uganda I Africa 2 Africa 2

Sudéfrica, Namibia, Emiratos Arabes Unidos (EAU), Il Africa 1 Africa 1

Senegal, Mauritania, Nigeria, Burkina Faso, Republica

Centro Africana (RCA)

Irdn, Pakistan, EAU, Madagascar, Oman, Iraq, China, vV Asia 1, Asia2 | Asial, Asia

Uzbekistan, Kazajistan, Tayikistan 2

Iran, Turquia, Grecia, Rusia, Bulgaria, Kosovo, Albania Vv Europa 1 Europa 1,
Europa 2

Turquia, Grecia VI Europa 2 Europa 2

Mauritania * VII

Los linajes se han establecido por diferencias en el segmento S (pequefio). Excepto el linaje VII.

*Caracterizado de acuerdo con diferencias en el segmento M.

Ciclo biologico

El ciclo de transmision estd caracterizado por el paso del virus desde la garrapata a un
ungulado y del ungulado infectado a una nueva garrapata susceptible (35). Dichos ungulados

pueden adquirir la infeccidon y presentar viremia sin ningln sintoma de enfermedad.

El hombre adquirird la infeccién, por lo general, por la picadura de una garrapata adulta
infectada, aunque también puede adquirirla por contacto directo con sangre u otros fluidos
corporales de animales infectados y/o de pacientes hospitalizados por FHCC y por transmision

vertical (Figura 3) (3,36—38)

Pagina 16 de 135



éffé%% VNiVERSiDAD VIRUS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA DE CRIMEA CONGO:
: c; g P SALAMANCA EVALUACION EN ZONA ENDEMICA

FHGBY CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

LiA CAROLINA MONSALVE ARTEAGA

Figura 3: Ciclo bioldgico del VFHCC. (Modificado de Hawman DW, Feldmann H. Recent advances in

understanding Crimean-Congo hemorrhagic fever virus. F1000Research 2018 (39)

Pequefios mamifero:
y pajaros

Co-alimentacién

Animales de
y talla mediana

Ciclode vidade
la garrapata
Hyalomma sp.

Humanos
(Transmisién
Huevos .~ nosocomial)

EPIDEMIOLOGIA
Vectores: Garrapatas: Vector y hospedador

La transmision de este virus a los humanos se asocia principalmente con la picadura de
garrapatas de cuerpo duro (familia Ixodidae), predominantemente las que pertenecen al género
Hyalomma (Figura 4) (40). Otras garrapatas distintas al género Hyalomma, como Dermacentor,

Rhipicephalus y Boophilus spp. pueden estar también involucradas.

Figura 4: Hyalomma spp., principal vector de la FHCC

Imagen facilitada por Carmen Vieira, investigadora del laboratorio de Enfermedades Infecciosas y

Tropicales, Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales (CIETUS), Universidad de Salamanca

Pagina 17 de 135



2%, VNIVERSiDAD VIRUS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA DE CRIMEA CONGO:
' 2 D SALAMANCA EVALUACION EN ZONA ENDEMICA

“ague CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

LiA CAROLINA MONSALVE ARTEAGA

Una vez dentro de la garrapata, el virus se replica dentro de la pared intestinal y se propaga a
los tejidos, alcanzando los titulos mas altos en las glandulas salivares y los drganos reproductores
(41). Las garrapatas hembra pueden transmitir el virus de modo vertical a su descendencia,
durante sus diversas etapas de maduracion, por via transovarica. Una hembra puede producir
varios miles de dvulos, por lo que incluso una baja tasa de transmision transovarica es capaz de

mantener una poblacion relativamente grande de garrapatas infectadas.

La transmision horizontal se produce cuando varias garrapatas se encuentran alimentdndose
de un mismo animal. En este caso si una o varias se encuentran infectadas, estas son capaces de
introducir el virus en el torrente sanguineo del animal, produciendo asi la infeccion del resto de

garrapatas susceptibles (41,42).

El hecho de que algunas garrapatas de la especie Hyalomma marginatum sean portadoras del
virus a lo largo de las distintas etapas de su vida las convierte en verdaderos reservorios naturales
del VFHCC. Las ninfas de las garrapatas infectadas pueden vivir en animales como aves o
mamiferos pequefios, representando una fuente de diseminacién geografica del virus (9). De
hecho, se les ha asociado a la introduccién de cepas africanas en el sudoeste europeo en los

Ultimos afos (8,43—45).

Reservorios animales: Amplificadores

El espectro de huéspedes naturales para las garrapatas infectadas por el VFHCC incluye una
amplia variedad de animales como bovinos, caprinos, ovinos, aves y liebres, (46). Las aves, por
ejemplo, no adquieren la infeccion (a excepcion de los avestruces) (4), pero representan una
fuente importante de diseminacion geografica del virus, como se ha descrito previamente (43).
Este hecho se ha asociado, entre otras diseminaciones a grandes distancias geogréficas, a la

introduccién de cepas africanas en el sudoeste europeo durante la Ultima década (8,43-45).

Por su parte, los vertebrados pequefios como las liebres o los erizos pueden representar
poblaciones ecoldgicas importantes para mantener el virus, dado a que a menudo estos animales
estan infestados con garrapatas en estado larvario, que luego son capaces de transmitir el virus
verticalmente a sus estados mas avanzados del ciclo bioldgico que son aquellas que van a infestar
predominantemente los grandes vertebrados salvajes, que permiten el establecimiento y dificil
erradicacion del virus una vez establecido en una determinada drea geografica como los ciervos,

corzos o jabalies o por otra parte el ganado doméstico que se encuentra en constante intercambio
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con humanos (agquellos que estdn implicados en su cuidado y aquellos que estdn implicados en la
matanza) ya que en los periodos de infeccién asintomdtica (que duran aproximadamente 2
semanas) son capaces de transmitir del virus a través de sus fluidos corporales (1,36). Desde el
punto de vista de la Salud Publica, la presencia de anticuerpos especificos contra VFHCC en
animales domésticos indica la circulacién de VFHCC en un area geografica y, por tanto, un riesgo

importante para los habitantes de la zona (47).

Por otra parte, los grandes vertebrados como ciervos, corzos, jabalies, o el mismo ganado
doméstico tienen un papel importante en el ciclo del virus una vez que adquieren la infeccién ya
que, durante los periodos de viremia (56), suponen una fuente de amplificacién viral, siendo
capaces de transmitir el virus a las garrapatas no infectadas que se encuentran co-parasitando al

animal generando poblaciones de nuevas garrapatas infectadas.

Existen diversos fendmenos ecoldgicos que se han asociado también a la amplificacion del
virus, Entre estos, la fragmentacién agricola intercalada entre la vegetacion crea habitats
favorables para la supervivencia de las garrapatas, cuando en la zona se realiza pastoreo de ganado
(Figura 5). Asimismo, los cambios en las practicas de caza pueden afectar a la proliferacion del
virus, y es de esta manera donde se observé que, en Kosovo cuando la caza se prohibid en ciertas
zonas a partir de 1990, se tradujo en un aumento de las poblaciones de liebres, lobos y jabalies y
por ende en el nimero de garrapatas Hyalomma, lo cual influyé en un aumento en el nimero de

casos de FHCC en la regién durante la década de 2000.
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Figura 5: Ejemplo de fragmentacion de la vegetacion. La proximidad del ganado a las zonas de
matorrales que albergan garrapatas contribuye al mantenimiento y la propagacién del VFHCC
(Tomado de Leblebicioglu H, Ozaras R, Irmak H, Sencan |. Crimean-Congo hemorrhagic fever in

Turkey: Current status and future challenges. Antiviral research. 2016 Feb 1;126:21-34 (48)

Transmision a trabajadores sanitarios

Después de los granjeros y los trabajadores de mataderos, el mayor riesgo de infeccion por el
VFHCC lo tienen los trabajadores sanitarios (médicos, veterinarios, enfermeras...), asi como los
trabajadores de laboratorio (9,37,49-51). En estos grupos de riesgo, la infeccién se adquiere
habitualmente a través del contacto directo con sangre y otros fluidos corporales de humanos o
animales infectados, principalmente aquellos con una alta carga virica. Historicamente, se han

descrito casos de transmisién nosocomial en Europa, Africa y Asia, como se muestra en la Tabla 3.

En estos contextos, la principal forma descrita de transmision del virus es por accidentes
bioldgicos con agujas contaminadas, seguido por el contacto con mucosas con sangre u otros
fluidos corporales de pacientes hospitalizados por FHCC (52). El riesgo de transmisién descrito se
eleva hasta un 25% tras un pinchazo, mientras el riesgo por el contacto con mucosas es mucho

menaor.

Estudios realizados en Rusia han descrito casos de infeccion en trabajadores sanitarios que no

han estado expuestos a pinchazos o contactos mucosos. Se plantea la posibilidad de que el virus
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pueda propagarse ademas por via aérea (53). Esta forma de transmision ocurre durante las fases
mas avanzadas de la enfermedad durante la fase hemorragica y se requieren mas estudios para

afirmar que este riesgo realmente existe.

Recientemente, Tsergouli et al. (54) describieron como grupos de riesgo de transmision
nosocomial a los trabajadores sanitarios, los visitantes y pacientes hospitalizados, concluyendo que
el mayor riesgo lo habian tenido los trabajadores sanitarios, y dentro de estos, las enfermeras
seguidas de los médicos. Asi mismo, se describe que las unidades de cuidados intensivos, seguidas
por los servicios de urgencias, enfermedades infecciosas y los laboratorios fueron los Servicios de

mayor riesgo.

La OMS recomienda la profilaxis postexposicién (55) y se describe como una parte de la
atencion integral del trabajador sanitario expuesto al VFHCC. En este sentido, algunos expertos
recomiendan realizar profilaxis con ribavirina en personas que hayan tenido un contacto de riesgo
(56). Sin embargo, no existe evidencia suficiente de que este tipo de actuacion reduzca el riesgo de

desarrollo de enfermedad clinica.

Tabla 3: Brotes nosocomiales de FHCC ocurridos durante el S.XXI (Modificado de Tsergouli K,
Karampatakis T, Haidich AB, Metallidis S, Papa A. Nosocomial infections caused by Crimean—

Congo haemorrhagic fever virus. Journal of Hospital Infection. 2020 May 1;105(1):43-52 (54)

Pais Ano  Caso Casos Casos Total (Casos  Referencias
indice, secundarios terciarios fatales)
prondstico  (Casos (Casos
fatales) fatales)
Albania 2001 1,ND 1(0) 1(0) (57,58)
Alemania 2009 1, fatal 2 (0) 2 (0) (59)
Bulgaria 2008 1, fatal 1(0) 1(0) (60,61)
Espaiia 2016 1, fatal 1(0) 1(0) (9)
India 2011 1, fatal 3(2) 4(1) 7 (3) (62,63)
2012 1, fatal 1(1) 1(1) (64)
2015 1, fatal 4(2) 4(2) (65)
Iran 2001 1, fatal 1(0) 1(0) (66)
2008 6, 1 fatal 1(0) 1 (0) (67)
2009 1, fatal 1(1) 4 (0) 5(1) (68)
2011 1, fatal 1(1) 1(1) (66)
2012 1, fatal 3(1) 3(1) (51,69)
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1, fatal
1, fatal
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1, fatal
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Laboratorio
1, fatal

1, fatal

1, ND

1, fatal

1, fatal

1, fatal

1, fatal
Laboratorio
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1, fatal

1, ND
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1(1)
1 (ND)

4 (ND)
15 (6)

1(1)
1(0)
1(2)
1(1)
2 (1)
2 (1)
2 (1)
1(0)
8(0)
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1(1)
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3(1)
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1(1)
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3(0)
1(0)

1(1)
1(0)

3(0)
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1(0)
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4 (0)
1(1)
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Distribucién geogrifica

La FHCC se produce en areas que se encuentran al sur del paralelo 489, donde viven sus

vectores principales, las garrapatas del género Hyalomma (4). Se han descrito casos en mas de

treinta paises (Figura 6):

e Africa: RepUblica Democratica del Congo, Sudafrica, Nigeria, Senegal, Uganda, Tanzania,
Mauritania, Kenia (93).

e Asia: Pakistan, Afganistan, Tayikistan, Uzbekistan, Kazajstan, China, India. Oriente Medio:
Irdn, Iraq, Emiratos Arabes Unidos, Arabia Saudita, Oman (93,94).

e FEuropa: Rusia, Bulgaria, Albania, Kosovo, Turquia, Grecia y Espafia (93,94).

Figura 6: Mapa que muestra la distribucién geografica de FHCC, zonas en las que se ha reportado
casos y zonas donde se encuentra el vector, las garrapatas del género Hyalomma spp. Tomado de

World Health Organization. Crimean-Congo haemorrhagic fever 2017 (95)

50° de latitud norte. Zona geografica limite para la presencia de garrapatas Hyalomma spp.

Presencia viroldgica o seroldgica de VFHCC + presencia
del vector

. 5 — 49 casos reportados por afio

‘ 50 0 mas casos por afio
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Impacto mundial

Desde el punto de vista de su incidencia, anualmente se registran alrededor de 1000 casos
entre el oeste asidtico y el sudeste europeo (17). Es por este motivo que este virus ha sido
considerado durante los Ultimos 3 afios por la OMS como uno de los ocho patdgenos emergentes
prioritarios que requieren atencién urgente en investigacion y desarrollo, dado su elevado riesgo

de generar una potencial epidemia en el futuro préximo (96,97)

Los principales brotes del siglo XX y XXI se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4: Principales brotes de FHCC

Pais Brote Zona endémica Referencia
Asia (region centro-sur)
China 6 casos/afno Oeste (98)
Kazajistan | 12.5-16.2 casos/afio Sur (99)
India 4 casos/afio Suroeste (62,63)
Tayikistan | 1 a 6 casos/afio Oeste (83)
Afganistan | 6 — 60 casos/afio Oeste (100,101)
Pakistan 25 a 100 casos/afio Noroeste (102,103)
Asia (region de Medio Oriente
Irdn Casos esporadicos y un gran Todo el territorio (104,105)
brote de 120 casos en 2008
Turquia 150 — 1300 casos/afio Noreste (104-106)
Africa
Kenia 1 solo caso en 2000 No descrita (107)
Senegal Dos casos, uno en 2003 y otro No descrita (108)
en 2007
Mauritania | Un brote que afecté a 35 No descrita (73)
personas en el aiio 2003
Uganda Brotes de 1-2 casos en 2013, No descrita (109)
2017 y enero de 2020
Suddn Casos probables registrados No descrita (110)
(escasa informacion
disponibles)
Sudafrica 1-2 casos/afio No descrita (1112)
Este de Europa
Rusia Alrededor de 1000 casos/afio Sur (112)
Kosovo 1 — 40 casos/afio Centro - Sudoeste (2,113)
Albania Casos probables registrados Noreste (2)
(escasa informacion disponible)
Bulgaria 5 a 20 casos/afio desde 2000 Sudoeste (114,115)
Grecia Un solo brote con un caso No descrito (110)
mortal en 2008
Georgia 1 — 20 casos/afio No descrito (116)
Sudoeste de Europa
Espafia 1-2 casos/afio desde 2016 Centro-occidente del pais | (9,117)
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Patogenia

Estudios seroldgicos extensos han permitido demostrar que el VFHCC puede infectar una
gran variedad de especies de vertebrados, incluyendo tanto animales domésticos como salvajes.
Hasta la fecha, el humano es el Unico que puede sufrir una enfermedad potencialmente mortal.
Aun cuando un grupo de humanos puede presentar este tipo de infecciones potencialmente
mortales, todavia se desconoce por qué otro grupo de humanos presentan infecciones

asintomdticas o pauci-sintomaticas.

Barreras naturales y respuesta inmune innata:

El VFHCC debe superar el epitelio y atravesar la membrana basolateral de las células
epiteliales para establecer la infeccion (118). Se replica en el sitio de la inoculacién, las células
epiteliales, células dendriticas y macrofagos residentes de los tejidos afectados. Las glicoproteinas
virales Gn y Gc estan involucradas en la unién inicial del virus a la membrana plasmatica celular.
También se ha sugerido que Gc es la responsable de unirse a los receptores celulares, mediando
posteriormente la fusion. Posteriormente, las particulas del VFHCC se transportan a los primeros
endosomas y a los cuerpos multivesiculares donde se produce la fusién de la envoltura del virus
con las membranas celulares (40). La infeccién de células endoteliales y monocitos de la sangre
periférica da como resultado la extravasacién en diversos tejidos parenguimatosos, lo que permite
gue el virus interactle con los receptores de las células en los drganos diana (118). La replicacion
secundaria en estos drganos facilita la propagacion sistémica del virus. Esta teoria esta respaldada
por estudios en modelos animales, que demostraron que, en el primer dia de la infeccién la
replicacién viral ocurre en la sangre y en el segundo dia en el bazo y el higado, para luego

diseminarse sistémicamente a los pulmones, rifiones y cerebro (119).

El virus ingresa al torrente sanguineo superando la barrera de la superficie del endotelio
vascular y las uniones endoteliales. Las células endoteliales son atacadas directamente por el virus
o indirectamente por mediadores solubles derivados del huésped inducidos por virus que causan
activacion endotelial (120). Hasta la fecha, se desconoce como el VFHCC causa inestabilidad
microvascular, lo mas probable que esté mediado indirectamente por niveles elevados de citocinas
proinflamatorias o por una combinacion de infeccién por virus y tormenta de citocinas. El dafio
endotelial es responsable del fallo hemostatico al estimular la agregacion y desgranulacion de las

plaquetas y la activacion de la cascada de coagulacién intrinseca (121).
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Hasta el momento, no se conoce la razén por la que algunos pacientes desarrollan
enfermedad grave y otros, asintomatica. Estudios realizados en ratones deficientes en interferdn
tipo | sugiere una elevada importancia del sistema inmune innato en la limitacion de la
diseminacion del virus. Mas especificamente, algunos estudios in-vitro han identificado que el gen
inducible por el acido retinoico tipo | (RIG-I) es el sensor genético de la respuesta inmune innata, y

gue el virus es capaz de procesar su ARN para evadir este sensor.

En humanos se han identificado algunos polimorfismos en los receptores Toll-Like (TLR)
gue se han asociado a la gravedad de la infeccidn. Esto sugiere que estos receptores representan
una via de sefializacion importante en el control de la infeccion por el VFHCC. Asimismo, los
polimorfismos en el factor nuclear kappa B también se han asociado con un aumento de la

gravedad en esta enfermedad.

Las vias apoptdticas del huésped pueden restringir la replicacion del virus, asi como el
hecho de que la replicacidn del virus, en si, induce la apoptosis celular. Asi mismo, la caspasa 3
activada por la apoptosis es capaz de fraccionar las nucleoproteinas del VFHCC y con ello, también,

frenar la replicacion del virus.

El VFHCC también es capaz de antagonizar la respuesta inmune innata. El segmento L
codifica un dominio de desubiquitinasa tipo tumor de ovario (OTU) que ha sido recientemente
identificado como capaz de bloquear las respuestas inmunes innata a través de la

desubiquitinacion de proteinas implicadas en sus cascadas de sefializacion.

Respuesta inmune adaptativa:

El rol de la respuesta inmune adaptativa es menos claro. Se describe que la ausencia de
desarrollo de anticuerpos se asocia a mayor gravedad en la infeccion por este virus. De esta

manera, el nivel de desarrollo de anticuerpos puede usarse como un predictor de gravedad.

Hasta la fecha, poco se conoce sobre la respuesta inmune adaptativa durante la infeccién
por el VFHCC, esto es debido a la poca disponibilidad de modelos animales sostenibles. Los
modelos realizados con ratones deficientes en interferén | han exhibido una répida respuesta letal,
lo que ha impedido evaluar la respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, estudios realizados en
ratones deficientes en STAT1 han demostrado una activaciéon temprana de linfocitos CD4 y CDS8. Sin
embargo, dichos linfocitos eran destruidos en el bazo al tercer dia después de la infeccidon con

muerte temprana de los ratones, antes del desarrollo de anticuerpos detectables (119).
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Clinica

Estudios de seroprevalencia realizados en diferentes zonas endémicas han demostrado
gue un porcentaje considerable de personas a las que se detectd anticuerpos tipo 1gG, nunca
habian presentado sintomas de fiebre hemorragica. Se puede establecer que esta enfermedad es
asintomdtica en un rango comprendido entre el 88% en Turquia (122) y el 100% en Grecia

(38,123,124).
Por otra parte, los individuos que presentan sintomas pasan por una serie de fases:

1. Periodo de incubacién, de 1 a 13 dias. El tiempo se correlaciona directamente con la carga
virica y el tipo de transmision (125).

a) Tras picadura de la garrapata, de uno a tres dias.

b) Tras el contacto con sangre vy fluidos corporales es habitualmente de tres a siete dias.
Se han descrito periodos de incubacién mas cortos en casos de infeccion nosocomial
durante las etapas tardias de la enfermedad, que se asocian con altas cargas virales,

asi como diarrea, vomitos y hemorragia (51,52).

2. Fase prehemorragica, de 1 a 7 dias. Esta etapa es el periodo ideal para la toma de muestra
para PCR, y se caracteriza por la aparicién de sintomas inespecificos como mialgias, fiebre,

nauseas y vomitos.

3. Fase hemorragica, en la que comienza a disminuir la viremia y empiezan a aparecer los
anticuerpos tipo IgM, y poco tiempo después los de tipo IgG. En esta fase el paciente
puede experimentar una serie de sintomas graves como son la aparicién de hematemesis y
melenas, petequias y equimosis Figura 7. Con frecuencia se asocia, ademas, a una
alteracién del estado de consciencia. Los fallecimientos asociados a la FHCC se producen
durante esta fase. Los sintomas mds comunes se resumen en la Tabla 5. Los hallazgos
analiticos caracteristicos de esta fase se caracterizan por la presencia de trombocitopenia
(<50.000 plaguetas), leucopenia (<3000 leucocitos), elevacién de transaminasas (>4 veces
el limite superior), prolongacién del tiempo parcial de tromboplastina activada (TTPa)

(>42.7 seg), tiempo de protrombina (TP) (>18.4 seg).
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Figura 7: Manifestaciones hemorrdgicas asociadas a la FHCC (Tomado de Bente DA, Forrester NL,
Watts DM, McAuley AJ, Whitehouse CA, Bray M. Crimean-Congo hemorrhagic fever: history,

epidemiology, pathogenesis, clinical syndrome and genetic diversity. Antiviral Res. 2013 y

Leblebicioglu H. Crimean-Congo hemorrhagic fever - UpToDate . 2019 (4,126)
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Tabla 5: Frecuencia de los principales sintomas de la fase hemorragica de la FHCC

Yilmaz 2009 Sharifi- Cevic 2008 Karakecili | Elaldi 2009
(127) Mood 2008 (125) 2008 (130)
(128) (129)
Pais Turquia Irdn Turquia Turquia Turquia
Numero de pacientes 1600 34 69 206 218
Sintomas y signos (%)
Fiebre 89 82.3 85.5 89.8 ND
h“";:gf:ét;cci:s”es 23 58.8 36.2 417
Malestar ND ND
general/pérdida de 82.6 97.5 ND
apetito
Nauseas 65 ND 50.7 62.1 36.7
Voémitos 43 ND
Mialgias 70 ND 87 92.2 81.2
Cefalea 68 ND 65.2 76.6
Diarrea 25 ND 20.3 28.1 ND
Dolor abdominal 53 ND ND ND ND
Erupcion - ND 10.1 6.8 28.4
maculopapular
Esplenomegalia ND 32.4 17.9 ND 8.2
Hepatomegalia ND 14.7 18.8 ND 20.6
Petequias ND 58.8 20.3 ND ND
Epistaxis ND 44.1 26.1 ND ND
Hematuria ND 23.5 5.8 ND ND
Gingivorragia ND ND 15.9 ND ND
Hematemesis ND 41.2 13 ND ND
Melena ND 26.5 17.4 ND ND

ND: No descrito

4. Convalecencia: En los individuos que superan la fase clinica, tras 10-14 dias de
sintomatologia, se produce el periodo de convalecencia que generalmente dura hasta
cuatro semanas y finaliza sin secuelas a largo plazo (126). Este periodo es caracterizado
seroloégicamente por la presencia de anticuerpos tipo IgM hasta el cuarto mes y de

anticuerpos tipo 1gG que permanecen hasta 5 afios tras la infeccidn.
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Diagndstico diferencial

Se debe realizar diagndstico diferencial con otras fiebres hemorragicas como dengue, Ebola,
Marburg, Lassa o fiebre amarilla. Todas estas entidades son capaces de producir fallo multiorgdnico
acompafiado de hemorragia. Es por ello por lo que, el primer paso para establecer una diferencia
entre estas entidades radica en la diferenciacion epidemioldgica y posteriormente en establecer un
diagndstico confirmatorio, a través de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) o serologia

dependiendo del periodo evolutivo de la enfermedad.

Asimismo, debe hacerse diagndstico diferencial con otras infecciones relacionadas con el
cuidado de animales como brucelosis, tularemia, fiebre Q o tifus exantematico (también

relacionado con la picadura de garrapatas).

Otras entidades infecciosas como la malaria (sobre todo aquella producida por Plasmodium
falciparum), la meningococemia o las hepatitis viricas también deben ser incluidas en el diagndstico
diferencial (Tabla 6) debido a que estas entidades se pueden presentar como purpura fulminans,
presentdandose como patologias que pueden poner en riesgo el prondstico vital del paciente

debido al riesgo de hemorragias generalizadas.
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Tabla 6: Diagndstico diferencial de patologias infecciosas que pueden dar un cuadro clinico similar
al de la FHCC (Modificado de Burt FJ. Laboratory diagnosis of Crimean-Congo hemorrhagic fever

virus infections. Future Virology. ; 2011. p. 831-41 (131)

‘ Vector ‘ Zona geogrifica

Enfermedades transmitidas por garrapatas

Rickettsiosis (particularmente | Garrapatas del género Rhipicephalus | En todo el mundo
R. conoriiy R. africae)

Ehrlichiosis Garrapatas del género Rhipicephalus | América, Asia, Medio

Oriente, Europa
Babesiosis Garrapatas del género Ixodes En todo el mundo
Borreliosis Garrapatas del género Ixodes En todo el mundo
Sindrome de fiebre severa Posiblemente garrapatas China

con trombocitopenia

Fiebres hemorragicas virales

Ebola Desconocido Africa, Filipinas
Fiebre de Marburg Desconocido Africa
Fiebre de Lassa Contacto / transmisién por aerosol Africa occidental
de orina y heces de roedores
infectados
Fiebre Lujo Desconocido Sur de Africa
Fiebre del valle del Rift Mosquitos Aedes y Culex Africa, Medio Oriente
Dengue Aedes aegypti Regiones tropicales y
subtropicales
Fiebre amarilla Aedes aegypti Africa, centroy
Sudameérica

Otros patégenos comunes

Fiebre Q (Coxiella burnetti) Transmisidn zoodtica En todo el mundo
Septicemia bacteriana No aplicable En todo el mundo
Malaria Mosquito Anopheles Asia, Africa Subsahariana,

Centro y Sudamérica

Leptospirosis No aplicable En todo el mundo
Hepatitis viral No aplicable En todo el mundo
Herpes viral No aplicable En todo el mundo
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Desde un punto de vista mds amplio la presencia de trombocitopenia y signos hemorragicos
deberd también hacer descartar patologias no infecciosas como la purpura trombocitopénica

idiopatica (PTI) o la leucemia aguda.

Diagndstico de confirmacion

Para establecer el diagndstico definitivo ante un caso de FHCC, se dispone de métodos
indirectos como la serologia y métodos directos como el aislamiento del virus y la biologia
molecular. Las muestras clinicas generalmente utilizadas para el diagndstico son el suero y/o el
plasma del individuo afectado. En infecciones fatales en las que no se dispone de muestras

sanguineas se pueden utilizar muestras de tejido hepatico.

El virus se ha podido demostrar en otras muestras como las de orina y saliva de pacientes en la
fase aguda de la infeccidn, pero en un numero limitado de casos, por lo que su uso y aplicabilidad

en la practica clinica no es rutinario.

Diagnéstico microbioldgico

El cultivo es el método diagndstico mas fidedigno para el diagndstico de la FHCC. Sin embargo,

el mismo no suele utilizarse de rutina debido al elevado riesgo biolégico asociado al aislamiento de
este agente infeccioso, motivo por el cual en la actualidad se usa solamente con fines de

investigacion.

Por otra parte, debido a la importante labilidad del virus (22), su aislamiento estd altamente
condicionado a la evolucién de la enfermedad (pacientes con sintomas hemorragicos y elevada
carga viral tendrdn una probabilidad mas alta de aislamiento viral que aquellos que tienen una
enfermedad pauci o asintomatica). Por otra parte también existe un condicionamiento al éxito del
aislamiento del virus asociado al dia en el que se toma la muestra clinica (presencia/ausencia de

viremia), y con los métodos de conservacién y transporte utilizados (132).

El VFHCC puede aislarse en cultivos de células de mamiferos susceptibles, o por inoculacion
intracerebral de ratones recién nacidos (de 1 dia de vida). EIl VFHCC se replica en una amplia
variedad de cultivos de células y lineas celulares primarias, incluidas las células Vero, las células

embrionarias de pollo, rifién primario de ternera y las células BHK-21 (22); produciendo pocos
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cambios citopaticos, haciendo necesaria la realizacion de una prueba de inmunofluorescencia (IF)

para detectar e identificar el virus.

Diagndstico seroldgico

La infeccion por FHCC se puede confirmar mediante la demostracién de seroconversién, un
aumento de cuatro veces o mas en los titulos de anticuerpos IgG en sueros emparejados, o la

presencia de anticuerpos IgM en una sola muestra (1).

Actualmente, los métodos de ELISA e IF son los mds usados para el diagndstico de la infeccién
por el VFHCC (131). La fijacidon del complemento, neutralizacion del virus, inmunodifusiéon en
agarosa, inhibicion de la hemaglutinacion y pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion pasiva
inversa no se utilizan en la actualidad por su escasa sensibilidad (131,132). En contraste, la IF
indirecta y el ELISA han demostrado ser técnicas rapidas y sensibles para detectar una respuesta

inmune frente al VFHCC y pueden distinguir entre anticuerpos IgG e IgM (131).

El antigeno para las pruebas de IF indirecta generalmente se prepara a partir de cultivos
celulares con VFHCC, donde se obtiene la deteccion posterior de la actividad de 1gG e IgM usando
conjugados de inmunoglobulina antihumana marcados con fluoresceina. Se ha descrito una linea
celular Hela que expresa continuamente nucleoproteina (NP) recombinante y un sistema de
replicén de alfavirus que expresa NP recombinante en células BSR (un clon de BHK-21), util para
preparar antigeno para ensayos de IF indirecta. Como ya se ha mencionado, los cultivos de células
infectadas con VFHCC requieren instalaciones de nivel de bioseguridad 4 para su preparacion. Es
por ello que el desarrollo de reactivos seguros utilizando estrategias recombinantes es un paso

hacia el aumento de la capacidad de diagnostico (131).

Se han descrito varias técnicas ELISA para detectar anticuerpos 1gG e IgM. El antigeno extraido
con sacarosa-acetona preparado a partir de una suspension de cerebro de ratén infectado e
inactivado con 0,1% de B-propiolactona se usa con frecuencia para ELISA, pero tiene también la
desventaja de que se requieren instalaciones con nivel 4 de bioseguridad. Como alternativa segura,
se han preparado varias NP recombinantes para su uso en ELISA (133). La NP recombinante
expresada a partir de células de insecto, usando un sistema de baculovirus o expresado en células
de mamifero a través de un replicon de alfavirus Semliki Forest recombinante, se ha descrito para

detectar respuestas de anticuerpos en ELISA (134-136).
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También se han descrito técnicas de ELISA con doble antigeno en una reaccién tipo
“ . ” 7 . .7 . . ,
sandwich”. Esta técnica también se basa en la deteccién de anticuerpos contra la nucleoproteinay

sus antigenos también se obtienen por tecnologia recombinante (137).

En la tabla 7 se resumen los principales métodos seroldgicos comerciales para la deteccién de

anticuerpos tipo 1gG y/o IgM con sus diferentes valores de sensibilidad y especificidad.

Tabla 7: Métodos de diagndstico seroldgico comerciales actualmente disponibles (132)

dig/lge;wtggci:o Nombre Empresa comercial Sensibilidad Especificidad
eusalgn | ORIETT vosbrs s | 78 958
eusalgs | LT stk husa | 50 =

Por otra parte, existen también disponibles métodos de ELISA de deteccién de antigeno
disefiados con anticuerpos monoclonales dirigidos contra la NP y pruebas de hemaglutinacion

pasiva inversa que son ideales durante la fase aguda de la enfermedad (138).

Diagnéstico molecular

La primera técnica de RT-PCR para el diagndstico del VFHCC se describié en 1996 usando un
método convencional. Los cebadores oligonucleotidicos (designados F2 y R3) se disefiaron
alineando el segmento S para siete cepas del virus geograficamente distintas e identificando una
regidn conservada en todas las cepas (139). Los productos de la PCR se visualizaron después de la

amplificaciéon usando tincion con bromuro de etidio e hibridacién por Southern blot

Aflos mas tarde, se observd que la sensibilidad de la técnica podia mejorarse utilizando un par
de primers internos (F3, R2), realizéandose asi una técnica anidada (nested) de RT-PCR. Asimismo,

mas recientemente se han descrito técnicas a tiempo real que permiten realizar la reacciéon a un
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tiempo mds corto que una RT-PCR convencional. En este procedimiento los productos de
amplificacion se visualizan durante la reaccién utilizando un colorante que se intercala en el ADN o
una tecnologia de sonda especifica de la secuencia. Los colorantes intercalantes detectan todo el
ADN en la reaccion, por lo tanto, la confirmacion de amplicones especificos requiere un andlisis de
la curva de hibridacion de los productos de PCR para discriminar entre productos de PCR
especificos y secuencias de cebador-dimero. Por su parte, la tecnologia de sonda especifica de

secuencia permite la deteccion especifica del dcido nucleico y aumenta la sensibilidad del ensayo.

La deteccion del ARN virico durante la fase aguda de la enfermedad se puede realizar mediante
RT-PCR, la cual permite hacer un diagndstico rapido y preciso de la infeccién con una elevada
sensibilidad y especificidad (131). Este diagndstico molecular se basa en la amplificacion de zonas
conservadas del ARN del VFHCC, el cual presenta una diversidad genética compleja que debe ser
tomada en consideracion cuando se disefian los primers. Esta divergencia alcanza el 20%, 31% y

22% para los segmentos S, M y L, respectivamente (140).

La RT-PCR es un procedimiento que permite hacer el diagndstico en laboratorios
convencionales, ya que el ARN del virus es extraido de la muestra clinica (generalmente suero o
plasma), a través de lisis utilizando sales de guanidina y, una vez extraido, el mismo ya no es
infectivo por lo que, a partir de este paso, no requiere un laboratorio con nivel 4 de bioseguridad

(131).

Recientemente, se ha desarrollado ensayos de tipo RT-PCR multiplex en los que se incluyen
diversos agentes causantes de fiebre hemorrégica, entre los que se incluyen (aparte del VFHCC) los

virus de Ebola, Marburg, virus del valle del Rift, dengue, fiebre amarilla y fiebre de Lassa (141,142)

Durante la presente década, los esfuerzos se han centrado en el desarrollo de técnicas que
permitan el diagnéstico in situ (point-of-care), ya que en muchas oportunidades los brotes se
producen en zonas donde no se dispone de equipamientos para realizar una RT-PCR. El ensayo
Reverse transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification Assay (RT- LAMP) deberia facilitar la
deteccién rapida y la diferenciacién de una infeccién activa por VFHCC durante un brote de
enfermedad en un entorno de escasos recursos en los tropicos. Por lo que, en 2013, cientificos
sudaneses describieron la primera técnica de RT-LAMP para la identificacion de la cepa local (139).
Los estudios de sensibilidad indicaron que este RT-LAMP detecta 10 fg de ARN de VFHCC utilizando
la lectura de turbidez a simple vista (143). Asimismo, usando electroforesis en gel de agarosa, el
ensayo RT-LAMP detecta una concentracién de 0.1 fg de ARN del virus (equivalente a 50 particulas

virales). Los estudios de especificidad indicaron que no se detecta reactividad cruzada con 1,0 pg
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de ARN de los virus de fiebre hemorragica relacionados, incluida fiebre del valle del Rift, dengue y
fiebre amarilla. Asimismo, en 2019 un equipo de cientificos rusos puso a punto otro kit para el
diagndstico molecular por RT-LAMP describiéndose que el mismo posee una elevada sensibilidad y
especificidad, pero desconocemos los valores exactos de estos pardmetros y cuales cepas pueden

ser detectadas por dicho kit (143).

Tratamiento especifico y de soporte:

El enfoque actual para el tratamiento de la FHCC se basa en medidas de soporte, la vigilancia
de la hemoglobina, el contaje plaquetario y los tiempos de coagulacién del paciente, con
transfusiones sanguineas y de factores de la coagulacion segln sea necesario (como sera descrito
mas adelante); asi como el uso, aun controvertido de la ribavirina (56) a una dosis recomendada
por la OMS de 30mg/Kg como dosis inicial, seguida de 15 mg/Kg cada 6 horas durante 4 dias y
luego 7,5 mg/Kg cada 8 horas durante 6 dias.

El virus es sensible in vitro a este farmaco. Segun los estudios publicados hasta la fecha (Tabla
8), la ribavirina se ha utilizado en el tratamiento de pacientes con FHCC con algun beneficio. Una
revision sistematica publicada dentro de la Cochrane (144) en el que se incluyeron un ensayo
clinico con muestra obtenida aleatoriamente con 136 participantes y cuatro estudios no aleatorios
con 612 participantes, concluyé que se desconoce realmente si la ribavirina reduce la mortalidad,
la estancia hospitalaria, mejora el prondstico o reduce la necesidad de administracion de
transfusiones plaquetarias. En cuanto a los efectos adversos, tampoco se logrd determinar si la
ribavirina se asocia 0 no a un incremento de la incidencia de anemia hemolitica o de otros efectos

que lleven a la suspension de la terapia.
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Tabla 8: Estudios publicados, hasta la fecha sobre el uso de la ribavirina para la FHCC (144)

Numero Ribavirina Sin ribavirina
Estudio Aiio total de Pacientes . Pacientes .
pacientes | incluidos alEllleal incluidos NCHElE
Estudios clinicos aleatorizados controlados
Koksal (146) 2010 144 64 4 72 4
Total 144 64 4 72 4
Estudios no aleatorizados
Bodur (147) 2011 58 10 2 40
Dokuzoguz 2013 304 235 18 46 5
(148)
Elaldi (131) 2009 238 126 9 11 92
Total 1032 563 41 313 115

La gammaglobulina hiperinmune puede disminuir la carga viral mediante la neutralizacion
directa, aunque la variabilidad de la cepa virica puede ser un determinante importante en el uso de
esta terapia. Sin embargo, hasta la fecha, los datos son insuficientes para respaldar el uso rutinario

de corticoides, inmunoglobulina intravenosa o plasmaféresis

Por todas estas razones, el tratamiento de soporte continla siendo la piedra angular para el
manejo de la FHCC. Se debe prestar especial atencion al equilibrio hidroelectrolitico. Puede ser
necesaria, ademas, la ventilacion mecanica, la hemodidlisis, los vasopresores y los agentes
inotropicos, segun el caso. El paracetamol puede usarse para controlar la fiebre y el dolor. Se debe
evitar el uso de antinflamatorios no esteroideos (AINES) y la aspirina ya que estos agentes pueden

afectar negativamente a la coagulacién y aumentar el riesgo de sangrado.

La transfusién de un pool de plaguetas se debe instaurar con el fin de mantener el recuento de
plaguetas > 50.000 en el contexto de sangrado y para pacientes con recuento de plaguetas <
20.000 en ausencia de sangrado. La necesidad de transfusion de sangre debe evaluarse en funcién
del nivel de hemoglobina y del estado clinico general. Deben evitarse los procedimientos invasivos
innecesarios para minimizar el riesgo de sangrado. En casos no graves; los sintomas generalmente
se resuelven en 7 a 10 dias. En ausencia de sangrado, las transaminasas y el recuento de plaquetas

tienden a volver a los niveles normales después de 5 a 10 dias.
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Medidas de actuacidén hospitalaria

De acuerdo al protocolo del Ministerio de Sanidad espafiol, se pueden clasificar los casos

de la siguiente manera (145)

Caso sospechoso: Depende de los siguientes factores:

Sintomas clinicos: Fiebre, mialgias, sangrado.

Historia del paciente

Procedencia de zona endémica

Realizacion de actividades al aire libre: picnic, senderismo, escalada, ciclismo.
Histéria de picadura de garrapata.

Exposicién a un animal posiblemente infectado.

Analisis de laboratorio: Trombocitopenia y leucocitosis, elevacién de transaminasas, LDH, CK.

Medidas preventivas: Si se tiene un caso sospechoso deben ponerse en marcha una serie de

medidas preventivas que incluyen:

Aislamiento del paciente.
Informar y educar al personal sanitario.

Uso de medidas de barreras.

Confirmacion de un caso: La positividad de la serologia para demostrar la presencia de anticuerpos

de la clase IgM y/o la positividad de la PCR confirma el diagndstico.

Tratamiento especifico y de soporte:

Ribavirina (dosis recomendada por la OMS de 30mg/Kg como dosis inicial, seguida de 15
mg/Kg cada 6 horas durante 4 dias y luego 7,5 mg/Kg cada 8 horas durante 6 dias).

No descuidar otras posibles causas del cuadro clinico. Se debe considerar iniciar doxiciclina o
equivalente debido a la posibilidad de transmisién de borreliosis por la picadura de
garrapata.

Transfusion de plagquetas (se debe mantener un recuento de plaguetas> 50.000 / mm?® en el
contexto de sangrado y en pacientes con recuento de plaquetas inferior a 20.000 / mm? en
ausencia de sangrado)

Transfusién de plasma fresco congelado (10-15 ml/Kg/dia dividido en 2 dosis) si el TP/INR se
encuentra por encima de 1,5 veces el limite superior o a PTT superior al limite de la

normalidad (146).
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e Reemplazo de fluidos con administracion de cristaloides y transfusion eritrocitaria si existe
una hemorragia con pérdida de >750 ml (>15 %).

e Paracetamol 10mg/Kg cada 4 - 6 horas para el manejo de la fiebre y el dolor. Otros
medicamentos como el ibuprofeno y la aspirina deben ser evitados debido a que ambos
pueden afectar el proceso de coagulacion normal.

e Hemodidlisis, si insuficiencia renal, hiperpotasemia, acidosis metabdlica, pericarditis
urémica.

e Ventilacién mecanica en caso de insuficiencia respiratoria PaO, < 55mmHg con FiO; >60%,

PaCO,; > 45 mm Hg, pH< 7,3

Seguimiento: En vista de que no se produce una recaida después de la enfermedad, por lo tanto,
no hay necesidad de seguimiento. Por su parte, los trabajadores de la salud expuestos a pacientes
infectados con FHCC o a sus fluidos corporales deben ser seguidos con hemogramas completos y

control de pruebas bioquimicas durante 14 dias.

Factores prondsticos y riesgo de mortalidad

Se han validado varios marcadores para predecir el riesgo de mortalidad que, dependiendo
de la puntuacién del valor obtenido, determinan en porcentaje el riesgo de mortalidad que tiene el
paciente. A continuacion, describiremos los indicadores descritos por Dokuzoguz et al. (147) en

2013 (Tabla 9).
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Tabla 9: Indicadores de gravedad de la FHCC (Tomado de Dokuzoguz B, Celikbas AK, Gok SE,
Baykam N, Eroglu MN, Ergéniil O. Severity scoring index for Crimean-Congo hemorrhagic

fever and the impact of ribavirin and corticosteroids on fatality. Clinical infectious diseases.

ov 1;57(9):1270-4)) (147)

Magnitudes de gravedad Score

Recuento plagquetario x 10° plaquetas/mm?3

>150

0

150-50

49-20

<20

WIN [

TTPa, segundos

<34

35-45

46-59

>60

WIN [~ |O

Nivel de fibrinégeno, mg/dL

>180

179-160

159-120

<120

wWwIN[F—k | O

Sangrado

No

Petequial

Equimosis

Sangrado evidente

WIN [P |O

Somnolencia

No

Si

De acuerdo con este marcador podemos clasificar los pacientes en 3 grupos:

Puntaje

Riesgo de mortalidad

Riesgo leve de mortalidad

Riesgo moderado

Riesgo elevado
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Asi mismo, se describen otras magnitudes como el valor de la carga viral y la diversidad

genética del virus como factores prondsticos, como se muestra en la Figura 9.

Figura 9: Principales predictores de gravedad de la FHCC (Modificado de Akinci E, Bodur H, Sunbul
M, Leblebicioglu H. Prognostic factors, pathophysiology and novel biomarkers in Crimean-

Congo hemorrhagic fever. Antiviral research. 2016 Aug 1;132:233-43 (148)

PREDICTORES DE GRAVEDAD

L ]

Carga viral elevada Diversidad genética
>10° copias/ml del virus
V4 e
Signos y sintomas de Alteracion de valores
gravedad analiticos de laboratorio
\
! | L 2

Hematemesis \ f 1. Trombocitopenia (<50.000/mm3)
Melena 2. Leucocitosis (>10.000 mm3) o leucopenia
Hematuria (<4000/mm3)
Equimosis 3. TTPao TP prolongado o INR elevado (>1.5
Petequias veces el limite superior
Diarrea 4. Elevacion de TNFa o de IL-6
Somnolencia 5. Ausencia de serologia positiva para IgG o IgM

Esplenomegalia / kB. ICAM o VCAM-1 elevados

Prevencién y vacunas

La prevencién consiste bdsicamente en evitar la exposicion a las garrapatas y evitar el contacto
con fluidos corporales animales. Los residentes y viajeros a zonas endémicas deben ser educados
sobre las medidas de proteccidén personal para evitar las picaduras de garrapatas (149,150)
Asimismo, el uso de ropa de colores claros permite detectar facilmente las garrapatas, y el uso de
camisas de manga larga, pantalones y calcetines es Util para minimizar la exposicién. El uso de N, N-
dietil-m-toluamida (DEET) al 20-30% como repelente cutdneo proporciona cierta proteccion.

Deben evitarse las dreas boscosas en las estaciones calidas cuando las garrapatas estan mas
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activas. Las garrapatas no deben manipularse con las manos sin guantes y no deben aplastarse ni
exprimirse y una vez que una garrapata es retirada de una persona, la piel se debe limpiar con

antisépticos.

Por su parte, el control de FHCC en animales es sumamente complejo, se deben establecer
areas restringidas para la matanza. Y, para reducir el riesgo de infeccion humana durante dicho
sacrificio/matanza, los animales deberian permanecer en cuarentena durante 14 dias antes del
sacrificio (148). Otra medida seria el uso de acaricidas, los cuales son efectivos contra las
garrapatas en el ganado y deben aplicarse a los animales antes de ingresar a los mataderos. En
cuanto a los trabajadores de mataderos, los mismos deberian usar ropa y guantes protectores

impermeables durante el sacrificio, la carniceria y la manipulacion de animales.

En cuanto al uso de vacunas, hasta la fecha no se dispone de una vacuna autorizada para el
VFHCC (151). Desde 1970, se ha desarrollado un modelo de vacuna inactivada derivada del cerebro
de ratdn lactante. La misma, se administra en tres dosis con una dosis de refuerzo después de
cinco afios y ofrece proteccién variable (152). Dicha vacuna estd autorizada en Bulgaria y se usa a
pequefia escala en Europa del Este, pero es poco probable que obtenga la aprobacién regulatoria

internacional debido a ciertas dudas sobre su eficacia y riesgo alergénico.

Las vacunas veterinarias pueden ser un enfoque alternativo o complementario a las vacunas
humanas. Vacunar al ganado contra el VFHCC podria desempefiar un papel importante en la
prevencién de la infeccién humana al controlar la exposicion durante la matanza de animales, asi
como también la interrupcién del ciclo del vector durante la alimentacién de las garrapatas. Sin
embargo, el control de la infeccién por VFHCC en las poblaciones de vida silvestre seguird siendo

un desafio ya que actualmente no hay vacunas disponibles para su uso en animales.
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Banco de Sangre y su importancia en el cribado del VFHCC

Los protocolos de la Organizacién Mundial de Transfusién Avanzada y Terapias Celulares no
han establecido, hasta la actualidad, la necesidad de detectar VFHCC en sangre u otros productos
derivados de la sangre, ni la necesidad de diferir una donacidon de sangre o algun otro
hemoderivado por esta causa (153). Esto es debido a que los datos disponibles son insuficientes
para hacer una recomendacién para excluir un producto de donacién de sangre en zonas de

endemicidad.

La realizacion de estudios de seroprevalencia en donantes permitiria estudiar la incidencia en

zonas determinadas donde la enfermedad pudiera estar progresando de manera silente.
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INVESTIGACION SOBRE EL VFHCC: SITUACION ACTUAL

Situacién en Espania

En 1985 Filipe et al. (154) habian demostrado la presencia de anticuerpos anti-VFHCC en
centro-este de Portugal, en la frontera con Espafia. Posteriormente, en 2013, se publicd el primer
estudio que demostrd la circulaciéon del virus en garrapatas obtenidas de ciervos en las margenes
del rio Tajo, a su paso por la provincia de Caceres. Se planted que esta introduccién del virus se

realizé a través de aves migratorias provenientes del norte de Africa.

Durante el verano de 2016 se identifico el primer caso autdctono de FHCC en Espafia (9). Este
primer caso se describid en un hombre de 62 afios que sufrid una picadura de garrapata en la
provincia de Avila, y que posteriormente fallecié por una FHCC en un centro hospitalario de Madrid

(9)

Dias después se describid un segundo caso en una enfermera que habia atendido al primer
paciente (7). Estos dos pacientes representan los primeros casos autdctonos descritos en el
sudoeste europeo, demostrando asi que el virus, que previamente habia sido solo identificado en
garrapatas en las margenes del rio Tajo, en Caceres, estd ya circulando en humanos. Durante el
verano de 2017 y 2018 se describieron otros 2 casos, en la provincia de Badajoz y en la provincia de
Salamanca, respectivamente (117). Durante el verano de 2020, las Autoridades Sanitarias han
notificado dos nuevos casos de FHCC en la provincia de Salamanca incluyendo el fallecimiento de

uno de ellos.

Posteriormente a este surgimiento de la enfermedad, se comenzaron a realizar estudios mas
exhaustivos para determinar mejor la epidemiologia del VFHCC en la Espafia peninsular. Un estudio
en el que se analizaron 228 sueros de personas de Caceres y La Rioja, en el periodo 2010-2014, no
demostro la presencia de anticuerpos tipo 1gG en ninguno de los individuos estudiados (8). Este
resultado pudo deberse a que la muestra analizada no es significativa de la poblacién de dichas

comunidades auténomas.

En 2019, se publicé un estudio en el que se evalud la presencia de VFHCC en garrapatas que se
encontraban parasitando animales domésticos y salvajes, durante el periodo 2011 — 2015. Se
demostro la presencia de garrapatas infectadas parasitando ganado no solo salvaje, sino doméstico

en zonas del centro-oeste del territorio (155). Este hecho es de gran relevancia ya que, como se ha
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mencionado previamente, esto implica un riesgo aumentado para los habitantes expuestos en

dichas zonas y zonas aledafias.

En cuanto a la diversidad genética encontrada en el territorio espafiol, hasta 2020 se habia
reportado la circulacién solo de la cepa Africa Ill (genotipo | de la clasificacién de Carroll et al. (32)).
Segun los estudios realizados (43,155,156), la misma se introdujo a través de aves migratorias
provenientes del norte de Africa. Recientemente, un estudio demostré la presencia del genotipo V
en garrapatas Hyalomma spp. y Dermacentor spp. extraidas de animales salvajes (32)) con lo que
se concluye que este genotipo del este de Europa, también se encuentra circulando de manera

silvestre en zonas del oeste de Espafia.

Seria de interés realizar estudios serolégicos en animales domésticos para determinar mejor
las zonas de mayor riesgo de adquisicion del VFHCC. En dicho estudio seria de interés ademas
incluir animales provenientes del centro-oeste de Portugal para aumentar el conocimiento sobre Ia

epidemiologia del virus en toda la peninsula Ibérica.

Programa de deteccidn de virus en garrapatas

La Consejeria de Sanidad de la Junta de Castilla y Ledn, a través de la Direccion General de
Salud Publica desarrolla un conjunto de actividades para la prevencién y el control de las
antropozoonosis transmitidas por garrapatas. Las garrapatas son transportadas desde los centros
de salud de Castilla y Ledn al laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Tropicales perteneciente al
Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales de la Universidad de Salamanca (CIETUS), el
cual sirve como principal centro diagndstico para la investigacion de otras infecciones transmitidas

por garrapatas como Rickettsia spp., Anaplasma spp. y Borrelia spp., etc.

En el laboratorio se procede a la extraccién del material genético. Posteriormente, se
envian las muestras al Centro Nacional de Microbiologia en Majadahonda, Madrid donde se
procede a realizar la RT-PCR para VFHCC, a través de un procedimiento in-house descrito por

Negredo et al. en 2016 (9).

Hasta 2018, se habian estudiado 242 garrapatas del género Hyalomma, la mayoria de
dichas garrapatas provenia de la provincia de Avila donde se produjo el primer caso autéctono
(Figura 10). Durante el estudio no se encontré presencia de ARN para el VFHCC en ninguna de las

garrapatas estudiadas (155).
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Figura 10: Distribucidon por provincias de Castilla y Ledn del género Hyalomma spp. estudiadas para

la deteccién del VFHCC (157)
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3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Los resultados de los estudios presentados ponen de manifiesto la amplia presencia del vector
responsable de la transmisién en nuestro entorno, Castilla y Ledn, lo que pone en evidencia la
necesidad de realizar estudios que permitan actualizar la situacién y evaluar el riesgo en nuestra
Comunidad Autdonoma, ante la posibilidad de que se produzcan nuevos casos esporadicos de
transmisién del VFHCC. Como enfermedad emergente que es, el endemismo de la FHCC es
desconocido en dreas geograficas consideradas libres de transmision hasta el momento. De este
modo, el estudio de seroprevalencia en la Comunidad de Castilla y Ledn, donde se produjo el
primer caso, permitira evaluar el endemismo de esta enfermedad en el oeste de Espafia. Ademas,
se desconoce la situacion epidemioldgica en Castilla y Ledn, por lo que los resultados de este
trabajo tendran una aplicacion practica desde el punto de vista de la Salud Publica, pues definiran
las necesidades de politicas de deteccién de casos y cribado de pacientes durante los periodos de
primavera-verano en esta comunidad auténoma y probablemente en el resto del territorio
espafiol, evitando retrasos en diagndstico que elevan el riesgo de mortalidad, tanto por el riesgo

para el personal sanitario como para el individuo ingresado con este diagndstico.

Por todo lo anteriormente expuesto y dada la situacién actual, se ha considerado pertinente
realizar esta Tesis Doctoral que tiene como objetivo principal estudiar la situacién epidemioldgica
de la FHCC y realizar una evaluacién del riesgo en la Comunidad Autdonoma de Castilla y Ledn, tras
conocer la situacién epidemiolédgica del VFHCC en Europa mediante una revisidn inicial, amplia y
sistematica. Los resultados de esta Tesis Doctoral pueden ser de gran utilidad como herramienta
para la toma de decisiones de Salud Publica dirigidas a la vigilancia, prevencién y control de la FHCC

en nuestro entorno.
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Para llevar a cabo el objetivo general expuesto, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1.- Realizar una revisién sistematica sobre seroprevalencia frente al VFHCC en la regién europea

con la finalidad de determinar las zonas con mayor indice de endemicidad.

2.- Estudiar la seroprevalencia de VFHCC determinado la deteccién de anticuerpos de los
isotipos IgM e IgG en una muestra estadisticamente representativa de donantes de sangre
procedentes del Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn.

3.- Determinar las areas con mayor prevalencia para FHCC en Castilla y Ledn mediante la
geolocalizacién de los individuos seropositivos.

4 .- Identificar VFHCC como causa en individuos que acuden a urgencia hospitalaria con fiebre de
origen desconocido sin focalidad aparente.

5.- Describir nuevos genotipos de VFHCC introducidos en nuestro pais mediante secuenciacion

gendmica a partir de las muestras positivas diagnosticadas por RT-PCR.
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4. RESULTADOS

ARTICULO PRIMERO

OBIETIVO: Identificar y sintetizar la evidencia disponible sobre la prevalencia del VFHCC en la
Regién Europea de la OMS, a través de la revision de estudios publicados sobre la seroprevalencia

(anticuerpos 1gG), con el fin de analizar y comparar aspectos cuantitativos y cualitativos.

METODOLOGIA: Se realizd una revisién sistematica siguiendo el procedimiento estandarizado
establecido en declaracion PRISMA para responder a la pregunta planteada: ¢Cudl es la
seroprevalencia de VFHCC en la Region Europea de la OMS? ¢Cudles son los posibles factores de

riesgo asociados?

PRINCIPALES RESULTADOS: En el analisis se incluyeron 30 articulos (9 de Europa occidental, 18 de
Europa central y 3 de Europa oriental). Todos los articulos fueron estudios transversales
(descriptivos). La seroprevalencia mas alta de anticuerpos IgG contra el VFHCC se encontrd en los
paises de Europa central y oriental. Los paises de Europa meridional y occidental, como Grecia y

Espafia, presentaron los niveles mas bajos de endemicidad.

Los factores de riesgo encontrados con mas frecuencia fueron aquellos que estaban
asociados a la ocupacién, es decir aquellas personas que estaban encargadas de la cria de ganado
(sobre todo ovino) presentaron mayor seroprevalencia. Asimismo, y como era de esperar, el
antecedente de exposicion a garrapatas también estuvo fuertemente asociado a la presencia de
anticuerpos IgG en los individuos incluidos en los diferentes estudios. Por su parte, los trabajadores
de salud también representaron un grupo de riesgo, pero en menor medida que los mencionados

previamente.

CONCLUSIONES: Los valores mas altos de seroprevalencia del VFHCC se encontraron en Turquia,
Rusia y Kazajstan. Grecia tiene una alta seroprevalencia, aunque sdlo se ha notificado una muerte
asociada al VFHCC. Este hecho contrasta con los paises vecinos, como los paises balcanicos y

Turquia, donde la tasa de infecciones graves parece ser mayor.

Asimismo, consideramos que deberian realizarse mas estudios exhaustivos en los paises
europeos para determinar la situacion epidemioldgica real y adoptar medidas preventivas

adicionales en el futuro.
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Abstract

Background

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is an emerging infectious disease caused by a
Nairovirus. CCHF is a tick-borne disease that is predominantly associated with Hyalomma
ticks and have a widespread distribution in Africa, Asia and Europe. CCHF usually presents
as a subclinical disease, but in some cases, it may present as a hemorrhagic fever with a
high mortality rate. This systematic review of the literature was performed to identify the
available evidence on the prevalence of CCHF in the European Region of the World Health
Organization, based on seroprevalence (IgG antibodies).

Methodology

A systematic review was performed following the Preferred Reporting ltems for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement protocol. PubMed, Embase, and the
Web of Science were used for the search (up to January 31, 2019), combining the following
MeSH terms: [“Crimean-Congo haemorrhagic fever” OR “Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus” OR “Congo-Crimea” OR “Crimea-Congo”] AND [“Europe”] AND [“epidemioclogy”
OR “seroprevalence”]. The abstracts were screened. Subsequently, full-text articles were
selected and reviewed based on the PICOS (Population-Intervention-Comparison-Out-
comes-Study type) criteria by two independent reviewers for inclusion in the final analysis.

PLOS Neglected Tropical Diseases | hitps://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094  March 2, 2020
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Thirty articles (9 from western Europe, 18 from central Europe and 3 from eastern

Europe) were included in the analysis. All articles were cross-sectional studies (descrip-
tive studies).

Conclusions

The highest seroprevalence of CCHF is found in central and eastern European countries.
Southern and western Europe countries, such as Greece and Spain, have low levels of
endemicity, but the spread of the infection, which is associated with climate change, is a
possibility that we should keep in mind. Further studies, especially larger seroprevalence
studies in humans and animals, are needed to establish the current status of the CCHF epi-
demiology and to generate standardized guidelines for action in the region.

Author summary

Crimean Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a widespread tick-borne viral disease
caused by a Nairovirus of the Nairoviridae family. CCHE-virus (CCHFV) has been con-
sidered to be one of the eight priority emergent pathogens for the last 3 years by the
World Health Organization (WHO), requiring urgent attention in Research, Develop-
ment and Innovation (R&D&I) because of its epidemic potential in the near future In this
systematic review, we aimed to describe the epidemiological impact of CCHFV (seroprev-
alence for IgG antibodies and the associated risk factors) in the WHO European Region
(WHO/Europe). In this systematic review suggests the following conclusions. i) The high-
est values of CCHFV seroprevalence are found in Turkey, the Russian Federation, and
Kazakhstan. i) Greece has a high seroprevalence, though only one death associated with
CCHFV has been reported. This fact contrasts with the neighboring countries, such as
Balkan countries and Turkey, where the rate of severe infections seems to be higher. iii)
Extensive studies should be developed in European countries to establish the actual epide-
miological situation and to take additional preventive measures for the future.

Introduction

Crimean Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a widespread tick-borne viral disease caused by
CCHEYV of the family Nairoviridae [1]. This disease was first described in 1944, during World
War II, when an outbreak affected a group of Soviet soldiers in the Crimean Peninsula [2].
Twenty years later, in 1967, the virus was finally identified and was named Crimean-Congo
virus, based on the similarities found with the virus that affected a febrile patient in the former
Belgian Congo in 1956 [3].

Ninety percent of Crimean-Congo virus infections are oligosymptomatic or asymptomatic
[4]. In the remaining 10%, the infections can present as a severe disease with a higher mortality
rate [5-7]. Mortality is associated with different factors, such as age, viral strain, and endemic-
ity [8-11].

PLOS Neglected Tropical Di | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094 March 2, 2020 2/15
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The transmission of this virus to humans is mainly associated with the bite of hard-bodied
ticks (Ixodidae family), predominantly those belonging to the genus Hyalomma, which are
widely distributed in Asia, Africa and Europe. The infection can also be acquired through
direct contact with blood and other bodily fluids from infected animals and humans, mainly
those with a high viral load, including hospitalized patients with hemorrhagic fever. Thus,
there is a high risk of transmission in healthcare environments [8,12-14]. Currently, the
CCHEF virus (CCHFV) is considered a level 4 biosecurity risk pathogen by the Centers for Dis-
ease Control and Prevention (CDC) [15,16]. CCHFV has been considered to be one of the
eight priority emergent pathogens for the last 3 years by the World Health Organization
(WHO), requiring urgent attention in Research, Development and Innovation (R&D&I)
because of its epidemic potential in the near future [17,18].

Almost 1000 cases of CCHFV infection are reported in the Middle East and eastern Euro-
pean countries yearly [11,19]. In Europe, human cases have been reported in Albania, Bulgaria,
Kosovo, Russia, Serbia, Turkey, Ukraine, Greece, Georgia and Spain [1,20,21].

The aim of this study was to identify the epidemiological impact of CCHFV (seroprevalence
for IgG antibodies and the associated risk factors) in the WHO European Region, through a
systematic review, to address the research question: what is the seroprevalence of CCHFV
infection in the different geographic areas of Europe, and what are the possible associated risk
factors?

Material and methods
Study design

This systematic review was conducted in accordance with the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement [22]. Study eligibility was defined
according to the conventional PICOS (Population-Intervention-Comparison-Outcomes-
Study type) criteria [23,24], which were determined a priori, including the following: Popula-
tion (CCHFV-seropositive individuals); Intervention or Exposure, (risk factors, environmental
determinants facilitating and inhibiting viral transmission); Comparators (three geographical
regions of Europe, western/central/eastern Europe); Outcomes (seroprevalence data, IgG anti-
bodies); and Study design (Observational studies, descriptive and analytical designs).

Search strategy and selection criteria

A systematic review of electronic bibliographic databases was performed for publications up to
January 31, 2019. The following databases were searched for relevant studies to identify all the
published studies about the seroprevalence of CCHFV in Europe: PubMed, Embase and the
Web of Science, with the language restrictions of English, Spanish or French.

The electronic research was performed using the following Boolean operators and terms:
["Crimean Congo hemorrhagic fever" OR "Crimea Congo hemorrhagic fever” OR "Congo Cri-
mea hemorrhagic fever” OR “Crimean Congo hemorrhagic fever virus” OR “Crimean Congo”
OR “Crimea-Congo”] AND “Europe” AND [“seroprevalence” OR “epidemiology”].

Inclusion criteria: Published reports evaluating the epidemiology of CCHF in WHO/
Europe were included when they fulfilled the following selection criteria, according to
PRISMA guidelines. (1) Population: Human studies about the seroprevalence of CCHF. (2)
Study design and interventions: We included observational studies. Randomized controlled
trials were not included because these studies evaluate the efficacy of a treatment or an inter-
vention. (3) Types of outcome measures: As the main outcome, we compared the seropreva-
lence of CCHF (defined as the number of individuals with evidence of IgG antibodies against
CCHFV) in the 3 areas: western, central and eastern WHO/Europe.

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094 March 2, 2020 3/15
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Exclusion criteria: All nonhuman studies, intention-to-treat clinical trials, incidence data,
editorial letters, letters to the editor, expert committees, author opinions and case reports
(OCEBM Level of Evidence 5, Grade of Recommendation D) were excluded because they do
not allow decision making or recommendation proposals and/or do not talk about an epide-
miological observation. Finally, all studies about CCHF imported cases from an endemic to a
nonendemic region were also excluded.

Selection of studies, data collection/extraction, and data synthesis/analysis

For the critical evaluation of the quality of the included studies, we applied a uniform checklist
method to identify the internal validity and possible bias. To identify and select the studies, we
classified them in a table following a systematic method. We evaluated the quality of each
study, and the conclusions were based on the evidence levels according to the Oxford Centre
for Evidence-Based Medicine (OCEBM) [25], which allow us to judge the strength of evidence.
Also, we used the recommendations of the PRISMA declaration as a guide.

We prepared tables to make the systematic collection of the qualitative and quantitative
data of each article. All the data were compiled by the last name of the first author, the year of
publication, country, study design, objective, individuals or patients studied, population char-
acteristics and other risk factors and the seroprevalence of anti-CCHFV IgG antibodies. First,
the articles were evaluated based on the title and abstract, and afterwards they were evaluated
based on the full text. All studies that did not fulfill the inclusion criteria were excluded from
this systematic review.

All the articles identified were revised by two review team members (LMA and MAS),
which followed the methodological standards recommended by the Committee on Standards
for Systematic Reviews of Comparative Effectiveness Research for finding and assessing indi-
vidual study: worked independently, screened and selected studies and extracted quantitative
and other critical data from included studies. Each eligible study was systematically appraised
for risk of bias; relevance to the study’s populations, and outcomes measures: seroprevalence.
All the discrepancies were resolved by the rest of the study team.

We initially included all the countries of the WHO/European Region, and then we sepa-
rated these studies into three different subgroups corresponding to three European regions,
based on demographic and epidemiologic factors, and we made a qualitative comparison
between these three European regions. The 53 countries of the WHO European Region were
subdivided into three geographical areas, based on epidemiological considerations and in
accordance with the division used by World Health Organization (WHO) and European Cen-
tre for Disease Control (ECDC) in others reports on surveillance in Europe: West (23 coun-
tries), Centre (15 countries) and East (15 countries).

Results
Summary of the included articles

The initial search identified a total of 998 references that met the inclusion criteria: 304 on
PubMed, 487 on Embase and 207 on the Web of Science. We first removed 571 duplicated rec-
ords and 87 animal studies. Then, 165 articles about diagnostic and treatment techniques, inci-
dence data or whose full-text papers were not available were excluded; and, 175 full-text
articles were assessed for eligibility. A total of 145 of these papers were excluded because they
were mainly case reports (OCEBM Level of Evidence 5, Grade of Recommendation D). Finally,
30 studies met our inclusion criteria and were included in the qualitative synthesis. Fig 1
shows the modified PRISMA flowchart with searching process.

PLOS Neglected Tropical Di
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Fig 1. PRISMA flowchart of identified and selected studies in the systematic review.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094.9001

The articles were classified according to their origin in three European regions. The main
characteristics of these studies are shown in Tables 1-3: Table 1, western Europe, 9 articles
[6,26-33]; Table 2, central Europe, 18 articles [4, 34-50]; and Table 3, eastern Europe, 3
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Table 1. Principal results of CCHF studies in western Europe.

Author | Publication | Study Country Objective N Risk factors Seroprevalence of
year years (related to CCHF seroprevalence in IgG: Value (%)
h N
Antoniadis 1982 1980~ Greece To determine the prevalence of CCHFV 65 Farming 4
etal. 1981 (rural area, antibodies in a rural population of Northern Living in Northern Greece 6.2)
[26] Northern Greece) Greece (CCHEF isolated in this zone
from Rhipicephalus bursa
since 1978)
Filipe et al. 1985 1980 Portugal To establish the seroprevalence of CCHFV | 190 Living in certain areas of 2
[27] virus in Southern Portugal Southern Portugal (L.1)
Palomar 2017 2010~ Spain To evaluate the presence of antibodies against | 228 No risk factors found 0
etal. 2014 the virus in individuals exposed to tick bites (0.0)
(28]
Papa et al. 2014 2012 Greece To make a small-scale serologic survey in | 100 Ageing 6
[29] humans and animals in the area where (6.0)
CCHFV-positive tick had been detected
Papaet al. 2013 2010- Greece To check in more detail the CCHFV situation | 166 Ruminants husbandry 24
[30] 2012 | (Western, border in Thesprotia prefecture (western region, Slaughtering (14.4)
to Albania and border with Albania) and find out any risk Ageing
Tonian Sea Coast) factors associated with seropositivity
Papaet al. 2011 2008- Greece To determine the prevalence of CCHFV | 1178 Female sex 37
(31] 2009 (Eastern, border antibodies in the human population of Ageing (3.1)
to Bulgaria) Northeastern Greece Ruminants husbandry
Slaughtering
Tick exposure
Sargianou 2013 2012 Greece To estimate the seroprevalence of CCHFV in | 207 Agropastoral occupation 7
etal. (Coast of the Gulf | humans in Achaia Prefecture, Greece, and to Ruminants (especially with (34)
[32] of Corinth) assess risk factors in seropositivity sheep)
Living at an altitude of
>400m
Sidira et al. 2013 2010- Greece To estimate the CCHFV seroprevalence 277 Tick exposure 6
[33] 2011 | (Northern coast of | among humans residing in the prefecture of Residence in a hilly territory (22)
the Aegean Sea) | Imathia, and the neighbouring prefecture of Ageing
Pella, and to investigate demographics and Agropastoral occupation
probable risk factors associated with the
seropositivity
Sidira et al. 2012 2009~ Greece To estimate endemic areas CCHF in Greece | 1611 Slaughtering 68
(6] 2010 Agropastoral occupation (4.2)
Ruminants husbandry

https:/doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094.t001

articles [51-53]. Even though the geographical origin was diverse, most studies were per-
formed in Turkey (central Europe) (13 articles) [4,34,37-39,41-42,44-45,47-50] and in Greece
(western Europe) (7 articles) [6,26,29-33].

The oldest article was published by Horvath et al. in 1979 [46], and the most recent was pub-
lished by Abdiyeva et al. in 2019 [51]. All articles were cross-sectional studies (descriptive studies).
The study design that was generally used was to assess the prevalence of a disease in a population
(prevalence study), which has an OCEBM Level of Evidence 4, Grade of Recommendation C.

Seroprevalence

Fig 2 shows in a Map the seroprevalence of CCHFV in the different European Regions.
Table 4 summarizes the main quantitative data collected from the studies that were ana-
lyzed: the sample sizes and IgG antibody levels (seroprevalence).
The sample sizes varied from 3557 individuals in a study conducted in Turkey [4] to 65
individuals in a study conducted in Greece by Antoniadis et al. [26]. The reported

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094 March 2, 2020 6/15
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Table 2. Main data of CCHF in studies in center Europe.

Author Publication | Study Country Objective N Risk factors Seroprevalence of
year years (related to CCHF seroprevalence in IgG: Value (%)
humans)
Bayram et al. 2017 2012 Turkey To determine the seroprevalence of CCHFV | 368 No risk factors found 53
[34] (Eastern region, in individuals with a high risk of acquiring (14.4)
border with Iran) CCHE disease in Van province
Bodur et al. 2012 2009- Turkey To investigate the seroprevalence of CCHFV | 3557 Ageing 356
[4] 2010 infection in a sufficiently large sample Low level of education (10.0)
representative of the region affected during Agropastoral occupation
the outbreak of 2011 in Turkey Tick exposure
Christova 2017 2015 Bulgaria To estimate the prevalence of IgG antibodies | 1500 |  Living in southeastern 55
etal. to CCHFV and hantaviruses, as stable and Bulgaria (especially in the (3.7
[35] long persisting antibodies, in general human Haskovo district)
population of Bulgaria Ageing
Ruminant husbandry
Tick exposure
Christova 2013 2011 Bulgaria To estimate the situation on CCHFV 1018 Tick exposure 28
et al. seroprevalence in both disease-endemic and Ageing (2.8)
[36] -nonendemic areas in Bulgaria Living in the Black Sea
Coast (Burgas District)
Cikman 2016 Not Turkey To determine the seroprevalence and risk 372 Ruminant husbandry 59
etal. specified (North-Eastern factors associated with Crimean-Congo Living in rural areas (15.8)
[37] region) hemorrhagic fever virus (CCHFV) in Tick exposure
residents of North-Eastern, Turkey
Ergonil 2006 2003 Turkey To determine the seroprevalence of CCHEFV, | 83 | Percutaneous injuries in 1
et al. among veterinarians in a highly endemic and veterinarians (1.2)
[38] a non-endemic region for these infections in
Turkey
Ertugrul 2012 Not Turkey To determine the rate of specific IgG 429 Age <34 years 84
etal specified | (Western region, seropositivity against the virus and the Tick exposure (19.6)
[39] Aegean Sea Coast) contributory factors Ruminant husbandry
Female sex
Fajs et al. 2014 2012 Kosovo To determine the prevalence of CCHF in | 1105 Living in the 44
[40] (Serbia for the Kosovo Southwestern Serbia (4.0)
WHO) (hyperendemic regions)
Ageing
Male sex
Gargili et al. 2011 2008- Turkey To estimate whether there is an immune- 193 Male sex 21
[41] 2009 (Western Turkey, protection in the region as a result of a Ageing (10.9)
border with stablished infection and not a recent spread Living in the Black Sea
Bulgaria) of infected ticks into the area Coast
Gazi et al. 2016 2011~ Turkey To determine the seroprevalence of CCHFV | 324 Ageing 12
[42] 2013 (rural part of among the rural residents of Manisa region, (3.7)
Western Turkey) Turkey, and to identify the associated risk
factors
Gergova 2014 2011- Bulgaria To determine the seroprevalence of CCHFV | 751 Tick exposure 24
etal 2012 (Southeastern in endemic areas of Bulgaria Ruminant husbandry (3.2)
[43) region)
Gozel et al. 2013 2012 Turkey To analyze the serum seropositivity for 190 Visiting an endemic 1
[44] (Research Hospital, CCHFV IgM and TgG of all healthcare region (0.5)
Centre-North workers at risk, and to determine the possible
Turkey) risk factors
Gunesel al. 2009 2006 Turkey To determine the seroprevalence of CCHFV | 782 Ageing 100
[45] (Centre-North in a high-risk population Tick exposure (12.8)
region) Contact with livestock
Horvath 1976 1972- Hungary To determine the seroprevalence of CCHFV | 587 Living in the Eastern 17
etal 1975 in Hungary Hungary, border to (2.8)
[46] Rumania (Hajdu-Bihar
county)
(Continued)
PLOS Neglected Tropical Di | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094 March 2, 2020 7/15
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Table 2. (Continued)

Author Publication  Study Country Objective N Risk factors Seroprevalence of
year years (related to CCHF seroprevalence in IgG: Value (%)
h )
Koksal et al. 2014 2004~ Turkey To determine the seroprevalence of CCHF | 625 Ageing 85
[47] 2008 (Eastern Black Sea infection and risk factors for disease in Ruminant husbandry (13.6)
regions) people living in the same environment with Tick exposure
confirmed patients, either as household Living rural areas
members or in the immediate
neighbourhood, in the endemic area in the
Black Sea region of Turkey
Tekin et al. 2010 Not Turkey To determine the seroprevalence of CCHFV | 715 | Contact with animals (not 69
(48] specified = (Northern region) | in humansin the province of Tokat (Centre- specified) 9.6)
Northern region) Relatives of patients with
CCHE (Airborne
| transmission?)

Temocin 2018 2016 Turkey To determine the seroprevalence of CCHF 112 | Percutaneous injuriesin 2
etal. (Centre region) disease among healthcare workersin a HCW (1.8)
[49] hospital in an endemic region, and to present

the risk factors for healthcare workers |
Yagci- 2013 Not Turkey To estimate the CCHFV seroprevalencein | 1066 Ageing 25

Caglayik specified apparently healthy adult population living in Low level of education (2.3)

etal.[50] urban and rural areas of seven geographically Male sex

representative provinces of Turkey and to Farming

find out the risk factors associated with the
seropositivity

Living in a house of adobe

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094.t002

seroprevalence was between 0% in Spain [28] and 19.6% in Turkey [39]. We analyzed each
European region independenqtly as follows.

Western Europe. The lowest seroprevalence was observed in Spain 0% [28] and Portugal
1.1% [27]. The seven included studies that were performed in different geographical areas of
Greece obtained seroprevalence ranging between 2.2% [33] and 14.4% [30]. Nevertheless, six
of the seven studies included a reported prevalence between 2.2% and 6.2% (2.2% [33], 3.1%
[31], 3.4% [32], 4.2% [6], 6% [29], and 6.2% [26]).

Central Europe. The studies conducted in Turkey also showed high variability. Most
studies showed a seroprevalence that ranged from low values (0.5% [44], 1.2% [38], 1.8% [49],
2.3% [50], and 3.7% [42]) to moderate values (9.6% [48], 10% [4], 10.9% [41], 12.8% [45],
13.6% [47], 14.4% [34], and 15.8% [37]. One study showed a much higher prevalence (19.6%
[39]), but this study was performed in an endemic area in southwestern Turkey. Bulgarian

Table 3. Main data of CCHF in studies in eastern Europe.

Author ‘ Publication | Study Country Objectives N Risk factors Seroprevalence of
| | year | years (related to CCHF seroprevalence in humans) IgG: Value (%)
Abdiyeva 2019 2014~ Kazakhstan To detect the seroprevalence of CCHFV in 802 Agro-pastoral 102
etal. 2015 patients with fever of unknown origin in endemic occupation (12.7)
[51] and non-endemic oblasts of Kazakhstan Ruminantand other
livestock (except pigs)
husbandry
Living in rural areas
Greiner 2016 2014 Georgia To determine CCHF seroprevalence, identify risk | 444 Agro-pastoral 12
etal. (12 rural affected | factors, and document CCHF-related knowledge, occupation (2.8)
[52] communities) attitudes, and practices Animal husbandry
| Tick exposure
Magnaval 2011 2007 | Russian Federation | To determine the seroprevalence of nine zoonoses | 90 | No risk factors found 10
etal. (Northeastern in Viljujsk, a Northern city in the Republic of (11.1)
[53] Siberia) Sakha (Eastern Siberia)
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094.t003
PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094 ~ March 2, 2020 8/15
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APomgal (0.8%) Spain (0%) Greece (2.2-14.4%)
Fig 2. Seroprevalence of CCHFV in Western Europe (yellow), Center Europe (blue) and Eastern Europe (orange).
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094.9002

studies reported a similar seroprevalence: 2.8% [36], 3,2% [43], and 3.7% [35]. Additionally,
Hungary (2.8% [46]) and Kosovo (4% [40]) reported a similar seroprevalence.

Russia and western Asia. Georgia shows a prevalence similar to that in eastern European
countries (2.8%,[52]), while the Russian Federation (11.1%,[53]) and Kazakhstan (12.7%,[51])
show a prevalence closer to that found in Turkish areas, with a moderate/high prevalence.

Risk factors

Major risk factors, such as occupations associated with animal husbandry (especially of sheep
and goats) [6,29,31,45,47-48,51-52] and agricultural and agropastoral activities [4,6,32,45,
50,52] were identified in this study (no matter the geographical zone). Also another major risk

Table 4. Estimated seroprevalence of CCHFV in the European Regions'.

Western Europe
Greece 3604 22-144+1
Portugal 258 08%3
Spain 228 0.0
Center Europe
Bulgaria 3269 28-37+%1
Hungary 587 28+1
Serbia 1105 40£1
Turkey 8816 0.5-19.6+ 1
Eastern Europe
Georgia 444 28+2
Kazakhstan 802 12,7562
Russian Federation 90 11.1+6

“95% Confidence Intervals (CI) for a proportion.
* References in Tables 1,2 & 3

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094.t004
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factor was the tick exposure; tick exposure includes direct physical contact, tick bites, tick
removal from people and animals and exposure to ticks around the working and home envi-
ronments [12,31,33,35-37,39,43,45,47-48,52]. To a lesser extent, health care workers (physi-
cians and nurses), veterinarians [38,44,48-49] and individuals with slaughtering-associated
jobs [6,30,31] were also more likely to have the presence of CCHFV IgG antibodies.

Minor risk factors, such as gender and aging (risk markers) have been reported in some
the heterogeneity of the studies and the populations that were evaluated prevent us from
exhaustively affirming these results. Other risk factors that were evaluated were related to geo-
graphical aspects, such as residence in a hilly territory/living at an altitude [32-33], living in
rural vs urban areas [26,37,47,50], in adobe houses [51], geographic regions as Black Sea Coast
[36-41] and others [27,31,35,48] or endemic areas [40,43,47,49].

Some factors such as airborne transmission were also evaluated [48], but a causal associa-
tion could not be determined, as the design of this study was not analytical.

Discussion

In the recent years, the epidemiology of vector-borne diseases is changing due to diverse fac-
tors, especially linked to the global warming phenomena [54-55]. In Europe, a rise on the
prevalence of most important tick-borne infections are mainly due to tick-borne encephalitis
and Lyme borreliosis in Central and Eastern Europe [56,57], and the emergence of the
CCHFYV in Southwestern Europe [21].

In this systematic review, we have realized an exhaustive and comparative analysis about
the human seroprevalence of CCHFV in the WHO European Region countries (http://www.
euro.who.int/en/countries). We have established three different areas (Center, Western and
Eastern Europe) in order to evaluate the progression of tick-borne infection in the continent
and to estimate which geographical regions are particularly at risk. This topic has been the sub-
ject of other systematic reviews based in specific subgroups of patients, such as travelers or
pregnant women [58-59]. Likewise, a recently published systematic review, realized by Nasir-
ian H. [60] discusses some of the CCHF seroprevalence studies that we also present in this sys-
tematic review. Nasirian H. study [60] collects global CCHFV seroprevalence data (no IgG—
IgM antibodies difference) in humans and animals from different areas of the world, while our
study is limited to CCHF seroprevalence for IgG antibodies at the WHO European Regions.

The eastern region of Europe is well known as the first site where this infection was
reported [2]. Currently, CCHF continues to be endemic in the Russian Federation and in
other countries of the former Soviet Union, though the real prevalence of CCHF is difficult to
estimate because of the low number of seroprevalence studies. Nevertheless, the studies
included in the analysis found values above 10% in Kazakhstan [51] and in the north of Russia
(33].

In the central European region, human seroprevalences above 5% were also seen. The
northeast of Turkey, especially the areas surrounding the Black Sea (eastern Anatolia), are clas-
sically described as highly endemic (high prevalence and incidence rates) for this infection
[37,47]. However, we found the highest seroprevalence (19.6%) in a study performed on the
Aegean Sea coast, which is not considered a CCHFV endemic zone. Balkan countries are also
considered endemic [35,40,43,61], but their seroprevalence is lower than that in Turkey. Other
countries in central Europe, such as Hungary, are not considered endemic for this infection,
though seropositivity for CCHFV antibodies has been described since 1976 [46]. Recent stud-
ies have shown that this zoonosis is also circulating in animals in countries such as Romania
and the former Yugoslav Republic of Macedonia [62-64].

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008094 March 2, 2020 10/15
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The Western region the WHO/European Region had the lowest seroprevalence values for
this infection. The infection has been documented in this area since the 1980s, when Antonia-
dis et al. [26] and Filipe et al. [27] demonstrated seropositivity in healthy humans in Greece
and Portugal, respectively. Nevertheless, it was not until 2010 that the first and only autochtho-
nous case was reported in Greece [20]. Additionally in 2010, the epidemiological alert in
southwestern Europe increased after evidence of virus circulation in ticks belonging to the
Hyalomma marginatum species were retrieved from a wild red deer in western Spain [65],
near the Portuguese border. Six years later, first human autochthonous case was reported in
Spain, a 62-year-old man that, after traveling to a little village at Central-Western Spain, pre-
sented at the Emergency Department with a severe viral hemorrhagic fever and died on the
ninth day of illness. Four days later, a secondary (non-fatal) case due to a nosocomial transmis-
sion was also reported [21,66]. Since then, other two cases have also been reported in the West-
ern Spain [67], reflecting probably only the visible part of the iceberg. Even though a recent
study found no seroprevalence in humans in Spain [28], larger studies of seroprevalence need
to be carried out in humans to corroborate the existence of an undetected circulation occur-
ring in other areas of Spain and in neighboring countries, like Portugal, France, Italy or Malta
where the vector tick exists and the weather conditions are favorable for the dissemination of
this vector-borne disease.

Major risk factors have been well documented to be associated to tick exposure [12,31,
33,35-37,39,43,45,47-48,52] in endemic regions, especially in the individuals involved in
ungulate husbandry [6,29,31,45,47-48,51-52] and/or agropastoral activities [4,6,32,45,50,52].
The outbreaks emerge mainly in the spring and summer (May to October) [1]. Nevertheless,
global migratory human movements, bird migrations from Africa, weather changes, global
warming [55], and the presence of the main vector, Hyalomma marginatum ticks, in most
countries of Europe might result in a situation in which this infection appears in other periods,
spreads to new areas, increases in incidence, and becomes a diagnosis to be ruled-out in
patients with hemorrhagic fever, even when a tick bite history cannot be documented.

The main limitation of this study was the heterogenicity of the studies and the lack of pub-
lished seroprevalence investigations of some regions with elevated endemicity, especially at
Northeastern Europe (Russia, Ukraine, between others). For this reason, a meta-analysis could
not be performed. However, an extensive research in the main databases was performed, only
excluding studies with low level of evidence. Nevertheless, a qualitative review improves the
current lack of information. More studies are necessary to obtain conclusive evidence. The
risks of bias (methodological and clinical) may have affected the results of our qualitative
review. Despite these limitations, this systematic review sought to analyze the available infor-
mation to date related to the epidemiology of CCHF in WHO/ European Region.

This systematic review suggests the following conclusions. i) The highest values of CCHFV
seroprevalence are found in Turkey, the Russian Federation, and Kazakhstan. ii) Greece has a
high seroprevalence, though only one death associated with CCHFV has been reported [20].
This fact contrasts with the neighboring countries, such as Balkan countries and Turkey,
where the rate of severe infections seems to be higher. iii) Extensive studies should be devel-
oped in European countries to establish the actual epidemiological situation and to take addi-
tional preventive measures for the future.
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(DOC)
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ARTICULO SEGUNDO

OBJETIVO PRINCIPAL: Evaluar la presencia/ausencia del VFHCC en humanos de Castilla y Ledn,

Espafia a través de un estudio seroldgico a escala representativa de la poblacién local.

METODOLOGIA: Estudio seroepidemiolégico, realizado en una muestra significativa de la poblacién
de Castilla y Ledn. Para la obtencién de los individuos del estudio trabajamos en conjunto con el
Centro de Hemoterapia y Hemodonacion de Castilla y Ledn, esto en vista de que los donantes de
sangre representan un grupo de adultos sanos, asintomaticos. A todos los individuos incluidos se

les explicd en qué consistia el estudio y se le solicitd un consentimiento informado.
PRINCIPALES RESULTADOS:
Desde un punto de vista descriptivo de los participantes:

Un total de 516 donantes de sangre fueron incluidos en este estudio. La mayoria de los
participantes en el estudio fueron de sexo masculino (68,4%), y la media de edad calculada fue de
46,3 afios. Asimismo, la mayoria de los participantes (86,8%) provinieron de zonas rurales y el
68,6% refirié tener contacto diario con animales (en sus actividades laborales o por recreacién). De

este 68,6%, el 20,9% realizaba practicas ganaderas.

Uno de cada cinco participantes (109/516, 21,1%) se dedicaba a actividades profesionales
de riesgo como agricultura y pastoreo, sacrificio, caza, veterinaria y asistencia sanitaria
(principalmente personal de enfermeria y técnicos de laboratorio). Y, un total de 15,3% de los
participantes refirid haber sufrido una picadura por garrapata en los dias 0 meses anteriores a la

fecha de muestreo.
Principales evidencias encontradas:

Encontramos que la seroprevalencia fue del 1,1% (6/516). Asimismo, si consideramos la
concordancia en al menos 2 de los métodos de serologia usados la seroprevalencia calculada es de
0,58% (3/516). Dichos casos positivos provinieron de distintas provincias de Castilla y Ledn,

distribuidos geograficamente como se muestra en la siguiente
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CONCLUSIONES:

Este estudio representa la primera evaluacion seroepidemioldgica en humanos realizada
en Espafia que sugiere una posible circulacion del virus de Crimea Congo en individuos

asintomaticos.

Nuestros resultados sugieren la necesidad de realizar estudios mds extensos, incluyendo
un estudio de seroprevalencia en animales silvestres y/o domésticos para establecer con mayor
precisién la zona endémica en Espafia peninsular. Asimismo, se necesitan mas estudios para
evaluar la pertinencia de las medidas de control para intervenciones clinicas en situaciones de un

riesgo potencial de transmisién, como procedimientos de donacion de sangre o de érganos.
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Background: Crimean-Congo haemorrhagic fever virus
(CCHFV) is considered an emerging or even a probable
re-emerging pathogen in southern Europe. Presence
of this virus had been reported previously in Spain in
2010. Aim: We aimed to evaluate the potential circula-
tion of CCHFV in western Spain with a serosurvey in
asymptomatic adults (blood donors). Methods: During
2017 and 2018, we conducted a CCHFV serosurvey
in randomly selected asymptomatic blood donors
from western Spain. Three assays using specific
IgG antibodies against CCHFV were performed: the
VectoCrimea ELISA test, an in-house ELISA and indirect
immunofluorescence (Eurolmmun) test with glycopro-
tein and nucleoprotein. Results: A total of 516 blood
donors participated in this cross-sectional study. The
majority of the study participants were male (68.4%),
and the mean age was 46.3 years. Most of the partici-
pants came from rural areas (86.8%) and 68.6% had
contact with animals and 20.9% had animal husbandry
practices. One in five participants (109/516, 21.1%)
were engaged in at-risk professional activities such as
agriculture and shepherding, slaughtering, hunting,
veterinary and healthcare work (mainly nursing staff
and laboratory technicians). A total of 15.3% of the
participants were bitten by ticks in the days or months
before the date of sampling. We detected anti-CCHFV
IgG antibodies with two diagnostic assays in three of
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the 516 individuals and with one diagnostic assay in
six of the 516 individuals. Conclusion: Seroprevalence
of CCHFV was between 0.58% and 1.16% in Castile-
Ledn, Spain. This is the first study in western Spain
that showed circulation of CCHFV in healthy people.

Introduction

Crimean-Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a
tick-borne viral disease caused by the CCHF virus
(CCHFV), an RNA negative single-stranded virus of the
genus Nairovirus in the Nairoviridae family [1]. The
virus has been identified in Africa, Asia and Europe
in territories located south of the soth North paral-
lel, the area inhabited by the main vector, ticks of
the genus Hyalomma spp. [2-5]. People living in rural
areas, especially those involved in animal husbandry
and slaughtering, are particularly at risk. Wild ani-
mals such as red deer and domestic animals includ-
ing livestock can be reservoirs of the virus (they can
become asymptomatically infected or host the infected
hard-body ticks). Since cattle serve as habitual hosts,
people can become infected by tick bites or by manipu-
lating CCHFV-infected animals or their body fluids [6,7].
It is well known that CCHFV is implicated in outbreaks
with a very high mortality rate (10-40%) [5,8]. This
potential risk is the reason why CCHFV was included
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FIGURE

Geographical distribution of sample collection and positive results, Crimean-Congo haemorrhagic fever virus in blood
donors, Castile-Le6n, Spain, May-October 2017 and May-October 2018 (n = 516)
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CCHFV: Crimean-Congo haemorrhagic fever virus.

Yellow circles: blood donors’ places of residence; red diamonds: individuals with confirmed serology for IgG antibodies against CCHFV; black

diamond: individual with a result concluded as indeterminate.

by the World Health Organization (WHO) as a priority
pathogen for research and development [9-11].

CCHF is considered an emerging disease in southern
Europe, with published reports from Albania, Bulgaria,
Greece, Kosovo* and Turkey [12-19]. Moreover,
imported cases have been detected in France and the
United Kingdom (UK) in 2004 and 2013, respectively
[20-22]. Filipe et al. reported the presence of IgG anti-
bodies against CCHFV in asymptomatic individuals on
the Iberian Peninsula in southern Portugal in 1984 [23].
Later, in 2010, CCHFV circulation was also identified
for the first time in Spain, when the viral genome was
detected in Hyalomma spp. ticks retrieved from wild
red deer in Caceres (western Spain) 24]. In 2016, the
first autochthonous human infection was recognised

in a man who travelled to the province of Avila, 300
km south-west of Caceres where the infected ticks had
been identified [25]. After an extensive effort of public
health vigilance, the virus was identified in ticks feed-
ing on domestic and wild animals in western Spain [26-
28]. This could be attributed to the silent circulation of
CCHFV introduced some time ago from West Africa by
migratory birds [26,29].

A study carried out in the area did not find antibodies
against the virus in humans [30], however, this could
have been due to small sample size. The aim of our
present study was to evaluate the potential circulation
of CCHFV in Castile-Ledn by a serosurvey performed in
asymptomatic adults. We decided to work with blood
donors because this group resembles the healthy
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TABLE 1

Characteristics of serosurvey participants, Crimean-
Congo haemorrhagic fever virus in blood donors, Castile-
Leén, Spain, May-October 2017 and May —October 2018
(n = 516)

Characteristics ] %
Age (years), mean +SD 46.3+11.2
Male sex 353 | 68.4
Professional activities at risk 109 | 21.1
Agriculture/shepherding activities 81 | 15.7
Slaughtering 6 1.2
Hunting 2 0.4
Veterinarians 1 0.2
Healthcare workers (nurses and laboratory

technicians) 19 19
Rural population 448 | 86.8
Contact with animals 354 | 68.6
Animal husbandry practices 108 | 20.9
History of a tick bite 79 | 15.3

SD: standard deviation.

population of a given zone and we can infer the real
situation in a specific area from a prevalence value in
this group.

Methods

Study design

A descriptive, cross-sectional study was carried out
between May 2017 and May 2018 in the Castile-Ledn
Hemotherapy and Hemodonation Centre in Valladolid,
Spain, the centre that centralises blood product col-
lection for the Autonomous Community of Castile-Ledn
with an area of 94,225 km? and a total population of
2,409,164 inhabitants in 2018, according to the data
provided by the National Institute of Statistics [31].

Sampling and data collection

We collected the blood donors’ epidemiological data,
including age, sex, rural or urban residency, occupa-
tional activity, recreational activities, animal husbandry
(work or recreational) and exposure to tick bites. Sera
were obtained prospectively and stored inmediately at
—20°C until serological assays were performed.

We estimated a total sample size of 440 participants,
proportional to the population size of Castile-Ledn
according to the following criteria: an alpha value
of 0.05 (95% confidence interval), a design effect
of 1, assuming minimal household clustering, and a
response rate of 90%. Finally, a representative group
of 516 blood donors was selected for the serosurvey.
The blood samples and epidemiological data were col-
lected between May 2017 and May 2018 ( Figure ). The
blood donors were healthy individuals between 18
and 65 years-old (they were not stratified by sex). The
exclusion criteria were individuals with an established
diagnosis of HIV infection, hepatitis B or C, syphilis,
HTLV infection or malaria.
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Immunological assay

Antibodies against CCHFV were detected by a commer-
cial immunoenzymatic kit (Vector Best, Novosibirsk,
Russia). The cut-off was calculated as the mean of the
adjusted optical density of the negative control serum
plus o0.2. All samples with CCHFV-positive serology
were tested in triplicate using the Vector Best test and
the mean values of absorbance/cut-off were used for
analysis. These positives samples were confirmed by
an in-house ELISA described in Dowall SD et al. [32], an
immunofluorescence assay (IFA) (Euroimmun, Liibeck,
Germany)) using nucleoprotein (NP) and glycoprotein
(GPQ) antigens at 1:10 dilution. Likewise, we tested by
all the above methods 5o randomly chosen samples
that were initially negative from the 516 blood donors
included in the study.

We considered samples as positively confirmed if they
tested positive in at least two different tests. For IFA,
we considered a result as indeterminate when the fluo-
rescence result of the sample was not negative but less
intense than that of the positive control incorporated in
the test.

Data analysis

All data were statistically analysed using SPSS
Statistics 23.0. For the qualitative variables, we cal-
culated the proportions, and for the quantitative vari-
ables, we calculated the mean with standard deviation
(SD) and median with interquartile range (IQR).

Ethical statement

The procedures described here were carried out in
accordance with the ethical standards described in the
Helsinki Declaration revised in 2013. The protocol was
approved by the Bioethics Committees: Comité Etico
de Investigacién Clinica Area de Salud Valladolid-Este,
with the number/ID BI0-2017-65.

All participants signed an informed consent form.
Each participant received this form, which contained
the objectives, the procedures, the study characteris-
tics and a question if they wanted to be a part of the
study. We always maintained the confidentiality of the
personal data of the blood donors. All samples were
identified by a code.

Results

A total of 516 blood donors participated in this study.
The characteristics of the studied population are
shown in Table 1.

More than two thirds of the study participants were
male (68.4%; 353/516), the mean age was 46.3 years
(SD +11.2; range: 18—65 years). Most of the participants
came from rural areas (86.8%; 448/516) and around
two thirds had contact with animals (68.6%;354/516)
and one fifth were involved in animal husbandry
(20.9%; 108/516). One in five participants (21.1%;
109/516) were engaged in at-risk professional activities
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TABLE 2

Samples from blood donors positive for antibodies against Crimean-Congo haemorrhagic fever virus by ELISA and/or IFA,
Castile-Ledn, Spain, May-October 2017 and May —October 2018 (n = 6)

ELISA 126 IFA 136

ELISA IgM IFA 1gM

Z = Final result
Vector Best® In house® Vector Best*  In house® GPC NP
1 10.01(+) 3.4 (+) - - 0.50 (-) 0.3(-) - - +
2 10.01(+) 0.1(-) - - 0.01(-) Not done dlmte dr:l:;te =
. . Not Not
3 10.01 (+) 6.4 (4 Indeterminate | Indeterminate 0.01(-) Not done dbnie done +
Not Not
4 2.59 (+) 0.2 () - - o) Notdone | yote | done -
3 Not Not

[ 0.90 (+) 0.5(-) + Indeterminate 0.01 (=) Not done done done +
6 0.01(-) 03(-) Indeterminate + o(-) Not done Not Not Indeterminate

’ 3 done done

+: positive; —: negative; GPC: glycoprotein precursor construct; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; IFA: immunofluorescence assay;

NP: nucleoprotein.

ELISA results are expressed as a ratio sample absorbance/cut-off. IFA is expressed as a qualitative result obtained at 1:10 dilution.

“This assay was performed in triplicate.
b In-house ELISA performed at the National Centre of Microbiology.

such as agriculture and shepherding activities, slaugh-
tering, hunting, veterinary and healthcare work (mainly
nursing staff and laboratory technicians). Seventy-nine
participants (15.3%) were bitten by ticks in the period 3
days to 3 months before the date of sampling.

Positive serological results are presented in Table 2.
There were six samples in which we found antibodies
in at least one of the performed assays (0.96%) and
three samples in which we found agreement in at least
two of the performed assays (3/516), establishing a
seroprevalence between 0.58% and 1.16%.

The three individuals with positive 1gG results were
all men from rural areas in Castile-Leén ( Figure ). The
ages of these individuals were 18, 44 and 60 years.
None of them had a history of tick bites. Moreover,
two of the three were involved in animal husbandry
(either for professional or recreational reasons) and
one performed outdoor activities putting them at risk
of infection, such as trekking and mountain biking). It
is important to mention that two other individuals were
positive only by the VectoCrimea ELISA, and another
one was positive only in the NP IFA with an indetermi-
nate result in the GPC IFA (Table 2).

Discussion

To our knowledge, this is the first study conducted
in healthy blood donors in Spain, which attempts to
describe the prevalence of this disease and evaluate
the potential circulation of CCHFV. This study shows
that CCHFV has infected humans in western Spain
who did not recall having had any suggestive symp-
toms in the past. None of the individuals with |gG anti-
bodies against CCHFV remembered being bitten by a
tick, but all of them repaorted living in rural areas and
being involved in animal husbandry. The absence of

IgM antibodies in the three infected individuals sug-
gests that there were no acute or recent infections in
our sample population. However, our work had several
limitations such as the small sample size. This could
be involved in the fact that statistical significance was
not reached when we looked for the possible risk fac-
tors implicated in the patients with positive serology.
In addition, we did not perform all the serological tests
available, for example seroneutralisation was not avail-
able in our laboratory at the time of the analysis, and
we did not perform this test because it lacks sensitivity
because of the weak neutralising antibody response to
this virus [45,46].

The prevalence we found here (0.58-1.16%) is similar
to that reported in the 1980s by Filipe et al. in south-
ern Portugal [23]. It is also similar to the prevalence
found in other European countries with a very low or
null incidence, such as Hungary [35] or Greece [36].
Even though the seroprevalence in the general popu-
lation in Greece is close to 3.5%, (with an unexpect-
edly high seroprevalence » 15% in individuals involved
in animal husbandry for work), these values contrast
with the low incidence of the disease on the Greek ter-
ritory (only one symptomatic and fatal case has been
reparted since 2008) [36].

The classification of positive results in low-prevalence
diseases is difficult, especially when only limited infor-
mation is available about the performance character-
istics of the analytical tests. Previous studies, such as
the one performed by Vanhomwegen et al. in 2012 [37],
showed that both enzyme immunoassay (EIA) and IFA
used in this study have an acceptable sensitivity (80—
85%) and an excellent specificity>98% for both IgG and
IgM. It is therefore unlikely that discrepancies between
EIA and IFA results were due to the lack of specificity
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of these techniques. We decided to consider as posi-
tive only those samples that showed positive results in
most tests performed (at least two of the four assays
performed), in order to perform an accurate classifica-
tion of the cases as positive, negative or indeterminate
inthe absence of a gold standard (a procedure used, for
example, when studies are carried out to compare dif-
ferent diagnostic methods [38]). Therefore, we assume
that the presented seroprevalence range is adequate,
in accordance with the above performance allocation
criteria. Protocols of the Advancing Transfusion and
Cellular Therapies Worldwide (an association devel-
oping standards for transfusion medicine), have so
far not estahlished the need to detect CCHFV in blood
or other blood-derived products [39]. The currently
available data are insufficient to make an evidence-
based recommendation for excluding blood donation
product because we have not seen an individual with
acute infection [40]. Although our study suggests that
CCHFV is circulating in Castile-Leén, the data are, in
the absence of IgM-positive results, not sufficient to
re-evaluate the current statements about the screening
of CCHF in blood donors.

The geographical expansion to northern Europe of
several vector-borne communicable diseases has
increased in recent years. This phenomenon is associ-
ated with various factors including an increase in the
global annual average temperature [41,42], human
displacements, augmentation of population density
in determined vulnerable zones [43,44], legal and
illegal trade of animals and animal products [45] and
patterns of land use for agriculture [46]. Recent cases
associated with the African-Ill clade of CCHFV reported
in Spain show that CCHF is not an exception [25]. The
introduction of the virus in south-western Europe could
be related to the transportation of infected larvae and
nymphs of hard ticks by migratory birds from North
Africa [24]. The ticks established their ecological envi-
ronment in this zone where they became adults and fed
on ungulates or human beings, maintaining an enzo-
otic cycle [6]. Our results demonstrate the presence
and circulation of the virus in western Spain, even with
a low level of endemicity.

Conclusion

This is the first serosurvey conducted in Spain that
suggests a possible circulation of the virus in asymp-
tomatic individuals. Our results suggests the need for
more extensive studies, including a seroprevalence
survey in wild or domestic animals and other serosur-
veys in people living in other areas of Spain in order to
learn more about the epidemiology of CCHFV in Spain
and to evaluate the relevance of control measures for
clinical interventions in situations with a potential
risk of transmission, such as blood or organ donation
procedures.
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*Note

*This designation is without prejudice to positions on status,
and is in line with United Nations Security Council Resolution
1244/99 and the International Court of Justice Opinion on the
Kosovo declaration of independence.
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ARTICULO TERCERO

OBIJETIVO PRINCIPAL: Determinar la presencia/ausencia de VFHCC en pacientes que se presentaron
con enfermedad febril al servicio de urgencias del Complejo Asistencial de Salamanca (CAUSA)

durante los periodos de mayo a octubre en 2017 y 2018

METODOLOGIA: Estudio descriptivo en el cual se incluyeron pacientes mayores de 18 afios que
acudieron a urgencias del CAUSA por fiebre como principal motivo de consulta. Se tomaron
muestras de suero y plasma para determinar la presencia / ausencia de VFHCC, asi como para la
realizacion de rt-PCR anidada. Se realizd, ademads, un andlisis filogenético de la muestra positiva al

analisis de rt-PCR.
PRINCIPALES RESULTADOS:
Desde un punto de vista descriptivo de los participantes:

En este estudio se incluyeron ciento treinta y tres pacientes. La media de edad (+ DE) fue de 67,63
afios (£ 18,8); 81 (60,9%) eran varones. La mayoria de estos individuos presentaban sintomas
respiratorios y genitourinarios y fueron diagnosticados de sindrome febril inespecifico en el servicio

de urgencias del CAUSA.
Principales evidencias encontradas:

El diagndstico seroldgico y molecular detectd la presencia del VFHCC en siete pacientes. Un
paciente (Caso 1) presenté anticuerpos IgM anti-VFHCC mediante dos ensayos serolégicos. Este
paciente también tuvo resultados positivos mediante RT-PCR anidada (tabla 2). Un segundo caso
(Caso 2) también presentd resultados positivos de IgM por VectorBest EIA, pero no fue confirmado

por el otro analisis realizado y el resultado por RT-PCR anidada fue negativo.

El analisis filogenético demostrd que el paciente que presenté la rt-PCR anidada positiva
presentaba una infeccion por el genotipo V, siendo este el primer caso en humanos por este

genotipo detectado en Espafia.
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CONCLUSIONES:

1)

Este estudio sugiere que la FHCC es una causa identificable de enfermedad febril en
Espafia; por tanto, es obligatorio sospechar esta enfermedad cuando un paciente acude al
servicio de urgencias con fiebre, trombocitopenia y elevacion de transaminasas,
especialmente durante los periodos de primavera y verano, y en aquellos pacientes que
presentan un riesgo laboral asociado.

Se describe el primer caso de FHCC en humanos en Espafia asociado al genotipo V
(originario de Turquia).

Se necesitan mas estudios para establecer el mecanismo por el cual se ha establecido este

nuevo genotipo en el territorio espafiol.
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Abstract

Crimean-Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a widespread tick-borne viral disease caused by the
Crimean-Congo haemorrhagic fever virus (CCHFV). CCHFV has been implicated in severe viral
haemorrhagic fever outbreaks. During the summer of 2016, the first two cases with genotype |lI
(Africa IIl) were reported in Spain. The first aim of our study was to determine the presence of
CCHFV among patients with febrile illness during the spring and summer periods in 2017 and 2018.

Finally, we perform a phylogenetic analysis to determine the genotype of the virus.

Methods

We prospectively evaluated patients older than 18 years who came to the emergency with fever.
Specific IgM and IgG antibodies against CCHFV by ELISA and one immunofluorescence assay
against two different proteins (nucleoprotein and glycoprotein C) was done. Moreover, a Real Time
PCR was performed. A phylogenetic analysis was carried out to characterize the complete CCHFV

genome.
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Results

A total of 133 patients were selected. The mean age was 67.63 years and 60.9% were male. One-
third of the patients presented an acute undifferentiated febrile illness. Three patients had anti-
CCHFV IgG antibodies, suggesting a previous infection. One patient was found confirmed anti-
CCHFV IgM antibodies and positive RT-PCR. Phylogenetic analysis indicated that the virus
corresponds to the European genotype V. This patient came to the emergency in August 2018

presenting an acute febrile syndrome with thrombopenia and liver impairment.

Conclusions

We describe a new circulation of European genotype V CCHFV in Spain. Moreover, this study
suggests that CCHFV is an identifiable cause of febrile illness of unknown aetiology in Spain. Thus,
CCHF could be suspected in patients with fever, liver damage, and/or haemorrhagic disorders,

particularly in people with risk activities who present in the spring or summer.

Introduction

Crimean-Congo haemorrhagic fever (CCHF) is a viral infectious disease caused by the homonymous
microorganism, the Crimean-Congo haemorrhagic fever virus (CCHFV), a tick-borne virus of the
genus Nairovirus and the Nairoviridae family. This virus is transmitted to humans by infected tick
bites, by direct contact with humans or animals with a high viral load, and by direct contact with blood
or other bodily fluids or tissues of viraemic humans or livestock [1,2]. To date, six viral genotypes
have been identified. Genotypes |, Il and Il are mainly distributed in Africa, genotype IV in Asia,
genotype V in East Europe, and genotype VI in Greece [3]. Genotype VI is the only one that seems
to be non-pathogenic [4]. This is the reason why in Greece, where the AP92 strain circulates, it
exists an elevated seroprevalence [5] with only 1 known case of mortality [6]; which differs with its
neighbour country Turkey where the local viral strain is more aggressive in terms of morbidity and

mortality [7].
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In Europe, this virus has caused major outbreaks in the eastern region [8] (principally in Balkan
countries, Turkey, and Russia). However, in recent years, its epidemiology has been changing, a fact
that has been associated with climate change [9]. Due to this epidemiological modification, CCHFV
is currently considered endemic in areas of Southwest Europe since human cases have been
identified in western Spain since the summer of 2016 [10,11]. These cases were produced by the
Africa Ill genotype, and it seems that it could be introduced from Morocco through migratory birds
carrying premature forms of infected ticks. Currently, its enzootic cycle has been established in some
areas of Spain, with infected ticks identified in wild and domestic animals [12], which makes
epidemiological control more difficult [10,13]. No other CCHFV genotype has been described in

humans in Spain.

From a clinical point of view, this infection can present with a wide clinical spectrum, from an
asymptomatic or oligosymptomatic disease to a life-threatening infectious condition with fever,
vomiting and diverse haemorrhagic manifestations that may lead to multi-organ failure and death
[14]. Laboratory analyses are frequently altered, with leukopenia, thrombocytopenia and elevated
transaminases [15]. A strong clinical suspicion is needed in order to obtain a clear and fast
diagnosis, initiate supportive treatment if needed, and activate biosafety measures to prevent

transmission.

The aim of this study was to evaluate whether CCHFV is a cause of acute febrile syndrome, to
determine the risk factors and to describe the main clinical and laboratory characteristics of the acute

cases identified. In this way, sequencing in samples with CCHFV were done.

Methods

Study type and sample collection

Descriptive, cross-sectional study that was carried out during the months of May to October in 2017
and 2018 at the emergency of University Salamanca Hospital (HUS) located in western Spain. It
covers an area of 12,350 km? encompassing 362 municipalities with a population of 331,473
individuals. All patients with an age above 18 years who came to HUS for a febrile iliness without an

aetiologic diagnosis were eligible. Patients were evaluated by the emergency department and were
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included if they presented with fever without an aetiological diagnosis. Serum and plasma samples
were taken to determine the presence/absence of CCHFV. Details were collected from the medical

records.

Immunological techniques

The antibodies for CCHFV were analysed according to methodology described previously [16] .
Briefly, we used a commercial immunological kit (Vector Best, Novosibirsk, Russia) according to the
manufacturer’s instructions. The cut-off was calculated as the mean of the adjusted optical density
(OD) of the negative control serum plus 0.2. All samples were tested in triplicate and the mean
values were used for this study. Moreover, in-house ELISA and immunofluorescence assay (IFA)

(Euroimmun, Germany) were used to confirm the positive results.

CCHFV detection by RT-PCR

Total RNA was extracted from the plasma samples using the QIAamp viral RNA Mini kit (QlAgen,
Germany) according to the recommendations of the supplier. The RNA was eluted in 60 pL of
RNase-free water and stored at -80°C until needed. Furthermore, a real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) described by Atkinson et al. [17] was used for the detection of the CCHFV
genome in all the samples. This procedure consists in a nested PCR that reduces nonspecific
amplification of RNA, it is performed by two successive PCR, including the conversion of the RNA to

DNA at the first reaction, by the use of a inverse transcriptase.

Positive acute or previous cases of CCHFV

Acute cases were defined as the presence of confirmed IgM (by at least two different assays) and/or
positive RT-PCR. Previous cases were characterized by the presence of IgG antibodies confirmed
by two of the performed tests in the absence of markers of acute infection. Cases with a single 1gG

positive result, not confirmed by any other assay, were considered as probable.
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Phylogenetic analysis

To characterize the complete CCHFV genome, we performed a phylogenetic analysis of the full S,

M, and L segments

Ethics Statement

The study protocol was approved by the Clinical Research Ethics Committee of Investigation with
Drugs of University Salamanca Hospital (HUS), Salamanca, Spain (CEIMC PI 91 09/2017). The
procedures described here were carried out in accordance with the ethical standards described in

the Revised Declaration of Helsinki in 2013. All clinical and epidemiological data were anonymized.

Statistical analysis

All the data were statistically analysed using the SPSS Statistics 23.0. software (Statistical Package
for the Social Sciences). Proportions were calculated for the qualitative variables and standard

deviation (SD) and interquartile range (IQR) was calculated for the mean and median respectively.

Results

One-hundred thirty-three patients were included in this study. The main epidemiological and clinical
data are shown in table 1. The mean age (+SD) was 67.63 years (+18.8), and 81 (60.9%) were
male. Most of these individuals presented with respiratory and genitourinary symptoms and were

diagnosed with nonspecific febrile syndrome in the emergency department from HUS.
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Table 1. Main epidemiological and clinical characteristics of patients

Characteristics N= 133, n (%)
Age mean + SD, years 67.6 (18.8)
Median age, years 73 (IQR, 54.5-82)
Male gender 81 (60.9)
Urban population 101 (68.7)
Emergency department initial diagnosis

Respiratory syndrome 37 (27.8)
Genito-urinary syndrome 32 (24.0)
Febrile syndrome without focus 30 (22.5)
Fever after tick exposure 8 (6.0)
Neurological syndrome 6 (4.5)
Gastrointestinal syndrome 6 (4.5)
Biliary and hepatic infection 4 (3.0)
Cutaneous affectation 4 (3.0)
Mononucleosis syndrome 2 (1.5)
ENT infection 2 (1.5)
Fever associated to haemodialysis process 2 (1.5)

ENT: Ear, nose, and throat disorder

Serological and molecular diagnosis detecting CCHFV showed that seven patients had positive
results in some test. One patient (Case 1) had anti-CCHFV IgM antibodies by two serologic assays.
This patient also had positive results by Nested RT-PCR (table 2). Case 2 also presented IgM
positive results by VectorBest EIA, but not confirmed by the other performed analysis and result by
Nested RT-PCR was negative. However, case 2 and case 3 and 4 had anti-CCHFV IgG confirmed
by 2 or more of the performed assays, indicating previous infection. Finally, other patient (case 5)
presented a positive result for IgG in one assay while an undetermined result was obtained in

another assay, being classified as indeterminate.

Pagina 101 de 135



VIRUS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA DE CRIMEA CONGO:
EVALUACION EN ZONA ENDEMICA

LiA CAROLINA MONSALVE ARTEAGA

The nucleotide sequence of the different CCHFV segments from the confirmed acute infection (case
1) was done. Phylogenetic analyses were shown in Figure 1. The samples from Salamanca Spain
2018 (case 1) belong to genotype V, Europe. Is the first time that this genotype is described in

human infected with CCHFV from Spain.

The main clinical data of patients with acute and previous CCHF are described in table 3. The
patient with confirmed acute CCHF was a 53-years-old man, involved in cattle husbandry in Béjar,
Salamanca province (coordinates: 40.38641 latitude -5.76341 longitude), a small city with 12,961
inhabitants, near to the Portuguese border. He presented in the emergency department at the
beginning of August 2018 with a history of fever of 5 days, chills, mouth ulcerations (but not any
haemorrhagic oral bullae) and acute leg myalgias with no bleeding symptomatology. Laboratory
analysis revealed leukopenia, thrombopenia, increase of transaminases with an anicteric
cholestasis, and prolongation of activated partial thromboplastin time. Also, an hemophagocytic
syndrome was raised in order of the presence of hyperferritinemia (>10,000 ng/mL),
hypertriglyceridemia and increase of lactate dehydrogenase (LDH) Also, it is important to asseverate

that no nosocomial cases were reported.
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Figure 1: Phylogenetic analysis
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991 KR814833 59TK Russia 2012

DQ211638 AP92 Greece 1975 ]Genotype VI (Europe 2)
— DQ211640 ArD15786 Senegal 1972

0.02

Genotype I (Africa 1)
100l — DQ211639 ArD8194 Senegal 1979 ]
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Table 2. Serological and nested RT-PCR results

ELISA IgG IFA (IgG) ELISA IgM IFA IgM ) -
Case Nested Final classification
RT - PCR
Vector Best NCM* Gp** NP*** Vector Best NCM GP NP
1 0.2 () 2+ Negative | Negative 55 (+) 0.7 (-) | Negative | Positive Positive Confirmed acute infection
Confirmed previous infection
2 10 (+) 25 +) Negative | Negative 10.2 (+) 0.8 (-) | Negative | Negative Negative (Undetermined acute
infection)
10 (+) 9(+) Negative | Negative 0.02 Negative | Confirmed previous infection
4 1(+) 1.3 (+) Negative | Negative 0.01 Negative | Confirmed previous infection
) . _ Indeterminate previous
5 3.3(+) 0.9 (+/-) | Negative | Negative 0.01 Negative _ _
infection
6 1.7 (+) 0.6 (-) Negative | Negative 0.01 Negative Negative
1.9 (+) 0.1(-) Negative | Negative 0.03 Negative Negative

** GP: Glycoprotein

*** NP: Nucleoprotein

* NCM: National Centre of Microbiology
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Table 3. Main clinical and laboratory data of patients with CCHFV

Acute infection by CCHFV, N=1 Previous infection by CCHFV, N=3
Age mean * SD, years 53 68 £ 28.2
Sex Male 2 males / 1 female
Urban population Yes 2/3
2/3 arterial hypertension
- 1/3 chronic renal failure, hypothyroidism, depressive syndrome,
Comorbidity Non dyslipidemia and stroke
1/3 essential thrombocytosis
First clinical diagnosis Acute viral hepatitis 2/3 genitourinary tract |n_f§act|on
1/3 acute pancreatitis
Range fever duration, days 5-10 3-7
Chills Yes 2/3
Abdominal pain Non 1/3
Cutaneous signs (suggesting tick bite) Leg sore 0
Muscles soreness Leg myalgias 1/3
Any bleeding symptomatology Non Non
Risk factors Cattle husbandry Non
Laboratory data
Hemogram, +SD
Haemoglobin, g/dL 14.1 9.6+24
White blood cells, x 103/mm?3 3.1 7.0+£1.9
Polymorphonuclear leukocytes x 103/mm?3 8.1 5.4+15
Lymphocytes x 103/mm3 3.6 1.1+5.6
Platelets, x 103/mm?3 41 207.6 £ 158.5
Liver function tests, +SD
C-Reactive Protein (CRP), mg/L 15.16 20.2+15.5
Activated Partial Thromboplastin Time, sec 43.8 34.2+5.1
Aspartate Aminotransferase (AST), U/L 347 151.3+110.2
Alanine Aminotransferase (ALT), U/L 161 74.7 +50.1
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Discussion

CCHFV was found in Spain for the first time in 2010, when it was detected in ticks feeding on wild
animals at the margins of the Tajo River in the province of Céaceres [13] (that borders on the west
with Portugal and on the north with the province of Salamanca, where this study was performed).
CCHFV was probably introduced in this territory by migratory birds from North Africa [18]. Six years
later, the first two human autochthonous cases, one of them with a fatal outcome, were reported [10].
More recently, infected ticks were reported in other territories in Spain, including ticks feeding on

both wild animals and domestic animals, thus increasing the outbreak risk [12].

This study was performed to determine whether CCHFV could be a cause of acute febrile syndrome
in Spanish emergency departments. To our knowledge, this study is the first conducted in Spain with
this purpose. In terms of the impact of the disease, we found an elevated incidence and prevalence,
with 0,75 % (1/133) of acute patients who were IgM-positive and with positive (RT-PCR) and an
additional 2.2% (3/133) of patients who were IgG positive, suggesting previous infections. According
to these results, testing for CCHFV in Spain should be performed before other tick-borne diseases

such as Lyme disease, tularaemia, babesiosis or anaplasmosis, that have a lower incidence [19,20].

Likewise, in our hospital two new cases of CCHFV were diagnosed during May-July 2020. The first
of them also presented a CCHVF compatible with genotype V. We do not have a clear explanation
about the spreading of CCHVF in our area, some theories could be assessed: i) transport/import of
animals for livestock use, ii) migratory birds from eastern Europe and iii) immigrants from these
countries. Nevertheless, it has recently been detected the presence of CCHFV genotype Europe V in
Hyalomma lusitanicum and Dermacentor marginatus ticks collected from red deer, fallow deer and
Eurasian wild board, suggesting that genotype V introduction in Spain was probably from Eastern

Europe [21]

Our positive acute case was a middle-aged man, involved in livestock husbandry. Clinical findings
were characterised by fever, chills, myalgias, with thrombopenia and prolongated coagulation times,
with no evidence of bleeding or hepatomegaly. These features are similar to those found in previous

studies conducted in other endemic countries such as Georgia and Bulgaria [22—-24]. The main
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differences found between our patient with acute CCHFV and those reported in other endemic
countries were the lack of any bleeding history or bleeding stigma and the lack of hepatomegaly or

splenomegaly at the clinical examination.

According to our data, patients with CCHFV could present to the emergency department with a
febrile syndrome, with thrombopenia, prolongated coagulation times, elevated transaminases levels,
even without any haemorrhagic signs or symptoms. Spanish physicians should have this clinical
suspicion when they face a patient with a similar clinical picture (especially in the period between
May and October). All of this in order to rapidly start the supportive and biosafety measures, to avoid

complications linked to the patient morbidity, and the possible nosocomial outbreaks [14,25].

Conclusion

A new genotype virus circulation was described in human from Spain. More studies will be required
to establish the mechanism of dissemination and distribution of these virus. Moreover, this study
suggests that CCHF is an identifiable cause of febrile illness in Spain; therefore, it is mandatory to
suspect this disease when a patient comes to the emergency department with fever,
thrombocytopenia and transaminase elevation, especially in spring and summer, and when patients
have an occupational risk, following the protocols already established for this purpose. All of this is
intended to initiate supportive treatment and isolation measures as soon as possible, thus reducing

the mortality risk and avoiding the risk of a nosocomial outbreak.
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5. CONCLUSIONES

Primera: La fiebre hemorrdagica de Crimea Congo es una enfermedad ampliamente distribuida en
Europa siendo las zonas mas afectadas Turquia y sus paises vecinos pertenecientes a la peninsula

de los Balcanes

Segunda: Se establece la circulacién del virus de la fiebre hemorragica de Crimea Congo en

donantes sanos de Castilla y Ledn.

Tercera: Creemos necesario el despistaje de fiebre hemorragica de Crimea Congo en individuos que
acuden por fiebre y alteracion de pruebas hepéticas y/o de coagulacién durante los periodos de

primavera y verano, en zonas endémicas-

Cuarta: Describimos el primer caso en humanos de FHCC causada por la cepa Europa V en Espafia,
recientemente descrita también en garrapatas extraidas de animales salvajes del sudoeste del

territorio peninsular.

Quinta: El impacto actual para la Salud Publica se considera bajo, sin embargo, el riesgo que se
produzcan mas casos esporadicos en nuestro entorno nos obliga a recomendar la difusién de la
informaciéon de este estudio para reforzar la prevencion y vigilancia activa de la enfermedad en

humanos con el fin de detectar precozmente los casos y limitar su propagacion.
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6. ANEXOS:

Anexo 1:

Anexo metodoldgico:

ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DEL VFHCC EN CASTILLA Y LEON:
Disefio

Estudio descriptivo, transversal, coordinado e interdisciplinario en el cual han participado
de manera conjunta la Unidad de Investigacidén e-INTRO (Unidad de Investigacién Consolidada de
Castilla y Ledon UIC-079, Espafia), el laboratorio de Microbiologia del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca (CAUSA) y el Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y

Ledn.

Poblacién de estudio

La poblacién en estudio fueron todos aquellos individuos que acudieron al Centro de
Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn para donacién de sangre durante el periodo de un
afio (abril 2017-marzo 2018) (aproximadamente 100.000 personas/afio). La poblacién donante estd

constituida por individuos entre 18 y 65 afios con peso mayor a 50 Kg.
El célculo del tamafio muestral se ha realizado segun la férmula para universos finitos

n=4xp xXq +E*x(N—-1)+4 Xp Xq

Donde: n = Tamafio de la muestra. N = Elementos del universo. E = Error calculado. p =
Porcentaje de poblacién estimada. g = 100-p. (se utiliza la hipdtesis p = g lo que significa que ambas

son 50). Poblacién de Castillay Ledn entre 18 y 65 afios: 1.518.522 personas.

n =4 x1.518.522 x (50 x 50) + 52 x (1.518.522 — 1) + 4 (50 X 50)

n=399 (1%). Error: 5%. Nivel de confianza: 95%

Se seleccionaron aleatoriamente 516 individuos (cifra que supera a la estimada) que fueron
estratificados por edad y sexo. Se reclutaron de manera equitativa durante los 12 meses del afio,

alrededor de 40 individuos mensualmente.
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Los participantes firmaron un consentimiento informado para participar en el estudio. Cada
participante recibioé una hoja explicativa de todos los objetivos, procedimientos y caracteristicas del
estudio y se le preguntard si desea ser incluido en el mismo. En todo momento se mantuvo una
estricta confidencialidad a lo largo del estudio y las muestras se trataron andnimamente. Se
procedid a la toma de muestras bioldgicas (sangre) para la realizacion de prueba de serologia tipo

ELISA.

Este estudio involucrd el uso de los datos médicos de pacientes que acuden para donacién
de sangre al Centro de Hemoterapia y Hemodonaciéon de Castilla y Ledn. En este cuestionario, se
requirio un Compromiso de Confidencialidad firmado. Todos los datos fueron anonimizados e

identificados por el Biobanco.

Los procedimientos descritos aqui se realizaron de acuerdo con los estandares éticos

descritos en la Declaracion de Helsinki revisada en 2013.

Los datos personales manejados en la investigacién y cualquier anexo a la misma fueron recogidos
en un fichero con titularidad del Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn, con
domicilio en Paseo de Filipinos s/n 47007 Valladolid. Este fichero tiene Unicamente la finalidad de

proceder a la gestién adecuada de las muestras.

Los investigadores identificaran las muestras con un cdédigo de manera tal que se desconozca

directamente los datos personales de las muestras procesadas.

Muestras bioldgicas: obtencidn y procesamiento

A todos los participantes se les realizd: i) una encuesta clinico-epidemioldgica, ii) hemograma, v iii)
se tomd una alicuota de 2 ml de sangre previamente obtenida para el proceso de donacién de
sangre.

Realizacidn de pruebas diagnodsticas

Diagnostico inmunoldgico

Se realizaron mediante ELISA para la deteccion de IgG utilizando un kit comercial VectoCrimea-CHF-

lgG ELISA (Vector Best, Novosibirsk, Rusia).

El punto de corte del ELISA se establecié como la media de la densidad éptica del control negativo
mas 0,2. Todas las muestras con serologia positiva para el VFHCC se analizaron por triplicado
utilizando la prueba Vector Best y se utilizaron para el analisis los valores medios de absorbancia /

corte. Estas muestras positivas se confirmaron mediante tres procedimientos distintos: un ELISA
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interno descrito por Dowall SD et al. (136), y dos ensayos de inmunofluorescencia (IFA)
(Euroimmun, Lubeca, Alemania)) usando los antigenos de nucleoproteina (NP) y glicoproteina (GPC)

a una dilucion 1:10.

Asimismo, analizamos mediante todos los métodos anteriores 50 muestras elegidas al azar

que fueron inicialmente negativas.

Consideramos las muestras como confirmadas positivas si dieron positivo en al menos dos
pruebas diferentes. Para IFA, se considerd un resultado como indeterminado cuando el resultado
de la intensidad de la fluorescencia de la muestra no fue completamente negativo sino ligeramente

menos intenso que el del control positivo incorporado en la prueba.

ESTUDIO DE FHCC COMO CAUSA DE FIEBRE EN PACIENTES QUE ACUDEN A URGENCIAS EN
SALAMANCA:

Disefo

Estudio descriptivo, transversal, coordinado e interdisciplinario en el cual participardn de
manera conjunta la Unidad de Investigacién e-INTRO (IIMD-09 del IBSAL, Unidad de Investigacién
Consolidada de Castilla y Ledn UIC-079, Espafia), el Servicio de Microbiologia del Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA) y el grupo de investigacién [IMD-16 del Instituto de

Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL).

Poblacion de estudio

Todos los individuos que acudan por fiebre sin foco aparente al servicio de Urgencias del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca entre el 1 de marzo y el 31 de octubre de 2019.

Los procedimientos descritos aqui se realizaron de acuerdo con los estandares éticos

descritos en la Declaracion de Helsinki revisada en 2013.

Los datos personales manejados en la investigacion y cualquier anexo a la misma seran
recogidos en un fichero con titularidad del Servicio de Microbiologia del Complejo Asistencial
Universitario de Salamanca. Este fichero tiene Unicamente la finalidad de proceder a la gestién

adecuada de las muestras.

Los investigadores identificaran las muestras con un codigo de manera tal que se

desconozca directamente los datos personales de las muestras procesadas.
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Muestras biolégicas: obtencién y procesamiento

A todos los participantes se les realizard: i) una encuesta clinico-epidemioldgica, ii)
hemograma, vy iii) se tomard una alicuota de 2 ml de la sangre previamente obtenida para el
proceso de realizacidén de analiticas.

Realizacion de pruebas diagndsticas

Mediante hoja de protocolo de recogida de datos que incluird datos demograficos, datos

laborales/aficiones y datos clinicos si se diera el caso.

Diagndstico inmunolégico

Se realizaron mediante ELISA para la deteccién de IgG utilizando un kit comercial
VectoCrimea-CHF-IgG ELISA (Vector Best, Novosibirsk, Rusia) y la comprobacion de resultados

positivos se hizo siguiendo el mismo protocolo del estudio de seroprevalencia.

Diagndstico viroldgico

La amplificacién génica mediante RT-PCR fue llevada a cabo en el Instituto de Salud Carlos
lll, siguiendo el protocolo descrito por Negredo et al, 2017 (9) que se describe detalladamente a

continuacion:

x1 X25 X50
H20 nuclease free 30,2 755 1510
5X AMV/Tfl reaction buffer, kit Acces 10,0 250 500
dNTP, Pharmacia (25mM) 0,4 10 20
MgS0s4, (25 mM, kit) 2 50 100
CriCon_1+ (100 pmol//al) 0,2 5 10
CriCon_1-(100 pmol/al) 0,2 5 10
AMV reverse transc. 5 u/al, kit 1 25 50
Tfl DNA polymerase, 5 u/al, kit 1 25 50
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Alicuotar a 45 Bl en tubos de PCR de 200 &Il . Congelar en vertical (-802C)

Identificar fecha de preparacion en la caja.

CrConl+: 5’(123)- RWA-AYG-GRC-TTR-TGG-AYA-CYT-TCA-C-3'(147)

CrConl-: 5'(764)-TRG-CAA-GRC-CKG-TWG-CRA-CWA-GWG-C-3'(740)

PROGRAMA:  CrCongol

Blogue con temperatura calculada

48 °2C x 45 min + 94 2C x 2 min + (94 2C x 30 seg + 502C x 1,5 min + 72 °Cx 30 seg) x 40 + 72 °C5

min + 4 °C.

TAMARNO DE AMPLIFICACION ESPERADO: 642 pb
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PREPARACION DE LOTES

PCR Nairovirus 22 reaccion

CRICONGO_2

X1 X25 X50
H,0 nuclease free 32,9 822,5 1645
10X Buffer Perkin Elmer SIN Cl,Mg 5 125 250
dNTP, Pharmacia (25mM) kit 0,4 10 20
Cl:Mg (25mM) kit 6 150 300
CriCon_2+ (100 pmol//al) 0,1 2,5 5
CriCon_2- (100 pmol/al) 01 25 >
Taq, 5 ul, Perkin ElImer 0,5 12,5 25

Alicuotar a 45 ul en tubos de PCR de 200 u |. Congelar en vertical (-802C)

Identificar fecha de preparacion en la caja.

CriCon2+: (450) 5'- ART-GGA-GRA-ARG-AYA-TWG-GYT-TYC-G -3 (474)
CriCon2-: (674) 5’- CYT-TGA-YRA-AYT-CYC-TRC-ACC-ABT-C -3" (650)
PROGRAMA:  CrCon?2

Blogue con temperatura calculada

94 2C x 2 min + (94 2C x 15seg + 602C x 1 min) x 40 + 72 2C 5 min + 4 oC.

TAMARNOS DE AMPLIFICACION ESPERADOS: 225 pb

VISUALIZACION: Agarosa MS8 al 2%, cargando PM, muestras, control negativo y controles
positivos

SECUENCIACION: 20 pmol de primer. Programa SEQAUT 50. Se pide 200 pb en la plantilla de
secuencias.
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Anexo 2
indices de calidad de las publicaciones

ARTICULO PRIMERO:

Publicado en Plos Neglected Tropical Diseases

{NDICES DE CALIDAD DE LA REVISTA
Cuartil: Q1
Factor de impacto: 2.669 (SCImago Journal Rank, 2018)
H Index: 110

21/489 en la categoria: Medicina. Subcategoria: Salud Publica, Medio Ambiente y Salud
Laboral.

24/272 en la categoria: Medicina. Subcategoria: Enfermedades Infecciosas

METRICAS DEL ARTICULO
Métricas del articulo (al dia 30 de julio de 2020):

. . HTML Page Views  PDF Downloads XML Downloads Totals
Total Article Views g

PLOS T4 532 763 2,069
2,214

PMC 102 43 n.a. 145
Mar 02, 2020 [publication date)
through Jul 30, 2020 * Totals 876 575 763 2,214

5,64 % of article views led to PDF downloads
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“Although we wpdste our dats on 3 daily basis, there may be 5 48-hour delsy befors the most recant numbers sre availsble. FMC dsts is

posted on & monthly basis and will be made avaisble onos received.
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ARTICULO SEGUNDO:

Publicado en Eurosurveillance (érgano de publicacion del Centro Europeo de Control y
Prevencion de Enfermedades — ECDC)

{NDICES DE CALIDAD DE LA REVISTA:
Cuartil: Q1
Factor de impacto: 3.876 (SClmago Journal Rank, 2018)
H Index: 110
Rankings:
7/66 Categoria: Inmunologia y Microbiologia. Subcategoria: Virologia
10/89 Categoria: Medicina. Subcategoria: Epidemiologia

13/489 Categoria: Medicina. Subcategoria: Salud publica, salud ocupacional y ambiental

METRICAS DEL ARTICULO
Métricas del articulo (al dia 30 de julio de 2020):
Abstract views over time

600
500
400 I

300

Fulltext views over time
00
I
500

400
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Anexo 2
Presentaciones en Congresos

IPAPS, ..o

Innovations .
in Pharmacy ‘. Advances and Perspectives

ADVANCES & PERSPECTIVES

Poster presentation certificate

This is to certify that

LIA MONSALVE ARTEAGA

has presented the poster entitled: "Crimean Congo Haemorrhagic Fever
in the WHO European Region" of the authors: Lia Monsalve Arteaga, at
the the 1% Global Congress of Pharmacy Faculties. Innovation in
Pharmacy: Advances and Perspectives (IPAP2018), held at the University
of Salamanca, Spain, from September 25" to 28", 2018.

We wish to express our gratitude for sharing your valuable contribution.

Salamanca, September 28" 2018

Sincerely,
_Antonio Muro“Alvarez
IPAP2018 Conference Chair
1st Global Congress of Pharmacy Faculties. Sep ber 24-28th, Sal Spain 2018

Pagina 122 de 135



2% VNiVERSiDAD VIRUS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA DE CRIMEA CONGO:
g -éj = D SALAMANCA EVALUACION EN ZONA ENDEMICA

GHEEY CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

LIA CAROLINA MONSALVE ARTEAGA

w e
S, “%,Qg XI Congreso Avita, 28:30
% F Kfcl)c(iquad !I%spaﬁol? de octubre de
edicina Tropical y e
Salud Internacional ZITLIENS
(SEMTSI) .
Poemtsi

La Sociedad Espaiola de Medicina Tropical y Salud Internacional
(SEMTSI)

Certifica que el trabajo
SEROPREVALENCIA DEL VIRUS DE CRIMEA CONGO EN DONANTES EN ESPANA
de los autores

Lia Monsalve Arteaga, Moncef Belhassen Garcia, Juan Luis Murioz Bellido, Ana Isabel Negredo Antén, Maria
Paz Sanchez Seco, Fernando de Ory Manchdén, Maria Carmen Vieira Lista, Julio Lépez Aban, Isabel Bas,
Nuria Leralta, Montserrat Alonso Sardon, Sonia Pérez Gonzaléz, Lydia Blanco Peris, Maria Belén Vicente

Santiago, Pedro Fernandez Soto, Rufino Alamo-Sanz, Roger Hewson, Antonio Muro

ha sido presentado como poster en el XI Congreso de la Sociedad Espafiola de Medicina Tropical y
Salud Internacional (SEMTSI) — Retos en Salud Global, celebrado del 28 al 30 de octubre de 2019 en
Avila.

Y para que asi conste donde convenga firmamos la presente en Avila a 30 de octubre de 2019.

Maria Dolores Bargues Castello Israel Cruz Mata
Presidenta de la SEMTSI Presidente del Comité Cientifico

www.semtsi.org
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/\ %
‘z(%r/ifr,. > XXI Congreso de la Sociedad Espaiiola de Parasitologia

=S|
Pontevedra, Pazo da Cultura, 3-5 julio 2019

PoNtevedra
3-5 yuLo 2019

D. Raul Iglesias Blanco, en calidad de Secretario del Comité Organizador del
XXI Congreso de la Sociedad Espafiola de Parasitologia, celebrado del 3 al 5
de julio de 2019, en el Pazo da Cultura de la ciudad de Pontevedra,

CERTIFICA

Que D2. Lia Monsalve Artega figura como coautora de la comunicacién en
formato péster titulada “Deteccion del virus de Crimea-Congo en garrapatas
del género Hyalomma retiradas de individuos en Castilla y Leén”, que fue
presentada durante la sesién de paneles de dicho Congreso por D. Julio
Lopez-Aban.

Y para que asi conste, se expide este certificado en Vigo, a 21 de noviembre
de 2019.

Firmado digitalmente por

IGLESIAS |~ Emsimacwir

lombre de reconodimiento

BLANCO  ouce

se:glumbeulncr_smﬂso‘s
RAUL - eSS BLANCO,
‘n=IGLESIAS BLANCORAUL -
3607 1 506P ﬁ:fg:!: 1121 170836
+01'00
Raul Iglesias Blanco

Secretario del Congreso
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Anexo 3

Autorizaciones Comités de Etica de la Investigacion Clinica

BL
u.?qﬂmﬂ'\!:lﬂ.l—
NWERSITARKD
SALANOMNTA, 55“:}‘1
Pares de Sas Wioedk S8 e
AT Halamanca i
Cormt Efea de irvsilgasiar Shcd E-rall comite shcn s saludcastilayieon o

Taigra: 923 70 01 00— Eul 65 55

EL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION SO MEDICAMENTOS DEL AREA
DE SALUD DE SALAMAMCA,

INFORMA
Gue el Froyecio de investigacion presentada por O MOHCEF BELHASSERN GARCIA,

Tiulada;

“BPROYECTO SEROPREVALEMCIA DEL VIRUS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA
0E CRIMEA COMGD EM DOMANTES DE CASTILLA ¥ LEON".

Oue presenta coma investigadar msporsable, SE AJUSTA A LAS NORMAS ETICAS
¥ OE BUEMA PRACTICA CLIMICA, establecidas para fales estudins.

¥ para gue consle ko fioma en Selamanca con fecha 27 de mazo de 2017

| EL SECRETARID

| | L e R SRARID DE BLMNER
| COmMITEDE ETICA DE LA
MYESTHSACIKON O
Fdo - 6. I;n:nlu- Couial R EHNTOS
Eecretario SEIC
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SANDED OF CASTLLAY LFON

I.‘ Sacyl

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
AREA DE SALUD VALLADOLID - ESTE (CEIC-VA-ESTE-HCUV)

Valladolid a 27 de Abril de 2017

En la reunién del CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID - ESTE del 27 de abril de
2017, se procedié a la evaluacion de los aspectos éticos del siguiente proyecto
presentado al Biobanco del Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de
Castilla y Leén con el fin de obtener muestras/material bioldgico para la
realizacién de la investigacion.

SEROPREVALENCIA DEL VIRUS DE | CENTRO DE HEMOTERAPIA Y

LA FIEBRE HEMORRAGICA CRIMEA | HEMODONACION DE CASTILLA

CONGO EN DONANTES DE CASTILLA | Y LEON.

Y LEON I.P.: MONCEF BELHASSEN

oy GARCIA, ,

5017-65 EQUIPO: SONIA PEREZ
GONZALEZ, LIA MONSALVE

ARTEAGA, ANA ISABEL JIMENEZ

DEL BIANCO, LYDIA BLANCO

PERIS,

RECIBIDO: 20-03-2017

A continuacién les sefialo los acuerdos tomados por el CEIC AREA DE SALUD
VALLADOLID - ESTE en relacion a dicho Proyecto:

Considerando que el Proyecto contempla los Convenios y Normas establecidos en la
legislacion espafiola en el ambito de la investigacién biomédica, la proteccién de
datos de caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable del
Comité Etico de Investigacién Clinica del Area de Salud Valladolid Este.

Un cordial saludo.

r hrr Ylas

Dr. F. Javier Alvarez.

CEIC Area de Salud Valladolid Este -

Hospital Clinico Universitario de Valladolid

Farmacologia

Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid,

¢/ Ramoén y Cajal 7, 47005 Valladolid

alvarez@med.uva.es jalvarezgo@saludcastillayleon.es tel.: 983 423077

B
WY Junta de

Castilla y Ledn
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ABISTENCIAL b
B SALAMANCA Sacyl
Pated n San Ycecew 5510 .

70T Swararca

"C'{"‘t EN00 00 | eesdgace Cincay Ermt Comite etico haaa o’ saludo oty fov 2
swon: WIS 1V00 -Bal 55218

EL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS DEL AREA
DE SALUD DE SALAMANCA,

INFORMA
Que & Proyecto de Investigacdn presentado por D MONCEF BELHASSEN GARCIA

Teulada

"FIEBRE HENORRAGICA DE CRIMEA-CONGO COMO CAUSA DE FIEBRE SIN
FOCO APARENTE EN PACIENTES QUE ACUDEN A URGENCIAS DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE SALAMANCA DURANTE EL VERANO DE 2017,

Que presenta como Investigador respansable a fa Convocatona de & Gerencia
Reglonal de Salud, SE AJUSTA A LAS NORMAS ETICAS Y DE BUENA PRACTICA
CLINICA, establecdas para tales estudins

Codigo CEIC. PIS102017

Y para gue cansta 1o frma en Salamanca con fecha 7 oa septiemtre de 2017

(€L SECRETARIO

| ‘;w.‘.swmumlomwmuﬁ
(COMITE DRRTICA DE LA |
Ol SVESTIGACION CON |

- el é“‘ A2 AMENTOS
SECseldTo CEIC  bmmo S

-

%Jumo-

Cattilla y Leony
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Abstract 16

Crimean-Congo haemorrhagic fever in an emergency department in Sp

Lia Monsalve-Arteapa™, Moncef Belhassen Garcia™, Juan-Luis Munoz-Bellido*#, Montserrat Alonso Sarddn?, Anabel Negredo?,
Maria Paz Sanchez-5eco’, Fernando De Ory Manchdn?®, Nuria Leralta®, Isabel Bas Garcia®, Jesus Sdnchez Serrano?, Jorge Garcia
Criado®, Antonio Muro Alvarez*, Amparo Lopez Bernus®

‘Universidod de Salamanca, Salamanca, Spain, “Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, Salamanca, Spain, *Instituto
de Salud Carles i, Majadahonda [Madrid], Spain

Background: Crimean Congo haemoarrhagic fever [CCHF) is a widespread tick-borne viral disease caused by the homonymous
virus [CCHFV), a Nairovirus of the Nairoviridae family. It has been implicated in severe viral haemorrhagic fever outbreaks.
During the summer of 2016, the first two cases of this disease were reported in Spain. Nowadays, this disease is difficult to
get eradicated because of its enzootic life cycle. The aim of this study was to determine the presence of CCHF among patients
coming for a febrile illness to Complejo Asistencial Universitario de Salamanca [CAUSA), Salamanca, western Spain, during the
spring-summer periods in 2017 and 2018.

Materials/methods: We evaluated prospectively patients older than 18 years, who came to the Emergency Department of
CAUSA presenting fever as the only or main symptom. We determined specific IgM and IgG antibodies against CCHFV by the Vec-
toCrimea ELISA kit-test [Vector-Best, Russia], an in-house ELISA and two immunofluorescence assays [Eurgimmun, Germany]
against wwo different glycoproteins [nucleoprotein and glycoprotein], and an in-house nested RT-PCR. Details were collected
from the medical records.

Results: 133 patients were selected for the study. Mean age [£50) was 67.63 years [£18.8). 81 patiemts [60.9 %] were male.
Most patients were diagnosed as genitourinary or respiratory syndromes. The 3™ most frequent diagnosis was acute undiffer-
entiated febrile iliness. Three patients had anti-CCHFV Ig6 antibodies, suggesting a past infection. Two patients were found 1o
have anti-CCHFV IgM antibodies, and one of them was also positive by RT-PCR. Both patients lived in the province of Salamanca
[western Spain). One patient was involved in animal husbandry. None of these two cases where associated to a nosocomial
outbreak.

Conclusions: This study suggests that CCHF is an identifiable cause of febrile iliness in Spain, and therefore should by suspect-
ed when a patient comes to the emergency department with fever and hepatic impairment, and/or haemorrhagic phenomena,
especially in spring and summer seasons, and if they have risk activities. All of this, in order to establish support treatment and
isolation measures a5 s00n as possible, thus reducing the risk of mortality and nosocomial outbreaks.

Figure 1: Acute and past infections by CCHFV identified in Spain
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