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1.RESUMEN, RESUMO, ABSTRACT

RESUMEN

La Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo es una zoonosis causada por el virus Orthonairovirus
haemorrhagiae (mas cominmente conocido como virus de la Fiebre Hemorragica de Crimea-
Congo) y transmitida por garrapatas principalmente del género Hyalomma. Los hospedadores
preferidos del vector son los ungulados, siendo el ser humano un hospedador accidental. En los
animales la infeccion cursa de forma subclinica, dificultando el seguimiento de la circulacion
del virus.

Este estudio se plante6 como una forma de comprobar la exposicion en Galicia a este patogeno,
y para analizar la posible influencia de las condiciones climaticas en su circulacion. Para ello, se
analizaron muestras de plasma y suero de ungulados (n=724) cedidas por entidades
colaboradoras (veterinarios y ganaderos) y de propia aportacion de toda la Comunidad
Auténoma mediante enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), obteniendo una
seroprevalencia total del 2°9%. Los resultados se clasificaron en base a la zona climatica en la
que habitaban los animales con el fin de relacionarlos con la presencia del vector. Se demostro
que, en cuanto a distribucion geografica, la mayor seroprevalencia se detect6 en las zonas en las
que esta descrita la mayor abundancia de Hyalomma marginatum (sur de Galicia — clima Csa),
si bien es cierto que aparece cierta discordancia entre los municipios con presencia del vector y
aquellos con individuos seropositivos a VFHCC, indicando que los habitos del ectoparasito y el
fundamento de la técnica empleada pueden dificultar la interpretacion de los resultados.

Palabras clave: Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo, Hyalomma marginatum, zoonosis,
ELISA, Galicia.

RESUMO

A Febre Hemorraxica de Crimea-Congo ¢ unha zoonose causada polo virus Orthonairovirus
haemorrhagiae (mais comunmente cofiecido como virus da Febre Hemorraxica de Crimea-
Congo) e transmitida por carrachas principalmente do xénero Hyalomma. Os hospedadores
preferidos do vector son os ungulados, sendo o ser humano un hospedador accidental. Nos
animais a infeccion cursa de forma subclinica, dificultando o seguimento da circulacion do
virus.

Este estudo expuxose como unha forma de comprobar a exposicion en Galicia a este patoxeno, e
para analizar a posible influencia das condicions climaticas na sua circulacion. Para iso,
analizaronse mostras de plasma e soro de ungulados (n=724) cedidas por entidades
colaboradoras (veterinarios e gandeiros) e de propia achega de toda a Comunidade Auténoma

mediante enzimoinmunoanalisis de absorcion (ELISA), obtendo unha seroprevalencia total do



2°9%. Os resultados clasificaronse en base & zona climatica na que habitaban os animais co fin
de relacionalos coa presenza do vector. Demostrouse que, en canto a distribucion xeografica, a
maior seroprevalencia detectouse nas zonas nas que estd descrita a maior abundancia de
Hyalomma marginatum (sur de Galicia — clima Csa), ainda que ¢ certo que aparece algunha
discordancia entre os municipios con presenza do vector ¢ aqueles con individuos seropositivos
ao VFHCC, indicando que os habitos do ectoparasito e o fundamento da técnica empregada
poden dificultar a interpretacion dos resultados.

Palabras chave: Febre Hemorraxica de Crimea-Congo, Hyalomma marginatum, zoonose,
ELISA, Galicia.

ABSTRACT

Crimean-Congo haemorrhagic fever is a zoonosis caused by the virus Orthonairovirus
haemorrhagiae (more commonly known as Crimean-Congo haemorrhagic fever virus) and
transmitted by ticks mainly of the genus Hyalomma. The preferred hosts of the vector are
ungulates, with humans being an accidental host. In animals, infection occurs subclinically,
making it difficult to monitor virus circulation.

This study was proposed as a way of checking exposure to this pathogen in Galicia, and to
analyse the possible influence of climatic conditions on its circulation. For this purpose, plasma
and serum samples from ungulates (n=724) provided by collaborating entities (veterinarians and
livestock farmers) and own contribution from all the Autonomous Community were analysed by
means of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), obtaining a total seroprevalence of
2.9%. The results were classified according to the climatic zone in which the animals lived in
order to relate them to the presence of the vector. It was shown that, in terms of geographical
distribution, the highest seroprevalence was detected in the areas where the highest abundance
of Hyalomma marginatum is described (southern Galicia - Csa climate), although it’s true that
there is some discordance between municipalities with the presence of the vector and those with
individuals seropositive to CCHFV, indicating that the habits of the ectoparasite and the basis of
the technique used may hinder the interpretation of the results.

Key words: Crimean-Congo Hemorrhagic Fever, Hyalomma marginatum, zoonotic disease,
ELISA, Galicia.
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7.INTRODUCCION

7.1. Historia de la Fiebre Hemorragica Viral

La Fiebre Hemorragica Viral (FHV) es un sindrome de enfermedad febril aguda caracterizado
por un aumento de la permeabilidad vascular, lo que puede provocar shock y defectos de
coagulacion con hemorragias. Los agentes implicados son aproximadamente 20 virus ARN
diferentes de las familias Arenaviridae, Filoviridae, Nairoviridae y Flaviviridae (Smith et al.,
2014).

El concepto mas actualizado de la FHV fue introducido por Alexis Shelokov en 1970: “el
cuadro clinico de las FHV se caracteriza por una enfermedad febril complicada con diversos
fendomenos hemorragicos, shock y, en algunos casos, muerte. Ecoldégicamente 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 artropodos”. Este fenomeno esta
asociado a varios factores como el cambio climatico, aunque los de mayor importancia parecen
estar vinculados a la globalizacion y al uso del suelo. Uno de los principales resultados de la
globalizacion es el crecimiento explosivo de la movilidad de las personas y el intercambio de
bienes, incluidos los bioldgicos. Ademas, el comercio internacional de animales vivos y
productos de origen animal ofrece oportunidades para el transporte de patégenos y vectores a
través de océanos y continentes, elimindndose gran parte de las barreras en las ultimas décadas,
tanto fisicas como culturales, que impedian estos intercambios y, por ende, la propagacion de

enfermedades (De La Roque et al., 2011).

7.2. Historia de la Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo

La Fiebre Hemorragica de Crimea (FHC) se describié por primera vez como entidad clinica
entre 1944 y 1945 en la Peninsula de Crimea, cuando alrededor de 200 militares soviéticos
presentaron sintomas durante una epidemia (Chumakov, 1945, 1947). Se sugiri6 una etiologia
virica al reproducirse un sindrome febril en pacientes psiquiatricos tras la inoculacion con un
agente filtrable de la sangre de pacientes con FHC. También se sefialo la posible transmision
por garrapatas al inducir un curso clinico leve en voluntarios inoculados con suspensiones
filtradas de Hyalomma marginatum (Chumakov, 1974).

En 1967, Chumakov junto a sus compafieros lograron un avance importante al utilizar ratones
recién nacidos para aislar el virus de la FHC (Chumakov et al., 1968). Esto permitio la
produccion de reactivos necesarios para estudios serologicos y la identificacion y clasificacion
de aislados virales de diversas regiones. De esta manera, se descubrié que varios virus de fiebres

hemorréagicas transmitidas por garrapatas de Kazajstan, Uzbekistan y Africa eran indistinguibles
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entre si, y que el virus de la FHC era antigénicamente indistinguible del virus del Congo
(Casals, 1969; Chumakov et al., 1969), aislado originalmente de pacientes en el Congo y
Uganda (Simpson et al., 1967; Woodall et al., 1967). Esta constatacion llevé a la decision de
adoptar el nombre actual de Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo (FHCC) (Hoogstraal, 1979).

7.3. Etiologia

7.3.1. Morfologia, estructura y genoma

La FHCC es una antropozoonosis causada por Orthonairovirus haemorrhagiae, un arbovirus
del género Orthonairovirus, perteneciente a la familia Nairoviridae, orden Bunyavirales (ICTV,
2022).

Carbohidratos ligades 2

Glicoproteina |

Figura 1: Presentacion esquematica de la estructura del virus. (Fuente: Ergoniil, 2006).

El virus de la Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo (VFHCC) es de forma esférica, con un
diametro de 80 a 120 nm. Posee una envoltura lipidica cubierta de glicoproteinas de superficie,
compuestas por las subunidades Gy y Ge (Korolev et al., 1976). El genoma del virus esta
compuesto por un ARN monocatenario de polaridad negativa trisegmentado (Ballinger et al.,
2017). Los tres segmentos que conforman el ARN son S, M y L (pequefio, mediano y grande,
segun sus siglas en inglés), los cuales codifican, respectivamente, las siguientes proteinas
estructurales: la nucleocapside viral (N), el precursor de la glicoproteina (GPC) y la polimerasa

viral (L) (Deyde et al., 2006).
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7.3.1.1. Diversidad genética

Segtin las secuencias individuales de 32 segmentos S, 32 M y 18 L se diferencian siete grupos
del virus distribuidos aproximadamente de la siguiente manera:

- Grupo I, Africa occidental.

- Grupo II, Republica Democratica del Congo.

- Grupo III, Sudafrica y Africa occidental.

- Grupo IV, Asia y Oriente Medio.

- Grupo V, Europa y Turquia.

- Grupo VI, Grecia.

- Grupo VII, Mauritania (detectado solo con el segmento M).

Estas agrupaciones indican que los distintos linajes especificos del VFHCC se desplazan a
grandes distancias geograficas. Ademads, es posible encontrar multiples linajes genéticos del
virus circulando en una misma region geografica (grupo Iy III en Africa occidental). La
circulacion de ganado infectado por el virus de la FHCC (o de ganado no infectado que
transporta garrapatas infectadas) a través del comercio puede explicar en parte el movimiento de
linajes genéticos del virus dentro de las regiones (Deyde et al., 2006). Sin embargo, la
circulacion de linajes genéticos a grandes distancias y entre regiones no conectadas por el
comercio de ganado probablemente implique a animales o aves migratorias infectadas o

portadoras de garrapatas infectadas (Hoogstraal, 1961, 1979; Swanepoel et al., 1987).
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Figura 2: Distribucion geogréfica aproximada de los distintos grupos del VFHCC.

7.4. Epidemiologia

7.4.1. Ciclo biologico del virus

El virus de la FHCC circula en un ciclo enzodtico garrapata-vertebrado-garrapata, y no hay
pruebas de que cause sintomas de enfermedad en los animales, a pesar de que estos adquieran la
infeccion y presenten viremia (Ergoniil, 2006).

El ser humano generalmente adquiere la infeccion por la picadura de una garrapata adulta
infectada, aunque también puede contagiarse al aplastar una garrapata infectada contra la piel
desnuda o via percutanea y permucosa, mediante contacto con sangre u otros fluidos corporales
de animales infectados. La transmision de persona a persona es posible y representa una via
importante en entornos nosocomiales, cuando la piel o las membranas mucosas estan expuestas
a sangre y fluidos corporales de pacientes con hemorragia. Ademas, se ha descrito una posible

transmision horizontal (Appannanavar & Mishra, 2011).
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Figura 3: Ciclo bioldgico de las garrapatas Hyalomma spp. y transmision vertical y horizontal del virus de la FHCC.
El curso del ciclo vital de la garrapata se indica con flechas azules. Durante el ciclo de vida de la garrapata, existen
varias oportunidades para la transmision del virus entre garrapatas y mamiferos (flechas rojas) y directamente entre
garrapatas, a través de la alimentacion conjunta (flechas discontinuas). (Adaptado de: Bente et al., 2013).

7.4.2. Vectores: garrapatas

La transmision del virus a los humanos se asocia principalmente con la picadura de garrapatas
de cuerpo duro (familia Ixodidae), predominantemente del género Hyalomma spp. (Papa et al.,
2017). Otras garrapatas, como Dermacentor, Rhipicephalus y Boophilus spp. se han visto
implicadas en portar el virus de la FHCC en campo o se ha demostrado experimentalmente,
pero hay escasa evidencia sobre el papel de estas especies en la transmision natural o en el
mantenimiento del virus (Spengler & Estrada-Pefia, 2018; Cuadrado-Matias et al., 2024).

La especie con competencia vectorial demostrada es H. marginatum, ya que puede transmitir el
virus de manera vertical durante sus diversas etapas de maduracion (larva, ninfa y adulta), a
través de su descendencia por via transovarica en el caso de las hembras, y horizontalmente
cuando varias garrapatas se encuentran muy proximas alimentdndose de un mismo animal
(cofeeding); si una o varias de estas garrapatas estan infectadas, pueden introducir el virus en el
torrente sanguineo del animal, produciendo asi la infeccion del resto de garrapatas susceptibles.

Estos hechos la convierten en un verdadero reservorio natural del VFHCC (Fillatre et al., 2019).
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Figura 4: Ejemplar hembra de H. marginatum. (Fuente: cedido por el Grupo
de Investigacion COPAR GI-2120).

H. marginatum es una garrapata que generalmente tiene un ciclo de vida de dos hospedadores
(bifasico). Esto significa que, a lo largo de su ciclo de vida, se alimenta de dos hospedadores
diferentes: los estadios inmaduros en el primer hospedador y la forma adulta en el segundo. Sin
embargo, en ciertas condiciones, como la infestacion artificial, puede comportarse como una
garrapata de tres hospedadores (trifasico) (Tendeiro, 1962).

Por lo general, los adultos prefieren alimentarse de ungulados como camellos, vacas, ciervos,
cabras, caballos, ovejas y jabalies. Los estadios inmaduros se alimentan de leporidos (conegjos y
liebres) y de diversas especies de aves paseriformes como el mirlo, el zorzal comin y el
carbonero comun. Ademas, pueden aparecer hospedadores secundarios, incluyendo asnos,
comadrejas, zorros y humanos en la forma adulta, y roedores, erizos y aves galliformes en los

estadios inmaduros (Kotti et al., 2001).
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Figura S: Hospedadores primarios (linea continua) y hospedadores secundarios (linea discontinua) de H.
marginatum.

La duracion natural del ciclo vital de H. marginatum depende de las condiciones climaticas y la
disponibilidad de hospedadores. En términos generales, la vida en el estadio inmaduro dura
entre 14 y 26 dias, el periodo de muda a adulto es de aproximadamente 15 dias y la
alimentacion de los adultos hasta que las hembras quedan gravidas varia entre 14 y 30 dias,
dependiendo de la presencia de ambos sexos en el hospedador. De este modo, el ciclo puede

completarse en un periodo de entre 90 y 167 dias (Hueli, 1979; Ouhelli, 1985).

Es importante destacar que, a diferencia de otras especies del mismo género (como Hyalomma
lusitanicum), los adultos de H. marginatum buscan activamente a sus hospedadores al detectar
ciertas sefiales (vibracion, objetos visuales, didoxido de carbono, amoniaco y calor corporal).
Pueden correr hacia un hospedador durante periodos de hasta diez minutos y a grandes
distancias (Valcarcel et al., 2020). Debido a esta conducta, a veces se les denomina “garrapatas

cazadoras”.

Esta especie se distribuye por el norte de Africa, Asia, y el sur y este de Europa (Santos-Silva &
Vatansever, 2017). Se caracteriza por su capacidad de sobrevivir en una amplia variedad de
condiciones y habitats, como éareas aridas abiertas, marismas, estepas, sabanas y matorrales de
colinas y valles (Hoogstraal, 1979). Sin embargo, se ha observado que la especie esta
expandiéndose a nuevos habitats y también a nuevos entornos, incluyendo Europa Central
(ECDC, 2023). También hay indicios de su adaptacion a nuevos nichos medioambientales

(EFSA, 2017).
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Figura 6: Distribucion conocida de H. marginatum a octubre de 2023. (Fuente: ECDC, 2023).

7.4.3. Amplificadores: hospedadores vertebrados

El espectro de hospedadores naturales para las garrapatas infectadas por el VFHCC incluye una
amplia variedad de animales domésticos y salvajes (Foldes et al., 2019); las aves migratorias
representan una fuente importante de diseminacion geografica del virus debido a la alta
probabilidad de que las garrapatas que llevan consigo transporten el virus de la FHCC entre
diferentes regiones y paises (Leblebicioglu et al., 2014). Por su parte, los vertebrados de
pequefio tamafo pueden desempeiiar un papel crucial en la ecologia del virus, ya que a menudo
estan infestados con larvas que pueden transmitir el virus a sus fases siguientes (transmision
transestadial). Estas fases posteriores son las que tienden a infestar principalmente a los grandes
vertebrados salvajes o el ganado doméstico (Whitehouse, 2004; Akuffo et al., 2016).

Los grandes vertebrados desempefian un papel crucial en el ciclo del virus una vez que contraen
la infeccion, ya que, durante los periodos de viremia, actian como una fuente de amplificacion

viral (Ergoniil, 2008).
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7.4.4. Transmision al hombre
La inoculacion por picadura de garrapata constituye la principal via de contagio de la FHCC, la
cual ocurre cuando un ser humano se introduce accidentalmente en el ciclo garrapata-
vertebrado-garrapata. Epidemiologicamente, los casos se distribuyen principalmente entre
grupos laborales que trabajan en entornos expuestos a poblaciones de garrapatas, siendo los
agricultores residentes en zonas endémicas el grupo mas vulnerable. En este sentido, la mayoria
de los afectados se relacionan con actividades agropecuarias (Ergoniil, 2006).
El VFHCC también puede transmitirse de persona a persona a través del contacto directo con
fluidos, secreciones o tejidos de individuos afectados. En este contexto, el personal sanitario es
considerado el segundo grupo de mayor riesgo de contraer la enfermedad debido a su
exposicion potencial a secreciones corporales infectadas durante el cuidado de los pacientes en
los primeros 7 a 10 dias de la enfermedad (Ergoniil, 2006; Bente et al., 2013). La principal via
de exposicion para el personal sanitario son las lesiones por pinchazo de aguja, mientras que la
exposicion de sangre o fluidos corporales a las mucosas representa un riesgo menor
(Leblebicioglu et al., 2016).
El contagio también puede resultar del contacto con la sangre virémica de animales
subclinicamente infectados, por lo que los veterinarios y, especialmente, los trabajadores de
mataderos, también son un grupo de riesgo. La exposicion a las garrapatas durante el sacrificio
puede ser otra fuente de infeccion (Ergoniil, 2006).
Se han descrito otras formas de contagio menos comunes en humanos, como la manipulacién en
laboratorio de material contaminado (Whitehouse, 2004), la transmision vertical de madre a hijo
(Ergonil et al.,, 2010; Ahmeti et al.,, 2019), el contagio sexual (Ergoniil & Battal, 2014;
Pshenichnaya et al., 2016) y la transmision horizontal de madre a hijo (Saijo et al., 2004),

aunque todas ellas se consideran minoritarias.
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Figura 7: Rutas de exposicion. La infeccion en el hombre es por picadura de garrapata (A) o por
contacto directo con fluidos, secreciones o tejidos de individuos afectados (B).

7.4.5. Distribucion geografica de la Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo
La FHCC es endémica en Africa, los Balcanes, Oriente Medio y Asia (San Miguel-Hernandez et
al.,, 2021), en los paises situados por debajo de los 50° de latitud Norte, que es el limite

geografico de su principal vector, H. marginatum.

7.4.6. Impacto mundial
Durante los ultimos siete afios, este virus ha sido considerado como uno de los ocho patégenos
emergentes prioritarios que requieren atencion urgente en investigacion y desarrollo, debido a
su alto riesgo de causar una posible epidemia en el futuro cercano, y a su uso potencial como

arma biolégica (WHO, 2018).
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Figura 8: Mapa que muestra la distribucion geografica de FHCC, zonas en las que se han reportado casos y zonas
donde se encuentran las garrapatas del género Hyalomma spp. (Fuente: WHO, 2022. Consultado el 25/05/2024).

7.4.7. Situacion en Espaia

Espafia es un pais con riesgo de circulacion del virus de la FHCC debido a varios factores como
la proximidad al continente africano, que lo convierte en un lugar de transito obligado para las
aves migratorias que pasan largos periodos en zonas endémicas. También a las condiciones
climaticas que resultan ser similares a las zonas donde se ha evidenciado la circulacion
endémica del virus (Sonsoles de la Hoz Guerra et al., 2022). Se trata, pues, de una enfermedad
de declaracion obligatoria (EDO) urgente desde 2015 a través de la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiologica (RENAVE). Dado que es emergente en Espafia, la deteccion de un caso se
consideraria un brote (RENAVE, 2022).

En Espaiia, la primera deteccion del virus fue en 2010 en garrapatas recuperadas de ciervos
(Cervus elaphus) en la provincia de Caceres (Estrada-Pefia et al., 2012). Seis afios mas tarde, en
2016, se diagnosticaron los primeros casos humanos y desde entonces se han notificado casos
esporadicos. Ademas, en la literatura cientifica se ha descrito otro caso de forma retrospectiva,
correspondiente a mayo de 2013 en Avila, que constituiria el primer caso humano identificado
hasta la fecha (RENAVE, 2022). Desde entonces, se ha confirmado en varias ocasiones la
presencia de material genético del virus en garrapatas capturadas en territorio espafiol (Sanchez-
Seco et al., 2022; Cuadrado-Matias et al., 2024).

Desde 2016 hasta 2023, se han notificado al Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) a través
de la RENAVE, 12 casos de FHCC, todos confirmados y no importados. Los primeros casos en
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2016 ocurrieron en un paciente expuesto en Avila e ingresado en un hospital de Madrid, donde
se produjo otro caso secundario por contagio en el entorno sanitario a partir del primero. En
2018 se registraron otros 2 casos (uno en Badajoz y otro en Salamanca), en 2020 se notificaron
3 casos en Salamanca, en 2021 hubo 2 casos (uno en Salamanca y otro en Leon), en 2022 otros
2 casos en Leon y en 2023, 1 caso en Salamanca (RENAVE, 2024). Hasta el momento, en 2024,
Espafia ha registrado un nuevo caso mortal de FHCC en Salamanca, producido por la picadura

de una garrapata (SARSP, 2024).

Figura 9: Casos registrados de FHCC en Espafia hasta junio de 2024.

7.4.8. Situacion en Galicia

A lo largo de los afios de actividad de la Rede Galega de Vixilancia de Vectores (ReGaViVeC),
el grupo de investigacion COPAR (GI-2120; USC), ha identificado diversas especies de
garrapatas en todo el territorio gallego, entre ellas H. marginatum. Segin los Informes
ReGaViVeC sobre la presencia de H. marginatum en Galicia, entre el 2018 y el 2022, se
encontraron un total de 13 ejemplares en personas y animales domésticos (concretamente 10 en
personas, 1 en perro, 1 en cabra y 1 en caballo) de Ourense (n=9), Pontevedra (n=3) y Lugo
(n=1). El Informe ReGaViVeC de 2023 seiiala que han sido 14 los ejemplares encontrados de
H. marginatum, la mayoria en personas y uno en una vaca, de Ourense (n=11) y Lugo (n=3). El

aumento de temperatura y los cambios en los patrones de precipitacion derivados del cambio
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climatico que se vienen registrando en Galicia parecen favorecer el desarrollo del ciclo de esta

especie.

Figura 10: Distribucion geografica de H. marginatum
entre el 2018 y el 2022 en Galicia. (Adaptado de Informe
ReGaViVeC, 2022).

Figura 11: Distribucion geografica de H. marginatum en
2023 en QGalicia. (Adaptado de Informe ReGaViVeC,
2023).

Los ejemplares recogidos hasta 2023 se enviaron al Centro Nacional de Microbiologia (CNM) -

Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) (Madrid) para el estudio de ARN del virus mediante

analisis con RT-PCR, y todos resultaron negativos. Frente a la posibilidad de que el virus de la

FHCC estuviese circulando en la Comunidad Gallega, se analiz6 la presencia de anticuerpos en

animales que nunca habian salido del territorio gallego obteniéndose una seropositividad del

1,1% en caballos de Pontevedra (ReGaViVeC, 2022), y del 3% en ganado vacuno y caballos de

Ourense y Lugo (ReGaViVeC, 2023).

Hasta la fecha, en Galicia no se ha registrado ningin caso de FHCC. Sin embargo, ante la

evaluacion de riesgo realizada por el Centro de Control de Alertas y Emergencias Sanitarias

(CCAES), junto con la ReGaViVeC, liderada por la Direccion General de Salud Publica

(DGSP), se desarrollan una serie de actuaciones comunitarias para el control de los riesgos de

enfermar asociados a los determinantes de salud, tanto humana como animal (SERGAS, 2022).
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7.5. Deteccion de circulacion virica en especies centinela

Detectar la presencia o ausencia de circulacion del virus en un territorio a partir de reservorios
animales es crucial para evaluar el riesgo de la poblacion a contraer la enfermedad, la cual
carece de tratamiento especifico (Fillatre et al., 2019) y presenta una letalidad del 5% al 40%
(Sonsoles de la Hoz Guerra et al., 2022). Dado que la prevencion es la principal herramienta
para luchar contra la propagacion de la FHCC, es fundamental considerar la gran cantidad de
especies animales (tanto silvestres como domésticas) que contribuyen al mantenimiento de las
poblaciones de garrapatas transmisoras del virus y a su circulacion. Aunque estas especies no
padecen la enfermedad clinica, pueden seroconvertir, lo que les permite servir como especies
centinela para monitorizar la presencia y la dindmica de la FHCC.

Un ejemplo claro es el ciervo (C. elaphus), que ya ha sido utilizado como especie centinela para
la elaboracion del primer mapa nacional de riesgo de infeccion por el VFHCC (Cuadrado-
Matias et al., 2022). Asimismo, se ha analizado el grado de exposicion de las poblaciones
ibéricas de jabali (Sus scrofa) al virus de la FHCC para evaluar su uso como modelo para
identificar los factores determinantes del riesgo de infeccion de esta enfermedad y reflejarlos en
un mapa de riesgo mas completo, aplicable a Espaiia y Portugal (Baz-Flores et al., 2024). Otras
especies silvestres utilizadas para la deteccion de circulacion virica incluyen la cabra montesa
ibérica (Capra pyrenaica), el corzo (Capreolus capreolus), el conejo europeo (Oryctolagus
cuniculus) y el gamo comun (Dama dama) (Espunyes et al., 2021). En Francia, se han empleado
animales de ganaderia como centinelas, incluyendo bovinos, caprinos y ovinos entre los

ejemplares analizados (Grech-Angelini et al., 2020).

-23-



8.OBJETIVOS

En base a los antecedentes sefialados, se planted un estudio para analizar la exposicion al virus
de la Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo en Galicia, en el que se establecieron los siguientes

objetivos:

1. Determinar la presencia de anticuerpos IgG frente al virus de la FHCC en ungulados

(equinos y bovinos) de Galicia.

2. Analizar la influencia de las condiciones climaticas en la seroprevalencia de anticuerpos

frente al VFHCC en Galicia.

3. Establecer si en la actualidad existe circulacion del virus de la FHCC en la Comunidad

Auténoma Gallega.
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1. Obtencion y procesado de las muestras

Se utiliza el método BD Vacutainer, un sistema cerrado que hace posible la extraccion de sangre
al vacio. Para ello es necesario tener unos guantes desechables, gasas con alcohol al 70%, aguja
estéril, capuchon y un tubo al vacio (puede ser sin aditivos para obtener suero o con EDTA para
obtener plasma). Los pasos a seguir son:
1. Colocar la aguja estéril en el capuchon.
2. BEsterilizar el area de la extraccion con una gasa con alcohol. En los caballos es la vena
yugular, y en el ganado vacuno es la vena coccigea.
3. En caballos ingurgitar la vena yugular presionando en la base del cuello.
4. Destapa la aguja e introducir en la vena del animal. Una vez dentro, empujar
firmemente el tubo al vacio, que al clavarse empezara a succionar la sangre.
5. Cuando se ha recogido un volumen suficiente, retirar el tubo del capuchoén. Quitar la
aguja y presionar con otra gasa en el area de la puncion durante unos segundos.
6. Identificar el tubo (nombre del individuo, nimero de crotal, terminacion del microchip).

7. Extraer la fraccion correspondiente al suero y/o plasma y almacenar a -20 °C.

En este estudio se utilizaron 724 muestras de sangre obtenidas desde junio de 2023 hasta mayo
de 2024; 421 de vacuno, 293 de caballo, y de forma anecdotica 4 de jabali, 3 de caprino y 3 de
canino, de diferentes areas de la Comunidad Autonoma de Galicia (49 municipios de 28
comarcas). Gran parte de ellas (n=671) han sido obtenidas gracias a la aportacion de
veterinarios clinicos y la colaboracion de ganaderos y centros hipicos que colaboran con el
grupo COPAR (GI-2120) de la Facultad de Veterinaria perteneciente a la Universidad de
Santiago de Compostela. El resto (n=53), han sido aportacion de la autora del trabajo durante el
afio 2024. Respecto al manejo, la mayoria de los animales analizados tenian acceso a areas con
pasto y/o monte. S6lo un grupo reducido de ganado vacuno de leche intensivo (n=12) y algunos
caballos que se mantienen en cuadras (n=12) se emplearon en el presente estudio. En la figura

12, se reflejan las muestras que conforman el estudio.

De la provincia de A Corufia se obtuvieron 103 muestras, de Pontevedra 34, de Ourense 339 y
de Lugo 248. Los datos comunes a todas las muestras fueron: municipio y provincia, fecha de
extraccion, especie animal y manejo. De ellos se extrajeron la zona climatica en la que habitaba

el animal.
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Figura 12: Municipios del territorio gallego muestreados.

Figura 13: Mapa de distribucion de los climas de Koppen en Galicia.

(Fuente: cedido por el Grupo de Investigacion COPAR GI-2120).

-26-

Las zonas climaticas se definieron
siguiendo la clasificacion de
Koppen-Geiger (Beck et al., 2018),
que identifica en Galicia tres areas:
Cfb u Csb o

Mediterraneo de veranos frescos, y

Oceanico,

Csa o Mediterraneo. Cada una de
ellas estan definidas en base a los
anuales

parametros que se

obtienen de MeteoGalicia

(https://www.meteogalicia.gal/web

/publicacions/anuarios-e-informes-

climatoloxicos) (figuras 14, 15 y
16),

caracteristicas de cada uno de los

teniendo en cuenta las

climas (tabla 1).


https://www.meteogalicia.gal/web/publicacions/anuarios-e-informes-climatoloxicos
https://www.meteogalicia.gal/web/publicacions/anuarios-e-informes-climatoloxicos
https://www.meteogalicia.gal/web/publicacions/anuarios-e-informes-climatoloxicos

Tabla 1: Caracteristicas de los climas templados segun la clasificacion de Koppen. (Adaptado de Peel et al., 2007).

1% letra: Tipo de clima 2% letra: Precipitaciones 3% letra: Temperaturas

a: subtropical. Se superan los 22 °C
$: verano seco ) o
de media en el mes mas calido

b: templado. No se superan los 22
o °C de media en el mes mas calido, y
W: invierno seco )
C (templado) las temperaturas medias superan los

10 °C al menos 4 meses al ano

¢: frio. El verano es frio, y menos de
f: himedo, sin estacion seca 4 meses al afio tienen una

temperatura media superior a 10 °C.

240 -
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160
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-160 + + + + + + + + + + + + -20
Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic
- o oBalHid o HR o« oFrio (X/5) s Tmix

Tmin

Figura 14: Parametros anuales del clima Cfb en Galicia. (Fuente: cedido por el
Grupo de Investigacion COPAR GI-2120).
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Figura 15:Parametros anuales del clima Csb en Galicia. (Fuente: cedido por el

de Investigacion COPAR GI-2120).
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Figura 16:Parametros anuales del clima Csa en Galicia. (Fuente: cedido por el

de Investigacion COPAR GI-2120).

De este modo, la distribucion de las muestras analizadas se recoge en la Tabla 2:

Tabla 2: Numero de muestras analizadas por zona climatica.

Zona climatica Comarcas Nimero de muestras
Ortegal, Betanzos, A Coruila, Bergantifios, Santiago,
Cfb ) ) ) ) ) ) ) 181
Noia, Baixo Mifio, Vigo, A Marifia Occidental, Quiroga
Deza, A Marifia Central, A Marifia Oriental, Terra Cha,
Csb ) ) 195
Lugo, Chantada, Sarria, Os Ancares, Meira
Ourense, Baixa Limia, A Limia, Allariz-Maceda, Verin,
Csa 348
Terra de Trives, Viana, Valdeorras, Terra de Lemos
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9.2. Analisis de las muestras

9.2.1. Materiales

Se utilizo el kit ID Screen CCHF Double Antigen Multi-species, disefiado para detectar
anticuerpos especificos frente a la nucleoproteina (NP) del virus de la Fiebre Hemorragica de
Crimea-Congo. Puede emplearse con muestras de suero, plasma o en muestras de suero en papel
de filtro obtenidas de bovinos, ovinos, caprinos, humanos (sélo es para uso de investigacion) u

otras especies susceptibles. Los componentes del kit son:

- Microplacas sensibilizadas con la nucleoproteina recombinante del virus FHCC.
- Conjugado concentrado (10X), liofilizado.

- Tampodn de reconstitucion.

- Testigo positivo.

- Testigo negativo.

- Diluyente 14.

- Solucion de lavado concentrada (20X).

- Solucioén de revelado.

- Solucion de parada (0.5M)

Figura 17: Kit ID Screen CHHF Double Antigen Multi-species sin
microplaca sensibilizada.

Los materiales necesarios no incluidos en el kit, pero los cuales disponemos en el laboratorio,
son:
- Micropipetas o pipetas multicanales dispensadoras de volumenes de 10 pl, 100 pl, y
500 pl.
- Puntas desechables.

- Microplaca de 96 pocillos.
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- Agua destilada o desionizada.
- Lavador de placas (manual o automatico).

- Lector de placas para ELISA.

Figura 18: Lector de placas para ELISA.

9.2.2. Protocolo

9.2.2.1. Preparacion de la solucion de lavado:
Si es necesario, equilibrar la solucion de lavado concentrada (20X) a temperatura ambiente y
agitar correctamente para obtener la disolucion de los cristales.
Preparar la solucion de lavado (1X) diluyendo 1:20 la solucion de lavado concentrada (20X) en
agua destilada/desionizada. Los resultados pueden resultar influenciados por la calidad del
lavado. Asegurarse que los pocillos se encuentren completamente vacios entre cada lavado. Si
se utiliza una maquina de lavado automatica, es de suma importancia ajustar correctamente los

parametros (modo, tipo y altura de aspiracion).

9.2.2.2. Preparaciéon y almacenamiento del reactivo:
Reconstituir el conjugado concentrado (10X) liofilizado con el tampén de reconstitucion
suministrado en el kit. El volumen por agregar es de 1 ml. Esperar aproximadamente 5 minutos
y mezclar con cuidado, pero completamente. Hay que asegurar que haya una solubilizacion
completa. Para garantizar el rendimiento constante una vez reconstituido, el conjugado
concentrado (10X) puede ser almacenado hasta por 6 meses a 5 °C (= 3 °C). Para
almacenamiento a largo plazo, dividir en alicuotas pequefias y almacenadas a -20 °C hasta la
fecha de caducidad del kit. Cada alicuota puede sufrir no mas de 3 ciclos de

congelacion/descongelacion.
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9.2.2.3. Procedimiento:

En la figura 19 se resume el procedimiento aplicado para el andlisis de las muestras de sangre.

-

-
! ’ 30 pl de muestra en
30 gl del testigo & .
} negative pocillos restarses

P — )

50l del !

diluyente 14 ‘
30 gl del 1estige
positivo l
i 300 il de solucion de i
Lvado (x5) l
« - -

50l del ==

conjugado 1X -

1nccbadeca
(45 min - 21 °C)

3 ,

Repetir incubacion
(30 min-21°C)y = >
Lavado i

100 pl de la sobucidn Repetir iscubacion

@ derewdado —  (5ma.217) —
‘ \

100 3l de la seducion :
de parada
——

Leer la absorbancia a la D.O. de 450 nm
y guardar los reseltados

Figura 19: Procedimiento.

En relacion con el protocolo aplicado, es importante tener en cuenta que se deben colocar todos
los reactivos a temperatura ambiente (21 °C £ 5 °C) antes de ser utilizados, asi como
homogeneizarlos de forma apropiada mediante un vortex o por inversion suave de los tubos o

botes.

Para las muestras de suero y plasma:

1. En la microplaca ELISA, agregar 50 pl del diluyente 14 a cada pocillo, 30 pul del testigo
negativo a los pocillos Al y B1, 30 pl del testigo positivo a los pocillos C1 y D1, y 30 pl
de cada una de las muestras a analizar en los pocillos restantes.

2. Cubrir la placa e incubar 45 min + 4 min a 21 °C (£ 5 °C).

3. Preparar el conjugado 1X diluyendo 1:10 el conjugado concentrado 10X en diluyente 14.

4. Vaciar los pocillos. Lavar cada pocillo 5 veces con al menos 300 pl de la solucion de

lavado. Evitar el desecado de los pocillos durante los lavados.
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5. Distribuir 50 pl del conjugado 1X en cada pocillo.

6. Cubrir la placa e incubar 30 min + 3 min a 21 °C (£ 5 °C).

7. Vaciar los pocillos. Lavar cada pocillo 5 veces con al menos 300 ul de la solucion de
lavado. Evitar el desecado de los pocillos durante los lavados.

8. Distribuir 100 pl de la solucion de revelacion en cada pocillo.

9. Cubrir la placa e incubar 15 min + 2 min a 21 °C (£ 5 °C) en la oscuridad.

10. Distribuir 100 pl de la solucion de parada en cada pocillo, en el mismo orden que en el
paso n°6 para detener la reaccion.

11. Leer las absorbancias a la densidad optica (D.O.) de 450 nm y guardar los resultados.

9.2.3. Evaluacion de los resultados

9.2.3.1. Validacion e interpretacion:
De acuerdo a las instrucciones del fabricante del kit, la prueba es valida si la media de la
densidad optica del testigo positivo (DOcp) es superior a 0.350 y si el cociente entre la media de
los testigos positivos y negativos (DOcp y DOcn) es superior a 3.
Al afiadir la solucion de revelacion los positivos cambian de color, pero igualmente para cada
muestra, hay que medir la densidad optica con el lector de placas para ELISA y calcular el

porcentaje S/P (% S/P):
S/P 9 = 2muestra o 10
DO

Ccp

Tabla 3: Interpretacion de los resultados (kit comercial ID Screen CCHF Double Antigen Multi-species).

Resultado Estatus

S/P% < 30% Negativo

S/P% > 30% Positivo
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del ELISA mostraron que 21 de las muestras analizadas (n=724) eran positivas,

lo que se corresponde con un 2,9%. Esta seroprevalencia es inferior a la obtenida en ganado de

Corcega (9,1%) (Ahmeti et al., 2019) y en équidos de la region mediterranea occidental de

Turquia (51,54%) (Saltik, 2022), pero practicamente igual a la obtenida en ganado vacuno y

caballos de Ourense y Lugo (3%) (ReGaViVeC, 2023), usandose en todos los casos la misma

técnica que en el presente estudio (ELISA).

Por especies, los positivos se distribuyeron en 18 de vacuno (4,28%) y 3 de caballo (1,02%),

siendo inferiores a los obtenidos en vacuno de Corcega (13,3%) (Ahmeti et al., 2019),

superiores a los de ganado vacuno (0,6%) y caballos (0%) (Hassasein et al., 1997) observados

en Arabia Saudi mediante la prueba de IH, y muy similares a los obtenidos en caballos de

Pontevedra (1,1%) (ReGaViVeC, 2022).

10.1. Seroprevalencia segun la localizacion de los centinelas

Figura 20: Municipios del territorio gallego en los que se han obtenido
resultados positivos.
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En relacion con el origen de los
animales seropositivos, en la
Figura 20 se puede comprobar
que procedian de las cuatro
provincias gallegas, y mas en
concreto, de los municipios de
Teo (A Corufia), Navia de
Suarna y Folgoso do Courel
(Lugo), A Veiga, O Bolo, Petin,
Verin, San Xoan do Rio,
Paderne de Allariz y Vilamarin
(Ourense), y de O Rosal

(Pontevedra).



10.2. Seroprevalencia segun el clima

Con el fin de analizar la distribucién de animales seropositivos y relacionarlos con la presencia
del vector, los resultados se clasificaron en base a la zona climatica de procedencia del animal.
La seroprevalencia mas elevada (4,89%) se encontrd en las zonas con clima Csa, subtropical
con verano seco, que se corresponde con el sur de la provincia de Lugo y parte centro-este de la
provincia de Ourense. En las zonas de clima Cfb (provincia de A Coruiia, norte de Lugo,
Cervantes, Folgoso do Courel y oeste de Pontevedra), se obtuvo un 1,66% de positivos. La
seroprevalencia mas baja se obtuvo en las zonas de clima Csb (0,51%).

En el mapa siguiente se representan los puntos con casos seropositivos segun la zona climatica,

observandose que se localizaron de forma mayoritaria en la zona Csa.

Figura 21: Mapa de distribucion de los climas de Koppen en Galicia.
(Fuente: cedido por el Grupo de Investigacion COPAR GI-2120).

La ausencia de informacion dificulta la discusion de los datos obtenidos, en especial si se tiene
en cuenta la zona climatica de origen, pero es interesante sefialar que H. marginatum, principal
especie de garrapata envuelta en la transmision del VFHCC, se viene detectando con mucha
frecuencia en zonas calidas del sureste europeo, como el sur de Espana (Palomar et al., 2017).
Asimismo, no se debe olvidar que se ha demostrado la circulacion del virus en areas proximas a
la Csa gallega, como es el caso de Ponferrada o de Salamanca, en donde ha llegado a producirse

la muerte de dos pacientes humanos.
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De todo lo expuesto cabe, por tanto, incidir, en que la presencia de individuos seropositivos no
se limita a las areas mas calidas, sino que en los ultimos afios se ha producido su circulacion
hacia zonas hlimedas y mas frescas (como el noreste gallego, limitrofe con Asturias y Castilla y
Leo6n), dotadas también de abundante biomasa y de ungulados silvestres, que han sido sefialados
como clave en el mantenimiento de poblaciones de la garrapata mencionada (Informe

ReGaViVeC 2022; 2023).

10.3. Interpretacion de los resultados obtenidos

La demostracion de seroprevalencia va ligada directamente a la exposicion de un individuo a un
patoégeno, junto con su capacidad para desarrollar frente a este una respuesta inmunitaria
humoral, medible con diferentes pruebas, como el enzimoinmunoensayo o ELISA.

Comparando los resultados obtenidos en el presente estudio, con los datos recabados por el
grupo de investigacion COPAR para la ReGaViVec en los ultimos afios, se advierte una cierta
discordancia entre los puntos positivos a garrapatas y aquellos con individuos seropositivos a
VFHCC, demostrandose seropositividad en lugares en los que no se detectd H. marginatum
(Fig. 22).

Presencia de H. marginatum

B Presencia de muestras positivas

B Phesencia de muestras positivas y cjemplares de H. marg

Figura 22: Mapa del territorio gallego con diferenciacion de los climas, presencia de muestras positivas del estudio y
presencia de H. marginatum desde 2018 hasta 2023.
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La explicacion a esta presunta divergencia engloba diferentes aspectos, que se desmenuzan a
continuacion. De un lado, resulta obvio sefialar que el indice de infeccion en las garrapatas es
muy bajo, como se desprende de la ausencia de casos positivos entre la poblacion humana hasta
el momento en la Comunidad Auténoma Gallega. De otro, y muy importante, las caracteristicas
de este ectoparasito (H. marginatum), denominada como ya se indicé previamente garrapata
cazadora debido a sus habitos de perseguir a sus hospedadores en lugar de permanecer quieta en
un punto, como sucede en el resto de las garrapatas (Valcarcel et al., 2020). Esto supone una
gran dificultad para tratar de correlacionar la presencia de los ectoparasitos y la posible
vehiculacion del virus.

Un aspecto importante a tener en cuenta reside en el fundamento de la técnica empleada,
orientada a la deteccion de anticuerpos IgG, que ha ofrecido diferencias en la sensibilidad en
funcion de la fase de la infeccion (Emmerich et al., 2021). Es interesante destacar, asimismo,
que los anticuerpos IgG pueden persistir hasta un periodo de cinco afios (Leblebicioglu et al.,
2014), fenomeno a tener en cuenta en la interpretacion de informacion conseguida mediante

pruebas serologicas.

Desde el punto de vista de la Salud Publica, la presencia de anticuerpos especificos frente al
VFHCC en animales indica que el virus estd circulando por un area geografica y, por tanto,
podria suponer un riesgo importante para los habitantes de la zona. Diversos estudios ya
mencionados sefialaron que el mayor riesgo podria encontrarse entre agricultores y ganaderos,
que pueden exponerse no solo mediante picadura, sino también a través de aerosoles generados
al aplastar los ectoparasitos para intentar eliminarlos. Los trabajadores de mataderos también se
sitian entre la poblacién en riesgo por la posibilidad de exposicion a animales infectados, que
aun en caso de experimentar viremia, no desarrollan un cuadro clinico evidenciable (Ergoniil,
2006). Es precisamente este hallazgo el que ha impulsado el desarrollo de encuestas
seroepidemiologicas entre animales que habitan en zonas boscosas, como por ejemplo corzos o
jabalies. En este sentido, desde el grupo COPAR se ha aconsejado el estudio de muestras
conseguidas durante las campafias de saneamiento de ganado vacuno en extensivo, asi como de
equinos en silvopastoreo que se retinen una vez al afio en los curros, por su mayor accesibilidad
y facilidad de obtencion en diferentes momentos del afio. Después de dar traslado esta idea a
ReGaViVec, se recibieron muestras de sueros y de garrapatas en el Laboratorio de Zoonosis de
la Facultad de Veterinaria de Lugo, pero esta colaboracion se truncd en este afio 2024,
decidiéndose por parte de algunos organismos de gobierno autondémico enviar las muestras de
sangre a un laboratorio de salud central (Madrid), lo que dificulta la adquisicién de informacion

actualizada.
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11. CONCLUSIONES

Del analisis de los datos obtenidos en el presente estudio, se concluye que:

1. En Galicia la seroprevalencia de anticuerpos IgG frente al virus de la FHCC es

baja, y predomina en ganado vacuno en extensivo.

2. La mayor seroprevalencia de anticuerpos frente al VFHCC ocurre en areas

situadas en el sur de la provincia de Lugo y centro-este de la de Ourense.

3. En localizaciones bajo clima Csa, caracterizado por clima templado con verano
seco y temperaturas subtropicales, se detectan los porcentajes de seropositividad
mas elevados, y los mas bajos en Csb, donde se describe un clima templado con

verano seco y temperaturas templadas.

4. En la Comunidad Autonoma Gallega esta teniendo lugar la circulacion del virus
de la FHCC, detectandose su desplazamiento principalmente desde las zonas mas
calidas (sureste de la provincia de Ourense) hacia aquellas mas frescas (zona este

de Lugo).
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