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Workshop Febre Hemorragica da Crimeia e do Congo
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Silvia Barros, Investigadora Sénior do INIAV (BSc, PhD)

Margarida Duarte, Investigadora Sénior do INIAV (DVM, MSc, PhD)

Objetivo Crimean-Congo Fever (CCHF) (at risk) — to detect the first introduction of the agent in a specific risk area and
promote preventive actions in humans and animals;

- S::g:r‘ie"e:: Union Projeto: 101132818 — SIVIZ — EU4H-2022-DGA-MS-IBA3 Development of an Integrated Surveillance and
P Alert System of Zoonosis in Portugal (AWP Ref: CP-g-22-04.01)
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Topicos abordados

A doenga nos animais e suas vias de transmissao

Fatores de risco

Diagnostico da Febre da Crimeia e do Congo em animais
Resultados SIVIZ
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Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em carragas

em contexto veterinario




05/03/2026

djav e DGS:

Sistemna Integrado de
Viglancia de Zoonoses

1. A doenga nos animais e suas vias de transmisso. Etiologia

Virus da Febre Hemorragica da Crimeia e do Congo

Familia Nairoviridae, género Orthonairovirus
ssRNA, 3 segmentos (S, Me L), ~19 kb

Reconhecidas 8 linhagens/gendtipos distintos
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1. A doenga nos animais e suas vias de transmissao. Vetores
carragas duras da familia Ixodidae, sobretudo do género Hyalomma:
H. marginatum (EU);
H. anatolicum (MO, Asia);
H. lusitanicum (PT & SP).
géneros Rhipicephalus e Dermacentor. encontradas infetadas, mas com papel
epidemiolégico secundario.
Hyalomma marginatum Hyalomma lusitanicum Rhipicephalus Dermacentor
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1. A doencga nos animais e suas vias de transmissao. Vetores

Carracgas: reservatorio ecoldgico primario e vetor

» atuam simultaneamente como vetores e reservatoérios de longo prazo do CCHFV
» possibilitam a sobrevivéncia do virus mesmo na auséncia de um hospedeiro
vertebrado com virémia.
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1. A doenca nos animais e suas vias de transmissao. Vias de transmissao
enddégena (intra-vetorial)

Vias de transmissao nas carragas
Transmisséao transovarica (fémea — ovos) Transmisséao transestadial (larva — ninfa — adulto)
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1. A doenca nos animais e suas vias de transmissao. Papel das Carragas

Persisténcia: virus sobrevive ao processo de muda (ecdise). Larva ou ninfa que adquirem o virus durante a
refeicdo sanguinea podem transmiti-lo ao hospedeiro no estadio seguinte (ninfa ou adulto).

Capacidade vetorial: carragas infetadas podem manter-se infeciosas por periodos prolongados de jejum
(>10 meses), mesmo durante a hibernagéo.

Eficiéncia de transmissao: A transmissao transestadial € altamente eficiente. Em Hyalomma marginatum,
por exemplo, ninfas que adquiriram o virus podem permanecer positivas até ao estadio adulto.

Alteragoes genéticas: NGS demonstrou que podem ocorrer mutagdes nao-sindnimas no genoma do
CCHFV apds uma unica transmissao transestadial na carraga (o virus sofre alteragdes genéticas enquanto
persiste durante o processo de muda).

Titulos virais: os titulos em carragas adultas recém-mudas sdo comparaveis aos titulos em carragas com
um ano de idade, evidenciando manutengéo estavel da infegéo.

1. A doencga nos animais e suas vias de transmissao. Hospedeiros
amplificadores vertebrados: ruminantes domésticos e ungulados silvestres

Ruminantes domésticos (Bovinos, Ovinos e Caprinos)
» Desenvolvem virémia transitoria (= 3—7 dias; 15 dias)

H » Essenciais para amplificagdo e infe¢cdo de carracas

* Relevantes em contexto ocupacional (abate, maneio)

Fauna silvestre (Cervideos, lebres)
* Importantes na manutencéo ecoldgica em areas endémicas
» Associados a presenca de Hyalomma

Outros vertebrados (aves terrestres e pequenos mamiferos como roedores
com papel variavel e dependente da regido)
:‘g » podem transportar carragas infetadas (dispersao geografica), embora geralmente
n&o desenvolvam virémia significativa
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1. A doencga nos animais e suas vias de transmissao. Sinais clinicos
nos ruminantes

Ainfecdo é geralmente assintomatica Quando presentes, os sinais clinicos mais
comuns s&o:

» Infegdes inaparentes;
« Virémias transitorias (até 15 dias); * Febre transiente e leve;
H + Desenvolvimento de Ac. ¢ Letargia e anorexia;
* Dispneia;
f ? + Edema em varias partes do corpo;

» Hipogalactia

Ausentes sinais hemorragicos graves
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1. A doenca nos animais e suas vias de fransmissao. Transmissao a vertebrados

E através da picada de carragas Picad —)
infetadas que ocorre _ _ ICada Tfa"smi555J L
Carragas persistentemente infetadas — sexual

geralmente a transmiss&o do Transmiss&o

CCHFYV para humanos. —) vertical
Infecdo de Transmissdo

Transmissao ao homem é novas nasocomial

comum em areas rurais e de . carragas a (ambiente

5 - Picada partir de hospitalar)

produgéao pecuaria. s
infetados Contacto com sangue/fluidos

A carraga permanece infetada €

toda a sua vida.
As espécies animais funcionam como reservatorios de virus no ciclo de transmissdo ao Homem através da carraga.

A transmissao também pode

ocorrer por contato com sangue

ou fluidos corporais de animais ”
infetados. - ﬁ
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1. A doenca nos animais e suas vias de transmissao. Ciclo de transmisséao

Epizootic cycle

Escala
Hospedeiros
Ambiente
Foco

Risco Humano

Enzootic cycle

Tmmzmllumn via tick bite

~

Sexusl

\rlnim\lloun el

SFABT

Nosocomis!
transmission

_A

‘Tranamission via contact with infocted
‘animal body fluids or tissues

Ciclo Enzoético

Silvestre, baixa prevaléncia, constante
Pequenos mamiferos, aves silvestres
Areas rurais/silvestres naturais
Manutencéo do virus
Baixo/Esporadico

Ciclo Epizoético

Surtos, alta incidéncia em rebanhos

Gado, ovelhas, cabras, avestruzes

Exploragdes, matadouros, pastagens
Amplificacéo do virus

Alto (contato com sangue/tecidos. Precede surtos)
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1. A doencga nos animais e suas vias de transmissao.

CCHFV em Portugal: reservatorios e ciclo ecolégico

Vetor-chave
*Hyalomma lusitanicum

Principal espécie implicada
na circulagédo do CCHFV
na Peninsula Ibérica.

Muito associada a
cervideos e a sistemas
extensivos do Alentejo e
interior centro/sul.

Principais vertebrados envolvidos em Portugal
1) Cervideos (fauna silvestre)
« Veado-vermelho (Cervus elaphus)
* Gamo (Dama dama)
-elevada infestag@o por Hyalomma
-seroprevaléncias significativas em estudos ibéricos
- Papel central na manutengao ecoldgica local
2) Bovinos em regime extensivo
*Bos taurus
-Desenvolvem viremia curta e assintomatica
-Amplificam o virus para carragas
-Relevantes em risco ocupacional (veterinarios,
trabalhadores rurais, matadouros)
3) Outros potenciais hospedeiros
« Lebres (Lepus spp.) possiveis hospedeiros de
fases imaturas
« Ovinos e caprinos; papel amplificador
semelhante ao dos bovinos
« Aves: importantes na dispersao de carragas,
sobretudo fases imaturas

Enquadramento epidemiolégico em
Portugal

« Evidéncia molecular de CCHFV em

Hyalomma lusitanicum em Espanha

« Casos humanos autéctones reportados na

Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha).

« Ecossistemas mediterranicos com:
-Sistemas agro-silvo-pastoris
-Alta densidade de cervideos
-Clima favoravel ao ciclo da
carraga

12
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2. Fatores de Risco

« Produtores pecuarios;

areas onde Ambiente que proporcione picada por carragas Tratadores de animais:

existe infetadas Trabalhadores de matadouros
circulagao adi inarios:
do CCI-?FV Praticas que promovam o contacto com sangue - Meédicos Veterinarios;
ou fluidos de animais infetados « Cacadores;
Trabalhadores rurais;
Comportamentos
de risco em

Profissionais de saude que tratem de pessoas infetadas pelo CCHFV sem uso

amb_lente adequado de EPI (equipamento de protecéo individual).
hospitalar
13
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3. Diagnéstico do virus da Febre Hemorragica da Crimeia e do Congo
Diagnéstico serolégico
ELISA comercial de duplo antigénio
Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus (CCHFV)
- ID Screen® CCHF Double Antigen Multi-
— - species
______ . ELisA Y
Double antigen ELISA for the detection of antibodies
- against Crimean-Congo haemorrhagic fever virus
L — (CCHFV) in cattle, sheep, goats or other susceptible
species, including humans*
14
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3. Diagnéstico do virus da Febre Hemorragica da Crimeia e do Congo

Diagnéstico serolégico confirmatério
Imunoflorescéncia Indireta

Commercial immunofluorescence biochip (Euroimmun, Liibeck, Germany).

2 antigénios: CCHFV-GPC (precursor da glicoproteina) e CCHFV-N (proteina da nucleocapside)
1 antigénio controlo: EU 90 (control-transfected cells).

Diluigéo de soros 1:50

Anticorpo secundario:

Rabbit anti-Bovine IgG (H+L) Secondary Antibody, FITC (Invitrogen, MA, USA)
Rabbit anti-Deer IgG (H+L) Secondary Antibody, FITC (Seracare, MA, USA)
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3. Diagnostico do virus da Febre da Febre Hemorragica da Crimeia e do Congo

Diagnéstico molecular

Extracdo automatica de acidos nucleicos (KingFisher, Thermo Scientific)
Técnica de RT-qPCR: Koehler et al.
Alvo: gene S

Tempo de resposta: 4 horas

16
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o
iagnéstico do virus da Febre Hemorragica da Crimeia e do Congo

3.D

&% Isolamento viral

Nao existe BSL-4 em Portugal

17
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Caracterizagao molecular (baseada no segmento S / WGS)
Correspondéncia geografica aproximada

Genétipo numérico

| Africa |

I Africa Il

> ~ Africalll

(Estirpes historicas da Africa Ocidental, Mauriténia, Peninsula Ibérica)
\Y Asia |
\% Europa |
\i Europa Il
(VIL, VIIT) Asia Il (em classificagdes mais recentes)
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4. Resultados do 1° e 2° ano do Projeto SIVIZ

N° de amostras
positivas/testadas
Bovinos, ovinos e caprinos Soro 0/23
Veados e Corgos Soro 4/19

N° de amostras
positivas/testadas
Bovinos, ovinos e caprinos Soro 2/23
Veados e Corgos Soro 5 /14

2024

N° amostras Método de Diagnoéstico
previstas
50

ELISA (PE-084)
20 ELISA (PE-084)

2025 (provisorio)

N° amostras Método de Diagnéstico
previstas
50

ELISA (PE-084)
20 ELISA (PE-084)
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5. Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em

carragas em contexto veterinario
1

www.nature.comfscientificreports

scientific reports

OPEN
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Evidence of Crimean—-Congo
hemorrhagic fever virus in livestock
and wildlife in Northeastern
Portugal

Fabio Abade dos Santos"%?, Margarida D. Duarte%*, Anténio Cacote’,
Anténio LourengaS, Dioge Marocol?, Ana Rita Varelal®, Luis Bonifécio®3, Miguel Pimp3at,
Margarida Henriques’, Ana Duarte®** & Silvia C. Barros*™®

district of Braganca, in north.eastern Portugal
dueto Cnm:an-(ongn hemorrhagic fever (CCHP), a serological survey was canducted to investigate

e survey d cattle(n=94),
goats(n=5), where
the human case was reported. CCHF anibacles were detected by ELISA i the serum of sheep,
cattle and red deer, of 3.33%, 38.29%, and 60%, i
indicating iy i assays
ELISA results. Most 0 i district, which
are located close to the Spanish border. None of m  gouts s psiive for CCHFV-antibodies and
viral-RNA was not dete ted in any ples. CCHFV-RN! 15 ticks from
ion or cattle, on ane of the positive

farms. Our findings CHFV is activel gal. Reports of
human eases of CCH in Spain, particularly near the border with Portugal, are consistent with the
detection f CCHFV-RNA nticksfeeding on domestic and wild animalsin western Span, highlighting
the potential for cross-border of CCHFV in the
berian Peninsula.

Keywords Crimean-Congo hemorrhagic fever, CCHFY, Cattle, Red deer, Ticks, Seroposttvity
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5. Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em
carragas em contexto veterinario

VILA REAL
X »

n=1 (1 farm)

BRAGANCA

Lad

n=28 (2 farms)

GUARDA Bovinos (n=94)
— = Ovinos (n=30)
n=55(11 farms) H -_—
= - Caprinos (n=4)
ne2 (1 torm) =168 farme) Veados-vermelhos (n=10)
] c‘::” SRANCO regido afetada (ELISA pos) e
& =8 (4 farms) em areas vizinhas onde o

LA caso humano foi reportado.
-~
n=14 (7 farms)

=10 (10 hunting areas)
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5. Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em
carragas em contexto veterinario
Taxas de seropositividade (ELISA)
No. of No. of Cattle  No. of Sheep  No. of Goats No. of Red CCHF-Ab Ovinos 3,33%

District Farms/Hunting tested tested tested deer tested Positive . * o,
wiries PR CREY TR O e BOVIOS poends
investigal

s e areas Veados 60%

Braganga 2 0% 0 0 0 0 Caprinos 0%

Castelo 23 2/8 114 0/4 6/10 8 s p

Branco 25.0% 7.14% 0% 60% Exposigao significativa ao virus

34/55 0/16

Guarda 19 61.82% 0% 0 0 5

Viseu 1 gf,’z 0 0 0 0 *Maioria dos bovinos positivos proveniente de

Vila Real f 01 0 0 0 0 exquragées Iocalizadas no distrito da Guarda, situado

0% préximo da fronteira com Espanha.
36/94 1/30 0/4 610
Total 44  3829%  333% 0% 60% 13
PP-percentage of positivity in the sample
22
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5. Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em
carragas em contexto veterinario

CCHFV-GPC CCHFV-N
{

Ensaios de
imunofluorescéncia
indireta confirmaram os
resultados obtidos por
ELISA.
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5. Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em
carragas em contexto veterinario

15 carracas dos géneros Dermacentor e Rhipicephalus
recolhidas da vegetacéo ou de bovinos numa das
exploragdes positivas a CCHF-Ab.

24
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5. Resultados de estudo serolégico em ruminantes e de vigilancia em
carragas em contexto veterinario

CCHFV esta a circular ativamente no leste de Portugal.

Os relatos de casos humanos de CCHF em Espanha, particularmente perto da
fronteira com Portugal, sdo consistentes com a detegdo de RNA do CCHFV em
carragas que se alimentam de animais domésticos e selvagens no oeste de
Espanha

Potencial de transmissao transfronteiriga sugerindo uma circulagao
estabelecida do CCHFV na Peninsula Ibérica.

25
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7 . . .
Febre Hemorragica da Crimeia-Congo
Obrigada pela atenca
Co-funded by
the European Union  Projeto: 101132818 — SIVIZ — EU4H-2022-DGA-MS-IBA3 Development of an Integrated Surveillance and
Alert System of Zoonosis in Portugal (AWP Ref: CP-g-22-04.01)
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