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RESUMO

A Febre do Vale do Rift (FVR) é uma zoonose causada por um virus pertencente a
familia Phenuiviridae e transmitida por vectores biolégicos (mosquitos do género
Aedes e Culex). A doenca afecta principalmente ruminantes (ovinos, caprinos e
bovinos), causando grandes epizootias com altas taxas de mortalidade em animais
jovens e abortos. O virus causador da FVR é encontrado em regibes da Africa
Oriental, Austral, na maior parte da Africa Subsaariana, incluindo a Africa Ocidental,
Madagascar e fora do continente africano na Ardbia Saudita e no lémen. Em
Mocambique, estudos realizados demonstraram evidéncias da circula¢do do virus em
algumas provincias do pais, em ruminantes domésticos como em selvagens, contudo
existem poucos estudos sobre a ocorréncia da FVR no distrito de Matutuine. Este
estudo teve como objectivo determinar a seroprevaléncia do virus em bovinos no
distrito de Matutuine, nas localidades de Gala, Salamanga, Tinonganine, Macassane,
Zitundo, Futi, Guengo e Matchia. Foram colhidas 491 amostras de sangue de bovinos.
Os animais foram categorizados pela idade (vitelos, novilhos e adultos) e sexo
(fémeas e machos). As amostras de sangue foram centrifugadas para a separacao do
soro e testadas para anticorpos anti-virus da FVR usando um Ensaio Imunoenzimatico
de Inibicdo (ELISA). Os resultados revelaram evidéncias da circulacdo do virus da
FVR em bovinos no distrito de Matutuine. A seroprevaléncia global foi de 31,9% (95%
IC: 27,9 — 36,3), a maior prevaléncia foi encontrada na localidade de Guengo com
47,4% (95% IC: 30,9 — 64,2), seguida da localidade de Futi e Tinonganine com 43,3%
(95% IC: 30,6 — 56,8) e 41,2% (95% IC: 18,4 — 67,1) respectivamente. A menor
prevaléncia foi encontrada na localidade de Matchia com 20,7% (95% IC: 7,9 — 39,7).
Os resultados mostraram que a localizag@o geogréfica e a idade dos animais foram os
factores de risco para a ocorréncia da FVR. A alta seroprevaléncia observada,
demonstra a necessidade de melhorar os sistemas de vigilancia e controlo para evitar
futuros surtos e o consequente impacto econémico da doenca no distrito de Matutuine

e em outras localidades.

Palavras-chave: Bovino, Ensaio imunoenzimatico, Seroprevaléncia, FVR, Factor de

risco.



1. INTRODUCAO

A Febre do Vale do Rift (FVR) é uma enfermidade de carater zoonético que acomete
principalmente ruminantes (ovinos, bovinos, caprinos, bubalinos e camelideos) e os
seres humanos tendo como agente etioldgico um arbovirus do género Phlebovirus
(OIE, 2014).

O virus causador da FVR ¢é geralmente encontrado em regides da Africa Oriental e
Austral, onde ovelhas e bovinos sdo criados, mas o virus ocorre na maior parte da
Africa Subsaariana, incluindo a Africa Ocidental e Madagéascar (Daubney, 1931; Csfph,
2006). A FVR foi reconhecida pela primeira vez fora do continente Africano em 2000

com surtos notificados na Arabia Saudita e no 1émen (OIE, 2019).

Recentemente foram notificados surtos, no Niger e no Uganda em 2016 (CDC, 2017;
WHO, 2016); Mauritania em 2010, 2012-2015 (Sow et al., 2012; OIE, 2014; Boushab
et al., 2016); Senegal 2013/14, Africa do Sul e Namibia 2008-2011 (Archer et al., 2013;
Archer et al., 2008; Métras et al., 2012; Monaco et al., 2010) no Quénia, Tanzania e
Somédlia em 2006 (WHO, 2007; WHO, 2007). Um grande numero de mortes em
humanos e gado foi relatado durantes os surtos (CDC, 2017).

Em Mocambique, o primeiro surto da FVR ocorreu em 1969 nas provincias de Gaza e
Maputo, onde grande nimero de bovinos e caprinos morreram e observou-se uma alta
taxa de abortos devido a infeccao pelo virus (Valaddo, 1969). No final de Mar¢o de
2014, ap6s um periodo de chuvas fortes e persistentes no Sul de Mocambique
particularmente nas provincias de Maputo e Gaza, foram relatados abortos e morte de
filhotes de ruminantes em algumas exploracbes. A andlise sorolégica e PCR
guantitativo e de transcri¢cao reversa convencional confirmaram a presencga do virus da
FVR, onde 56% (49/88) do gado foram positivos para IgG e 24% para IgM e o0 RNA do
virus da FVR foi detectado em 12 amostras de soro por RT-PCT (Fafetine et al., 2016).

Evidéncias seroldgicas da circulagdo do virus em Mocambique foram reportadas por
diversos autores. Um estudo soroepidemiolédgico realizado em 2007 em cinco distritos
da provincia da Zambézia, Mogcambique, em pequenos ruminantes (277 ovelhas e 377
cabras), revelou a presenca de anticorpos do virus da FVR, no teste de neutralizacdo
do virus e no ensaio imunoenzimatico de (ELISA) para a deteccdo da IgG. Em 2010,
foi realizada uma pesquisa transversal em 313 ovelhas e 49 cabras em dois distritos
da mesma provincia. O estudo revelou uma taxa global de soropositividade de 9,2%
em ovinos e 11,6% usando 1gG ELISA, mostrando que a FVR circula subclinicamente

em pequenos ruminantes domésticos na provincia da Zambézia (Fafetine et al., 2013).



Num estudo realizado por Lagerqgvist et al. (2012) nos distritos de Boane, Magude,
Manhica, Marracuene, Matutuine e Moamba na provincia de Maputo observou-se
36,9% (149/404) de seroprevaléncia do virus da FVR em bovinos. Os resultados
mostraram que o virus da FVR estd amplamente distribuido entre os bovinos na

Provincia de Maputo, embora a modalidade de circulagédo seja desconhecida.

Em outro estudo realizado na provincia da Zambézia por Anne-Lie Blomstrom et al.
(2016), analisou 181 amostras de pequenos ruminantes pesquisando anticorpos
contra o virus da FVR utilizando o teste ELISA, observaram maior seroprevaléncia em
ovinos 44,2% do que em caprinos 25,1%. No trabalho foi destacada a necessidade de

vigilancia continua da doenca como ferramenta para detec¢éo e controlo precoces.

Na pesquisa reportada por Moiane et al. (2017) em ruminantes domésticos e bufalos
africanos em Mocambique observou-se que a seroprevaléncia global em ruminantes
domeésticos e bufalos africanos foi de 25,6%. Maior seroprevaléncia foi observada em
bovinos com 37,3% e budfalos africanos com 30,4%. Nas regides sul e centro, as
seroprevaléncias globais foram mais elevadas com 14,9% e 62,4% respectivamente,
mostrando a circulagcéo activa do virus em ruminantes domésticos e bufalos africanos

em Mocambique.

A expansdo geogréfica da FVR nos ultimos anos associada a elevadas perdas na
producdo e socioecondmicas é de grande preocupacgdo para a saude veterinaria e

publica em Mogambique.

A FVR tende a ocorrer em epidemias periédicas que podem ser devastadoras para o
gado, com maior incidéncia no periodo pds chuvosos e em areas alagadas, condi¢des
favoraveis para a eclosao dos ovos do mosquito (Davies, 2006; Mondet et al., 2005).
No entanto, a epidemiologia da FVR ndo é completamente compreendida, e baixos
niveis de infeccao foram identificados durante periodos interepidémicos (Mondet et al.,
2005; Soumare et al., 2007).

A Reserva Especial de Maputo, situada no distrito de Matutuine possui uma grande
diversidade da fauna e flora, com grande variedade de insectos hemat6fagos e
ruminantes selvagens que constituem elementos fundamentais para a manutencao do
virus da FVR. O uso das zonas tampdo para o pastoreio de gado pela populacéo
circunvizinha da Reserva Especial de Maputo e consequente interacdo do gado com
ruminantes selvagens podem favorecer a ocorréncia de surtos da doenca em animais

domésticos.



No presente estudo, avaliou-se a seroprevaléncia da FVR em bovinos no distrito de
Matutuine, para compreenséao da distribuicdo do virus da FVR pelo distrito para alertar
a classe veterinaria assim como os produtores de gado de modo a aplicarem medidas
preventivas e ficarem vigilantes para um controlo eficaz e reduc¢do da incidéncia de
casos. Os resultados deste estudo também servirdo como base de dados eletronica
para conhecimento da distribuicdo geografica do virus da FVR e fonte de informacgéo
para delineamento programas de vigilancia epidemioldgica na regido como forma de

evitar a sua ocorréncia em casos de chuvas intensas.



2. OBJETIVOS
2.1 Geral

e Determinar a seroprevaléncia da febre do Vale do Rift (FVR) no distrito de

Matutuine.
2.2 Especificos

e Verificar a ocorréncia da Febre do Vale do Rift no distrito de Matutuine através
da deteccédo de anticorpos especificos contra o virus causador da FVR usando
o0 teste ELISA;

¢ Verificar a associacdo da ocorréncia de anticorpos contra o virus da FVR com

a idade, sexo e localizagéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Definicdo

A Febre do Vale do Rift (FVR) € uma doenga zoonética viral aguda transmitida por
mosquitos, que afecta principalmente ruminantes e € caracterizada por altas taxas de
aborto, mortalidade neonatal e hepatite (Gerdes, 2004; OIE, 2019).

3.2 Etiologia

A Febre do Vale do Rift (FVR) é causada por um virus RNA trissegmentado,

pertencente a familia Phenuiviridae, género Phlebovirus (Virus Taxonomy, 2017).

As particulas virais sdo esféricas, medindo entre 90 a 110 nm de diametro, sendo
dotadas de um envoltério formado por lipoproteinas, que apresenta projecdes
protéicas de superficie. Possuem RNA de fita simples, polaridade negativa, simetria
helicoidal e constituida por trés segmentos com diferentes tamanhos chamados L
(&cido ribonucléico do segmento grande), M (acido ribonucléico do segmento médio) e
S (&cido ribonucléico do segmento pequeno) (Fauquet et al., 2005). Os segmentos L e
M sédo de polaridade negativa e segmento S tem codificacdo bidirecional ou RNA
ambiense (Gerdes, 2004; Paweska, 2015).

O virus causador da FVR consiste de um Unico sorotipo que possui propriedades
morfologicas e fisico-quimicas tipicas deste género. O periodo de incubagéo do virus
pode ir de 12 a 36 horas em cordeiros recém-nascidos até trés dias em ovinos,
bovinos e caprinos. Experimentalmente as infec¢cdes sdo notaveis apds 12 horas em

cordeiros recém-nascidos e bezerros (OIE, 2019).
3.3 Epidemiologia
3.3.1 Distribuicdo geogréafica

O agente causador da FVR é geralmente encontrado em regides da Africa Oriental e
Austral, onde ovelhas e bovinos sdo criados, mas o virus existe na maior parte da

Africa Subsaariana, incluindo a Africa Ocidental e Madagéascar (Chevalier et al., 2010).

A primeira epidemia de FVR no Oeste africano foi reportada em 1987 e esteve
relacionada com a constru¢cdo de uma barragem no rio Senegal. A distribuicdo dos
vectores, as alteracBes climaticas e a dindmica do uso da terra modificaram a
distribuicdo temporal e espacial da infeccdo (Chevalier et al., 2010). Foram registados
surtos importantes da FVR no Egipto (1977-1978 e 1993), Mauritania (1987),
Madagascar (1990-1991), Quénia e Somalia (1997) (Zeller et al., 1998; Lebreton et al.,



2006;). A FVR foi reconhecida pela primeira vez fora do continente Africano em 2000
com surtos notificados na Arédbia Saudita e no Iémen. Os relatorios mais recentes
ocorreram no Botswana, na Mauritania e em Mocambique, em 2014, e nas Comores e
na Arabia Saudita, em 2015 (e em anos anteriores) (OIE, 2019).

E Ervin, CDCVSSP, 2008
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Figura 1. Distribuicdo geografica da FVR (CDC, 2020)

3.3.2 Espécies afectadas

A FVR afecta ruminantes como ovelhas, cabras e bovinos sdo o0s principais
hospedeiros primarios entre os animais domésticos, embora outras espécies, como
camelos, também possam estar envolvidas. O papel da vida selvagem ainda esta
sendo investigado, mas alguns animais podem disseminar o virus ou ajudar a manté-lo
durante periodos interepidémicos. Além do bdfalo africano (Syncerus caffer),
evidéncias serologicas de infeccao foram relatadas em outros ruminantes selvagens,
por exemplo, na gazela de Thomson (Gazella thomsonii), kudu menor (Tragelaphus
strepsiceros), impala (Aepyceros melampus) e waterbuck (Kobus ellipsiprymnus), bem

como no rinoceronte preto (Diceros bicornis), elefante africano (Loxodonta africana) e



javali (Phacochoerus aethiopicus) (Spickler, 2015). O virus afecta também os humanos
(Gerdes, 2004; Mariner, 2018).

3.3.3 Transmisséo

A FVR é transmitida por mosquitos, que actuam como vectores biolégicos (Spickler,
2015). Mais de 30 espécies que pertencem a sete géneros de mosquitos, sdo
consideradas capazes de transmitir o virus da FVR (Lefevre et al., 2003; Mcintosh et
al., 1981). Do ponto de vista da competéncia vectorial Aedes e Culex sao
considerados 0s mais importantes em relagdo aos outros géneros, nomeadamente
Anopheles, Coquillettidia, Eretmapodite, Mansonia e Ochlerotatus. Em mosquitos, a
transmissdo transovariana do virus causador da FVR foi observada em Aedes
mcintoshi. Esse parece ser um provavel fenébmeno que ocorre em varias outras

espécies (Chevalier et al., 2010).

Durante os periodos de chuvas excepcionalmente intensas, as inundacdes
subsequentes resultam no aumento da populacdo de mosquitos, que podem levar a
epizootias da FVR, pelo qual um grande nimero de animais sdo infectados. O virus
sobrevive nos ovos secos de mosquitos, e as epidemias estdo associadas com a
eclosdo desses ovos durante anos de fortes chuvas e inundac¢des localizadas
(Chevalier et al., 2010).

Os mosquitos alimentam-se de sangue em animais virémicos e em seguida,
transmitem o virus ao se alimentarem do animal. Os humanos podem adquirir 0 virus
da FVR através do contacto directo com tecidos infectados, virus aerossolizados
gerados em laboratérios ou durante o abate, ou ainda por picada de mosquitos. A
importancia relativa da exposicdo transmitida por mosquitos e a tecidos animais
infectados continua a ser debatida. A transmissdo vertical para bebés humanos foi
demonstrada em pelo menos dois casos. A transmissdo de pessoa para pessoa hao
parece ocorrer, porém, o sangue e os tecidos dos pacientes podem ser fontes de

exposicao para o pessoal médico (Figura Il) (Spickler, 2015; Chevalier et al., 2010).
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Figura Il. Transmisséo da FVR (CDC, 2020).



3.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos variam de acordo com a idade e espécie. Em regides endémicas,
epidemias de FVR podem ser reconhecidas pelas elevadas taxas de mortalidade em

animais recém-nascidos e abortos em adultos (CFSPH, 2006).

3.4.1 Ovinos e Caprinos

Os ovinos sao a espécie mais suscetivel a FVR. Ap6s um curto periodo de incubacéo,
a febre pode chegar até 41-42 °C. Cordeiros recém-nascidos geralmente morrem
dentro de 36 a 40 horas apdés o inicio dos sinais (febre bifasica, anorexia e
linfadenopatia seguida por fragueza), e uma taxa de mortalidade de cerca de 95%.
Animais mais velhos (duas semanas a trés meses de idade) desenvolvem apenas uma
infeccdo mais branda. Em gestantes, abortos séo frequentes, variando de 5% a 100%.
O vémito pode ser o Unico sinal clinico apresentado por ovelhas e cordeiros com mais
de trés meses. No entanto, pode ocorrer febre com depresséo, diarreia hemorragica,
secrecdo nasal mucopurulenta com rajadas de sangue e ictericia. Taxas de letalidade
variam entre 20% e 30% (Chevalier et al., 2010).

3.4.2 Bovinos

Os sinais clinicos em bovinos incluem abortos, febre, linfadenite, anorexia, apatia,
hemorragia da boca e narinas, célicas e diarreia hemorragica. Em alguns casos
abortos podem nao ser observados e uma queda na taxa de natalidade ser o Unico
sinal reconhecido (Mariner, 2018; Words, 2015).

3.4.3 Humanos

Os sinais clinicos em humanos variam de leves a graves. Apds um periodo de
incubacao de 2-6 dias, a maioria dos pacientes (98-99%) apresentam sinais de doenc¢a
leve, semelhante a influenza, com inicio subito de febre, dor de cabeca, dores
musculares e dor nas articulacdes. A febre pode durar varios dias, com um periodo de
convalescenca variando de alguns dias a um més. Alguns pacientes apresentam uma
febre bifasica, em que ocorre uma reducao dos sintomas por volta do terceiro dia. No
entanto, estima-se que 1-2% das infeccfes apresentam sinais mais graves como febre
(38-40°C), encefalite e distarbios neurolégicos (alucinagcBes, confusdo, vertigens) e
doenca ocular (fotofobia, uveite, renite), com altos niveis de mortalidade
principalmente em pacientes com outras doengas pré-existentes como a desnutricdo
(Sumaye et al., 2019; Words, 2015; Wright et al., 2019).
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3.5 Métodos de diagndstico

O diagnéstico correcto da FVR é realizado através da combinacdo de técnicas
laboratoriais, baseadas na historia, o propdsito do teste e o estagio da suspeita da
infeccdo. A interpretacdo definitiva dos resultados baseia-se na combinagéo de sinais
clinicos e dados epidemioldgicos. Esta doenca pode ser diagnosticada pela deteccdo
do virus no sangue, ou nos tecidos de animais mortos e fetos abortados. Alguns
o6rgdos recomendados para testagem incluem o figado, baco e cérebro, rins e
linfonodos (OIE, 2019; Spickler, 2015).

Durante a fase inicial da doenca no sangue e no tecido post-mortem, o virus pode ser
detectado através do isolamento do virus, ELISA de detecgdo de antigeno e técnicas
moleculares como a reacgdo em cadeia da polimerase (PCR). O teste serologico de
deteccdo de anticorpos o imunoensaio enzimatico (ELISA) pode ser usado para
confirmar a presenca de anticorpos imunoglobulinas M (IgM), que aparecem como
uma resposta precoce e transitdria, e imunoglobulinas G (IgG), que persistem por
varios anos (Spickler, 2015).

O isolamento viral pode ser realizado em camundongos sugadores ou em uma
variedade de culturas de células, incluindo: células do rim do macaco verde africano
(Vero Cells), rim do criceto (hamster) recém-nascidos (BHK) e células de mosquitos
(AP61-Aedes albopictus) ou em animais de laboratério (murganhos, ratos de

laboratério e cordeiros recém-nascidos) (OIE, 2019).

O virus neutralizacao é o teste de referéncia, altamente especifico, porém so6 pode ser
utilizado com o virus vivo, ndo sendo recomendado para o uso fora de &reas
endémicas ou em laboratérios sem instalacbes adequadas de biosseguranca

(laboratérios BSL3 ou 4) e com o pessoal vacinado (OIE, 2019).

As técnicas histopatolégicas aplicadas no figado de animais infectados, permitem a
identificacdo especifica do virus da FVR nos tecidos, sendo uma importante
ferramenta de diagndéstico no campo, porque o figado ou outros tecidos podem ser
conservados em solucao salina de formol no campo para fins de diagnostico, o que

facilita 0 manuseamento e transporte para areas afastadas do laboratério (OIE, 2019).

3.5.1 Principio do ELISA

No ensaio imunoenzimatico (ELISA) comercial ID Screen® FVRV de competicdo
multiespécies, os orificios da placa sdo revestidos com uma nucleoproteina

recombinante do virus da Febre do Vale do Rift. As amostras a serem testadas e os
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controles sdo adicionados aos orificios. Os anticorpos anti-nucleoproteina se
presentes formam um complexo anticorpo-antigeno que mascaram 0s epitopos da
nucleoproteina. Se a amostra contiver anticorpos especificos do virus, eles néo
permitirdo a ligacdo do Mab (anticorpo monoclonal) marcado ao antigeno,
contrariamente se n&o contiver anticorpos especificos, o Mab ira ligar-se ao antigeno
que reveste a placa. Ao lavar a placa para eliminar todo o material ndo fixado, a
presenca ou auséncia de Mab marcado pode ser detectada pela adicdo do substrato
que na presenca da peroxidase, desenvolverd uma reac¢ao colorimétrica. Se houve
desenvolvimento de cor, significa que o conjugado se ligou ao antigeno e, portanto, a
amostra é negativa. Por outro lado, se a amostra contiver anticorpos especificos para
FVRV, estes bloqueardo a ligacdo do conjugado e nao havera desenvolvimento de

cor.

3.6 LesBes post-mortem

A lesdo mais consistente é a necrose hepética que em geral € mais extensa e grave
em animais jovens. Em fetos abortados e cordeiros recém-nascidos, o figado pode
estar aumentado, marrom-amarelado a marrom-avermelhado escuro, macio e friavel,
com manchas irregulares de congestdo. Mudltiplos focos necroéticos branco-
acinzentados costumam estar presentes, mas SO S80 visiveis ao microscopio. As
lesBes do figado sdo geralmente menos severas em animais adultos, e podem ser
caracterizadas por numerosos focos de necrose de coloracdo avermelhada a branco-
acinzentado (CSFPH, 2006). Outras lesBes incluem ictericia, hemorragias cuténeas
generalizadas e fluidos nas cavidades corporais. Os ganglios linfaticos periféricos e
baco estéo tipicamente aumentados e com edema, e muitas vezes contém petéquias
(OIE, 2014).

3.7 Diagndstico diferencial

o diagnéstico diferencial para FVR, devido a semelhanca de sinais clinicos, deve
incluir as seguintes patologias: lingua azul, doenca de Wesselsbron, enterotoxemia
dos carneiros, febre efémera, brucelose, vibriose, tricomoniase, doencas dos ovinos
de Nairobi, aborto enzodtico ovino, plantas téxicas, septicemias, peste bovina e peste

dos pequenos ruminantes e antraz (OIE, 2014).

3.8 Tratamento

N&o hé& tratamento especifico para seres humanos ou animais, apenas tratamento de

suporte em casos de infeccdo (Chevalier et al., 2010; Nicolas et al., 2013).

12



3.9 Prevencdo e controlo

A vacinagdo é o método de eleicdo para prevenir a doenca em animais e humanos.
Vacinas vivas inactivadas sdo usadas em ruminantes domeésticos. A vacina Smithburn
€ uma vacina viva atenuada, recomendada para o0 uso veterinario e € a vacina mais
usada contra o virus da FVR em Africa (Chevalier et al., 2010). E imunogénica para
ovelhas, cabras e vacas, protege os animais contra o aborto, confere imunidade pos-
vacinal longa, no entanto, tem um efeito patogénico residual e pode induzir alteracdes
fetais e ou causar aborto em ruminantes e é também patogénico para o homem
(sindrome febril) (Chevalier et al., 2010).

A vacina inactivada da FVR proporciona um menor nivel de proteccdo e a sua
producado é mais cara. Além disso, requer pelo menos duas vacinas e doses de reforgo
frequentes para induzir o nivel desejado de imunidade, tornando-a impropria em

paises onde os ruminantes pastoreiam de forma nomadas (Chevalier et al., 2010).

Outras medidas preventivas incluem, a restricdo de circulagcdo de animais de areas
infectadas para areas nao infectadas particularmente nos periodos de maior
ocorréncia de surtos notificados, uso de repelentes em caso de surtos e o
estabelecimento de um sistema de vigilancia epidemioldgica activa para a deteccao de
novos casos em animais, de modo a fornecer alerta precoce as autoridades em saude

publica veterinaria e humana (Chevalier et al., 2010; Mariner, 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A colheita de amostras foi realizada no distrito de Matutuine. Este distrito esta
localizado no extremo sul da provincia de Maputo entre os paralelos 26° e 27° de
latitude sul e entre 32° e 33° de longitude este. A norte é limitado pela Baia e Cidade
de Maputo; a sul pela Republica da Africa do Sul (provincia de Kuazulo-Natal); a este
¢é banhado pelo Oceano indico; e a oeste pelos distritos de Namaacha e Boane e pelo

Reino da Swazilandia (Portal do Governo da Provincia de Maputo, 2017).

O estudo foi conduzido no periodo de Novembro de 2022 a Junho de 2023. Durante o
estudo foram visitadas oito localidades do distrito nomeadamente: Gala, Salamanga,
Tinonganine, Macassane, Zitundo, Futi, Guengo e Matchia (Figura Ill). As localidades
foram seleccionadas com base na presenca de factores de risco que favorecem a
multiplicacdo do vector do virus da FVR como grandes planicies, zonas humidas,
elevada taxa de precipitagdo anual e existéncia de areas com aguas estagnadas.
Algumas das localidades amostradas fazem parte da zona tampdo da Reserva
Especial de Maputo (Salamanga e Zitundo).

32°00°E 2200 32°400'E 3°00E

0 10,500 21,000 42,000 Meters
PR 1

1:500,000

2°00'S
T
2°00'S

Coordinate System: WGS 1984 UTM Zone 365
Projection: Transverse Mercator
Datum: WGS 1984
Units: Meter

Baia de
Maputo

Legenda
Pontos de Colecta de Amostrs
D Distrito de Matituine

D Limite do distrito
Africa

%200

Macassane

Tinonganine
Salam anga

Matutuine Matchia

26°400'S
T
26°400'S

T T T T
32°00°E 3R2°200E R 400E 33°00'E

Figura I11. Localizacdo geogréafica das localidades incluidas no estudo.
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4.2 Determinacdo do tamanho da amostra

O censo de gado do distrito de Matutuine era desconhecido, assim sendo, para a
determinag&o do tamanho minimo da amostra de bovinos a ser amostrada foi usada a
seguinte formula:

Z2xpx
n = 2
L2

Equacéo 1

Onde:

n = tamanho necessario da amostra

Z = nivel de confianga (n=95%, 1,96)
p = prevaléncia esperada (50%)

g = prevaléncia complementar

L = precisdo ou erro admitido (50%)

A férmula acima mencionada, determinou um tamanho de amostras de 384 para

serem incluidas no trabalho.

4.3 Colheita de amostras de sangue

Foram colhidas amostras de fémeas e machos, categorizados em vitelos, novilhos e
adultos. Usando um equipamento de proteccdo pessoal (botas de borracha, fato de
campo e luvas), foram colhidas em média 2mL de sangue por pun¢do da veia
coccigea com uma agulha 23G e tubos contendo gel separador de soro (VACUETTE®
5ml SERUM separador Activador Clot Acrivador, Greinner Bio-One, Estados Unidos,
Ref 456018P) (Figura IV). As amostras foram acondicionadas em uma caixa térmica

com gelo e transportadas ao Centro de Biotecnologia (Figura V). No total foram

N b
Figura IV. Colheita
de Sangue na veia Figura IV. Acondicionamento das amostras
coccigea de um na caixa térmica (Fonte: arquivo pessoal).
bovino (Fonte: 15

arquivo pessoal).



4.4 Preparagao dos soros

No Centro de Biotecnologia as amostras foram centrifugadas a 1000 rotacfes por
minuto (rpm) durante 5 minutos para a separacdo do soro. Numa cabine de protecgéo
0 soro ja separado foi transferido para o tubo eppendorf previamente identificado e

conservado a -20°C até ao seu uso.

4.5 Diagndstico laboratorial

O soro foi usado para a detecgcdo de anticorpos especificos anti-VFVR usando o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) comercial ID Screen® FVRV de competicdo
multiespécies ID-VET, Montpellier, Franca (Figura VI). Este teste detecta anticorpos

IgM e 1gG no soro ou plasma de animais infectados.

IDvet

| 2

Figura V. Kit ELISA ID.VET Screen®
4.5.1 Procedimento do teste

O kit contém: microplacas revestidas com uma proteina recombinante, conjugado Anti-
FVR-NP-Po (10X), controlo positivo e negativo, solugdo tampéo 19, concentrado de

lavagem (20X), substrato e solucédo de paragem.

O teste foi realizado seguindo as instru¢cdes do fabricante, resumidamente: foram
adicionados a uma microplaca 50uL de solu¢do tampao 19 em cada orificio, 50uL de
controlo positivo nos orificios A1 e B1, 50uL de controlo negativo nos orificios C1 e D1
e 50uL de cada amostra restantes orificios. Em seguida a placa foi incubada a 37°C
durante 1h. Apos esse periodo foram esvaziados e lavados trés vezes com 300uL
cada orificio com solucdo de lavagem. Em seguida foram adicionados 100uL do
conjugado Anti-FVR-NP-Po 10x diluido na proporcdo 1/10 com a solucdo tampéo 19,
seguido de uma incubacéo a 21°C durante 30 min. Efetuou-se de seguida a segunda
lavagem da microplaca, adicionou-se 100uL do substrato e incubou-se a 21°C durante

15 min no escuro e por fim adicionou-se 100uL da solucado de paragem (Figura VII)
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seguida da leitura da microplaca (EIx800, Biokit, Espanha) a 450nm e registo das

densidades Opticas (Figura VIII).

) - _ . Figura VII. Leitor Biotek da Placa
Figura VII. Placa ELISA depois da adi¢éo da ELISA (Fonte: arquivo pessoal).

solucéo de paragem (Fonte: Arquivo pessoal).

4.5.2 Validacao dos resultados

Os resultados foram validados segundo os critérios estabelecidos pelo fabricante, ou

seja:

- Quando o valor médio da densidade O6ptica dos controlos negativos (ODNC) foi
superior a 0.7. (ODNC> 0.7) consideraram-se validados os resultados negativos da
placa.

- Quando o valor médio do controlo positivo (ODPC) foi inferior a 30% do ODNC

(ODPC /ODNC <0,3) consideraram-se validados os resultados positivos da placa.

Foi calculada para cada amostra a percentagem de competicdo (S/N%) usando a

seguinte formula.

S/N% = % X 100 Equagao 2

Amostras apresentando S/N%:
- Menores ou iguais a 40% foram consideradas positivos;
- Maiores que 40% e menores ou iguais a 50% foram consideradas duvidosas;

- Mais de 50% foram considerados negativos;
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Tabela 1. Interpretacdo de resultados

Resultados Interpretacédo

S/IN% < 40% Positivo

40% <S/N% < 50% | Duvidoso

SIN%> 50% Negativo

4.6 Andlise de dados

Os resultados dos testes foram inseridos numa base de dados criada no programa
Excel® (Microsoft corporation®, Washington — EUA, 2015), apresentados em
codificacdo binaria, sendo o “1” para positivos e “0” aos negativos. A partir dos
resultados do ELISA, determinou-se a prevaléncias segundo a equagéo (3) proposta
por Brauer et al., (2019).

A . numero de amostras positivas
Prevaléncia =

* 100 Equacgéo 3

numero total de amostras examinadas

Aplicou-se a estatistica descritiva para caracterizacdo da prevaléncia a nivel global, de
cada localidade, por categoria e sexo com intervalo de confianga (IC) de 95%. A
avaliacdo da associacdo da ocorréncia de anticorpos contra o virus da FVR entre os
factores de risco localidade, sexo e categoria animal executada no software STATA
13.0 (Statistics and Data Science, USA, 2022) foi feita usando a regresséao logistica

para avaliar as diferentes variaveis.
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5. RESULTADOS

Foram colhidas 491 amostras de soro, nas localidades: de Gala (n = 169), Salamanga
(n = 86), Matcia (n = 29), Tinonganine (n = 17), Macassane (n = 45), Futi (n = 60),
Guengo (n = 38) e Zitundo (n = 47).

Seroprevaléncia da Febre do Vale do Rift no distrito de Matutuine, por localidade

A seroprevaléncia global foi de 31,9% (157/484; IC 95%: 27,9 — 36,3). Guengo foi a
localidade com a maior seroprevaléncia 47,4% (18/38; IC 95%: 30,9 — 64,2) a menor
seroprevaléncia foi observada na localidade de Matchia com 20,7 % (6/29; IC 95%: 7,9

—39,7) como ilustra a tabela 2.

Tabela 2. Seroprevaléncia da Febre do Vale do Rift no distrito de Matutuine, por

localidade
Localidade Amostras Amostras Seroprevaléncia IC (95%)
colhidas positivas %
Gala 169 49 28,9 22,3-36,5
Salamanga 86 24 27,9 18,8 -38,6
Tinonganine 17 7 41,2 18,4 -67,1
Macassane 45 11 24,4 12,9-39,5
Zitundo 47 16 34,0 20,9-49,3
Futi 60 26 43,3 30,6 — 56,8
Guengo 38 18 47,4 30,9 - 64,2
Matchia 29 6 20,7 7,9-39,7
Total 491 157 31,9 27,9-36,3
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Seroprevaléncia da FVR por categoria animal

Foram testadas 491 amostras de bovinos, onde 21% eram machos e 79% eram

fémeas. Maior prevaléncia foi observada em machos adultos com uma prevaléncia de

36,9% e fémeas adultas com 35,5% (Tabela 3).

Tabela 3. Seroprevaléncia da FVR por categoria animal.

Faixa etaria  Sexo Amostras Amostras Percentagem
Colhidas Positivas de positivos
%
Vitelo Fémea 19 3 15,8
Macho 8 1 12,5
Novilho Fémea 55 14 25,5
Macho 30 8 26,7
Adulto Fémea 314 107 34,1
Macho 65 24 36,9

Avaliacdo estatistica da associagao da ocorréncia de anticorpos contra o VFVR

com a localizagéo, categoria e sexo

A prevaléncia global foi estimada em 31,9% (IC: 27,9 — 36,3). Foi verificada uma

associacao estatisticamente significativa (p = 0,013) em adultos no resultado positivo,

mostrando que adultos tem (odds ratio = 4,47) maiores chances de estar infectados

comparado aos vitelos. Foi também observada uma diferenga estatisticamente

significativa (P=0.025) entre localidades mostrando que Guengo tem (odds ratio =

3,60) chances de ter mais incidéncia de casos comparado a Matchia (Tabela 4).
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Tabela 4. Avaliacdo estatistica da associacdo da ocorréncia de anticorpos contra o

virus da FVR com a localizacao, categoria e sexo.

Variavel N° de N° de Odds IC 95% P

amostras positivos Ratio

Sexo Macho 103 33 - - -
Fémea 388 124 0,82 050-134 0,434
Categoria  Vitelo 27 4 - - -
Novilho 84 22 287 081-10,1 0,100
Adulto 379 131 447 1,36 — 0,013
14,62
Localidade Matchia 29 6 - - -
Salamanga 86 24 1,45 0,52-4,06 0,469
Gala 169 49 1,71 0,64-451 0,277
Zitundo 47 16 3,07 098-9,62 0,053
Tinonganine 17 7 3,07 080-11,7 0,101
Macassane 45 11 1,25 0,40-3,90 0,695
Futi 60 26 2,77 097-7,90 0,056
Guengo 38 18 3,60 1,17 - 0,025
11,02
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6. DISCUSSAO

Os resultados das amostras colhidas e testadas pelo teste seroldgico ELISA no distrito
de Matutuine, demostraram evidéncias seroldgicas da circulacéo do virus da FVR nas

populagdes de gado bovino da regiéo.

O estudo demostrou um alto nivel de circulagdo do virus da FVR em bovinos no
distrito de Matutuine, sendo que a seroprevaléncia observada foi de 31,9% (IC: 27,9 —
36,3) é alta comparada a seroprevaléncia de 19.8% verificada em 2011 no distrito de
Matutuine (Lagergvist et al., 2013) e 29,2% reportada em estudos publicados em 2017
(Moiane et al., 2017). Porém esta diferenca pode ser devida a diferencas na
precipitacdo pois, actualmente devido as mudancas climaticas os niveis de
precipitacao tém sido elevados em quase todo o mundo e com tendéncia a inudacoes,

condicBes propicias para a ocorréncia do vector transmissor da FVR.

Altos niveis de seroprevaléncia foram verificados nas localidades de Guengo, Futi e
Tinonganine com 47,4% (IC: 30,9 — 64,2), 43,3% (IC: 30,6 — 56,8) e 41,2% (18,4 —
67,1) respectivamente. O tamanho da amostra foi diferente entre as localidades tendo
influenciado o resultado. Altos niveis de seroprevaléncia de anticorpos contra virus da
FVR em bovinos no distrito de Matutuine indicam a circulagdo viral, mesmo sem
relatos de sinais clinicos, indicando que o virus da FVR pode ser um grande problema
para a producdo animal, justificando assim a necessidade de uma investigacdo

minuciosa da epidemiologia do distrito.

O presente estudo também mastrou que a seroprevaléncia do virus causador da FVR
diferiu entre as localidades, dentro do distrito. A razdo da seroprevaléncia diferir entre
as localidades provavelmente pode ser devido a localizagdo (proximidade a Reserva
Especial de Maputo) e a caracteristicas agroecolédgicas do distrito (fontes de aguas
naturais como rios e lagoas, grandes planicies e precipitacdo alta) que séo factores

que podem estar associadas a circulagdo e multiplicacéo de vectores.

As localidades escolhidas para realizacdo do presente trabalho, reinem as condicfes
referidas pela literatura como factores de risco para a ocorréncia do virus da FVR,
nomeadamente, vastas planicie, criacdo de gado caprino ovino e bovino que séo
hospedeiros primarios e principais multiplicadores do virus da FVR (Chevalier et al.,
2010; Mondet et al., 2005; Soumare et al., 2007). E por outro lado as localidades
avaliadas sédo atravessadas pelos rios Futi e o Maputo e as lagoas Piti, Xinguti e
Munde. Os sistemas de péantanos, ribeirinhos e estuarinos fornecem um habitat

especial para varias comunidades de espécies selvagens e domésticas. Possui
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também um vasto leito de ervas marinhas, mangais, higréfilas salinas e de 4gua doce,
pastagens, juncos e canteiros, bem como florestas pantanosas, ambiente propicio

para a ocorrencia do vector da FVR,

Outros estudos também relataram uma alta seroprevaléncia em regifes aridas e baixa
seroprevaléncia em regibes tropicais (Davies, 2006), e isso é consistente com achados
que indicam uma relacao entre 0 momento e a localizacdo das epidemias de FVR e 0s
indicadores climaticos (Linthicum et al., 1999). A transmissao do virus da FVR esta
intimamente relacionada a eventos de inundacdo e também pode ser generalizada

durante periodos de chuvas intensas (Lebreton et al., 2006; Labeaud et al., 2008).

Alguns ruminantes selvagens séo referidos como reservatorio para o virus da FVR
como é caso do buafalo africano (Syncerus caffer), que pode ser encontrado na
Reserva Especial de Maputo. Uma caracteristica importante de produtores localizados
na zona tampé&o (Salamanga e Zitundo) do distrito de Matutuine € o uso da mesma
area para o pastoreio de gado, resultando no contacto entre gado doméstico e animais
selvagens favorecendo o risco de infec¢do do gado doméstico assim como do homem.
Os animais das localidades amostradas pastam nas zonas circunvizinhas da Reserva
Especial de Maputo, tornando-se também um factor de risco para a transmissdo da

doenca de animais selvagens para os domésticos.

No presente estudo, a maior seroprevaléncia foi registada em animais adultos, e
achados semelhantes foram relatados em estudos realizados na Zambézia (Anne-Lie
Blomstrém et al., 2016), no Chade (Ringot et al., 2004), Somalia (Soumare et al.,
2007) e Madagascar (Zeller et al.,, 1998). Foi verificada uma associacao
estatisticamente significativa (p = 0,013) em adultos no resultado positivo, mostrando
que adultos tém (odds ratio = 4,47) maiores possibilidades de estar infectados quando
comparado aos vitelos. A probabilidade de infecao é elevada em animais adultos que
0s jovens, pois a susceptibilidade aumenta com a maturidade sexual e pelo facto de
estes estarem expostos a factores de risco por um periodo mais longo comparado aos

outros como referiram Chevalier et al., (2010) e Davies (2006).

O sistema de producgdo pode influenciar o risco de infec¢cdo pelo virus da FVR. As
exploracdes visitadas sdo de sistemas extensivos, de familias humildes, sem relatérios

de importagédo de animais.

Os resultados encontrados neste estudo podem ser um reflexo do aumento da
circulacdo do virus pelo distrito de Matutuine, embora a modalidade desta circulacao

seja desconhecida. A infeccdo pelo virus da FVR pode passar despercebida em
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animais adultos, mas pode causar abortos e morte neonatal em pequenos ruminantes

(Ikegami et al., 2011) o que tem grandes consequéncias econdémicas.

O aumento da precipitacdo que se tem verificado nos ultimos 5 anos na zona sul do
pais, pode ter resultado no surgimento de casos positivos no distrito de Matutuine.
Surtos da FVR ocorrem em populacbes com baixa imunidade e em locais com

mudancas hidrologicas, como épocas chuvosas prolongadas (OIE, 2019).

Estudos de isolamento/detec¢cdo do virus e levantamentos entomoldgicos sé&o
necessarios para entender melhor esses altos niveis de seroprevaléncia. Apesar da
auséncia de surtos de FVR notificados oficialmente no distrito de Matutuine, as
autoridades veterinarias nacionais precisam desenvolver estratégias para a deteccgéo,

prevencao e controlo de FVR.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem a circulacdo do virus da FVR nas localidades
amostradas, sugerindo que a FVR circula entre os bovinos do distrito de Matutuine. A
localizacdo das farmas e a idade dos animais foram os principais factores associados
as chances de exposicdo ao virus da FVR. Os dados colhidos neste trabalho
recomendam a necessidade do estabelecimento de um programa de vigilancia da FVR

mais activo.
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RECOMENDACOES

Realizar um estudo capaz de abranger todas localidades do distrito de
Matutuine;

Realizar mais estudos para a identificacdo dos principais factores de risco
associados a ocorréncia da FVR;

Realizar estudos referentes a epidemiologia molecular da FVR de modo a
saber os diferentes tipos de genétipos que ocorrem no distrito;

Reforcar a vigilancia para evitar a ocorréncia de surtos;

Alertar os criadores sobre a existéncia da doenca de modo que possam
prevenir de surtos.

Assim, considera-se importante fazer o mapeamento da FVR no distrito de
Matutuine para a deteccdo precoce da epidemia, ocorréncia de doencas e

prevencao da transmissdo aos animais e também aos seres humanos.
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