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2 Introducado

O lince ibérico, Lynx pardinus, € a espécie felina mais ameacada do mundo e a Unica
em perigo critico na lista vermelha da International Union for the Conservation of
Nature (IUCN), estando também classificada como Criticamente em Perigo (CR) pelo
Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal. InUmeros fatores, ao longo do século XX,
conduziram a esta situacdo, provocando declinios populacionais e conduzindo
subsequentemente a este estado de pré-extincdo em Portugal. Destes salientam-se a
destruicdo/fragmentacdo do habitat desta espécie, declinios nas populacdes da sua
principal presa, o coelho bravo (Oryctolagus cuniculus), e mortalidades ndo naturais e
naturais. Estas Ultimas, deveras importantes, tém sido exacerbadas por estes
bottlenecks demogrdficos, baixa variabiidade genética e pelo contacto cada vez
mais frequente com espécies domésticas.

E neste contexto que se torna importante o estudo do estado sanitdrio das populacdes
domésticas e selvagens que partiiham doencas e habitat com o lince ibérico, ndo sé
porque a recolonizacdo natural tem uma forte probabilidade de ocorrer nas dreas de
infervencdo do projeto, tendo em conta a proximidade com as populacdes
reproduforas de Espanha, mas também porque a reinfroducdo deste animal em
Portugal estd a ser planeada.

O presente relatdério técnico de avaliagcdo deste estado sanitdrio € o resultado do
delineado no Protocolo de Estudo Epidemioldgico (LIFEO8 NAT/P/000227/A7001) e da
sua consequente implementacdo e execucdo, constituindo a terceira fase da acdo
A.7 do Projeto LIFEO8 NAT/P/000227.

No inicio deste relatdério, é feita uma pequena exposicdo introdutdria sobre as dreas,
espécies e agentes patogénicos em andlise, apresentando-se algumas consideracoes
metodoldgicas e resultados da amostragem realizada assim como a metodologia
usada para tratamento dos dados.

Em seguida, numa segunda parte, cada agente patogénico € tratado
individualmente quanto aos resultados obtidos, discussdo imediata dos mesmos e
andlise estatistica efetuada.

Numa terceira parte, € realizada a discussdo geral destes dados assim como a
avaliacdo da pertinéncia de proceder posteriormente a uma andlise de risco da
reinfroducdo do lince ibérico em Portugal naquelas areas.
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3 Exposicdo introdutéria e metodologias

3.1 Amostragem

O estudo incidiu nas trés zonas abrangidas pelo projeto: Moura-Barrancos, Vale do
Guadiana e Serra do Caldeirdo. Dada a mobilidade das espécies em estudo, as
freguesias dos concelhos que fossem abrangidos por um tampdo de 1 quildmetro
destas zonas também foram consideradas dreas de interesse para amostragem.
Adicionalmente, algumas freguesias fora dos limites estabelecidos, sdo aqui também
consideradas uma vez que representam apenas os locais de amostragem de animais
que se sabe fazerem uso das zonas abrangidas pelo projeto, como é exemplo as

matilhas de caca (Mapa 1 e 2).

}
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Mapa 1: Freguesias dos Concelhos abrangidos pelo Projeto ou limitrofes das 3 dreas em estudo

a) Moura-Barrancos; b) Vale do Guadiana; c) Serra do CaldeirGo
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Mapa 2: Detalhe das trés dreas em estudo e freguesias amostradas incluindo as exteriores a zona tampdo

a) Moura-Barrancos; b) Vale do Guadiana; c) Serra do Caldeirdo

As populacdes alvo desta amostragem, por razdes metodoldgicas e prdticas, foram
organizadas em funcdo da sua suscetibilidade as doencas em estudo e do seu grau
de prioridade em 6 grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Grupos em estudo

N° Grupo Prioridade
Felideos domésticos/ferais/selvagens 1
Canideos domésticos/ferais/assilvestrados
Qutros carnivoros selvagens

Ungulados domésticos e selvagens
Lagomorfos e roedores selvagens
Ixodideos e Argasideos

N[ [WIN[—
WIWIN[IN|[—

As doencas (agentes patogénicos) analisadas nos diferentes grupos populacionais sdo
as que se encontram na Tabela 2, com as respetivas prioridades e impactos para o
lince ibérico, definidos pelo grupo técnico veterindrio, no dmbito da Comissdo
Executiva do Plano de Acdo para a Conservacdo do lince ibérico em Portugal.

As doencas de prioridade 3 (baixa) ndo foram consideradas para este estudo, a
excecdo de alguns agentes infeciosos transmitidos por ixodideos e argasideos, cuja
prevaléncia foi avaliada indiretamente, através da andlise dos vetores (Grupo 6).

Tabela 2: Doengas, Prioridades, Impacto e Grupos em estudo

Doencgas Prioridade Impacto Grupos analisados
Imunodeficiéncia felina 1 A 1
Leucemia felina 1 A 1
Panleucopénia felina e 1 A

Parvovirose canina 2 A 123
Esgana 1 A 1.2,3
Peritonite infeciosa felina 1 A 1.2,3
Cadlicivirose felina 1 A 1
Doenca de Aujeszky 1 A 4
Tuberculose 1 A 3.4
Cytauxzoonose 1 B 1
Rinotraqueite felina 1 C 1
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Leptospirose 2 B 1,2,3,4,5
Brucelose 2 B 2,34
Pasteurelose 2 C 3.4,5
Clamidiose 2 C 1
Tularémia 2 C 5
Coccidiose 2 C 3.5
Toxoplasmose 2 C 1,5
Leishmaniose 2 C 2,3
Anaplasmose 2 C 6
Ehrlichiose canina 2 C 6
Paratuberculose 2 N.d. 4
Bartonelose 3 C 6
Doenca de Lyme 3 C 6
Babesiose 3 C 6
Theileriose 3 C 6

Continuagao da Tabela 2

N.d. - N&o determinado; Prioridade: 1-Alta, 2-Média, 3-Baixa; Impacto: A-agentes em que esteja documentado
causarem mortalidade em linces, B-agentes que potencialmente podem causar mortalidade por comparacdo com
ouftras espécies de felideos ndo-domésticos, C-agentes que podem causar doenca no lince.

Deste modo, a dimensdo da amostra para cada grupo e para cada drea em estudo
foi calculada tendo por base prevaléncias esperadas varidveis em concorddncia com
a afecdo com maior prevaléncia em cada grupo (com base na bibliografia
disponivel) e estimativas das populacdes existentes em cada zona para cada grupo
(determinadas no Protocolo do Estudo Epidemioldgico). Nestes cdlculos foi usado um
intervalo de confianca de 95% e um erro de 10%.

As amostras foram posteriormente recolhidas dos animais incluidos no estudo por meio
de combinacdes de processos de amostragem ativa' e passiva (Anexos | e l).

e Grupo 1 - Felideos domésticos/ferais/selvagens
Amostras de sangue e zaragatoas fecais, conjuntivais, nasais e orofaringeas de
gatos domeésticos localizados fora dos centros urbanos foram recolhidas, apds
consentimento dos proprietdrios, enquanto o mesmo tipo de amostras mas de
gatos-bravos foi obtido por captura por armadilhagem com armadihas de
varios tipos: caixa de uma sé entrada ou de dupla entrada, Tomahawk™ (Fig.1
e 2). As varias armadilhas foram colocadas de forma estratégica, em locais
com evidéncias de utilizacdo por carnivoros selvagens (por exemplo, frilhos,
dejetos ou outras marcacdes) e relativamente abrigados de perturbacdes e de
condicdes climdaticas menos favordaveis (Fig.3). A colocacdo das armadilhas foi
realizada tendo por base uma maximizacdo do espacamento entre elas de
forma a permitir num tamanho de grelha a vistoria da totalidade num mdximo
de 3 horas ao inicio da manhd e ao final da tarde. Em situacdes em que se
previa a ocorréncia de condicdes ambientais particularmente desfavordveis
(temperaturas mdaximas acima dos 35°C ou precipitacdo superior aos 8

I Incluindo armadilhagem ao abrigo das licencas nimeros 328, 362, 367, 395, 396, 397, 399, 400, 401 e
402/2011/CAPT/MANUS, para captura e manuseamento de exemplares da fauna selvagem no territério de Portugal
continental, de acordo com o disposto no Decreto-Lei n°140/99 de 24 de abril, com a nova redacdo dada pelo
decreto-Lei n°49/2005 de 24 de fevereiro e do Decreto-Lei n°316/89, de 22 de setembro.
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milimetros) as armadilhas foram desativadas para evitar a exposicdo dos
animais capturados a estas condicoes adversas.
A manipulacdo dos animais capturados foi efetuada sempre no final da vistoria
as armadilhas com o mdximo de cuidado para minimizar o stress do animal. O
animal capturado foi transferido para jaulas de contencdo sendo de seguida
pesado com uma balanca (HCB20K10, Kern & Sohn GmbH) e, depois de
calculado o peso, preparada a respetiva anestesia. Os animais foram
anestesiados com uma combinacdo de quetamina (Imalgene®, 100 mg/ml,
Merial Laboratorios, Portugal ou Clorketam®, 100mg/ml, Vétoquinol, Portugal) e
medetomidina (Medetor®, 1 mg/ml, Virbac, Portugal ou Domitor®, Tmg/ml, Pfizer,
Portugal) conforme o Protocolo de manipulagdo de carnivoros (Anexo I). A
anestesia foi revertida com atipamezol (Revertor®, 5 mg/ml, Virbac, Portugal ou
Antisedan®, 5mg/ml, Pfizer, Portugal). Os farmacos foram administrados nos
muUsculos da coxa, com uma seringa de 1 ou 2 ml e uma agulha 23 G.
Apss a administracdo anestésica, o animal foi deixado na jaula de contencdo
coberta a cerca de 100 metros dos operadores. Foi feita uma monitorizacdo do
plano anestésico a distGncia, a intervalos regulares. Os reflexos (palpebral,
cut@neo e auricular) do animal foram verificados até a sua perda total ou
quase total. Quando necessdrio efetuou-se a administracdo de nova dose
anestésica. Nestes casos, administrou-se metade das doses previamente
administradas, tanto de quetamina, como de medetomidina.

No momento da perda dos reflexos, o animal foi colocado numa mesa

desmontdvel, previamente protegida com um resguardo descartavel (Fig.4) e

procedeu-se da seguinte forma:

=  Aplicagcdo de soro fisiologico nos globos oculares, para proteger a cérnea
da ressecacdo e colocacdo de uma pequena toalha escura sobre a
cabeca do animal, para prevenir lesdes na retina por exposicdo aos raios
solares;

» Colocacdo da sonda lingual do pulsoximetro (modelo VM 2160™, com
sensor lingual Viamed, Viamed) para a monitorizacdo confinua da
frequéncia cardiaca e da saturacdo parcial de oxigénio;

* Infroducdo do termdmetro digital de monitorizacdo confinua (modelo
DataTherm II™, Geratherm) no reto para a medicdo da temperatura rectal;

* Monitorizacdo da frequéncia respiratdria por observacdo dos movimentos
respiratérios abdominais e com o auxilio de um crondmetro.

O sangue foi colhido da veia cefdlica e/ou da veia safena, consoante o
operador, as dimensdes do animal e o calibre das veias. Foram utilizadas
agulhas de 23 ou 21 G e seringas de 1, 2 ou 5§ ml. Quando a quantidade de
sangue colhido foi suficiente (mais de 1 ml), colocou-se num tubo com ativador
de coagulacdo. As zaragatoas foram recolhidas de forma asséptica e
colocadas em tubos simples. Todas as amostras foram imediatamente
armazenadas numa geleira e protegidas da luz solar e da chuva.
Posteriormente as amostras de sangue foram centrifugadas a 4000 rotacdes por
minuto durante 10 minutos numa centrifugadora portatil (CNT800D, Quirumed®)
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e 0 soro, separado por pipetagem, foi recolhido num tubo simples. No decurso
da recolha de amostras para este projeto: a idade do animal foi estimada com
base no peso do animal e sua denticdo (eventual presenca de dentes
deciduos e desgaste dos dentes definitivos), foi feito um exame de estado geral
(avaliacdo das mucosas, linfonodos, palpacdo abdominal e eventuais lesdes) e
foram obtidas varias biometrias (comprimento total, da cauda e do tarso), ao
que se seguiu a infroducdo de um microchip (Backhome™, Virbac Portugal
Lda.) subcuté@neo em posicdo anterior a escdpula.

No final do procedimento, foi preparada a dose de atipamezol tendo em conta
os reflexos e o estado de consciéncia do animal. Nos casos de recuperacdo
sUbita da anestesia, ndo foi administrada qualguer dose de atipamezol. O
animal foi entdo colocado na jaula de contencdo, coberta com uma toalha ou
manta. Esta foi afastada cerca de 100-200 metros dos operadores e colocada
em local abrigado. O animal foi vigiado a intervalos regulares até recuperacdo
anestésica total ou quase fotal. A sua libertacdo foi sempre feita em locais
seguros, nunca perto de cursos de dgua ou precipicios, de forma a evitar
acidentes.

Todo o material ufiizado foi desinfefado com toalhitas himidas com
desinfetante (Clinell™, Gama Healthcare Ltd) e devidamente acondicionado.
Animais atropelados tanto selvagens como domésticos foram igualmente
recolhidos para este estudo, por amostragem passiva, oportunisticamente no
decurso das deslocacdes necessdrias A execucdo do projeto.

Figura 1:Armadilha Tomahawk de duas entradas. Figura 2: Caixa Armadilha de uma entrada.
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Figura 3: Armadilha abrigada das condicdes Figura 4: Manipulagdo e monitorizagdo anestésica de
ambientais com recurso a vegetagdo local e placas um felideo.
de cortiga.

2 - Canideos domésticos/ferais

As recolhas de amostras foram efetuadas a cdes de matilhas, tendo estas sido
selecionadas de acordo com o facto de a sua atividade cinegética ser
exercida nas zonas do projeto (Fig.5 e 6). Foi realizado um questiondrio ao
proprietdrio da matilha com o objetivo de caracterizar o protocolo vacinal
ufilizado.

Apds a contencdo fisica dos animais, o sangue foi colhido da veia cefdlica
e/ou da veia safena, em funcdo do comportamento e das dimensdes do
animal, bem como do calibre das veias. Para o efeito foram usadas agulhas de
23 ou 21 G, de uma polegada e meia e seringas descartdveis de 5 ml, tendo o
sangue colhido sido colocado num tubo com ativador de coagulacdo.
Posteriormente as amostras de sangue foram centrifugadas a 5000 rotacdes por
minuto durante 5 minutos numa centrifuga portdtil (modelo 2615 Nahita®). O
soro foi separado por pipetagem, colocado num tubo simples e armazenado a
-18° Celcius, até ser enviado para o laboratério.

Figura 5: Instalag6es de uma matilha. Figura é: Cdes de uma das matilhas amostradas.
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e 3 - Outros carnivoros selvagens
Tal como os gatos-bravos, estes animais foram capturados, para recolha de
amostras (sangue, zaragatoas fecais, conjuntivais, nasais e orofaringeas),
através do mesmo tipo de armadilhas acima descrito e com 0s mesmos
cuidados anteriormente mencionados. Estes animais foram posteriormente
anestesiados com combinacdes de medetomidina e quetamina, conforme o
Protocolo de manipulacdo de carnivoros anteriormente referido e todos os
procedimentos de manipulacdo, recolha de amostras e reanimacdo
anteriormente descritos foram igualmente empregues em individuos deste
grupo (Fig.7-10).
Adicionalmente foram também usados lacos Collarum™. em raposas (Vulpes
vulpes), para as quais o peso para cdlculo de anestésicos foi estimado pelo
operador mais experiente, sendo que a contencado fisica oferecida por este tipo
de armadilha nos carnivoros aliada ao uso de uma manta foram suficientes
para a manipulacdo do animal sem problemas (Fig.11).
Animais atropelados, legalmente cacados, assim como os que foram abatidos
em acdes de correcdo de densidade (presumivelmente por armadilhagem)
autorizadas pelo Instituto de Conservacdo da Natureza e Florestas (ICNF) foram
também incluidos na amostragem e congelados em arcas fornecidas pelo
projeto (Fig.12-14).

y

Figura 7: Recolha de sangue da veia cefdlica numa
gineta capturada

Figura 8: Manipulagdo e monitorizagdo anestésica

de um sacarrabos
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Figura 10: Exame do estado geral, determinagdo de
idade e obtengdo de varias biometrias numa gineta
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Figura 11: Collarum em utilizagdo, apenas o isco se Figura 12: Recolha de sangue por puncdo cardiaca numa

destaca do solo raposa cagada

Figura 14: Recolha de um texugo morto por
atropelamento
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4 - Ungulados selvagens

As amostras de ungulados selvagens (sangue, por recolha de sangue livre na
cavidade tordcica, zaragatoas e tecidos) foram obtidas de animais cacados
em montarias (Fig.15).

Figura 15: Montaria

5 - Lagomorfos & Roedores

As amostras deste grupo (fezes e urina) foram obtidas apds captura dos animais
por armadilhas de caixa do tipo Sherman™ de uma enfrada (Fig.16). Estes
animais foram manipulados por contencdo fisica, sendo posteriormente
libertados apds a recolha destas amostras.

As amostras de lagomorfos (sangue, por puncdo cardiaca, zaragatoas e
tecidos) foram obtidas maioritariamente durante as acdes de caca, mas
também para este grupo foram recolhidos, passivamente, animais atropelados.

Figura 14: Sherman em utilizagdo

6 - Ixodideos/Argasideos
As carracas foram recolhidas da vegetacdo por flaging ou de animais
capturados que se encontravam parasitados.
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Para cada animal amostrado e incluido no estudo foi preenchida uma ficha de
campo (Anexo ), identificada com um cdédigo alfanumérico que consistiu num
numero sequencial seguido das iniciais do responsdvel pela recolha de forma a
identificar o animal e todas as amostras recolhidas durante o restante processamento.

Todas as amostras recolhidas foram encaminhadas para os polos de armazenamento
e colheita de amostras localizados nas dreas de atuacdo do Projeto e em Lisboa. Os
caddveres bem como as carracas foram congelados no mdximo 48 horas apds
recolha, mas devido ao atraso no inicio do processamento laboratorial pelo Instituto
Nacional de Investigacdo Agrdria e Veterindria (INIAV) foi necessdrio proceder ao
congelamento a -20°C de todos os restantes tipos de amostras.

O material recolhido de animais vivos ou mortos de lagomorfos foi subsequentemente
cedido em concord@ncia com o protocolo de colaboracdo técnico-cientifico
celebrado entre a DGAV e a Universidade de Evora (UE), no @mbito de frabalhos de
doutoramento em Ciéncias Veterindrias na Ultima, subordinados ao tema "O papel dos
leporideos selvagens como reservatorios de agentes infeciosos'.

As carracas foram ulteriormente entregues no Centro de Estudos de Vectores e
Doencas Infecciosas Doutor Francisco Cambournac (CEVDI) - Aguas de Moura para
processamento e andlise de hemoparasitas e outros agentes infeciosos, como forma
indireta de estudo deste tipo de agentes nos restantes grupos de animais em andlise.
Todos estes animais e respetivas amostras foram acompanhados pelo Modelo
969/DGV e a respetiva versdo do Modelo 975/DGV de forma a permitir uma uniforme
recolha de dados para andlise sobre: identificacdo do animal e estado clinico,
identificacdo do local de recolha, identificacdo da amostra e respetiva conservacdo
e exames de diagnodstico pretendidos.

Através destes procedimentos, de 2011 a 2014, foram amostrados 869 animais dos
grupos 1 a 5 nas trés areas em estudo. Adicionalmente 169 carracas foram igualmente
recolhidas da vegetacdo ou de animais capturados/encontrados pertencentes aos
grupos 1 e 3 (Tabela 3 e Mapas 3-9).

Tabela 3: Amostragem por drea no decurso do Projeto

Amostragem (% Previsto)
Grupo/Area Movura- Vale do Serra do N.d/

. -~ Fora das Total

Barrancos Guadiana Caldeirdo ,
dreas

1 - Felideos
domésticos/ferais/selvagens 45 (477%) 20 (21%) 30 (33%) ] 76 (34%)
2 - Canideos domésticos/ferais 121 (130%) 90 (97%) 99 (106%) - “3;]]97)
3 - Outros carnivoros selvagens 94 (119%) 22 (26%) 32 (46%) 1 (;:?;)
4 - Ungulados selvagens 75 (121%) 45 (73%) 20 (32%) - (7]54;)
5 - Lagomorfos&Roedores 65 (105%) 71 (115%) 31(50%) 7 (;Z;)
6 - Ixodideos/Argasideos 57 (59%) 110 (113%) 2 (2%) (;éS;)
Total 457 (93%) 358 (72%) 214 (45%) 9 (]7??78)

N.d. ndo determinado
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Mapa 3: DistribuicGo por freguesias do niUmero de animais amostrados

a) Moura-Barrancos, b) Vale do Guadiana, c) Serra do Caldeirco

N¢ de Amostrados
o

13

146

=79

B 10-12

Il 1315

Mapa 4: DistribuicGo por freguesias do nomero de Mapa 5: DistribuicGo por freguesias do nomero de
animais amostrados do Grupo 1 animais amostrados do Grupo 2
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Mapa é: Distribuicdo por freguesias do nimero de Mapa 7: Distribuigdo por freguesias do nimero de
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Mapa 8: DistribuicGo por freguesias do nimero de Mapa 9: Distribuicdo por freguesias do nimero de

animais amostrados do Grupo 5 animais amostrados do Grupo 6

Tendo em conta os valores calculados para se obter uma amostragem representativa
(disponiveis no documento LIFEO8 NAT/P/000227/A7001), apenas o grupo 2 ultrapassou
o valor estimado para a totalidade das dreas, ficando os demais aquém dos 100%. No
entanto, para alguns grupos/dreas as colheitas situam-se proximo ou acima dos 100%.
O grupo 1 foi de todos o que mais se afastou do valor ideal, contando apenas com
33,3% das amostras inicialmente preconizadas. Possivelmente este valor poderd estar
relacionado com dificuldades na amostragem de animais fora de grandes centros
urbanos (no caso de populagcdes domésticas/assilvestradas) e até mesmo de captura
e/ou esforcos menos sistemdticos na mesma. A possivel exibicdo de diferentes
comportamentos que poderdo levar ao afropelamento e capturas em armadilhas
também poderd ter influenciado a percentagem de amostras conseguidas, face a um
excesso de ofimismo no cdlculo da amostragem possivel de obter.

Condicdes meteoroldgicas adversas que se fizeram sentir durante os periodos de
captura assim como limitagcdes/condicionalismos nas dreas e periodos autorizados
para armadilhagem pelo ICNF resultaram num numero de amostras inferior ao
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esperado em carnivoros selvagens (grupo 3). E tal como para o grupo 1, o nUmero de
caddveres de animais atropelados que as equipas no terreno conseguiram detetar e
recolher, foi menor do que o esperado.

Relativamente aos restantes grupos (4, 5 e 6), algumas das regides ultrapassaram o
que foi preconizado para a amostragem, mas nas restantes em que os valores ideais
ndo foram alcancados, possivelmente, os condicionalismos observados nos grupos
anteriores também poderdo estar na origem deste desfasamento (particularmente no
grupo 5), limitacdes de amostragem em montarias poderdo ter ocorrido no caso do
grupo 4 e o desenvolvimento dos ciclos de vida dos vetores do grupo é poderdo ndo
ter propiciado a sua recolha quer na vegetacdo ou nos animais capturados nos locais
e datas em que se procedeu a esta recolha. E de referir que no caso da amostragem
de lagomorfos do grupo 5 a epidemia de Doenca Hemorrdgica Viral em 2012/2013 foi
outra condicionante que impediu atfingir a amostragem prevista na Serra do
Caldeirdo.

Relativamente & amostragem por drea, nenhuma atingiu a dimensdo prevista, no
entanto cerca de 93,5% das amostras de Moura-Barrancos foram recolhidas o que
parece ndo ser concordante com a generalidade das estimativas das populacdes
existentes nesta drea, que de certo poderiam dificultar esta etapa do projeto nesta
regido quando comparadas com a regido de Vale do Guadiana ou Serra do
Caldeirdo (onde espécimes dos vdrios grupos seriam, expetavelmente, mais
abundantes e a percentagem de amostras conseguidas foi mais baixa - LIFEO8
NAT/P/000227/A7001). No entanto, e por se fratar de apenas estimativas de
populacdes e existindo vdrios fatores de dificil confrolo e que podem condicionar a
amostragem de animais, como a abunddncia de presas no caso de capturas, este
desfasamento seria expectavel.

Tabela 4: Espécies amostradas no decurso do Projeto

Grupo Nome cientifico Nome comum N° individuos Proporgdo
1 - Felideos domésticos/ferais/ Felis catus Gato doméstico 87 90,6%
selvagens Felis silvestris Gato-bravo 5 53%
Felis sp. Gato 4 4.2%
2 - Canideos domésticos/ferais Canis familiaris Cdo doméstico 310 100%
Vulpes vulpes Raposa 42 28.2%
Herpestes ichneumon Sacarrabos 46 30.9%
Genetta genetta Gineta 22 14.8%
3 - Outros carnivoros selvagens
Lutra lutra Lontra 5 3.4%
Martes foina Fuinha 14 9.4%
Meles meles Texugo 9 6%
Mustela putorius Toirdo 11 7.4%
Sus scrofa Javali 71 50.7%
4 - Ungulados selvagens Cervus elaphus Veado 61 43,6%
Dama dama Gamo 6 4,3%
Ovis ammon Mufldo 2 1.4%
Oryctolagus cuniculus Coelho-bravo 49 28,2%
5 - Lagomorfos & Roedores
Apodemus sylvaticus Rato-do-campo 13 7.5%
Mus spretus Rato-das-hortas 108 62.1%
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Rattus norvegicus Ratazana-castanha 3 1.7%
Eliomys quercinus LeirGo 1 0.6%
Dermacentor marginatus 12 7.1%
Hyalomma lusitanicum 114 67.5%
Ixodes ricinus 3 1.8%
6 Ixodideos/Argasideos Rhipicephalus bursa 7 41%
Rhipicephalus pusillus 21 12,4%
Rhipicephalus sanguineus 10 5.9%
Nd&o determinado 2 1,2%

Continuagao da Tabela 4

O processo de amostragem permitiu, deste modo, a recolha para os grupos 1 a 5 de
1895 amostras, de 26 espécies diferentes, compreendendo sangue, soro, fezes, uring,
variados 6rgdos (baco, figado, pulmdes e linfonodos), zaragatoas de vdarias mucosas
(nasal, orofaringea,conjuntival e rectal) e caddaveres (tabela 4 e 5).

Tabela 5:Tipos de amostras recolhidas por grupo

Grupo/Matrizes Sangue/soro | Zaragatoas | Fezes/urina | Orgdos | Caddveres Total
1 - Felideos domésticos/ferais/selvagens 77 391 0 0 19 487
2 - Canideos domésticos/selvagens 310 0 0 0 0 310
3 - Outros carnivoros selvagens 86 314 0 0 63 463
4 - Ungulados selvagens 131 8 0 196 0 335
5 — Lagomorfos& Roedores 37 93 158 6 6 300
Total 641 806 158 202 88 1895

Apesar de apresentarem resultados laboratoriais, as amostras colhidas fora das dreas
determinadas ou para as quais ndo foi possivel determinar a drea de colheita (n=9)
ndo foram consideradas para os calculos de prevaléncias.

Tal como previsto no estudo inicial foram ainda uftilizados dados de prevaléncia dos
programas oficiais da DGAV em curso, nomeadamente do Programa de Erradicacdo
e Vigildncia da Tuberculose Bovina, do Programa de Erradicacdo e Vigildncia da
Brucelose Bovina, do Programa de Erradicacdo da Brucelose dos Pequenos
Ruminantes e do Plano de Controlo e Erradicacdo da Doenca de Aujeszky.
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3.2 Andlise dos dados

A andlise/avaliacdo estatistica dos dados recolhidos e resultados dos exames de
diagndstico pedidos consistiv na organizacdo e compilacdo de toda a informacdo
conseguida no decurso do projeto incluindo os Modelos 9269 e 975/DGV (compilados
em base de dados digital em Microsoft Office Excel®), os Boletins de andlise enviados
pelos laboratdérios (incluindo ficheiros digitais em Microsoft Office Excel® e Microsoft
Office Access©) e os dados dos Programas Oficiais jd mencionados.

Para cada doenca e por drea do projeto foi contabilizado o nUmero de animais
amostrados, o nUmero de animais cujas amostras foram processadas para cada
ensaio? (fotal de resultados positivos, negativos e prejudicados), o niUmero de
resultados prejudicados, o nUmero de animais que teve resultado vdlido - positivo ou
negativo - ("testados"”) e o nUmero de animais que teve resultado positivo.

As prevaléncias para cada doenca foram calculadas segundo o método de Sterne
com infervalo de confianca de 95%, tendo em consideracdo a Sensibilidade e
Especificidade de cada teste quando disponivel, sendo que para alguns dos agentes
foi assumida como 100%, sendo referido em cada caso. A determinacdo de
diferencas significativas entre prevaléncias nas 3 dreas em estudo foi igualmente
analisada com recurso ao teste de independéncia do chi quadrado ou o teste exato
de Fisher, este Ultimo quando as frequéncias esperadas fossem inferiores a 5 ou 1.
Diferencas encontradas nestes dois testes foram consideradas significativas se p <0,05.
Esta andlise estatistica e epidemiolégica foi efetuada no software R © versdo 2.15.3.
desenvolvido pela R Foundation for Stafistical Computing e disponivel online em open-
source.

Para melhor compreensdo espacial dos dados e resultados obtidos (totais e para as
trés regides em andlise), mapas por freguesias com as freguesias positivas, negativas e
ndo testadas foram equacionados e enconfram-se aqui presentes. Com o infuito de
apresentar um maior detalhe na representacdo geo-espacial desta informacdo,
mapas (também por freguesia) com o numero de animais amostrados, testados e
percentagens de positividade encontram-se no Anexo lll. Todos estes elementos foram
realizados com recurso ao soffware Quantum GISO©, versdo 1.8.0 “Lisboa” da GNU
Public License (e respetivas extensdes) e ArGIS Desktop 10.0 da ESRI®, tendo por base a
Carta Administrativa Oficial de Portugal - CAOP, versdo 2012.1, disponibilizada pelo IGP
no sistema de referéncia PT-TM064/ETRS8? (European Terrestrial Reference System 1989,
EPSG:3763).

2 Nem todas as amostras entregues no INIAV foram processadas laboratorialmente, maioritariamente por adiantado
estado de autdlise dos caddveres ou por condicionantes técnicas relacionadas com o préprio laboratério.
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4 Resultados

4.1 Imunodeficiéncia felina (FIV)

Tabela é6: Amostragem efetuada para Imunodeficiéncia felina

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo

Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 43 1 20 19 0 30 30 0
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

As amostras foram analisadas para detetar a exposicdo das populacoes
domésticas/ferais/selvagens deste grupo ao virus da imunodeficiéncia felina (FIV) pelo
método de ELISA indireto com o kit 16.FIV.K1 da Ingenasa, apresentando sensibilidade
e especificidade de respetivamente 95% e 98%.

Deste total, apenas 92 foram processados para esta metodologia (Tabela 6).

Tabela 7: Prevaléncias de anticorpos anti-FIV nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

91 5 5.5% 3.8% 0.2-11,2%
Grupo 1

Grupo 2 0

Grupo 3 0

Grupo 4 0

0
Grupo 5

Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 8: Prevaléncias de anticorpos anti-FIV nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 42 1 2.4% 0.4% 0-11,5% 19 1 5.3% 3.5% 0-25,5% 30 3 10% 8.6% 0.8-26,2%
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - 0 - - - -

Grupo 3 0 0 0

Grupo 4 0 0 0

Grupo 5 0 - 0 - - - - 0

Grupo é 0 - 0 - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Em cinco felideos, todos gatos domésticos, foram detetados anticorpos contra o FIV:
um em Moura-Barrancos (Amareleja em Moura), outro no Vale do Guadiana (Corte do
Pinto em Mértola) e trés na zona da Serra do Caldeirdo - um em Sdo Barnabé
(Almoddvar) e dois em Salir (Loulé). A prevaléncia calculada para o conjunto das trés
dreas foi de 5,5%, mas quando considerando a prevaléncia calculada para cada
uma das regides estas poderdo indicar que um maior nuUmero de individuos expostos
encontrar-se-& na regido da Serra do Caldeirdo, contudo ndo foram enconfradas
diferencas significativas entre estes valores, prisher=0,3565 (Tabela 7 e 8).
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Mapa 10: Freguesias testadas para a presenga de
anticorpos anti-FIV

4.2 Leucemia felina (FelV)

Tabela 9: Amostragem efetuada para Leucemia felina

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 43 1 20 20 1 30 30 0
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

A infecdo pelo virus da Leucemia felina (FelV) foi detetada nas amostras de soro e
cadaveres de felideos, pela presenca do antigénio p27 pelo método de ELISA de
duplo anficorpo com o kit 16.FLV.K2 da Ingenasa (sensibilidade e especificidade de
respetivamente 95% e 98%).

Novamente apenas 93 animais dos 95 foram analisados (Tabela 9).

Tabela 10: Prevaléncia do antigénio p27 de FelV nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

91 14 15,4% 14,4% 7,7-24,3%
Grupo 1

Grupo 2
Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianga 95%
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Tabela 11: Prevaléncias de antigénio p27 de FelV nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 42 7 167% 15.8% 6,4-31% 19 2 10,5% 9.2% 0-31,8% 30 5 16.7% 15.8% 5,2-352%
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -

Grupo 3 0 0 0

Grupo 4 0 0 0

Grupo 5 0 - 0 - - - - 0

Grupo é 0 - 0 - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianga 95%

Catorze animais estavam infetados por FelV, a grande maioria tendo sido amostrada
em Moura-Barrancos e Serra do Caldeirdo, respetivamente Sobral de Adica em Moura
e Sao Bartolomeu de Messines em Silves, sendo que nenhum dos felideos positivos era
um exemplar da espécie F. silvestris ou hibrido. A prevaléncia encontrada para o total
das dreas amostradas foi superior & encontrada relativamente ao FIV, 15,4%, no
entanto e como na doenca anterior, nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre as prevaléncias de detecdo deste anfigénio nas varias dreas em estudo,
Prisher=0,8651 (Tabela 10 e 11).
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Mapa 11: Freguesias testadas para a presenca do antigénio
p27

4.3 Panleucopénia felina e Parvovirose canina (PV)

Relativamente as Parvoviroses, amostras de soro de canideos foram analisadas para a
presenca de anticorpos contfra o virus da Parvovirose (PV) com o kit 15.CPV.K1 da
Ingenasa por ELISA indireto (sensibilidade 95% e especificidade 98%), enquanto os
restantes fipos de amostras (zaragatoas e caddveres) nos restantes grupos foram
submetidos a real fime PCR (sensibilidade varidvel, assumida como 100%, e
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especificidade de 98%) em concorddncia com as metodologias de Decaro et al.
(2005) e Duarte et al. (2013)3.

Tabela 12: Amostragem efetuada para Panleucopénia felina e Parvovirose canina

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Tipo Amostr. Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 v 45 44 2 20 20 1 30 30 0
Grupo 2 Ac 121 121 0 90 90 0 99 99 0
Grupo 3 v 94 90 8 22 19 3 32 31 1
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenca de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Novamente o numero de animais processados para andlise difere dos amostrados
(Tabela 12).

Tabela 13: Prevaléncia de exposigdo a Parvovirus nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

91 45 49,5% 48,4% 37.7-591%
Grupo 1
Grupo 2 310 276 89% 93.6% 89.3-96,9%
Grupo 3 128 57 44,5% 43,4% 34,6-52,6%
Grupo 4 0

0
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 14: Prevaléncias de exposi¢cdo a Parvovirus nas areas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Tpo T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 v 42 13 31% 29.5% 17,2-45,3% 19 9 47,4%  46,3% 24,2-68,2% 30 23  767% 762%  57,6-88,6%
Grupo 2 Ac 121 107 88,4% 929%  855-97.9% 90 78 867% 91% 81,6-97.2% 99 9 91.9% 96,7%  88,7-100%
Grupo 3 v 82 33 40,2% 39% 28,3-50,2% 16 10 62,5% 61,7% 35,9-81,9% 30 14 46,7% 45,6%  28,3-64,5%
Grupo 4 0 - - - - 0 - - - - 0
Grupo 5§ 0 - - - - 0 - - - - 0
Grupo 6 0 - - - - 0 - - - - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenca de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Trezentos e setenta e oito animais testados acusaram  positivo  para
exposicao/presenca de Parvovirus nas amostras usadas (Tabela 13), sendo positivas as
amostras recolhidas de individuos das espécies: F. catus (n=43), Felis sp. (n=2), Canis
familiaris (n=276), V. vulpes (n=15), G. genetta (n=11), M. meles (n=3), M. putorius (n=3),
M. foina (n=2), H. ichneumon (n=21) e L. lutra (n=2). Estes resultados traduziram-se em
prevaléncias superiores G maioria das restantes doencas em andlise. Ao compard-las
por regido (Tabela 14), diferencas significativas foram encontradas no grupo 1 com

3Decaro, N.; Elia, G.; Martella; V.; Desario, C.; Campolo, M.; Trani, L.D.; Tarsitano, E.; Tempesta, M. & Buonavoglia, C.
(2005): A real-time PCR assay for rapid detection and quantitation of canine parvovirus type 2 in the feces of dogs.
Veterinary Microbiology 105, 19-28.

Duarte, M. D.; Henriques, A. M.; Barros, S. C.; Fagulha, T.; Mendonca, P.; Carvalho, P.; Monteiro, M.; Fevereiro, M.; Basto,
M. P.; Rosalino, L. M.; Barros, T.; Bandeira, V.; Fonseca, C. & Cunha, M.V. (2013): Snapshot of viral infections in wild
carnivores reveals ubiquity of Parvovirus and susceptibility of Egyptian mongoose to feline Panleukopenia virus. PlosOne
doi:10.1371/journal.pone.0059399.

LIFEO8 NAT/P/000227/A7002 P&g. 23 de 95



provavelmente a regido da Serra do Caldeirdo representando a regido com maior
prevaléncia de infecdo para este grupo (x?= 14,672; g..=2; p=0,0006517). Contudo a
densidade destes animais nos locais de amostragem, a agregacdo espacial dos
mesmos ou até a frequéncia de contacto entre eles podem estar a influenciar este
resultado. Alids o niUmero de positivos poderd ser devido a situacdes de passagem
transitéria  do virus pelo organismo ou mesmo eliminacdo de virus vacinal
(desconhece-se o estado vacinal dos elementos do grupo 1), pelo que esta
significGncia poderd ser um reflexo destas situagdes e ndo constfituir uma
representacdo de que uma regido apresenta realmente uma prevaléncia mais
elevada de infecdo.

No grupo 3 as diferencas entre regides ndo foram consideradas significativas (x2=2,757;
g.l.= 2, p=0,252), assim € também o caso do grupo 2, dos canideos domésticos (2=
1,4057; g.l. = 2, p= 0,4952). E de reter que neste Ultimo grupo as prevaléncias, apesar de
elevadas, poderdo ndo ser indicativas de exposicdo deste grupo nestas dreas uma vez
que a grande maioria foi vacinada para a doenca (n=103 em adulto e n=276 em criq)
e o feste é incapaz de diferenciar anticorpos vacinais dos desenvolvidos contra
estirpes em circulacdo, que por sua vez poderdo estar presentes mesmo em animais
vacinados.
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Mapa 12: Freguesias testadas para a presenga de
anticorpos ou material genético de Parvovirus

4.4 Esgana (CDV)

Tabela 15: Amostragem efetuada para Esgana

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Tipo Amostr.  Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 v 45 44 2 20 20 1 30 30 0
Grupo 2 Ac 121 121 0 90 90 0 99 99 0
Grupo 3 v 94 21 8 22 19 3 32 31 1
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo é - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenca de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)
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A semelhanca da doenca anterior também amostras de soro de canideos domésticos
foram analisadas para a presenca de anticorpos contra o virus da esgana (CDV) por
ELISA indireto, mas com o kit 15.CDG.K1 da Ingenasa (sensibiidade 95% e
especificidade 98%), enquanto os restantes tipos de amostras (zaragatoas e
caddveres) foram submetidos a real time RT-PCR (sensibilidade superior a 95%s e
especificidade de 98%) segundo a metodologia de Fevereiro et al. (2006)4.
Praticamente os mesmos individuos que ndo foram analisados anteriormente para as
Parvoviroses, por sua vez, também ndo o foram para esta doenca (Tabela 15).

Tabela 16: Prevaléncias de exposicdo ao virus da Esgana nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

91 0 0% 0% 0-2,3%
Grupo 1
Grupo 2 310 308 99,4% 100% 100-100%
Grupo 3 129 0 0% 0% 0-1%
Grupo 4 0

0
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 17: Prevaléncias de exposigdo ao virus da Esgana nas dreas e grupos em estudo

Movra-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdgo

Tipo T P Pa PR IC T p Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 v 42 0 0% 0% 0-7.4% 19 0 0% 0% 0-16,7% 30 0 0% 0% 0-9.8%
Grupo 2 Ac 121 120 99.2% 100% 100-100% 90 90 100% 100%  100-100% 99 98 99% 100% 99.6-100%
Grupo 3 v 83 0 0% 0% 0-2,7% 16 0 0% 0% 0-20,3% 30 0 0% 0% 0-9.8%
Grupo 4 0 - - - 0 - - - - 0 - - -
Grupo 5 0 - - - - 0 - - - - 0
Grupo 6 0 - - 0 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenga de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Novamente o grupo 2 apresentou prevaléncias elevadas para detecdo de anticorpos
tanto em termos globais (Pa=99,4%; PR=100%, IC=100-100%) como por regido (Tabela
16 e 17). No entanto, este grupo, na sua grande maioria, também foi vacinado contra
Esgana (n=115 em adulto e n=308 em cria) pelo que as prevaléncias calculadas
poderdo ndo ser o melhor indicador de exposicdo natural nas regides em estudo. Nos
restantes grupos nenhum animal testado foi positivo para a presenca do virus e como
tal as prevaléncias calculadas foram 0% tanto em termos gerais, como por regido
(tabela 16 e 17).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre as dreas em estudo para os rés
grupos em andlise (prisher=1).

4Fevereiro, M.; Duarte, M.; Fagulha, T.; Ramos, F.; Barros, S.; Henriques, A.M. & Cruz, B. (2006): Rapid detection of canine
distemper virus by real-time RT-PCR. 7th International Congress of Veterinary Virology, Lisbon, Portugal, 24-27 September.
p234.
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Mapa 13: Freguesias testadas para a presenga de material
genético do virus da Esgana ou anticorpos

4.5 Peritonite infeciosa felina e Coronavirose canina (CoV)

Amostras de soro de felideos (incluindo de caddveres) e canideos foram analisadas
para a presenca de anticorpos anti-coronavirus (CoV) com os kits 16.FVC.K1 e
15.CCV K1 da Ingenasa por ELISA indireto (sensibilidade 95% e especificidade 98%),
enquanto os restantes tipos de amostras dos grupos 1 e 3 (zaragatoas e caddveres)
foram submetidos a real time RT-PCR (sensibilidade superior a 5% e especificidade de
98%) segundo adaptacdo do método descrito por Gut et al. (1999)5

Tabela 18: Amostragem efetuada para Coronaviroses

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Tipo Amostr. Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 Ac 45 38 0 20 15 0 30 29 0
v 45 16 3 20 11 1 30 9 0
Grupo 2 Ac 121 121 0 90 90 0 99 99 0
Grupo 3 v 94 21 8 22 19 3 32 31 1
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo é - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenca de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

No grupo 3, amostras de sete animais ndo foram sujeitas a PCR (Tabela 18).

5 Gut, M.; Leutenegger, C. M.; Huder, J. B.; Pedersen, N. C. & Lutz, H. (1999): One-fube fluorogenic reverse transcription-
polymerase chain reaction for the quantitation of feline coronaviruses. Journal of Virological Methods 77, 37-46.
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Tabela 19: Prevaléncias de exposigdo a Coronavirus nos grupos em estudo

Tipo T P Pa PR IC

Ac 82 5 61% 4,4% 0.5-12,7%
Grupo 1

\ 32 0 0% 0% 0-9.1%
Grupo 2 Ac 310 274 88,4% 92.9% 88,4-96,4%
Grupo 3 \ 129 3 2,3% 0.4% 0-5.2%
Grupo 4 0

0

Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenga de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Tabela 20: Prevaléncias de exposi¢cdo a Coronavirus nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo

Tipo T P Pa PR IC T p Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 Ac 38 3 7.9% 6,3% 0,2-20,2% 15 1 6,7% 5% 0-30,3% 29 1 3.4% 1.6% 0-16%

v 13 0 0% 0% 0-22% 10 0 0% 0% 0-29.1% 9 0 0% 0% 0-32,6%
Grupo 2 Ac 121 98 81% 849%  76,1-91.7% 90 79 87.8%  922%  828-983% 99 97 98% 100% 97.5-100%
Grupo 3 v 83 2 2,4% 0.4% 0-6,7% 16 1 6,3% 4,6% 0-30,7% 30 0 0% 0% 0-9.8%
Grupo 4 0 - - 0 - - - 0 - - - -
Grupo 5 0 - - - - 0 - - - - 0
Grupo é 0 - - - 0 - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenga de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Cinco gatos domeésticos (a maioria do Concelho de Moura) apresentavam anticorpos
anti-CoV e em frés (dois em Moura, na freguesia de Santo Aleixo da Restauracdo, e
um em Quintos, Beja) em que foram feitos ensaios paralelos com PCR, ndo se detetou
material genético viral. Considerando os restantes carnivoros, s6 dois H. ichneumon, no
Sobral da Adica, em Moura e Sdo Jodo dos Caldeireiros, em Mértola e uma G.
genetta em Barrancos foram positivos para a presenca deste agente. As prevaléncias
calculadas para a totalidade das trés zonas nestes dois grupos em estudo foram de
6,1%, 0% e 2,3% (Pa) e 4,4%, 0% e 0,4% (PR) para variacdes de 0,5-12,7%, 0-9,1% e 0-
5,2%, respetivamente para as duas metodologias dos grupos 1 e o 3 (Tabela 19).
Relativamente a diferencas entre regides para estes grupos nenhuma diferenca
significativa foi identificada (prisher>0,4).

Relativamente ao grupo dos canideos domésticos, as prevaléncias encontradas para
a detecdo de anticorpos foi também elevada (Tabela 19 e 20), contudo hd que ter
em conta que, segundo informacdo dos proprietdrios, nenhum dos animais
amostrados foi vacinado contra esta doenca e, como tal, os valores positivos aqui em
consideracdo ndo podem ser compreendidos como possiveis indicadores de uma boa
cobertura vacinal (como nas duas doencas anteriores), mas sim como indicadores de
exposicdo real ao virus em circulagcdo. Outro aspeto a salientar, prende-se com o
facto de se terem determinado diferencas significativas entre estas prevaléncias nas
trés dreas do projeto, estando provavelmente a regido da Serra do Caldeirdo a
apresentar maiores prevaléncias (x2=15,3552; g.l.=2; p=0,0004631).
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Mapa 14: Freguesias testadas para a presenga de
material genético de Coronavirus e/ou anticorpos
anti-Coronavirus

4.6 Calicivirose felina (FCV)

Zaragatoas orofaringeas, nasais, conjuntivais e rectais bem como caddaveres de varios
felideos foram sujeitos a PCR para detecdo da presenca do calicivirus felino (FCV), de
acordo com uma adaptacdo ao método descrito por Wilhelm et al. (2006)¢, com
sensibilidade superior a 95% e especificidade de 98%.

Tabela 21: Amostragem efetuada para Calicivirose felina

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 43 1 20 20 1 30 30 0
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo § - - - - - - - - -
Grupo é - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Em dois felideos, as amostras recolhidas ndo foram submetidas a ensaio (Tabela 21).

Tabela 22: Prevaléncias de exposi¢do ao Calicivirus nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

21 16 17.6% 16.8% 9.5-26,7%
Grupo 1

Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5

Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

sWilhem, S. & Truyen, U. (2006). Real-time reverse transcription polymerase chain reaction assay fo detect a broad range
of feline calicivirus isolates. J Virol Methods, 133(1), 105-8
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Tabela 23: Prevaléncias de exposicdo ao Calicivirus nas dreas e grupos em estudo

Movra-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 42 10 238%  23.5% 11,5-40% 19 4 21.1% 20,5%  59-458% 30 2 6,7% 5% 0-20,8%
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 3 0 0 0
Grupo 4 0 0 0
Grupo 5§ 0 - - - - 0 - - - - 0
Grupo é 0 - 0 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianga 95%

Amostras de dezasseis felideos (n=14 F. catus, n=1 F.silvestris € um Felis sp.) deram
positivo para a presenca de FCV (Tabela 22), sendo as prevaléncias para a detecdo
deste agenfe nas frés areas do projeto 17,6% (Pa), 16,8% (PR), de 9,5-26,7% (IC). A
grande maioria foi capturada ou enconfrada morta na regido de Moura-Barrancos,
contudo quando comparando as prevaléncias calculadas entre dreas (Tabela 23),
nenhuma diferenca significativa foi enconfrada e possivelmente nenhuma destas
zonas apresenta uma maior prevaléncia ou de uma forma indireta maior
probabilidade de exposicdo a este virus (prisher=0,1327).
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Mapa 15: Freguesias testadas para a presenga de
material genético de Calicivirus felino

4.7 Doenca de Aujeszky (ADV)

A infecdo ou exposicdo ao virus da Doenca de Aujeszky (ADV) foi determinada no
grupo 4 com amostras de érgdos e soro. Amostras para detecdo de anticorpos contra
este virus foram sujeitas a ELISA de bloqueio de competicdo da proteina viral g7 com o
kit 11.GEP.K.3 da Ingenasa de sensibilidade e especificidade superiores a 98,9% e
99.8%. respetivamente. No entanto, algumas amostras de soro foram antes submetidas
a ELISA indireto (método interno) com resultados 100% concordantes em testes de
proficiéncia interlaboratoriais. Para determinacdo da presenca do virus nos orgdos
recolhidos, a técnica usada foi o PCR, segundo a metodologia de Hyun et al. (2005),
com sensibilidade de 95% e especificidade de 98%.
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Tabela 24: Amostragem efetuada para Doenga de Aujeszky

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
Tipo Amostr. Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 - - - - - - - - -
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 Ac 19 14 0 32 24 0 20 19 0
v 19 4 0 32 7 0 20 4 0
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenga de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Mesmo tendo sido feitos ensaios em paralelo, ndo foram efetuados ensaios em dois
javalis, um de Moura-Barranco e o outfro do Vale do Guadiana (Tabela 24).

Tabela 25: Prevaléncias de exposi¢cdo ao virus da Doenca de Aujeszky nos grupos em estudo

Tipo T P Pa PR IC

Grupo 1 0

Grupo 2 0

Grupo 3 0

Grupo 4 Ac 57 9 15.8% 15,8% 8,1-28,1%
v 15 0 0% 0% 0-21,7%

0
Grupo 5§
Grupo 6 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 26: Prevaléncias de exposigdo ao virus da Doenga de Aujeszky nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Tipo T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 0 0 0
Grupo 2 0 0 0
Grupo 3 0 0 0 - -
Grupo 4 Ac 14 1 71% 7% 0.17-31,9% 24 7 29.2% 29.3% 13,9-50.5% 19 1 5.3% 51% 0,07-25.8%
v 4 0 0% 0% 0-54,5% 7 0 0% 0% 0-38,4% 4 0 0% 0% 0-54,5%
Grupo 5§ 0 - - - - 0
Grupo 6 0 - - - - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - tipo de teste: determinacdo da presenca de virus (v) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Para a totalidade das trés regides as prevaléncias calculadas para esta virose, tanto
para o método de detecdo de anticorpos como o de identificacdo de material viral,
foram diferentes e respetivamente de 15,8% e 0% (Pa), 15,8% e 0% (PR) em intervalos
de 8,1-28,1% e 0-21,7% (Tabela 25).

Nove Sus scrofa, maioritariamente cacados nas freguesias de Salvador e Santa Maria,
na regido do Vale do Guadiana, testaram positivo pelos métodos de ELISA, indicando
que possivelmente houve exposicdo ao agente. Contudo, e apesar desta regido
apresentar uma prevaléncia maior que as restantes (Tabela 26), ndo se encontraram
diferencas significativas entre elas, quer com os dados pelo método de ELISA quer
com os de PCR (respetivamente prisher=0,07 € pPrisher=1).
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Tendo em conta os dados para suinos domésticos abrangidos pelo Plano de Confrolo
e Erradicacdo da Doenca de Aujeszky (PCEDA) em 2013, para regimes em extensivo’,
a prevaléncia global foi de 21,1%, PR=21,1%, IC=18,5-24% (Tabela 27) e diferencas
significativas foram encontradas entre regides (x2=73.7737, df = 2, p< 0,05), estando a
zona do Vale do Guadiana a apresentar provavelmente o maior niUmero de casos
positivos (Tabela 28).

Tabela 27: Prevaléncias de anticorpos anti-herpesvirus suino em espécies domésticas

T P Pa PR IC

Grupo 4 - PCEDA 876 185 21,1% 21,1% 18,5-24%

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianga 95%

Tabela 28: Prevaléncias para a presenca de anticorpos para a Doenca de Aujeszky nas dreas e grupos de ungulados
domésticos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 4- 449 50 1.1% 1.1% 8,4-14,4% 398 135  339% 33,9% 29,4-38,8% 2 0 0% 0% 0-11.5%

PCEDA

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
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Mapa 1é: Freguesias testadas para a presenga de Mapa 17: Freguesias testadas no aGmbito do PCEDA

material genético e/ou anticorpos anti-herpesvirus suino
em populagoes selvagens

4.8 Tuberculose Bovina (Mycobacterium bovis)

As amostras recolhidas de érgdos, caddveres, soros e zaragatoas foram processados e
analisadas segundo as orientacdes da Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE)8
para isolamento e identificacdo de Mycobacterium sp.? ndo sendo aplicaveis valores

7Animais de exploracdes de montanheira ndo foram considerados por n&o serem alvo de controlos serolégicos.
80IE (2013). Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2013.capitulo 2.4.7.f
%Exceto M. paratuberculosis.
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de sensibilidade e especificidade a esta metodologia de diagndstico, para a andlise
dos dados assumiu-se que 0s mesmos seriam 100%.

Tabela 29: Amostragem efetuada para Tuberculose

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 - - - - - - - - -
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 94 78 45 22 13 6 32 30 27
Grupo 4 75 18 0 45 0 0 20 10 0
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Dos 288 animais pertencentes aos grupos 3 e 4 e que foram amostrados, apenas as
amostras de 149 foram processadas (Tabela 29).

Um inconveniente imediato desta situacdo torna-se claro na andlise do nimero de
individuos do grupo 4 que ndo puderam ser processados na zona do Vale do
Guadiana (n=45), o que subsequentemente dificulta a determinacdo de prevaléncias
e a sua comparacdo. Apesar deste sucedido, amostras de 5 destes animais foram
processadas em paralelo no dmbito de uma tese de doutoramento!® cujo autor
gentimente cedeu mais 39 resultados, selecionados aleatoriamente, de ungulados
selvagens cacados na regido de Vale do Guadiana, para tentar colmatar esta falta
de informacdo nesta zona e que serdo aqui incluidos para a andlise desta doenca.

Tabela 30: Prevaléncias de exposicdo a micobactérias do complexo da Tuberculose nos grupos em estudo neste

projeto
T P Pa PR IC
0
Grupo 1
Grupo 2 0
Grupo 3 43 1 2,3% 2,3% 0,1-12,4%
Grupo 4 28 2 2.8% 2.8% 0,5-9.5%
0
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 31: Prevaléncias de exposigdo aos agentes da Tuberculose nas dreas e grupos em estudo neste projeto

Movra-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 0 0 0
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - 0 - - - -
Grupo 3 33 1 3% 3% 02-16,1% 7 0 0% 0% 0-37.7% 3 0 0% 0% 0-63.2%
Grupo 4 18 2 M1%  11,1% 2-33% 0 - - - 10 0 0% 0% 0-29.1%
Grupo 5 0 - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 6 0 - - 0 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Apenas em trés espécimes foram isoladas bactérias do género Mycobacterium:
Mycobacterium caprae numa G. genetta adulta capturada no Sobral de Adica em
Moura-Barrancos e Mycobacterium bovis num Sus scrofa adulto e num muflao juvenil

10 Santos, N. (n.d). Tuberculosis in wild ungulates in the Iberian Peninsula: applying new methods for the epidemiological
analysis of intra and inter-species fransmission. Tese de doutoramento em realizacdo. Metodologia no Anexo Il
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em Santo Aleixo da Restauracdo em Moura-Barrancos, ambos exibindo lesdes
aqguando da recolha de amostras em montarias. Por outro lado, num Sus scrofa do
Concelho de Serpa (Vale do Guadiana) foram encontfradas lesdes macroscopicas
compativeis com Tuberculose mas o isolamento bacterioldgico e a identificacdo por
PCR foram negativos para a presenca de microrganismos do complexo
Mycobacterium tuberculosis. Adicionalmente 3 exemplares adultos de javali (Sus
scrofa) e 6 de veado (Cervus elaphus), todos de Santo Aleixo da Restauracdo,
também com lesdes sugestivas de Tuberculose foram registadas aquando da recolha
de amostras em montarias. Contudo, estes animais aparentemente pertencem ao
grupo dos que ndo foram processados para esta doenca por falta de meios, pelo que
ndo existe confirmacdo de que Mycobacterium bovis ou outro elemento do complexo
seja o agente causador destes quadros.

Apesar destes condicionalismos na andlise laboratorial, as prevaléncias obtidas para
isolamento desta bactéria no total das trés regides foram de 2,3% (Pa e PR) para o
grupo 3 e 2,8% (Pa e PR) para o grupo 4, para intervalos de respetivamente 0,1-12,4% e
0,5-9,5% (Tabela 30). Considerando possiveis diferencas entre estas regides (Tabela 31),
incluindo os dados cedidos (ficando o Vale do Guadiana representado por: 0% Pa, 0%
PR, 0-8,5% IC) estas ndo foram significativas (prisher>0,08).

Tendo em conta os dados de ruminantes domésticos abrangidos pelo Programa de
Erradicacdo e Vigil@ncia da Tuberculose Bovina (PEVTB) nos anos 2012 e 2013, a
prevaléncia global para 2012 foi de 0,221% (PR=0%, IC=0-0%) e para 2013 foi de 0,196%
(PR=0%, 1C=0-0%) e diferencas significativas foram encontradas entre regides para
ungulados domésticos (prisher<0,05) para qualgquer um dos anos, estando a zona de
Moura-Barrancos a apresentar maior nimero de casos positivos € maior prevaléncia
(Tabela 32 e 33).

De referir que a regido do Algarve é reconhecida como oficialmente indemne de
tuberculose bovina em gado bovino desde abril de 2012 (Mapa 19).

Tabela 32: Prevaléncias de exposic@o aos agentes da Tuberculose nas espécies domésticas

T P Pa PR [S
Grupo 4 - Plano 2013 51448 101 0,196% 0% 0-0%
Grupo 4 - Plano 2012 51120 13 0.221% 0% 0-0%

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 33: Prevaléncias para a presenca do agente da Tuberculose nas dreas e grupo dos ungulados domésticos em

estudo
Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 4 - 24715 100 0,405% 0% 0-0% 24598 1 0,004% 0% 0-0% 2135 0 0% 0% 0-0%
Plano 2013
Grupo 4 - 25342 112 0,442% 0% 0-0% 24478 1 0,004% 0% 0-0% 1300 0 0% 0% 0-0%

Plano 2012

T- Testados, P -Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
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Mapa 18: Freguesias testadas para isolamento de Mapa 19: Freguesias testadas no dmbito do PEVTB
bactérias do complexo da Tuberculose em populagoes

selvagens

4.9 Cytauxzoonose (Cytauxzoon felis)

Amostras recolhidas de caddveres de felideos, soros e zaragatoas foram sujeitas a PCR
pelo método de Birkenheuer (2006)''para detecdo da presenca de Cytauxzoon felis
com limite de detecdo de 0,01 cépias por mililitro, especificidade de 100% e
sensibilidade assumida como 100%.

Tabela 34: Amostragem efetuada para Cytauxzoonose

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 27 16 20 20 12 30 16 16
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Trinta e dois felideos, embora tenham sido amostrados no decurso do projeto, ndo
foram processados pela metodologia descrita (Tabela 34).

VBirkenheuer, A. J.; Marr, H. & Alleman, AR. (2006). Development and evaluation of a PCR assay for the detection of
Cytauxzoon felis DNA in feline blood samples. Vet Parasit 137(1-2), 144-9.
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Tabela 35: Prevaléncias de exposigdo ao Cytauxzoon felis nos grupos em estudo

T P Pa PR IC
19 0 0% 0% 0-17.6%
Grupo 1
Grupo 2 0
Grupo 3 0
Grupo 4 0
0
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 36: Prevaléncias de exposicdo ao Cytauxzoon felis nas areas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 11 0 0% 0% 0-26,5% 8 0 0% 0% 0-36,5% 0
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - - 0
Grupo 3 0 0 0
Grupo 4 0 0 0
Grupo 5 0 0 0
Grupo é 0 - - 0 0 -

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Em nenhum animal, cujas amostras foram testadas para a presenca de Cytauxzoon
felis, foi identificado este agente e, como tal, as prevaléncias encontradas foram zero,
IC=0-17,6% (Tabela 35). Também nenhuma diferenca foi identificada como
estatisticamente significativa entre as prevaléncias obtidas por regido, prsher=1 (Tabela
36).
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Mapa 20: Freguesias testadas para a presenga de
Cytauxzoon felis
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4.10 Rinotraqueite felina (FHV)

Amostras de caddveres e zaragatoas de diferentes mucosas de vdarios felideos foram
sujeitas a PCR para detecdo da presenca de Herpesvirus felino-1 (FHV), de acordo
com o método descrito por Helps et al. (2003)'2, com sensibilidade superior a 95% e
especificidade de 98%.

Amostras de trés gatos ndo foram processadas para o estudo desta doenca nas
populacdes felinas nas trés areas em consideracdo (Tabela 37).

Tabela 37: Amostragem efetuada para Rinotraqueite felina

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 43 1 20 19 0 30 30 0
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Tabela 38: Prevaléncias de exposigdo ao Herpesvirus felino-1 nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

91 1 1.1% 0% 0-4,2%
Grupo 1

Grupo 2
Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC-l ntervalo de confianca 95%

Tabela 39: Prevaléncias de exposicdo ao Herpesvirus felino-1 nas dreas e grupos em estudo

Movra-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 42 1 24%  0,4% 0-11,5% 19 0 0% 0% 0-16,7% 30 0 0% 0% 0-9.8%
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 3 0 0 0
Grupo 4 0 0 0
Grupo 5§ 0 0 0
Grupo 6 0 - - 0 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Material genético de FHV foi enconfrado em apenas um F. cafus capturado em Sobrall
de Adica, na regi@o de Moura-Barrancos, sendo as prevaléncias calculadas para o
total das trés regides, tendo em conta o método usado, da ordem dos 1,1% (Pa), 0%
(PR) para 0-4,2% (IC) (Tabela 38).

Diferencas entre as prevaléncias das diferentes zonas (Tabela 39) ndo foram
consideradas significativas (prisher=1).

12 Helps, C.; Reeves, N.; Egan, K.; Howard, P. & Harbour, D. (2003): Detection of Chlamydophila felis and feline
herpesvirus by multiplex real-time PCR analysis. Journal of Clinical Microbiology 7, 2734-2736.
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Mapa 21: Freguesias testadas para a presenga de FHV

4.11 Leptospirose (Leptospira interrogans)

Os grupos 1 a 5 foram amostrados para estudo da prevaléncia de leptospira ou
antficorpos anti-leptospira nas trés areas em andlise. Caddveres, urina, fezes, varios
orgdos, soro e zaragatoas foram os tipos de amostras testados por isolamento, cultura
ou micro-aglutinacdo, em concordéncia com o que estd descrito por Rocha (1998)13 e
OIE(2008)4.

N&o sendo aplicaveis conceitos de sensibilidade e especificidade aos métodos
usados, estes foram assumidos como sendo 100%.

No caso da detecdo de anticorpos anti-leptospira, considerou-se que resultados
positivos, diagnodsticos e indicativos de infecdo recente ou antiga, seriam todos os
titulos que fossem superiores a 1:100 para qualguer um dos serovares encontrados.

Tabela 40: Amostragem efetuada para Leptospirose

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Tipo Amostr.  Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.

Grupo 1 Ac 45 27 6 20 6 0 30 17 1

| 45 1 1 20 3 0 30 0 0
Grupo 2 Ac 121 121 0 90 80 3 99 65 15
Grupo 3 Ac 94 45 12 22 7 2 32 26 16

I 94 42 32 22 8 3 32 5 5
Grupo 4 Ac 75 64 1 45 29 10 20 19 3
Grupo 5 Ac 65 12 0 71 24 11 31 0 -

| 65 20 18 71 21 20 31 9 7

Grupo é - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
Tipo - fipo de teste: determinagdo da presenca de leptospiras (1) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Nem todos os animais amostrados puderam ser processados para estas metodologias,
como sAo 0s casos dos grupos 1, 3 e 4 (Tabela 40).

13 Rocha, T. (1998) A Review of leptospirosis in farm animals in Portugal. Office International des Epizooties
Scientific and Technical Review, 17(3), 699-712.

14 O.L.E. (2008). Office International des Epizooties- World Organization for Animal Health (2008). Manual of Diagnostic
Tests and Vaccines for Terrestrial Animals.
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Tabela 41: Prevaléncias totais de exposicdo a Leptospiras nas rés dreas e grupos em estudo

Tipo T P Pa PR IC

Ac 43 10 23.3% 23.3% 12,4-38,3%
Grupo 1

| 3 0 0% 0% 0-63.2%
Grupo 2 Ac 248 12 4,8% 4,8% 2,7-8,4%
Grupo 3 Ac 48 6 12,5% 12,5% 5,6-24,8%

| 15 0 0% 0% 0-22,2%
Grupo 4 Ac 98 9 9.2% 9.2% 4,7-16,7%
Grupo 5 Ac 25 0 0% 0% 0-13,4%

| 5 0 0% 0% 0-50%
Grupo 6 0 -

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - fipo de teste: determinagdo da presenga de leptospiras (1) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Tabela 42: Prevaléncias de exposicdo a Leptospiras nas dreas e grupos em estudo

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
Tipo T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 Ac 21 7 33.3% 33.3% 15,9-551% 6 2 33.3% 33.3% 6,3-72.9% 16 1 6,3% 6,3% 0.3-30.5%
3 0 0% 0% 0-63.2% 0
Grupo 2 Ac 121 9 7.4% 7.4% 3.8-13,5% 77 2 2,6% 2,6% 0,5-8,9% 50 1 2% 2% 0.1-10,7%
Grupo 3 Ac 33 6 18.2% 18.2% 8.2-34,7% 5 0 0% 0% 0-50% 10 0 0% 0% 0-29.1%
10 0 0% 0% 0-29,1% 5 0 0% 0% 0-50% 0
Grupo 4 Ac 63 7 1M1% 1M1% 5,3-21,3% 19 1 53% 53% 0,3-25.7% 16 1 6,3% 6,3% 0,3-30,5%
Grupo 5 Ac 12 0 0% 0% 0-24.3% 13 0 0% 0% 0-22,5% 0
| 2 0 0% 0% 0-77.6% 1 0 0% 0% 0-73.1% 2 0 0% 0% 0-77.6%
Grupo é 0 - - - - 0 - - - - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - fipo de teste: determinagdo da presenga de leptospiras (1) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Em nenhuma amostra foi isolada Leptospira interrogans (Tabela 41), possivelmente
dificuldades no isolamento das espiroquetas por contaminacdo das amostras ou
alteracoes post-mortem poderdo ser as razdes para a auséncia de resultados neste
ensaio. Contudo anticorpos anti-leptospira foram detetados acima de 1:100 em 41
animais dos grupos 1 a 4, o que poderd indicar exposicdo a este agente infecioso
nestas dreas. No entanto, no grupo 2 é prdatica comum em algumas matilhas fazer
vacinacdo contra esta doenca e poderdo ter sido detetados anticorpos vacinais com
este método. As diferencas entre prevaléncias aqui reunidas entre regides (Tabela 42)
ndo foram consideradas significativas (prisher>0,1).

Dos animais em cujas amostras foram detetados anficorpos contfra este agente
infecioso, em apenas 2 animais foram identificados antficorpos confra apenas um
serovar especifico em titulo considerado positivo, sendo as combinacdes de mais de
dois serovares as mais frequentemente encontradas, impossibilitando a determinacdo
de serovares infetantes. Em 40,5% das amostras de animais positivos a anficorpos anti-
leptospira, anficorpos de outros serovares, em fitulos menores, foram também
registados (tabela 43). Outra situacdo a considerar € a de 30 casos, pertencentes aos
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grupos 1 a 4, em que, embora ndo apresentassem fitulos considerados positivos, nas
suas amostras foram quantificados anticorpos confra este agente indicando
simplesmente possivel exposicdo prévia sem qualquer tfipo de consequéncias ou
situacdes de cronicidade de infecdo.

Tabela 43: Serovares identificados

Espécie

Titulos 21:100

Titulos <1:100

Felis catus

Pomona, Mozdok, Grippotyphosa

Pomona, Mozdok, Grippotyphosa

Canis familiaris

Pomona, Mozdok,
Grippotyphosa, Bratislava

Pomona, Mozdok,
Grippotyphosa, Bratfislava,
Icterohaemorrhagiae

Vulpes vulpes

Pomona, Mozdok, Grippotyphosa

Pomona, Mozdok, Grippotyphosa

Herpestes ichneumon

Pomona, Mozdok

Pomona, Mozdok, Grippotyphosa

Sus scrofa Pomona, Mozdok, Bratislava Pomona
Pomona, Mozdok, Bratislava, Pomona, Mozdok, Bratislava,
Cervus elaphus . .
Autumnalis Autumnalis

Legenda
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Mapa 22: Freguesias testadas para isolamento de
leptospiras ou presenca de anticorpos anti-
leptospira

4.12 Brucelose (Brucella abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis)

Na andlise da Brucelose, quatro grupos foram testados para a presenca de anticorpos
ou agente patogénico. Amostras de soro, caddveres e 6rgdos recolhidos em
montarias foram sujeitos a vdrios tipos de ensaios. A pesquisa de anticorpos foi feita por
trés métodos, frequentemente em série: Rosa Bengala (PE-001-BAC/BR, 2012-08-02,
Anexo C da Diretiva 64/432/CEE e suas alteracdes), com sensibilidade e especificidade
de 100%; Fixacdo de Complemento com sensibilidade e especificidade de 92% e
100%, respetivamente (PE-002-BAC/BR, 2012-08-02, Anexo C da Diretiva 64/432/CEE e
suas alteracdes) e Imunocromatografia de anticorpos anti-Brucella canis (kit da
BIONQOTE, sensibilidade e especificidade assumidas como 100%). Relativamente a este
Ultimo método, por vezes, em sua substituicdo, a aglutinacdo rapida em I&mina, ou
mesmo lenta, foi antes tentada em algumas amostras de soro (testagens paralelas
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também foram efetuadas com estes dois métodos) com sensibilidades e
especificidades assumidas como 100%. Por sua vez, a presenca do agente foi
registada por isolamento, por método cultural, com excecdo das espécies B. ovis e B.
canis (PE-010-BAC/BR, 2012-03-09), com sensibilidade e especificidade assumidas
como 100%, dada a indisponibilidade destes valores (Tabela 44).

Tabela 44: Amostragem efetuada para Brucelose

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
tec Proc. Prej. ACC  Proc. Prej. ACC Proc. Prej. ACC
Grupo 1 Is 2 1 na 3 0 Na 0 - na
Grupo 2 RB 121 23 na 89 12 Na 99 40 na
FC 120 21 7 90 4 18 99 17 6
Im 45 24 na 65 3 Na 10 2 na
RL 76 76 na 10 10 Na 73 35 na
LL 13 0 na 0 - Na 0 - na
Grupo 3 RB 23 11 na 4 0 Na 23 10 na
FC 23 2 0 4 0 0 23 4 0
Im 1 0 na 0 - Na 0 - na
RL 20 14 na 4 3 Na 20 16 na
LL 2 2 na 0 - Na 1 1 na
Is 30 7 na 10 3 Na 2 1 na
Grupo 4 RB 64 5 na 36 13 Na 19 7 na
FC 63 4 4 36 15 2 19 6 0
Is 18 0 na 38 0 Na 19 0 na
Grupo 5 - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

ACC- Atividade anfi-complemento

na- ndo aplicavel

tec - técnica usada: Rosa-Bengala (RB), Fixagdo do Complemento (FC), Imunocromatografia (Im), Aglutinacdo rdpida
em lédmina (RL), Aglutinagdo lenta em I&mina (LL), Isolamento cultural (Is)

Tabela 45: Prevaléncias de exposicdo a Brucella sp. nos grupos e no total das trés dreas

Tec T P Pa PR IC
Grupo 1 Is 4 0 0% 0% 0-52,7%
Grupo 2 RB 234 12 51% 5.1% 2,9-8,7%
FC 236 3 1.3% 1.4% 0.4-41%
Im 21 0 0% 0% 0-4,1%
RL 38 0 0% 0% 0-8.8%
LL 13 4 30.8% 30.8% 11,3-58,7%
Grupo 3 RB 29 0 0% 0% 0-11,5%
FC 44 0 0% 0% 0-9.3%
Im 1 0 0% 0% 0-73.1%
RL 11 0 0% 0% 0-26,5%
LL 0 - - - -
Is 31 0 0% 0% 0-10,8%
Grupo 4 RB 94 10 10,6% 10,6% 5,7-18,5%
FC 87 9 10,3% 11.2% 5,8-20,5%
Is 75 0 0% 0% 0-5%
Grupo 5 0 - - - -
Grupo é 0 -

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
tec - técnica usada: Rosa-Bengala (RB), Fixagdo do Complemento (FC), Imunocromatografia (Im), Aglutinagdo rdpida
em lédmina (RL), Aglutinagdo lenta em I&mina (LL), Isolamento cultural (Is).
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Tabela 46: Prevaléncias de exposicdo a Brucella sp.nas dreas e grupos em estudo

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
Tec T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 Is 1 0 0% 0% 0-73.1% 3 0 0% 0% 0-63.2% 0
Grupo 2 RB 98 12 12.2% 12.2% 7-20,3% 77 0 0% 0% 0-4,9% 59 0 0% 0% 0-6,4%
FC 92 3 3.3% 3.5% 1-9.9% 68 0 0% 0% 0-6% 76 0 0% 0% 0-5,4%
Im 21 0 0% 0% 0-15,9% 62 0 0% 0% 0-6,1% 8 0o 0% 0% 0-36,5%
RL 0 0 38 0 0% 0% 0-8,8%
LL 13 4 30.8% 30,8% 11,3-58,7% 0 0
Grupo 3 RB 12 0 0% 0% 0-24,3% 4 0 0% 0% 0-52,7% 13 0 0% 0% 0-22,5%
FC 21 0 0% 0% 0-17.3% 4 0 0% 0% 0-57.3% 19 0 0% 0% 0-19.1%
Im 1 0 0% 0% 0-73,1% 0 0
RL 6 0 0% 0% 0-41,1% 1 0 0% 0% 0-73,1% 4 0o 0% 0% 0-52,7%
LL 0 0 0
Is 23 0 0% 0% 0-14,5% 7 0 0% 0% 0-37.7% 1 0 0% 0% 0-73,1%
Grupo 4 RB 59 5 8.5% 8.5% 3,4-18,5% 23 4 17.4% 17.4% 6,2-38,9% 12 1 8.3% 8.3% 0,4-37%
FC 55 2 3,6% 4% 0,7-13,5% 19 5  263% 28,6% 11,9-54,3% 13 2 15.4% 16,7% 3-47.2%
Is 18 0 0% 0% 0-18,5% 38 0 0% 0% 0-8,8% 19 0 0% 0% 0-17.6%
Grupo 5 0 0 0
Grupo é 0 - - - - 0 - - - - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
tec - técnica usada: Rosa-Bengala (RB), Fixagdo do Complemento (FC), Imunocromatografia (Im), Aglutinagdo rdpida
em lédmina (RL), Aglutinagdo lenta em I&mina (LL), Isolamento cultural (Is).

Dos vdarios animais processados pelas metodologias descritas e para os quais um
resultado vdlido foi obtido, apenas nos grupos 2 e 4 foram encontrados resultados
positivos que indicam exposicdo ou infecdo (Tabela 45 e 46). Em nenhuma amostra
para cultura, foram isolados microrganismos do género Brucella, mas nestes 2 grupos
as metodologias seroldgicas possibilitaram a identificacdo de animais positivos. No
grupo 2, estes concentraram-se na drea de Moura-Barrancos, enquanto no grupo 4
provieram das trés areas em estudo de espécies como Sus scrofa (n=6 para RB e n=9
para FC), Cervus elaphus (n=3 para RB) e Dama dama (n=1 para RB). Foi também
nestes dois grupos que foram encontradas diferencas significativas entre as
prevaléncias das varias regidoes: prisher=0,04633 Nno grupo dos canideos para o método
do Rosa-Bengala e prsher= 0,0113 no grupo 4 para Fixacdo de Complemento,
possivelmente indicando que para o grupo 2 a regi@do com maior prevaléncia serd
Moura-Barrancos e no caso do grupo 4 o Vale do Guadiana.

Considerando os dados do Programa de Erradicacdo e Vigilancia da Brucelose Bovina
(PEVBB) e do Programa de Erradicacdo da Brucelose dos Pequenos Ruminantes
(PEBPR), a prevaléncia destes agentes em animais domésticos foi, em 2012, de 0,180%
(PR=0,180%, 1C=0,159-0,204%), enquanto que em 2013 foi de 0,041%, PR=0,041%,
IC=0,032-0,053%, (Tabela 47). Quando comparadas as prevaléncias das trés dareas,
para cada ano, foram encontradas diferencas consideradas significativas (2013:
x%=188,9981; g.l.=2; p<0,05; 2012: ¥2=1295,008; g.l.=2; p<0,05), estando a regido da Serra
do Caldeirdo a apresentar maior prevaléncia (Tabela 48).

De referir que a regido do Algarve é reconhecida como oficialmente indemne de
Brucelose Bovina (B. abortus) desde abril de 2012, embora ndo o seja para a Brucelose
dos pequenos ruminantes (B. melitensis) (Mapas 24-25).
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Tabela 47: Prevaléncias de exposi¢do a Brucella sp. em espécies domésticas

T P Pa PR IC

150322 62 0,041% 0,041% 0,032-0,053%

Grupo 4 - Planos 2013

149920 270 0,180% 0,180% 0,159-0,204%

Grupo 4 - Planos 2012

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianga 95%

Tabela 48: Prevaléncias para presenca do agente da Brucelose nas dreas e grupos dos ungulados domésticos em
estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo

T P Pa PR IC T P Pa PR 1C T P Pa PR [
Grupo 4 - 41343 3 0,007% 0,007%  0,002- 88102 13  0015% 0015%  0,008- 20877 46 0,22% 0.22% 0,162-0,296%
Planos 0,022% 0,026%
2013
Grupo 4 - 42770 2 0,005% 0,005%  0,001- 85774 23 0027% 0027% 0017- 21376 245  1,146%  1,146%  1,007-1,302%
Planos 0,017% 0,041%
2012

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Legenda

Mapa 23: Freguesias testadas para a presengca de

bactérias do género Brucella e/ou anticorpos
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Mapa 25: Freguesias testadas no Gmbito do PEBPR
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Mapa 24: Freguesias testadas no Gmbito do PEVBB
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4.13 Pasteurelose (Pasteurella haemolytica)

Amostras de varios grupos em estudo foram usadas para isolamento e identificacdo
de agentes patogénicos nomeadamente Pasteurella haemolytica em soros,
zaragatoas, fezes, urina, érgdos e caddveres, por método cultural intferno, assumindo
uma sensibilidade e especificidade de 100%.

Tabela 49: Amostragem efetuada para Pasteurella sp

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 - - - - - - - - -
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 94 36 24 22 6 2 32 4 3
Grupo 4 75 18 0 45 0 0 20 10 0
Grupo 5 65 41 37 71 44 22 31 29 29
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Duzentos e sessenta e sete animais, amostrados para as trés dreas em estudo, ndo
foram processados para o estudo desta doenca (Tabela 49).

Tabela 50: Prevaléncias para isolamento de Pasteurella sp. nos grupos em estudo

T P Pa PR IC
0
Grupo 1
Grupo 2 0
Grupo 3 17 0 0% 0% 0-19,6%
Grupo 4 28 0 0% 0% 0-11,9%
26 0 0% 0% 0-12,9%
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 51: Prevaléncias para isolamento de Pasteurella sp. nas dreas e grupos em estudo

Movra-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 0 0 - 0
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 3 12 0 0% 0% 0-24,3% 4 0 0% 0% 0-52,7% 1 0 0% 0% 0-73,1%
Grupo 4 18 0 0% 0% 0-18,5% 0 - - - - 10 0 0% 0% 0-29.1%
Grupo 5 4 0 0% 0% 0-52,7% 22 0 0% 0% 0-15,2% 0 - - -
Grupo 6 0 - - - 0 - - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Em nenhuma das amostras testadas foram identificadas bactérias patogénicas,
nomeadamente Pasteurella haemolytica (Tabela 50 e 51).

As prevaléncias totais foram de 0%, entre 0-19,6% para o grupo 3, 0-11,9% para o grupo
4 e 0-12,9% para o grupo 5 e nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre as
prevaléncias calculadas na andlise desta doenca (prisher=1).
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Mapa 26: Freguesias testadas para isolamento de
Pasteurella Haemolytica

4.14 Clamidiose (Chlamydophila felis)

Amostras em zaragatoas e caddaveres de felideos foram testadas para a presenca de
material genético de Chlamydophila felis por PCR-REA descrito por Ossewaarde e
Meijer (1999)15, assumindo uma sensibilidade e especificidade de 100%.

Tabela 52: Amostragem efetuada para Clamidiose felina

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 27 1 20 15 0 30 27 0
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Novamente nem todos os individuos amostrados foram analisados (Tabela 52).

Tabela 53: Prevaléncias de exposigdo a Chlamydophila felis nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

68 0 0% 0% 0-5,5%
Grupo 1

Grupo 2
Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

150ssewaarde, J. M. & Meijer, A. (1999). Molecular evidence for the existance of additional members of the order
Chlamydiales. Microbiology, 145 (part 2), 411-7.
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Tabela 54:Prevaléncias de exposicdo a Chlamydophila felis nas areas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 26 0 0% 0% 0-12,9% 15 0 0% 0% 0-22,2% 27 0 0% 0% 0-12,4%
Grupo 2 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 3 0 0 0
Grupo 4 0 0 0
Grupo 5§ 0 - - - - 0 - - 0
Grupo é 0 - - 0 - - 0 -

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianga 95%

Em nenhum dos animais testados para a presenca deste agente patogénico foi
encontrada Chlamydophila felis (Tabela 53).

A prevaléncia para este grupo para as trés regides € de 0% (PR=0%, IC=0-5,5%) e
também ndo parecem existir diferencas significativas entre as prevaléncias de Moura-
Barrancos, Vale do Guadiana e Serra do Caldeirdo, Tabela 54 (prisher=1).

Legenda
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Mapa 27: Freguesias testadas para presengca de material
genético da Clamidiose

4.15 Tularémia (Francisella tularensis)

Amostras de soro, fezes e zaragatoas recolhidas em lagomorfos e roedores foram
sujeitas a extracdo pelo rébot easymag da bioMerieux para detecdo de material
genético deste agente por PCR em tempo real (LightCycler, Roche) por amplificacdo
combinada de ful4 e ISFfu2. Dada a alta especificidade garantida pelo uso de dois
primers, de uma sonda especifica e a especificidade do alvo tul4 para a F. tularensis,
considerou-se que esta seria de 100%. Relativamente & sensibilidade e dado que o uso
do alvo ISFtu2 em combinagdo com o anterior poderd garantir uma sensibilidade
mAxima para o ensaio, quando comparado com outras técnicas como a cultura, este
pardmetro fambém foi considerado como 100%. Outro método usado foi o PCR
simples de tul4, para o qual a sensibilidade e especificidade foram consideradas como
sendo 62% e 100%, respetivamente quando comparadas com culturals.

16 johansson, A.; Berglund, L.; Eriksson, U.; Goransson, I.; Wolin, R. & Forsman, M. (2000). Comparative analysis of PCR
versus culture for diagnosis of ulceroglandular tularemia .J ClinMicrobiol, 38: 22-6.
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Tabela 55: Amostragem efetuada para Tularémia

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
tec Amostr. Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 - - - - - - - - -
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 real 65 49 0 71 67 0 31 29 0
conv 65 13 0 71 3 0 31 0 -
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
tec - técnica usada: Real time PCR (real) ou PCR convencional (conv)

Em amostras de 10 dos animais testados, foram efetuados ensaios em paralelo com
PCR convencional para o alvo ful4 com resultado concordante com o método
anteriormente descrito e em seis foi tentado unicamente este Ultimo procedimento
(Tabela 55).

Nenhum resultado positivo foi encontrado com este procedimento. Contudo o tipo de
amostras disponiveis poderd ndo ter sido o ideal, dado que amostras de érgdos sdo
indicadas como as melhores para a detecdo deste agente com estas técnicas.
Também poderdo ter ocorrido situagcdes em que elevadas taxas de letalidade ndo
permitiram o encontrar de animais doentes ou aqueles cujas amostras seriam positivas
para estes ensaios (Tabela 56), pelo que os resultados obtidos poderdo ser ou ndo
considerados preocupantes.

Tabela 56: Prevaléncias de exposi¢do aFrancisella tularensis nos grupos em estudo

tec T P Pa PR IC
0

Grupo 1
Grupo 2 0
Grupo 3 0
Grupo 4 0

real 145 0 0% 0% 0-2,6%
Grupo 5

conv 16 0 0% 0% 0-33,6%
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
tec - técnica usada: real time PCR (real) ou PCR convencional (conv)

Tabela 57: Prevaléncias de exposic@o a Francisella tularensis nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo

fec T P Pa PR IC T p Pa PR 1C T p Pa PR IC
Grupo 1 0 0 0
Grupo 2 0 0 0
Grupo 3 0 0 0
Grupo 4 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 5 real 49 0 0% 0% 0-7.7% 67 0 0% 0% 0-5,6% 29 0 0% 0% 0-11,5%

conv 13 0 0% 0% 0-36,3% 3 0 0% 0% 0-100% 0 - - - -
Grupo é 0 - - 0 - 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
tec - técnica usada: Real time PCR (real) ou PCR convencional (conv)

Karhukorpi, E. K. & Karhukorpi, J. (2001). Rapid laboratory diagnosis of ulceroglandular tularemia with polymerase chain
reaction. Scand J Infect Dis, 33(5), 383-5.

Versage, J. L.; Severin, D. D.; Chu, M. C. & Petersen, J. M. (2003). Development of a multitarget real-time TagMan PCR
assay for enhanced detection of Francisella tularensis in complex specimens. J ClinMicrobiol, 41(12), 5492-9.

Vogler, A.J.; Birdsell, D.; Wagner, D.M. & Keim, P. (2009). An optimized, multiplexed multi-locus variable-number tandem
repeat analysis system for genotyping Francisella tularensis. LettApplMicrobiol, 48(1), 140-144.
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A prevaléncia para o método combinado para a totalidade das zonas em estudo foi
de 0% (PR=0%, IC=0-2,6%), enquanto que pelo método convencional esta também foi
de 0%, sendo possivelmente a PR igualmente de 0%, IC 0-33,6% (Tabela 56).
Relativamente a diferencas de prevaléncia entre as dreas em estudo, dada a
semelhanca de prevaléncias (Tabela 57), ndo existem de facto diferencas
significativas entfre estas regides quando considerados os dois métodos (prisher=1, para
ambas).
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Mapa 28: Freguesias testadas para a presenga deste
agente infecioso

4.16 Coccidiose (Familia Eimeriidae)

Zaragatoas rectais, fezes e conteldo intestinal de caddveres foram recolhidos dos
varios grupos em andlise para esta doenca, para estudo parasitolédgico com a
intfencdo de pesquisar a presenca de protozodrios, nomeadamente Coccideas
segundo a técnica de Willis, mas como procedimento interno. Dada a grande
variabilidade na sensibilidade do método de diagndstico usado assumiu-se esta como
sendo 100%, valor que igualmente corresponde a sua especificidade.

Tabela 58: Amostragem efetuada para Coccidiose

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 - - - - - - - - -
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 94 1 0 22 0 - 32 1 0
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 65 62 23 71 68 26 31 30 1
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Cento e cinguenta e trés animais amostrados nas regides em estudo ndo foram
processados para esta doenca (Tabela 58).
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Tabela 59: Prevaléncias para a presenca de Coccideas em amostras dos grupos em estudo

T P Pa PR IC

0
Grupo 1
Grupo 2 0
Grupo 3 2 0 0% 0% 0-77.6%
Grupo 4 0

110 14 12,7% 12.7% 7,6-20,4%
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 40: Prevaléncias para a presenca de Coccideas nas amostras processadas por dreas e grupos em estudo

Movra-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR 1C
Grupo 1 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 2 0 - - - - 0 0 - - - -
Grupo 3 1 0 0% 0% 0-73,1% 0 1 0 0% 0% 0-73,1%
Grupo 4 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 5 39 4 103% 103% 3,6-24,1% 42 6 14,3% 143%  6,4-284% 29 4 13.8% 13.8% 4,9-30,8%
Grupo é 0 - - - 0 - 0 - -

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Poucos resultados foram obtidos para o grupo 3 (Tabela 59), visto que poucos foram
processados e sendo provavelmente mais dificil recolher o tipo de amostras ideal para
este estudo neste grupo do que em lagomorfos e roedores que, por exemplo,
raramente foram recolhidos enquanto caddveres. Relativamente ao grupo 5, apenas
foram identificados oocistos da familia Eimeriidae em 14 espécimes (13 Mus spretus e 1
Apodemus sylvaticus).

A prevaléncia aparente calculada para o grupo 3 foi de 0% (PR=0%, IC=0-77,6%)
enqgquanto no caso do grupo 5 esta foi de 12,7% (PR=12,7, IC=7,6-20,4%) e apesar de
prevaléncias entre as varias regides serem muito semelhantes (Tabela 60), ndo foram
encontradas diferencas significativas entre elas (para ambas prisher=1).
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Mapa 29: Freguesias testadas para a presenga deste
grupo de parasitas
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4.17 Toxoplasmose (Toxoplasma gondii)

Amostras de soro, caddveres e zaragatoas foram recolhidas e submetidas a
aglutinacdo direta com o kit Toxo-Screen DA da bioMériex de forma a detetar a
presenca de anticorpos contra Toxoplasma gondii, com possivelmente especificidade
de 98,80% e sensibilidade de 96,22% (valores para soros humanos).

Tabela 61: Amostragem efetuada para Toxoplasmose

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
Amostr.  Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.
Grupo 1 45 44 1 20 19 1 30 30 0
Grupo 2 - - - - - - - - -
Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 65 60 37 71 65 4] 31 14 13
Grupo 6 - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Trinta animais amostrados nestas 3 dreas ndo foram processados para a andlise desta
doenca (Tabela 61).

Tabela 62: Prevaléncias de exposi¢do a Toxoplasma gondii nos grupos em estudo

T P Pa PR IC

91 40 44% 45% 34,5-56%
Grupo 1
Grupo 2 0
Grupo 3 0
Grupo 4 0

48 2 4,2% 3.1% 0-13,7%
Grupo 5
Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente,PR- Prevaléncia real, IC- Infervalo de confianga 95%

O agente desta doenca ndo pdde ser identificado em nenhuma das amostras
processadas, mas indicios de exposicdo foram encontrados em felideos e em dois
coelhos bravos. Os titulos obtidos no grupo 1 variaram desde 1:40 a 1:16200, enquanto
fitulos de apenas 1:40 foram os Unicos quantificados no grupo 5 (individuos cacados
em Sdo Jodo dos Caldeireiros em Mértola, Vale do Guadiana).

Tabela 63: Prevaléncias de exposigdo a Toxoplasma gondii nas dreas e grupos em estudo

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo

T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 43 15 349% 35.4% 21,7-51,4% 18 15 833% 86,4% 60,4-99% 30 10 333% 33,8% 17,4-53,1%
Grupo 2 0 - - - - 0 0
Grupo 3 0 - - - - 0 0
Grupo 4 0 - - - - 0 0
Grupo 5 23 0 0% 0% 0-14% 24 2 8.3% 7.5% 0.3-26,8% 1 0 0% 0% 0-75.7%
Grupo é 0 - - - - 0 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
No grupo 1, amostras de 33 F. catus, 3 F. silvestris € 4 Felis sp. foram positivas para a

detecdo de anticorpos e a regido do Vale do Guadiana € a que parece apresentar
maior prevaléncia. De facto, esta zona € provavelmente a que possui a maior
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prevaléncia (Tabela 63), uma vez que as diferencas encontradas entre estas foram
consideradas significativas (x2=14,1405; g.I=2; p=0,00085).

No caso do grupo 5 ndo foram encontradas diferencas significativas entre regides
(pFisher:O,5] 06) .
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Mapa 30: Freguesias testadas para exposi¢ao a
Toxoplasma gondii

4.18 Leishmaniose (Leishmania infantum)

Amostras de soro foram recolhidas para detecdo de anticorpos anti-Leishmania
infantum por imunofluorescéncia indireta (método interno) com sensibilidade e
especificidade de 96% e 98% respetivamente (no que respeita a soros de cdo). As
restantes amostras foram sujeitas a PCR, segundo a metodologia descrita por Cortes et
al. (2004)"7, com especificidade e sensibilidade assumidas como 100%.

Tabela 64: Amostragem efetuada para Leishmaniose

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
Tipo Amostr. Proc. Prej. Amostr.  Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.

Grupo 1 P 45 4 4 20 2 2 30 0 -
Grupo 2 Ac 121 121 20 90 90 0 99 99 0
Grupo 3 Ac 94 46 40 22 8 8 32 27 26

P 94 86 61 22 17 9 32 25 24
Grupo 4 - - - - - - - - -
Grupo 5 - - - - - - - - -
Grupo é - - - - - - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados
Tipo - fipo de teste: determinacdo da presenca do parasita (p) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Em 68 animais do grupo 3, foram feitos ensaios em paralelo com estes dois tipos de
teste, contudo em sete carnivoros selvagens nenhuma amostra foi processada para a

17 Cortes, S.; Roldo, N. Ramada, J. & Campino, L. (2004): PCR as a rapid and sensitive tool in the diagnosis of human and
canine leishmaniasis using Leishmania donovanis.l.- specific kinetoplastid primers. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene 98, 12-17.
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andlise deste agente nas populagcdes animais das dreas em estudo do projeto (Tabela
64).

Tabela 65: Prevaléncias de exposigdo a Leishmania infantumnos grupos em estudo

Tipo T P Pa PR IC
Grupo 1 p 0
Grupo 2 Ac 290 99 34,1% 342% 28,5-40,2%
Grupo 3 Ac 7 0 0% 0% 0-38%

P 34 0 0% 0% 0-9.8%
Grupo 4 0
Grupo 5 0
Grupo 6 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%
Tipo - fipo de teste: determinagdo da presenga do parasita (p) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Foram identificados resultados positivos por imunofluorescéncia indireta apenas em
soros de espécimes do grupo 2 (Tabela 65). E necessdrio salientar que alguns destes
individuos foram vacinados contra este agente patogénico, pelo que, possivelmente,
alguns dos resultados positivos poderdo indicar apenas cobertura vacinal e ndo
propriamente uma exposicdo natural ao parasita nestas dreas.

Tabela 66: Prevaléncias de exposicdo a Leishmania infanfum nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdgo

Tipo T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC
Grupo 1 P 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 2 Ac 101 25 24,8% 24,2% 16,3-34,2% 90 35 38.9% 39,2% 29.1-50.5% 99 39 39.4% 39.8% 30-50,5%
Grupo 3 Ac 6 0 0% 0% 0-41,6% 0 - - 1 0 0% 0% 0-75,6%

P 25 0 0% 0% 0-13,4% 8 0 0% 0% 0-36.4% 1 0 0% 0% 0-73.1%
Grupo 4 0 0 0
Grupo 5§ 0 0 0
Grupo 6 0 - - - - 0 0

T-Testados, P-Positivos, Pa-Prevaléncia aparente, PR-Prevaléncia real, IC-Intervalo de confianca 95%
Tipo - fipo de teste: determinagdo da presenga do parasita (p) ou detecdo de anticorpos (Ac)

Foram enconfradas diferencas significativas entre as trés dreas apenas entre as
prevaléncias calculadas para o grupo 2 (x2=6,0768, g.l.=2, p=0,04791), estando
possivelmente a regido de Moura-Barrancos a apresentar menor seroprevaléncia
(Tabela 66).
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Mapa 31: Freguesias testadas para a presenga ou
exposi¢gdo a este hemoparasita

4.19 Riquetsioses e Piroplasmoses (Anaplasma sp., Ehrlichia sp., Babesia
sp., Theileria sp.)

Carracas recolhidas da vegetacdo e de alguns dos animais amostrados foram
identificadas quanto a sua espécie (cf. Tabela 4: Espécies amostradas no decurso do
Projeto) por caracteristicas fenotipicas e posteriormente processadas de acordo com
as indicacoes do kit Qiamp tissue da Quiagen.

A técnica usada para a detecdo de material genético destes agentes e de Coxiella
burnetii (agente que ndo consta na listagem de doencas) foi PCR simples ou nested
em concorddncia com as metodologias de Lorenz et al. (1997), Olmeda et al. (1997),
Inokuma et al. (2000) e Harrus et al. (2011)18. Assumiu-se que a sensibilidade e
especificidade de todos estes métodos € 100%.

O rastreio molecular para pesquisa destes agentes patogénicos, neste momento,
ainda so6 foi realizado em 73 exemplares recolhidos da vegetacdo em Mértola, Moura
e Serpa. Futuramente as restantes amostras serdo processadas e os resultados estardo
disponiveis para cdlculo de prevaléncias totais e regionais.

Do enfretanto disponibilizado, sabe-se que Coxiella burnetii foi identificada em 19 das
60 H. lusitanicum testadas (PR=26%, 1C=16,9-37,6%), provenientes tanto de Meértola
como de Serpa. Foi ainda identificado Anaplasma marginale numa H. lusitanicum

18 Inokuma, H.; Raoult, D. & Brouqui, P. (2000). Detection of Ehrlichia platys DNA in brown dog ficks (Rhipicephalus
sanguineus) in Okinawa Island, Japan. J ClinMicrobiol, 38(11), 4219-21.

Olmeda, A. S.; Armstrong, P. M.; Rosenthal, B. M.; Valladares, B.; del Castillo, A.; de Armas, F.; Miguelez, M.; Gonzalez, A.;
Rodriguez, J. A.; Spielman, A. & Telford S.R. (1997). A subtropical case of human babesiosis. Acta Trop, 67, 229-234.
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colhida em Serpa (PR=1,4%, 1C=0,07-7,3%). Um endosimbionte semelhante a Ehrlichia
sp.(Candidatus midichloria mitochondrii) foi encontrado em H. lusitanicum (1,4%,
IC=0,07-7,3%) e microrganismos semelhantes a piroplasmas, ainda por identfificar,
foram também detetados em nove H. lusitanicum e 2 D. marginatus recolhidos em
Moura e Mértola.

Legenda
sic

N° de Amostrados
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116

= 1732

33-48

B 49-64

I 65-80

Local de recolha de Positivos

Mapa 32: Distribuic@o por freguesia dos vetores amostrados e locais de origem dos positivos aos ensaios em andlise
a) Moura-Barrancos, b) Vale do Guadiana, c) Serra do Caldeirdo

4.20 Paratuberculose (Mycobacterium paratuberculosis)

Amostras foram submetidas a ensaio seroldgico por ELISA (kit PARACHEK da TRASCO)
para detecdo da presenca de anticorpos contra Mycobacterium paratuberculosis.
Assumiu-se 100% como valores de especificidade e sensibilidade, dada a auséncia de
informacdo sobre os mesmos no produto usado ou valores equipardveis nas mesmas
condicoes.

Tabela 67: Amostragem efetuada para Paratuberculose

Movura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do CaldeirGo
Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej. Amostr. Proc. Prej.

Grupo 1 - - - - - - - - -
Grupo 2 - - - -

Grupo 3 - - - - - - - - -
Grupo 4 75 65 1 45 21 0 20 13 0
Grupo 5§ - - - - - - - - -
Grupo é - - - -

Amostr.- Amostrados, Proc.- Processados, Prej.- Prejudicados

Quarenta e um animais do grupo 4 ndo foram processados para esta doenca (Tabela
67).

LIFEO8 NAT/P/000227/A7002 P&g. 53 de 95



Tabela 68: Prevaléncias de anticorpos anti-M. paratuberculosis nos grupos em estudo

T P Pa PR IC
0

Grupo 1

Grupo 2 0

Grupo 3 0

Grupo 4 98 0 0% 0% 0-3.8%
0

Grupo 5

Grupo é 0

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Tabela 69: Prevaléncias de anticorpos anti-M. paratuberculosis nas dreas e grupos em estudo

Moura-Barrancos Vale do Guadiana Serra do Caldeirdo
T P Pa PR IC T P Pa PR IC T P Pa PR IC

Grupo 1 0 0 0
Grupo 2 0 0 0
Grupo 3 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo 4 64 0 0% 0% 0-59% 21 0 0% 0% 0-15,9% 13 0 0% 0% 0-22,5%
Grupo 5§ 0 - - - - 0 - - - - 0 - - - -
Grupo é 0 - - - 0 0 -

T- Testados, P- Positivos, Pa- Prevaléncia aparente, PR- Prevaléncia real, IC- Intervalo de confianca 95%

Nenhum soro testado continha anticorpos anti-Mycobacterium paratuberculosis
(Tabela 68). A seroprevaléncia para o grupo 4 no total das dreas amostradas foi de 0%

(IC=0-3.8%) e nenhuma diferenca entre prevaléncias (Tabela 69) foi considerada
significativa (prisher=1).

Legenda
sic

-
Resultado
[J Nao testado
[ Negativo

Mapa 33: Freguesias testadas para o agente da
Paratuberculose
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5 Discussao

5.1 Consideracoes metodolégicas

Este estudo destaca-se pelo niUmero elevado de doencas e espécies abrangidas e por
se localizar unicamente em dreas de ocorréncia histérica e potencial reintroducdo de
lince ibérico, tendo sempre em vista o risco potencial para esta espécie e a perspetiva
da sua reintroducdo.

Embora a necessidade de um estudo com estas caracteristicas ja tivesse sido
anteriormente apontada em outros trabalhos, como o de Duarte ef al. (2012)", a
informacdo até agora existente € escassa ou encontra-se dispersa e de dificil
obtencdo.

Adicionalmente, alguns constrangimentos ou condicionalismos que foram sentidos ao
longo deste estudo e j& referidos no decurso deste relatério, tornam dificil concretizar
alguns dos principais objetivos deste estudo.

Com efeito, como em qualquer outro estudo realizado em fauna selvagem, algumas
limitacdes sdo recorrentemente encontradas e dificultam a andlise completa e
objetiva do estado sanitdrio das populacdes destas populacdes, salientando-se as
seguintes:

e Raramente existem ou estdo disponiveis testes laboratoriais especificos para
espécies selvagens, pelo que existe sempre um certo grau de incerteza
associado aos cdlculos aqui apresentados;

e GCrande variedade de valores de especificidade e sensibilidade de testes de
diagndstico usados em vdrios trabalhos prévios que dificultfam a comparacdo e
interpretacdo dos resultados;

e Uso de valores de especificidade e sensibilidade no cdlculo de prevaléncias de
outras espécies (por exemplo, Homo sapiens e Canis familiaris) que ndo as
objeto do ensaio, que, apesar de ndo ser o ideal, foi considerada a alternativa
mais proxima;

e Em alguns testes, os valores de especificidade e sensibilidade fiveram de ser
assumidos como 100%, dada a auséncia de informacdo ou impossibilidade de
atribuicdo de um valor (por exemplo, em ensaios de isolamento por cultura);

e Tipo de amostragem e agrupamento dos dados efetuado, que difere de outros
estudos anteriormente realizados e dificulta a comparacdo com 0s mesmos;

e Problemas de amostragem e testagem dos animais amostrados, prejudicando o
numero de animais que puderam ser analisados, assim como resultados em
falta ou prejudicados por falta de meios, de amostras ou de viabilidade;

e Complexidade da ecologia de doencas ao nivel da fauna selvagem ou
sinantropica, devida ao elevado nUmero de espécies que podem estar
presentes, mas fambém a grande variabiidade de vias de
contacto/transmissdo existentes, periodos de incubacdo extremamente
varidveis e alguns desconhecidos, relagcdes entre espécies para formacdo de
reservatérios de doenca de dificl caracterizacdo, possibilidade de
manutencdo/persisténcia dos agentes em territdrios distintos e de vasta
extensdo, circulacdo de estirpes vacinais, entre outros... Todas estas varidveis
sdo de dificil compreensdo quando ndo hd conhecimento de parte dos ciclos

YDuarte, A.; Fernandes, M.; Santos, N. & Tavares, L.(2012). Virological survey in free-ranging wildcats (Felis silvestris) and
feral domestic cats in Portugal. Veterinary Microbiology (2012), doi:10.1016/j.vetmic.2012.02.033.
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de vida, hdbitos didrios e frequéncia de interacdes entre estas espécies nestas
localizacdes e que decerto influenciam estes parmetros.

5.2 Grupos, doengas e possiveis impactos nas populagoes de lince

Das 25 doencas sob andlise neste relatdrio, apenas para os agentes infeciosos em
estudo no grupo 6 ndo se conseguiu obter resultados para todos os agentes em tempo
util.

Todavia, esta colaboracdo entre Instituicdes, associada d cedéncia de amostras e
froca de dados sdo aspetos que devem ser realcados, por estreitarem relacoes entre
Instituicoes e diferentes profissionais, contribuirem para o enriquecimento nacional na
producdo de trabalhos em fauna selvagem e em Ultima andlise, € ndo menos
importante, garantirem o interesse, envolvimento e participacdo de mais organizacoes
na tematica do restabelecimento das populacdes portuguesas de lince ibérico. O
mesmo deverd ser referido relativamente a colaboracdo com a Universidade de
Evora.

De uma forma simplista e redutora, os resultados obtidos neste estudo podem ser resumidos nas tabelas que se seguem
(Tabelas 70 a 89), que apresentam as vdrias doengas por ordem decrescente de prevaléncia para os varios grupos em
andlise, quer para cada uma das dreas em estudo, quer para o total das trés dreas.

Tabela 70: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 1 - Moura-Barrancos

Doenga (técnica utilizada) Prevaléncia real [IC 95%]
Toxoplasmose (Ac) 35,4% [21,7-51,4%)
Leptospirose (Ac) 33,3% [15,9-55,1%]
Parvovirose (v) 29,5% [17,2-45,3%)]
Cadlicivirose felina (v) 23,5% [11,5-40%)]
FelV (v) 15.8% [6.4-31%)]
Coronaviroses (Ac) 6,3% [0,2-20,2%)]
FIV (Ac) 0.4% [0-11,5%]
Rinotraqueite felina (v) 0,4% [0-11,5%]
Esgana (v) 0% [0-7.4%]
Coronaviroses (V) 0% [0-22%]
Cytauxzoon (p) 0% [0-26,5%]
Brucelose (Is) 0% [0-73.1%]
Clamidiose (bact) 0% [0-12,9%]
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Tabela 71: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 1 - Vale do Guadiana

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Toxoplasmose (Ac)

86,4% [60,4-99%]

Parvovirose (v)

46,3% [24,2-68,2%)]

Leptospirose (Ac)

33.3% [6.3-72.9%]

Cadlicivirose felina (v)

20,5% [5,9-45,8%]

FelV (v) 9.2% [0-31,8%]
Coronaviroses (Ac) 5% [0-30,3%]
FIV (Ac) 3.5% [0-25,5%]
Rinotraqueite felina (v) 0% [0-16,7%]
Esgana (v) 0% [0-16,7%)]
Coronaviroses (V) 0% [0-29.1%]

Cytauxzoon (p)

0% [0-36.5%]

Brucelose (Is)

0% [0-63,2%]

Clamidiose (bact)

0% [0-22,2%]

Leptospirose (1)

0% [0-63,2%]

Tabela 72: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 1 - Serra do Caldeirdo

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Parvovirose (v)

76,2% [57,6-88,6%]

Toxoplasmose (Ac)

33.8% [17.4-53,1%]

FelV (v)

15,8% [5,2-35,2%]

FIV (Ac)

8.6% [0,8-26,2%)]

Leptospirose (Ac)

6.3% [0,3-30,5%]

Cadlicivirose felina (v) 5% [0-20,8%]
Coronaviroses (Ac) 1.6% [0-16%]
Rinotraqueite felina (v) 0% [0-9.8%]
Esgana (v) 0% [0-9.8%]

Coronaviroses (v)

0% [0-32,6%]

Clamidiose (bact)

0% [0-12,4%]
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Tabela 73: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 1 -Total

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Parvovirose (v)

48,4% [37,7-59,1%]

Toxoplasmose (Ac)

45% [34,5-56%)]

Leptospirose (Ac)

23,3% [12,4-38,3%]

Cadlicivirose felina (v)

16.8% [9,5-26,7%]

FelV (v) 14,4% [7,7-24,3%]
Coronaviroses (Ac) 4,4% [0,5-12,7%]
FIV (Ac) 3,8% [0,2-11,2%]
Esgana (v) 0% [0-2,3%]
Coronaviroses (V) 0% [0-9,1%]
Cytauxzoon (p) 0% [0-17,6%)]
Rinotraqueite felina (v) 0% [0-4,2%]

Leptospirose (1)

0% [0-63,2%]

Brucelose (Is)

0% [0-52,7%]

Clamidiose (bact)

0% [0-5,5%)]

Tabela 74: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 2 - Moura-Barrancos

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Esgana (Ac)

100% [100-100%]

Parvovirose (Ac)

92,9% [85.5-97.,9%]

Coronaviroses (Ac)

84,9% [76.1-91,7%]

Brucelose (LL)

30.8% [11,3-58,7%]

Leishmaniose (Ac)

24,2% [16,2-34,2%)]

Brucelose (RB)

12,2% [7-20,3%]

Leptospirose (Ac)

7,4% [3.8-13,5%)]

Brucelose (FC)

3.5% [1-9.9%]

Brucelose (Im)

0% [0-15,9%]
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Tabela 75: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 2 - Vale do Guadiana

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Esgana (Ac)

100% [100-100%]

Coronaviroses (Ac)

92.2% [82,8-98,3%]

Parvovirose (Ac)

921% [81.6-97.2%)]

Leishmaniose (Ac)

39.2% [29,1-50,5%]

Leptospirose (Ac)

2,6% [0,5-8,9%]

Brucelose (RB) 0% [0-4,9%]
Brucelose (FC) 0% [0-6%)]
Brucelose (Im) 0% [0-6,1%]

Tabela 76: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 2 - Serra do CaldeirGo

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Esgana (Ac)

100% [929.6-100%]

Coronaviroses (Ac)

100% [97,5-100%)]

Parvovirose (Ac)

96.7% [88.7-100%)]

Leishmaniose (Ac)

39.8% [30-50,5%)]

Leptospirose (Ac) 2% [0,1-10,7%]
Brucelose (RB) 0% [0-6,4%]
Brucelose (FC) 0% [0-5,4%]
Brucelose (Im) 0% [0-36.5%]
Brucelose (RL) 0% [0-8,8%]

Tabela 77: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 2 -Total

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Esgana (Ac)

100% [100-100%]

Parvovirose (Ac)

93.6% [89,3-96,9%]

Coronaviroses (Ac)

92.9% [88.4-96,4%]

Leishmaniose (Ac)

34,2% [28,5-40,2%]

Brucelose (LL)

30.8% [11,3-58.7%]

Brucelose (RB) 5.1% [2,9-8.7%)
Leptospirose (Ac) 4,8% [2,7-8,4%)
Brucelose (FC) 1,4% [0,4-4,1%)
Brucelose (Im) 0% [0-4,1%]
Brucelose (RL) 0% [0-8,8%]
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Tabela 78: Doencgas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 3 - Moura-Barrancos

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Parvovirose (v)

39% [28,3-50,2%)

Leptospirose (Ac)

18.2% [8,2-34,7%]

Tuberculose (bact) 3% [0,2-16,1%]
Coronaviroses (V) 0.4% [0-6,7%]
Esgana (v) 0% [0-2,7%]

Leptospirose (l) 0% [0-29,1%)]

Brucelose (RB)

0% [0-24,3%]

Brucelose (FC)

0% [0-17,3%]

Brucelose (Im)

0% [0-73.1%]

Brucelose (RL)

0% [0-41,1%]

Brucelose (Is)

0% [0-14,5%]

Pasteurelose (bact)

0% [0-24,3%]

Coccidiose (p)

0% [0-73,1%]

Leishmaniose (Ac)

0% [0-41,6%]

Leishmaniose (p)

0% [0-13,4%]

Tabela 79: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 3 - Vale do Guadiana

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%)]

Parvovirose (v)

61,7% [35,9-81,9%]

Coronaviroses (v)

4,6% [0-30,7%]

Leptospirose (Ac)

0% [0-50%]

Tuberculose (bact)

0% [0-37.7%]

Esgana (v)

0% [0-20,3%]

Leptospirose (I)

0% [0-50%]

Brucelose (RB)

0% [0-52,7%]

Brucelose (FC)

0% [0-57.3%]

Brucelose (RL)

0% [0-73,1%]

Brucelose (Is)

0% [0-37,7%]

Pasteurelose (bact)

0% [0-52,7%]

Leishmaniose (p)

0% [0-36,4%]
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Tabela 80: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 3 - Serra do CaldeirGo

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Parvovirose (v)

45,6% [28,3-64,5%)]

Leptospirose (Ac) 0% [0-29,1%)]
Tuberculose (bact) 0% [0-63,2%]
Coronaviroses (V) 0% [0-9.8%]
Esgana (v) 0% [0-9.8%]
Brucelose (RB) 0% [0-22,5%)]
Brucelose (FC) 0% [0-19,1%]
Brucelose (RL) 0% [0-52,7%]
Brucelose (Is) 0% [0-73.1%]
Pasteurelose (bact) 0% [0-73.1%]
Coccidiose (p) 0% [0-73,1%)]
Leishmaniose (Ac) 0% [0-75,6%)
Leishmaniose (p) 0% [0-73.1%]

Tabela 81: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 3 -Total

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Parvovirose (v)

43,4% [34,6-52,6%)]

Leptospirose (Ac)

12,5% [5.,6-24,8%]

Tuberculose (bact)

2,3% [0,1-12,4%)]

Coronaviroses (v)

0,4% [0-5,2%]

Esgana (v) 0% [0-1%]

Leptospirose (l) 0% [0-22,2%)]
Brucelose (RB) 0% [0-11,5%]
Brucelose (FC) 0% [0-9,3%]
Brucelose (Im) 0% [0-73.1%]

Brucelose (RL)

0% [0-26,5%]

Brucelose (Is)

0% [0-10,8%]

Pasteurelose (bact)

0% [0-19,6%]

Coccidiose (p)

0% [0-77.6%]

Leishmaniose (Ac)

0% [0-38%)]

Leishmaniose (p)

0% [0-9.8%)]
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Tabela 82: Doencgas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 4 - Moura-Barrancos

Doenca (técnica utilizada) Prevaléncia real [IC 95%]
Doenca de Aujeszky (Ac- 11,1% [8,4-14,4%)
Domésticos)
Tuberculose (bact) 11,1% [2-33%)]
Leptospirose (Ac) 11,1% [5,3-21,3%)
Brucelose (RB) 8.5% [3.4-18,5%]
Doenca de Aujeszky (Ac) 7% [0,17-31,9%)]
Brucelose (FC) 4% [0,7-13,5%]
Brucelose (RB-domésticos) 2013 0,007% [0,002-0,02%]
2012 0,005% [0,001-0,02%)]
Doenca de Aujeszky (V) 0% [0-54,5%]
Tuberculose (fuberculina- 0% [0-0%)]
Domésticos) 2013 /2012
Brucelose (Is) 0% [0-18,5%]
Pasteurelose (bact) 0% [0-18,5%]
Paratuberculose (Ac) 0% [0-5,9%]

Tabela 83: Doencgas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 4 - Vale do Guadiana

Doencga (técnica utilizada) Prevaléncia real [IC 95%]
Doenca de Aujeszky (Ac- 33,9% [29,4-38,8%)
Domésticos)
Doenca de Aujeszky (Ac) 29,3% [13,9-50,5%]
Brucelose (FC) 28,6% [11,9-54,3%]
Brucelose (RB) 17,4% [6,2-38,9%)
Leptospirose (Ac) 5.3% [0,3-25,7%]
Brucelose (RB-domésticos) 2013 0,015% [0,008-0,026%)]
2012 0,027% [0,017-0,041%]
Doenca de Aujeszky (V) 0% [0-38.4%]
Tuberculose (tuberculina- 0% [0-0%)]
Domésticos) 2013/2012
Tuberculose (bact) 0% [0-8,5%]
Brucelose (Is) 0% [0-8,8%]
Paratuberculose (Ac) 0% [0-15,9%]
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Tabela 84: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 4 - Serra do CaldeirGo

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Brucelose (FC)

16,7% [3-47,2%]

Brucelose (RB)

8.3% [0,4-37%)]

Leptospirose (Ac)

6,3% [0,3-30,5%)]

Doenca de Aujeszky (Ac)

5,1% [0,07-25,8%]

Brucelose (RB-domésticos) 2013

0.22% [0.162-0,296%)]

2012 1,146% [1,007-1,302%)]
Doenca de Aujeszky (Ac- 0% [0-11,5%]
Domésticos)
Tuberculose (bact) 0% [0-29,1%]
Doenca de Aujeszky (V) 0% [0-54,5%]
Tuberculose (fuberculina- 0% [0-0%)]
Domésticos) 2013/2012
Brucelose (Is) 0% [0-17,6%)
Pasteurelose (bact) 0% [0-29.1%]
Paratuberculose (Ac) 0% [0-22,5%)]

Tabela 85: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 4 -Total

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Doenca de Aujeszky (Ac- 21,1% [18,5-24%)]
Domésticos)
Doenca de Aujeszky (Ac) 15,8% [8,1-28,1%)]

Brucelose (FC)

11.2% [5,8-20,5%]

Brucelose (RB)

10.6% [5,7-18,5%]

Leptospirose (Ac)

9.2% [4.,7-16,7%]

Tuberculose (bact)

2,8% [0,5-9.5%]

Brucelose (RB-domésticos) 2013

0,04% [0,03-0,05%]

2012 0.18% [0,16-0.2%]
Doenca de Aujeszky (V) 0% [0-21,7%]
Tuberculose (fuberculina- 0% [0-0%)]
Domésticos) 2013/2012
Brucelose (Is) 0% [0-5%)]
Pasteurelose (bact) 0% [0-11,9%]
Paratuberculose (Ac) 0% [0-3.,8%]

LIFEO8 NAT/P/000227/A7002 P&g. 63 de 95




Tabela 86: Doencgas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 5 - Moura-Barrancos

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Coccidiose (p)

10,3% [3.6-24,1%]

Leptospirose (Ac) 0% [0-24,3%)
Leptospirose (1) 0% [0-77.6%)
Pasteurelose (bact) 0% [0-52,7%)]
Tularémia (real) 0% [0-7,7%]
Tularémia (conv) 0% [0-36.3%]
Toxoplasmose (Ac) 0% [0-14%]

Tabela 87: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 5 - Vale do Guadiana

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Coccidiose (p)

14,3% [6,4-28,4%]

Toxoplasmose (Ac)

7.5% [0,3-26,8%)]

Leptospirose (Ac) 0% [0-22,5%)]
Leptospirose (1) 0% [0-73.1%]
Pasteurelose (bact) 0% [0-15,2%]
Tularémia (real) 0% [0-5,6%]
Tularémia (conv) 0% [0-100%)]

Tabela 88: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 5 - Serra do CaldeirGo

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Coccidiose (p)

13,8% [4.9-30,8%]

Leptospirose (l) 0% [0-77,6%)]
Tularémia (real) 0% [0-11,5%]
Toxoplasmose (Ac) 0% [0-75,7%)

Tabela 89: Doengas por ordem decrescente de prevaléncia para o Grupo 5 -Total

Doenca (técnica utilizada)

Prevaléncia real [IC 95%]

Coccidiose (p)

12,7% [7.6-20,4%]

Toxoplasmose (Ac) 3,1% [0-13,7%)]
Leptospirose (Ac) 0% [0-13,4%]
Leptospirose (1) 0% [0-50%]
Pasteurelose (bact) 0% [0-12,9%]
Tularémia (real) 0% [0-2,6%]
Tularémia (conv) 0% [0-33.6%]

No entanto, as condicionantes mencionadas anteriormente, assim como informacdo
existente sobre as vdarias doencas em estudo, obrigam a uma discussdo mais
detalhada dos resultados obtidos.
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5.2.1 Agentes ndo detetados nas dreas em estudo

5.2.1.1 Grupo 1 - Felideos domésticos/ferais/selvagens

Para o grupo 1 foi prevista a andlise de 11 doencas, mas para a Esganag,
Cytauxzoonose e Clamidiose, nenhum resultado positivo foi obtido pelos ensaios
usados com as amostras recolhidas.

No caso do virus da esgana, a vacinacdo de gatos confra a doenca provocada por
este agente ndo faz parte dos protocolos de vacinacdo, por se considerar que,
apesar do potencial que estes animais tém para producdo de anticorpos
neufralizantes, estes ndo desenvolvem sinais clinicos de doenca (Greene & Lutz2012)%,
pelo que as prevaléncias nulas calculadas poderiam ser consideradas como
representativas de auséncia de circulacdo do virus neste grupo. Contudo, um estudo
para determinacdo da presenca de anticorpos confra este virus seria mais elucidativo
neste ponto, uma vez que o periodo de excrecdo deste virus é curto e Duarte e
colaboradores (2012) j& detetaram em Portugal continental, e especificamente em
gatos-bravos, antficorpos contra este virus com uma prevaléncia de 7,7%, 2 em 26
amostras testadas (IC 2,1-24,1%). Possivelmente uma andlise neste sentido nas trés
regides aqui em estudo poderia ser mais elucidativa neste aspeto.

Uma vez que noutras espécies de felideos j& foram identificados casos de esgana (por
exemplo, encefalite em lince-do-Canadd, Lynx canadensis, descrito por Daoust et al.
200921), seria importante no futuro perceber o papel deste agente patogénico nestas
frés regides. Inclusivamente, Millan et al. (2008) j& encontraram gatos seropositivos ou
infetados em Sierra Morena e Donana para o lince ibérico e pelo menos um lince
ibérico encontrado morto por Meli et al. (2009), nestas dreas, apresentava cargas virais
deste agente tdo elevadas que a causa de morte foi indicada como sendo
provavelmente devida a este virus.

Relativamente G presenca de Cytauxzoon felis, as amostras recolhidas poderdo ndo
ter sido as ideais para o ensaio acordado (tipo e qualidade), pelo que uma regido
(Serra do Caldeirdo) ficou por analisar porque todas as amostras recolhidas ndo eram
adequadas ao ensaio escolhido. Como tal as prevaléncias ndo serdo representativas
das trés areas do projeto. No entanto, € de referir que casos de infecdo em gatos sdo
dificimente passiveis de ser encontrados, dado o desenvolvimento agudo dos
mesmos. Para além disso, ainda ndo é entendida a importdncia deste agente na
saude e estabilidade das populacdes de lince ibérico. Casos de infecdo ativa ja foram
reportados por Millan et al. (2008), embora ndo seja ainda completamente conhecido
o seu potencial patogénico desde a primeira vez que a sua identificacdo foi feita em
Espanha por Luace et al. (2005)22.

Paralelamente, casos de sobrevivéncia de gatos domésticos com parasitémias j&
foram reportados, encontrando-se ainda em discussdo a possibilidade da existéncia
de hospedeiros sdos (Cohn & Birkenheuer 201223), que poderdo constituir um risco para
a transmissdo deste agente a outras espécies, se a possibilidade de contacto existir e o
vetor/hospedeiro intermedidrio ideal estiverem presentes.

0Greene, C. E. & Lutz, H. (2012). Feline Paramyxovirus infections. In Greene, C.E. ed. Infectious diseases of the dog and
cat. 4%d, Elsevier Saunders, USA, capitulo 16, 164-165.

2IDaoust, P.-Y.; McBurney, S. R.; Godson, D. L.; Van de Bildt, M. W. G. & Osterhaus, A. D. M. E. (2009). Canine distemper
virus-associated encephalitis in free-living lynx (Lynx canadensis) and bobcats (Lynx rufus) of Eastern Canada. Journal of
Wildlife Diseases, 45(3), 611-624.

2lyaces, |.; Aguirre, E.; Garcia-Montijano, M.; Velarde, J.; Tesouro, M.A.; Sdnchez, C.; Galka, M.; Ferndndez, P. & Sainz,
A.(2005). First report of an intraerythrocytic small piroplasm in wild Iberian lynx (Lynx pardinus). Journal of Wildlife Diseases,
41(4), 810-815.

BCohn, L.A. & Birkenheuer, A.J. (2012). Cytauxzoonosis. In Greene, C.E. ed. Infectious diseases of the dog and cat. 4%d,
Elsevier Saunders, USA, capitulo 75, 765-771.
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No caso da Clamidiose, parte das amostras recolhidas ndo foram processadas, o que
claramente poderd estar a influenciar as prevaléncias calculadas.
Independentemente da possivel presenca ou auséncia deste agente patogénico
nestas localizacdes, o seu impacto no lince ibérico ainda ndo estd claro (assim como
em outras espécies de gatos selvagens) e uma vez que estudos sobre esta doenca
nestes grupos e nestas trés zonas ndo sédo conhecidos (desconhecendo-se igualmente
a existéncia de semelhantes estudos para outras localizacdes), a andlise deste agente
neste momento é de dificil concretizacdo.

5.2.1.2 Grupo 2 - Canideos domésticos/ferais/assilvestrados

Para o grupo 2 estiveram em andlise 6 doencas e para estas alguns dos ensaios (virus
da Esgana, parvovirus, e leptospira) poderdo ter apenas detetado a presenca de
anticorpos de origem vacinal, o que dificulta a andlise de determinagcdo da presenca
destes agentes em circulacdo no grupo de canideos. Este ponto foi corrigido em
outros estudos, como, por exemplo, o de Millan et al. (2008), que decidiram ndo incluir
animais vacinados na sua amostragem de forma a encontrar possiveis situacoes de
reservatério. Mas e apesar deste possivel contrassenso, os dados aqui presentes,
principalmente os que se referem as elevadas seroprevaléncias nas doengas virais
(Esgana e Parvovirose), representam possivelmente bons indicadores de cobertura
vacinal deste grupo de animais e decerta forma poderdo constituir formas de prevenir
a transmissdo destes agentes entfre elementos do grupo 2 nestas localizacdoes e destes
para outras espécies, incluindo o lince ibérico, se os esquemas usuais de vacinacdo
forem respeitados e forem usadas vacinas seguras para todas estas espécies.

Esta possivel protecdo poderd explicar as baixas seroprevaléncias calculadas para
Leptospirose no grupo 2, quando comparadas com o0s restantes grupos, e em
particular os baixos fitulos enconfrados para L. inferrogans  serovar
Icterohaemorrhagiae (e auséncia de Canicola) e o shift verificado na presenca de
altos fitulos de anticorpos para serovares para os quais Nndo se imuniza (Hartmann &
Greene 2004%; Greene et al. 2012%).

Ainda neste ponto, seria de interesse avaliar o mesmo conjunto de doencas em
canideos ferais nas zonas mais rurais para se determinar a existéncia de reservatorios e
o potencial impacto nas futuras populacdes de lince ibérico.

5.2.1.3 Grupo 3 - Outros carnivoros selvagens

Para o grupo 3 estiveram em andlise 9 doencas, mas prevaléncias nulas foram
calculadas para Leishmaniose, Coccidiose, Pasteurelose, Brucelose e Esgana. Se para
a Pasteurelose e Coccidiose problemas de amostragem, ou a sua qualidade, poderdo
constituir razées para as baixas prevaléncias enconfradas, nas restantes doencas a
auséncia de positivos poderd apresentar uma signific@necia  epidemioldgica
importante.

No que respeita a Esgana, também Millan et al. (2008) reportaram prevaléncias nulas,
tanto para contacto como infecdo ativa, mas apenas em sacarrabos, gineta e
texugos. Em raposas, aquelas foram ambas da ordem dos 30% (17 amostrados para
anticorpos e 21 para a presenca do agente).

Contudo, no presente estudo, 40 amostras de raposas foram analisadas para este
agente patogénico e em nenhuma amostra foi detetada a presenca do mesmo.

2Hartmann, K. & Greene, C.E.(2004). Diseases caused by systemic bacterial infections. In Ettinger, S.J. & Feldman, E.C.ed.
Textbook of veterinary internal medicine. 6%ed, ELSEVIER Saunders, USA, capitulo 165, 616-619.

25 Greene, C.E.; Sykes, J.E.; Moore, G.E.; Goldstein, R.E. & Schultz, R.D. (2012). Leptospirosis. In Greene, C.E. ed. Infectious
diseases of the dog and cat.4%d, Elsevier Saunders, USA, capitulo 42, 431-446.
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Outros estudos em Espanha, como o de Sobrino et al. (2009)%, e em Portugal, o de
Santos et al. (2009)%, encontraram neste grupo de carnivoros, anticorpos anti-esgana
em espécies como o lobo (Canis lupus) e a raposa (Vulpes vulpes).

Assim para entender se realmente o virus se encontra em circulacdo nas trés regides
em estudo e perceber o seu potencial impacto, ou determinar possiveis espécies
reservatério importantes, uma andlise & presenca de anticorpos contfra este virus,
como ja foi proposta para o grupo 1, poderia ser mais elucidativa.

Relativamente & andlise de amostras deste grupo para determinacdo da presenca de
bactérias do género Brucella ou anticorpos anti-brucella, e apesar de se ter verificado
o0 mesmo tipo de problemas que no estudo da Coccidiose e Pasteurelose, nenhum
microrganismo foi isolado ou identificado e também ndo foram detetados anticorpos.
De facto, estes resultados e as baixas prevaléncias encontradas poderdo indicar
auséncia de exposicdo/infecdo nas varias espécies deste grupo. Contudo na Europa
j&@ foram isolados estes microrganismos em exemplares da espécie V. vulpes,
acreditando-se que a fauna selvagem poderd constituir um potencial reservatério de
infecdo para determinadas espécies (Godfroid 201228). Possivelmente a amostragem
conseguida, armazenamento/preservacdo das amostras € o nimero de amostras
vidveis ndo permitiram detetar casos positivos.

No caso da doenca causada pelo hemoparasita Leishmania sp., a deficiente
qualidade ou quantidade de amostras assim como falta de meios laboratoriais,
resultaram no ndo processamento de algumas amostras e obtencdo de resultados
prejudicados. Possivelmente, estes fatores poderdo explicar o facto de ndo se terem
obtido resultados positivos para a detecdo de anticorpos e material genético deste
agente. As prevaléncias assim calculadas constituem um resultfado que ndo era
esperado, uma vez que pelo menos uma das dreas amostradas (Algarve) é
reconhecida como endémica para Leishmaniose e esperar-se-ia encontrar resultados
positivos, dado o comportamento tipicamente oportunista das espécies de flebdtomos
enconfrados nesta regido (Maia et al. 2009%). No entanto, hd que salientar que em
Portugal e noutros paises europeus, foram desenvolvidos estudos sobre leishmaniose
em carnivoros selvagens e ja se identificaram situacdes de infecdo/exposicGo em
espécies como Canis lupus, Vulpes vulpes, Herpestes ichneumon, Genetta genetta,
Meles meles, Mustela putorius, Martes martes (marta) e Martes foina (Semido-Santos et
al. 1996%; Sobrino et al. 20083"; Rocha 20133%2; Del Rio et al. 201433). Alguns destes
estudos sugerem até que se desenvolvem ciclos silvdticos de infecdo
independentemente da presenca do considerado principal hospedeiro e reservatdrio

2Sobrino, R.; Arnal, M. C., Luco, D. F. & Gortdzar, C. (2009). Prevalence of antibodies against canine distemper virus and
canine parvovirus among foxes and wolves from Spain. Veterinary Microbiology, 126, 251-256.

27 Santos, N.; Aimendra, C. & Tavares, L. (2009). Serologic survey for canine distemper virus and canine parvovirus in free-
ranging wild carnivores from Portugal. Journal of Wildlife Diseases, 45(1), 221-226.

28Godfroid, J. (2012). Brucellosis. In Gavier-Widén, D.; Duff, J. P. & Meredith, A. ed. Infectious diseases of wild mammals
and birds in Europe. Wiley-Blackwell, UK , capitulo 24, 318-328.

2 Maia, C.; Afonso, M.O.; Neto, L.; Dionisio, L. & Campino, L. (200%). Molecular detection of Leishmania infantum in
naturally infected Phlebofomus perniciosus from Algarve Region, Portugal. Journal of Vector Borne diseases, 46, 268-272.
30 Semido-Santos, S. J.; Abranches, P.; Silva Pereira, M. C.; Santos Gomes, G. M.; Fernandes, J. P. & Vetter, J. C. (1996).
Reliability of serological methods for detection of Leishmaniasis in portuguese domestic and wild reservoirs. Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, 91, 747-750.

31Sobrino, R.; Ferroglio, E.; Oleaga, A.; Romano, A.; Millan, J.; Revilla, M.; Arnal, M. C.; Trisciuoglio, A. & Gortdazar, C. (2008).
Characterization of widespread canine leishmaniasis among wild carnivores from Spain. VeterinaryParasitology, 155, 198-
203.

32 Rocha, H. M. B. (2013). Epidemiovigil@ncia das infecgdes por Leishmania spp. no efectivo cinotécnico da Guarda
Nacional Republicana e mesocarnivoros silvestres. Disserfacdo de Mestrado, Faculdade de Ciencias e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa. Agosto 2013.

3Del Rio, L.; Chitimia, L.; Victoriano, I.; De la Rua, P.; Gerrikagoitia, X.; Barral, M.; Muioz-Garcia, C. I.; Goyena, E.; Garcia-
Martinez, D.; Fisa, R.; Riera, C.; Murcia, L.; Segovia, M. & Berriatua, E. (2014). Evidence for widespread Leishmania
infantum infection among wild carnivores in L. infantum periendemic northern Spain. Preventive Veterinary Medicine
113, 430-435.
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desta doenca, Canis familiaris (Sobrino et al. 2008), pelo que o papel/impacto que
este grupo de animais pode ter no desenvolvimento de doencas no lince ndo pode
ser negligenciado.

5.2.1.4 Grupo 4 - Ungulados domésticos e selvagens

Para o grupo 4 estiveram em andlise 6 doencas, mas para a Paratuberculose e a
Pasteurelose ndo se enconfraram resultados positivos.

A Pasteurella haemolytica (ou Mannheimia haemolytica,) tratando-se de um
organismo comensal da nasofaringe de mamiferos, € frequentemente isolada em
ruminantes domésticos e selvagens e pode em determinadas circunst@ncias (por
exemplo, stress ou presenca concomitante de outros microrganismos) estar na origem
de quadros de pneumonia e septicémia, geralmente em exemplares mais jovens
deste grupo de animais (Ferroglio 201234).

No presente estudo, foram recolhidas amostras para a andlise desta doenca, mas nem
todas chegaram a ser processadas, o que dificulta a andlise da presenca do agente
patogénico nesta parte do pais, como estd explicito no caso da regido do Vale do
Guadiana onde nenhuma foi processada.

Assim, em nenhuma das 28 amostras processadas se conseguiu isolar este agente
patogénico. As amostras analisadas foram aquelas que poderiam indicar uma
situacdo de doenca nestas populacdes, visto que os resultados obtidos com a
utilizacdo de zaragatoas ndo teriom qualquer significGncia, dado o comensalismo
deste microrganismo (Estudo de Gonzalez-Candela de 20063 em cabra montés,
Capra pyrenaica hispanica, no sul de Espanha). Os resultados negativos obtidos ndo
indicam que este agente ndo se enconfra nestes animais e nestas localizacdes, mas
mostra que situacdes de doenca estdo ausentes.

O impacto que este microrganismo poderd ter no lince € ainda dificl de
compreender, sabendo-se que pelo menos dois exemplares j&@ morreram devido a
uma bactéria do género Pasteurella (Grupo de manejo del lince ibérico 20113¢). Deste
modo, o papel que este agente poderd ter nas futuras populacdes portuguesas de
lince ibérico ¢é dificil de caracterizar, uma vez que as prevaléncias aqui calculadas ndo
podem ser consideradas como representativas das zonas amostradas e a auséncia de
estudos anteriores neste grupo de animais e nestas localizacdes dificulta a andlise
desta doenca no presente contexto de avaliacdo do estado sanitdrio das populacdes
de animais selvagens.

O contrdrio aconteceu com a Paratuberculose, tendo a grande maioria das amostras
recolhidas sido analisadas. O agente da Paratuberculose, capaz de provocar enterites
cronicas de grande significncia econdmica, infeta primariamente ruminantes
domeésticos ou selvagens, podendo no entanto também ser encontrado em outras
espécies selvagens e mesmo em vdarias espécies de carnivoros, que poderdo entrar
em contacto com este agente possivelmente por infermédio da partiha de habitat
e/ou consumo de animais infetados. Até ao momento sabe-se que o Mycobacterium
avium subespécie paratuberculosis ja foi identificado em vdrias espécies de carnivoros
selvagens na Europa, como por exemplo Vulpes vulpes, Mustela erminea (arminho),
Mustela nivalis (doninha-and) e Meles meles, em paises como a Escocia, a Grécia e a
Espanha (Beard ef al. 2001%7, Florou et al. 200838, Balseiro et al. 20113%7).

34Ferroglio, E. (2012). Pasteurella infections. In Gavier-Widén, D.; Duff, J. P. & Meredith, A. ed. Infectious diseases of wild
mammals and birds in Europe. Wiley-Blackwell, UK, capitulo 23, 310-317.

35Gonzalez — Candela, M.; Cubero - Pablo, M.J.; Martin - Atance, P. & Leon - Vizcaino, L. (2006). Potential pathogens
carried by Spanish ibex (Capra pyrenaica hispanica) in Southern Spain. Journal of Wildlife Diseases, 42, 325 — 334.

3¢ Grupo de manejo sanitario del lince ibérico. (2007). Manual sanitario del lince ibérico. Il versidn Julio 2011

7Beard, P. M.; Daniels, M. J.; Henderson, D.; Pirie, A.; Rudge, K.; Buxton, D.; Rhind, S.; Greig, A.; Hutchings, M.R.;
McKendrick, I.; Stevenson, K. & Sharp, J.M. (2001). Paratuberculosis infection on nonruminant wildlife in Scotland. Journal
of Clinical Microbiology, 39(4), 1517-1521.
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No entanto, relativamente ao lince ibérico, desconhece-se se algum exemplar desta
espécie foi analisado para detetar a exposicdo a esta bactéria e/ou determinar a sua
presenca naquele. Acrescenta-se que a Paratuberculose € talvez a doenca da
listagem de doencas em andlise que ndo tem sido estudada tdo exaustivamente em
fauna selvagem como as restantes e, como tal, o nUmero de estudos publicados ndo
€ tdo vasto como o que existe para as outras etiologias em consideracdo. De facto,
esta é a Unica doenca daqguela lista para a qual ndo foi definido o potencial impacto
em populacdes de lince ou de outros felideos ndo-domésticos. O contributo deste
relatério passou pela andlise de exposicdo de exemplares do grupo 4 a este agente.
Nenhum animal do grupo apresentava lesdes sugestivas desta doenca e igualmente
ndo apresentava antficorpos contra o seu agente, o que poderd realmente
corresponder a situacdes em que ndo houve exposicdo.

No entanto, podem ter ocorrido situacdes em que o animal foi recentemente infetado
ou se enconfra nas fases iniciais de infecdo, sem fer ainda produzido o titulo
adequado de anticorpos (fipo ou quantidade) para o teste de diagndstico escolhido,
e ndo ter sido detetadas por este método (Manning & Sleeman 20124), que ndo foi
adaptado para as espécies em andlise (algo frequente em outros estudos, como
indica Lindén 201241).

Entretanto, uma das espécies aqui testadas, Cervus elaphus, possivelmente poderd
nem sequer ser um reservatorio para manutencdo deste agente na Peninsula Ibérica
(Carta et al. 201242) apesar de ja ter sido identificado este agente nesta espécie. Neste
senfido poderia ser de interesse analisar prevaléncias desta infecdo ou exposicdo em
espécies domésticas nas trés regides, uma vez que a fransmissdo entre estes pode
ocorrer e ndo estariam presentes problemas de validacdo de ensaios (Daniel et al.
200343). Adicionalmente, uma andlise de oufros grupos relacionados pela ecologia
desta doenca, a semelhanca do que foi feito no caso da Toxoplasmose, poderia
esclarecer o papel que este microrganismo poderd desempenhar nestas regides, uma
vez que seria estudada outra via de transmissdo deste agente patogénico,
possivelmente mais verosimil que a predacdo de ungulados por linces ibéricos (apesar
da contaminacdo ambiental por ungulados poder ocorrer e constituir outra via de
fransmissdo).

Assim a andlise dos grupos 3 e 5 para esta doenca poderia acrescentar novos dados a
este estudo, ndo sé porque os lagomorfos correspondem a presa ideal do lince, tendo
j& sido identificados casos de Paratuberculose nestas espécies, inclusivamente na
Peninsula Ibérica (Greiget al. 199944, Maio et al. 20114), mas também pelo facto dos

38Florou, M.; Leontides, L.; Kostoulas, P.; Billinis, C.; Sofia, M.; Kyriazakis, |. & Lykoftrafitis. (2008). Isolation of Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis from non-ruminant wildlife living in the sheds and on the pastures of Greek sheep and
goats. Epidemiol.Infect, 136, 644-652.

¥Balseiro, A.; Rodriguez, O.; Gonzdlez-Quirds, P.; Merediz, I.; Sevilla, I.A.; Davé, D.; Dalley, D.J.; Lesellier, S.; Chambers,
M.A.; Bezos, J.; Munoz, M.; Delahay, R. J.; Gortdzar, C. & Prieto, J. M. (2011). Infection of Euroasian badgers (Meles meles)
with  Mycobacterium bovis and Mycobacterium avium complex in  Spain. The Veterinary Journal,
doi:10.1016/j.1vjl.2011.04.012.

4 Manning, E. J. B. & Sleeman, J. M. (2012). Johne's disease and free-ranging wildlife, in Miller, R. E. & Fowler, M. E.
Fowler's Zoo and wild animal medicine Current therapy, volume 7, ELSEVIER Saunders, capitulo 81, 628 -635.

4lindén, A. (2012) Paratuberculosis or Johne'sdisease. In Gavier-Widén, D.; Duff, J. P. & Meredith, A. ed. Infectious
diseases of wild mammals and birds in Europe .Wiley-Blackwell, UK , capitulo 20, 281-288.

42 Carta, T.; Martin-Hernando, M. P.; Boadella, M.; Ferndndez-de-Mera, |. G.; Balseiro, A.; Sevilla, I. A.; Vicente, J.; Maio, E.;
Vieira-Pinto, M.; Alvarez, J.; Pérez-de-la-Lastra, J. M.; Garrido, J. & Gortdzar, C. (2012). No evidence that the wild red deer
(Cervus elaphus) on the Iberian Peninsula are a reservoir of Mycobacterium avium subspecies. [Abstract]. The Veterinary
Journal, 192(3), 544-546.

4 Daniels, M. J.; Hutchings, M. R.; Beard, P. M.; Henderson, D.; Greig, A.; Stevenson, K. & Sharp, M. (2003). Do non-
ruminant wildlife pose a risk of paratuberculosis to domestic livestock and vice-versa in Scotland?2. Journal of Wildlife
Diseases, 39(1), 10-15.

4Greig, A.; Stevenson, K.; Henderson, D.; Perez, V.; Hughes, V.; Pavlik, I.; Hines Il, M.E.; McKendrick, I. & Sharp, J.M. (1999).
Epidemiology study of paratuberculosis in wild rabbits in Scotland. Journal of clinical microbiology, 37(6), 1746-1751.
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carnivoros selvagens serem potenciaimente um seu equivalente frofico nesta
associacdo.

5.2.1.5 Grupo 5 - Lagomorfos e roedores selvagens

Para o grupo 5 estiveram em andlise 5 doencas da lista proposta para estudo e para a
Tularémia, Pasteurelose e Leptospirose ndo foram obtidos resultados positivos.
Novamente problemas de qualidade ou adequacdo das amostras poderdo estar na
origem do baixo nUmero de amostras processadas para a Pasteurelose e a
prevaléncia de 0% encontrada.

Para a Tularémia, doenca sepficémica altamente infeciosa que afeta primariamente
espécies dos géneros Rodentfia e Lagomorfa, as prevaléncias encontradas foram
baixas, tanto para o método de amplificacdo combinada como o convencional. No
entanto, e tal como ja foi referido, o tipo de amostras disponiveis e usadas ndo foram
as ideaqis para detetar material genético deste agente, quando se tem em
consideracdo o seu mecanismo patogénico nas espécies deste grupo (Gyuranecz
20124¢),

Possiveis vetores bioldgicos ou mecdnicos deste agente patogénico foram
encontrados no decurso deste projeto, como os exemplares de Dermacentor
reticulatus e Ixodes ricinus, mas nenhum foi analisado para a presenca deste agente e
dos que foram recolhidos diretfamente de animais, nenhum se enconfrava em
espécies do grupo 5.

Contudo, o possivel papel que outras espécies podem desempenhar no ciclo desta
doenca, nem que ndo seja sé pela fransmissdo por movimentacdo de vetores, ndo
pode ser negligenciado. Acrescenta-se que seria interessante analisar no grupo 6 a
presenca deste agente, uma vez que Gyuranecz (2012) considera que estes
artréopodes sdo verdadeiros reservatorios que podem perpetuar situacdes enzodticas
entre periodos de focos de doenca, que poderiam ndo estar a ocorrer nos momentos
em que as amostras foram recolhidas no decurso deste projeto.

Outro ponto a ter em atencdo é que apenas foi avaliado um dos ciclos da Tularémia,
o terrestre, ficando a duvida se o ciclo aqudtico desta doenca poderd existir nestas
localizacdes e influenciar a variante terrestre, na qual se insere a principal presa do
Lince ibérico, para o qual se desconhecem casos de exposicdo ou infecdo por este
agente, apesar de ja se terem identificado anticorpos em Lynx canadensis no Canadd
(Bieket al. 2002)4.

Quanto a Leptospirose, o grupo 5 foi o Unico dos grupos testados em que ndo se isolou
o0 agente nem se detetaram anticorpos. Este resultado foi inesperado, uma vez que
este grupo é considerado como um dos mais importantes hospedeiros de serovares de
L. interrogans, incluindo os de potencial zoondtico (Birtles 2012b48). Anticorpos contra
os serovares Icterohaemorrhagioe e Auftumnalis, comumente considerados como
tendo evoluido para explorar primariamente hospedeiros do grupo 5 (Greene et al.
2012), foram identificados em canideos e cervideos neste estudo e de certa forma
tornam esta auséncia de resultados positivos ainda menos esperada.

45 Maio, E.; Carta, T.; Balseiro, A.; Sevilla, I.A.; Romano, A.; Ortiz, J.A.; Vieira-Pinto, M.; Garrido, J.M.; Pérez de la Lastra, J.M.
& Gortdzar, C. (2011). Paratuberculosis in European wild rabbits from the lberian Peninsula. Research in Veterinary
Science, 91(2), 212-218.

4Gyuranecz, M.(2012). Tularaemia. in Gavier-Widén, D.; Duff, J.P. & Meredith, A. ed. Infectious diseases of wild mammals
and birds in Europe. Wiley-Blackwell, UK, capitulo 22, 303-309.

47Biek, R.; Zarnke, R.L.; Gillin, C.; Wild, M.; Squires, J.R. & Poss, M.(2002). Serologic survey for viral and bacterial infections in
western populations of Canada Lynx (Lynx canadensis). Journal of Wildlife Diseases, 38(4), 840-845.

“48Birtles, R. (2012)b. Leptospira infections. In Gavier-Widén, D.; Duff, J.P. & Meredith, A. ed. Infectious diseases of wild
mammails and birds in Europe. Wiley-Blackwell, UK, capitulo 33, 402-408.
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No entanto, hd que referir que no grupo 2 apenas foram encontrados anticorpos em
titulo inferior & positividade do ensaio, ficando por esclarecer se no caso do serovar
Icterohaemorrhagiae a sua presenca poderd ser devida a administracdo de vacina
neste grupo ou exposicdo ambiental (e neste caso se esta foi nas dreas do projeto ou
fora, nos locais de origem das matilhas) ou ainda devida a exposicoes prévias.

No caso de cervideos, os resultados positivos foram encontrados para o serovar
Autumnalis, o que poderd de facto indicar contato com exemplares infetados do
grupo 5 na regido. Contudo, a possibilidade de contacto com outras espécies de
outros grupos pode também ter permitido este achado, embora este serovar ndo
tenha sido identificado nos restantes grupos em estudo.

Possivelmente o nUmero de amostras processadas ndo foi o adequado para
representatividade e estudo da presenca/exposicdo a este agente patogénico neste

grupo.

5.2.2 Agentes detetados nas dreas em estudo
Indicios de exposicdo e possivelmente infecdo foram encontrados para as restantes
doencas e merecem uma andlise individual e face ao grupo em estudo.

5.2.2.1 FIV e FelvV

Considerando as doencas felinas, foram encontrados gatos domésticos com
anficorpos contra FIV e uma vez que ndo existe vacina em Portugal, os resultados aqui
presentes sdo indicativos de circulacdo do virus nas populacdes daguela espécie
nestas trés regides. As prevaléncias totais e regionais encontradas para esta doenca
foram inferiores as da presenca do antigénio p27 do FelV, algo encontrado também
por Duarte ef al. (2012) que referem que a patogenia da infecdo por Felv é
provavelmente a razdo para esta disparidade. Existe um maior niUmero de vias de
fransmiss@o para este agente, desde marcacdo ferritorial a cuidados neonatais, do
que apenas agressdes em casos de luta por territérios ou aquando da reproducdo em
localizacdes de altas densidades e reduzida dimensdo no caso de infecdo por FIV (o
que provavelmente ndo se verificard nestas dreas). Por sua vez e comparando o valor
destas prevaléncias com as de outros estudos, as de FIV sdo superiores ao encontrado
para gatos domésticos e selvagens em Portugal por Duarte et al. (2012) (0% de
prevaléncia em 50 amostras IC 0-7,1%)e as de Felv foram inferiores aos varios valores
descritos e referenciados neste estudo para esta zona do pais(>20%), no entanto
ambas s@do muito semelhantes ao encontrado por Millan et al. (2008), em Donana e
Sierra Morena.

No entanto neste Ultimo ponto hd que ter em consideracdo que as prevaléncias
calculadas neste relatério pela detecdo do antigénio de FelV devem ser sempre
entendidas como um sub-valor do que realmente € possivel de ser encontrado, uma
vez que ocorrem periodos de laténcia num animal infetado que se caracterizam por
incapacidade de detecdo do antigénio p27 por ELISA (Hartmann 20124°) e apenas se
recorreu a este ensaio para estudar esta doenca, ao contrdario de Millan et al. (2008).
Também o préprio método usado para detetar anticorpos anti-FIV ndo € o ideal, uma
vez que ndo consegue identificar casos de infecdo recente (Sellon & Hartmann 2012%9)
que podem ter passado por negativos em gatos amostrados nas mesmas localizacoes
de onde amostras positivas foram recolhidas e que pudessem estar infetados.

“Hartmann, K.(2012). Feline Leukemia Virus Infection. In Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the dog and cat. 4°%d,
Elsevier Saunders, USA, capitulo 11, 108-136.

50Sellon, R.K. & Hartmann, K. (2012).Feline Immunodeficiency virus infection. In Greene, C.E. ed. Infectious diseases of the
dog and cat.4%d, Elsevier Saunders, USA, capitulo 12, 136-150.
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Assim, os dados aqui presentes merecem especial atencdo uma vez que, pelo menos
para o caso da Leucemia felina, sabe-se que o potencial para influenciar
negativamente a din@mica de populacdes de lince ibérico em liberdade j& foi
comprovado (foco de FelV descrito por Lopez et al. 200957 e Meliet al. 2009) e
sistematicamente varios estudos indicam que o contacto com patogénicos virais (FIV,
FelV, CDV, FCov enfre outros) é raro nesta espécie e que possivelmente ndo existird
imunidade adquirida que possa salvaguardar a sobrevivéncia destes animais caso o
contacto com outras espécies ocorra e permita fransmissdo (Roelke et al. 200752, Millan
et al. 2008 e estudos citados).

5.2.2.2 Coriza felina

No que respeita a agentes responsdaveis pela sindrome de coriza felino, para os quais
foram encontrados resultados positivos, apenas material genético de calicivirus e
herpesvirus felinos foi detetado nas amostras recolhidas do grupo 1, o que representa
um possivel risco para o lince, visto que a grande maioria dos animais infetados pode
tornar-se portadora de infecdo latente de longa duracdo ou mesmo persistente
(como no caso da rinotraqueite), capazes de excretar o virus ou manté-lo em
circulacdo por reinfecdo (Gaskell et al. 201253). E apesar do estado vacinal dos animais
amostrados ser desconhecido, e mesmo havendo a possibilidade de estes estarem
vacinados, as vacinas disponiveis no mercado ndo protegem completamente da
infecdo e do desenvolvimento deste estado portador pelo que o risco para as futuras
populacdes de lince existird sempre, embora possivelmente diminuido pela acdo da
vacina no desenvolvimento de infecdo e nos padrdes de excrecdo viral destas
populacdes domésticas.

De facto, em Espanha, e apesar de ndo se conhecerem casos de isolamento destes
agentes em lince, as seroprevaléncias obtidas nesta espécie tém sido consideradas
elevadas relativamente a outras espécies de felideos selvagens, algo que por exemplo
Meli et al. (2009) justificaram como sendo devido ao contacto com as populagdes de
felideos domésticos, algo ja decerta forma suspeitado e confirmado para o calicivirus
felino em Lynx rufus (lince-pardo), cujas dreas de dispersdo incluiam zonas residenciais
habitadas por F. catus (Riley et al. 2004)%4.

Relativamente as prevaléncias enconfradas neste projeto e a sua possivel
representatividade das regides amostradas, as de calicivirus foram superiores as do
herpesvirus. Contudo hd que ter em conta que no caso da rinotraqueite felina, o virus
entra em laténcia em vdarios 6érgdos do animal e apenas € excretado em situacdes de
stress (Gaskell et al. 2012), pelo que, fora destas e pelo método usado, possivelmente
amostras de individuos que pudessem estar infetados podem ter passado como falsos-
negativos.

Por sua vez a prépria prevaléncia de calicivirus poderd ser um sub-valor, j& que vdarias
estirpes deste virus podem existir e ndo serem detetadas quando todas as sequéncias
ndo sdo usadas ou identificadas para andlise. Simultaneamente, tfambém poderd ser

S1Lopez, G.; Lopez-Parra, M.; Ferndndez, L.; Martinez-Granados, C.; Martinez, F.; Meli, M. J.; Gil-Sadnchez, J.M.; Viqueira, N.;
Diaz-Portero, M. A.; Cadenas R.; Lutz, H.; Vargas, A. & Simén, M.A. (2009). Management measures to control a feline
leucemia virus outbreak in the endangered Iberian lynx. Animal Conservation 12, 173-182.

s2Roelke, M. E.; Johnson, W. E.; Millan, J.; Palomares, F.; Revilla, E.; Rodriguez, A.; Calzada, J.; Ferreras, P.; Ledn-Vizcaino,
L.; Delibes, M. & O’Brien, S.J. (2007). Exposure to disease agents in the endangered Iberian lynx (Lynx pardinus). European
Journal of Wildlife Research, DOI 10.1007/s10344-007-0122-2.

53 Gaskell, R. M.; Dawson, S. & Radford, A. (2012). Feline respiratory disease. In Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the
dog and cat. 4%d, Elsevier Saunders, USA, capitulo 14, 151-162.

54Riley, S. P.; Foley, J. & Chomel, B. (2004) Exposure to feline and canine pathogens in bobcats and gray foxes in urban
and rural zones of a national park in California. Journal of Wildlife Diseases 40, 11-22.
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um sobre-valor, por se desconhecer o historial de vacinacdo dos animais amostrados
(Gaskell et al. 2012).

Fazendo uma comparacdo com outros estudos nacionais ou internacionais, nenhum
dos disponiveis optou por analisar a presenca de antigénios nas amostras, mas Millan
et al. (2008) estudaram seroprevaléncias em gatos domésticos da regido de Sierra
Morena e Donana e obfiveram valores inferiores para calicivirus (10%, 44 animais
testados) ndo tendo sido analisado o agente da Rinotraqueite felina.

5.2.2.3 Parvoviroses e Coronaviroses

Quando considerando as doencas virais capazes de afetar os vdrios grupos de
carnivoros (1, 2 e 3), relativamente as parvoviroses e jd ndo considerando o grupo 2
para o qual os animais foram vacinados, as prevaléncias encontradas foram das mais
elevadas. Contudo para a sua interpretacdo, seria ideal conhecer os hdbitos de
vacinagcdo do grupo dos felideos, o seu estado de saude, conhecer dreas de
dispersdo dos animais dos grupos 1 e 3 ou frequéncia de possiveis contactos, e até
mesmo perceber se existe sobreposicdo de territérios. Com esta informacdo seria
possivel explicar, por exemplo, a razdo da diferenca entre regides ter sido considerada
estatisticamente significativa para o grupo 1, com possivelmente a regido da Serra do
CaldeirGo a apresentar maior prevaléncia.

No Unico estudo disponivel e que pode ser considerado equipardavel a este, tanto pelo
estudo de espécies simpdatricas como pela tentativa de cruzar informacdo com o
lince, as prevaléncias apresentadas para detecdo de virus em amostras em gatos de
Donana e Sierra Morena foi inferior a obtida neste relatério (<5% com 24 animais
testados, Millan et al. 2008), salientando-se no entanto que apenas foi estudada a
espécie F. catus. No estudo portugués de Duarte et al. (2012), as prevaléncias
encontradas em felinos foram também inferiores ao encontrado aqui, incluindo as da
regido do Alentejo e Algarve (<10%, Duarte ef al. 2012), algo que poderd estar
relacionado com o esforco de amostragem descrito no presente relatério, incluindo
possivelmente boa qualidade das amostras. Neste estudo cerca de 91 animais foram
testados e casos de decomposicdo foram minimos, enquanto que nos dois estudos
citados apenas foram avaliados 58 e 64 animais, no estudo de Duarte et al. (2012) e
Millan et al. (2008) respetivamente, com evidéncias de decomposicdo no primeiro. No
entanto também a prépria ecologia deste agente patogénico neste grupo e nestas
regides de Portugal poderd estar a influenciar estas disparidades.

Para o grupo 3, uma comparacdo entre estudos € mais dificil de realizar, uma vez que
no estudo de Millan et al. (2008) os exemplares recolhidos foram tratados enquanto
espécies individuais (V. vulpes, H. ichneumon, G. genetta e M. meles) e em nenhum
foram encontrados indicios de infecdo ativa por parvovirus. Todavia, foram reportadas
evidéncias de contacto neste estudo em raposas, ginetas e sacarrabos, com
prevaléncias entre os 10-20%. No estudo de Santos et al. (2009), por sua vez, também
ndo foi procurado material genético em carnivoros selvagens, mas foram enconfrados
casos positivos para a detecdo de anticorpos contra este agente em Portugal para
varias espécies de carnivoros selvagens, como lobos, raposas, gatos-bravos, ginetas e
fuinhas, chegando a seroprevaléncia a atingir os 94,4% (17/18) nas ginetas, indicando
que em Portugal e nestas espécies existe contacto com virus do género Parvovirus.
Comparando as prevaléncias, da ordem dos 40%, obtidas neste relatério com o mais
recente frabalho portugués focando os mesocarnivoros portugueses, por Duarte et al.
(2013), estas sdo inferiores ao encontrado (63%, 81 em 128), embora o fratamento
individual das espécies e o agrupamento dos dados para o pais sejam condicdes que
dificultam a comparacdo entre estes dois estudos e a explicacdo para as diferencas
encontradas.

LIFEO8 NAT/P/000227/A7002 P&g. 73 de 95



A informacdo obtida para esta virose € de grande importé&ncia, uma vez que tanto a
variante felina como a canina podem infetar felinos, constituindo importantes
ameacas para o desenvolvimento de crias (Greene 2012%). Para além disso, as
prevaléncias aqui encontradas foram superiores ao encontrado em outros estudos.
Acresce o facto de que o agente em questdo, quer seja responsdavel pelo quadro de
Panleucopénia felina quer de Parvovirose canina, existe em circulacdo nestes grupos
e pode resistir no ambiente em situacdes de contaminacdo ambiental, idealmente por
espécies reservatorio.

Existem vdrios estudos que indicam exposicdo ou mesmo infecdo do lince ibérico por
Parvovirus (Roelkeet al. 2007, Millanet al. 2008, Meliet al. 2009). E apesar de apenas se
conhecer um caso de uma mortalidade causada pelo desenvolvimento de um
quadro de Panleucopénia felina nesta espécie (Simonet al. 2012%), outros estudos em
outras espécies felinas selvagens, por sua vez, j& indicaram este agente como um
perigo a considerar em populacdes de reduzidas dimensdes e variabilidade genética
(e consequentemente baixa resisténcia a doencas), como no caso de panteras, Felis
concolor coryi, descrito por Roelke et al. (1993)%. Estes dados e estudos reforcam assim
o potencial que estes virus tém como agente causador de doenca e demostram a
importéncia da sua monitorizacdo no caso do lince e no ecossistema onde este se
insere.

Relativamente G presenca ou exposicdo destes grupos aos coronavirus, nenhum dos
grupos testados foi alvo de vacinacdo pelo que a presenca do agente em amostras
ou mesmo anticorpos anti-Cov podem potencialmente ser considerados como
indicativos de exposicoes reais ao virus em circulacdo. No grupo 2, novamente, foram
identificadas prevaléncias elevadas de antficorpos contra este agente. No entanto e
segundo Greene e Decaro (2012)%, estudos seroldégicos tém sugerido que o Cov
canino se encontra presente em populacdes caninas indefinidamente e apesar de
poder causar quadros de enterite infeciosa, neste grupo de animais a frequéncia e
gravidade dos mesmos sdo muito baixas e pouco problemdaticas na maioria dos casos.
No entanto, tal jG ndo € o caso se o virus infetar felideos, uma vez que, e por
recombinacdo com a variante felina, este também pode ser responsdvel pelo
desenvolvimento da Peritonite Infeciosa felina, uma doenca sem cura e fatal (Addie
2012%), que ja foi implicada como causa de importantes surtos de morbilidade e
mortalidade em vdrias espécies como por exemplo chitas, Acinonyx jubatus, em
parques dos USA descritos por Heeney et al. (1990)¢0.

A variante felina anteriormente mencionada, sendo mundialmente a mais prevalente
(Addie 2012) também € capaz de causar esta peritonite e como tal estas duas
variantes foram alvo do presente estudo.

55 Green, C.E. (2012). Feline Enteric viral infections. In Greene, C.E.ed. Infecfious diseases of the dog and cat.4%d,
Elsevier Saunders, USA, capitulo 9, 80-91.

s¢Simon et al (2012). Ten years conserving the Iberian lynx. Junta de Andalucia - Consejeria de Agricultura, Pesca y
Medio Ambiente.

Disponivel em:
http://www juntadeandalucia.es/medioambiente/portal_web/servicios_generales/doc_tecnicos/2013/10_anos_lince/10
a_conservacion_lince.pdf

SRoelke, M. E.; Forrester, D. J.; Jacobson, E. R.; Kollias, G. V.; Scott, F. W.; Barr, M. C.; Evermann, J. F. & Pirtie, E. C. (1993).
Seroprevalence of infectious disease agents in free-ranging Florida panthers (Felis concolor coryi). Journal of Wildlife
Diseases, 29(1), 36-49.

8Greene, C. E. & Decaro, N.(2012). Canine enferitis. In Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the dog and cat.4%d,
Elsevier Saunders, USA, capitulo 8, 76-79.

5 Addie, D. D. (2012). Feline coronavirus infections. In Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the dog and cat.4%d,
Elsevier Saunders, USA, capitulo 10, 92-108.

Heeney, J. L.; Evermann, J. F.; McKeirnan, A. J.; Marker-Kraus, L.; Roelke, M. E.; Bush, M.; Wildt, D. E.; Meltzer, D. G.; Colly,
L. & Lukas, J. (1990). Prevalence and implications of feline coronavirus infections of captive and free-living cheetahs
(Acinonyx jubatus). Journal of Virology, 64, 1964-1972.
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As prevaléncias enconfradas para os diferentes grupos testados na andlise desta
doenca foram diferentes as encontradas no estudo de Millan et al. (2008) para felideos
e muito semelhantes para outfros carnivoros. No caso de seroprevaléncias em felideos,
estas foram superiores a 10% (44 animais amostrados), para infecdo sensivelmente 5%
(24 animais testados) e 0% para todas as especies que aqui figuram no grupo 3, a
excecdo da raposa que ndo foi amostrada por este estudo de 2008.

Por sua vez quando comparando o grupo 1 da presente andlise com o estudo de
Duarte et al. (2012), as prevaléncias para infecdo calculadas foram muito inferiores ao
encontrado por estes investigadores. As prevaléncias encontradas eram da ordem dos
20% para a totalidade do territério portugués e para os distritos mais a Sul enquanto
que nenhum animal com material genético de Coronavirus foi encontrado no
presente estudo. Possivelmente esta disparidade poderd dever-se a diferencas de
metodologias, tipo e qualidade das amostras ou entdo a inexisténcia de infecoes
ativas nos animais testados. O mesmo fipo de disparidade, possivelmente pelas
mesmas razdes jd mencionadas, assim como possivelmente variacdes da producdo
de anticorpos no decurso da doenca ou mesmo excrecdo viral (Addie 2012), foi
observado quando se compara as seroprevaléncias. Nenhum animal testado por
Duarte et al. (2012) apresentava anticorpos e no entanto no presente estudo 5 felinos
em 82 possuiom anficorpos contra o agente desta doenca e em trés destes, foi
tentada a amplificacdo de material genético com resultados negativos.

Ao ter-se detetado a presenca de anticorpos e material genético nestes trés grupos e
nas frés dreas em estudo, sabendo que anticorpos contra este virus j& foram
identificados em lince por Meli et al. (2009) e sabendo o potencial que estes agentes
tém para provocar doencas debilitantes e fatais, os resultados aqui reunidos
constituem importantes dados a reter para a conservacdo desta espécie e maneio
das espécies em andilise.

5.2.2.4 Doenca de Aujeszky

Quando considerando a doenca de Aujeszky, doenca dos foros respiratorio,
reprodutor e neurolégico capaz de se manifestar num vasto leque de espécies
selvagens (ungulados, carnivoros, lagomorfos e roedores, Ruiz-Fons 2012¢'), apenas
amostras de Sus scrofa foram recolhidas e processadas para a andlise de exposicdo
ou infecdo por este agente nas trés dreas do projeto. Optou-se por esta metodologia,
pois esta espécie € considerada o seu verdadeiro hospedeiro em fauna selvagem. As
outras, pensa-se que sdo hospedeiros de fundo-de-saco que potencialmente, ora por
ingestdo de carcacas infetadas ou por contato direto ou indireto com animais
infetados, tendem a morrer da doenca antes de ser possivel a excrecdo viral ou
producdo de titulos de anticorpos significativos (Ruiz-Fons 2012). Como tal sdo de
pouca significancia epidemiolégica para a metodologia empregue neste estudo.
Poucas amostras para detecdo de material genético deste herpesvirus foram
processadas e destas nenhum resultado positivo foi obtido.

No entanto, hd que referir que poderiam estar presentes casos subclinicos de infecdo
ou laténcia que ndo foram detetados por esta metodologia, dado o tipo de amostra
utilizado.

O mesmo pode ter ocorrido com as amostras encaminhadas para o ensaio soroldgico,
que ndo consegue identificar casos em que o animal foi infetfado mas o agente ndo
se encontra disponivel no organismo e consequentemente ndo € alvo de uma

61 Ruiz-Fons, F.(2012). Aujeszky's disease, or Pseudorabies. In Gavier-Widén, D.; Duff, J.P. & Meredith, A. ed. Infectious
diseases of wild mammals and birds in Europe .Wiley-Blackwell, UK, capitulo 1, 3-36.
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resposta imunitdria por parte do hospedeiro nem infecdes recentes que ndo
permitiram a construcdo de uma resposta detetdvel.

Outro ponto a considerar nesta Ultima metodologia € que foi usado um método
apenas validado para suinos, havendo autores a considerd-lo como falivel (Ruiz-Fons
2012), pelo que existird sempre um grau de incerteza na interpretacdo dos resultados
aqui obtidos.

Quando comparando as prevaléncias obtidas para fauna selvagem, estas sdo
inferiores as de um estudo espanhol de Vicente et al. (2005)62 que analisou a regido
centro-Sul espanhola, englobando Sierra Morena (>40%, amostragem superior a 100
individuos). Contudo, diferencas de metodologias e desconhecimento de como é
feito o maneio destas populacdes sGo alguns dos aspetos que poderdo contribuir para
esta disparidade e dificultar esta andlise. Dada a dificil disponibilizacdo de dados de
estudos portugueses, uma comparacdo em territério portugués € de momento de
dificil concretizacdo.

Relativamente as populacdes domésticas, as prevaléncias calculadas para javalis
neste estudo sdo também inferiores as calculadas a partir de dados do Plano de
Erradicacdo para o total das regides em ungulados domésticos. Todavia,
regionalmente foi observada a mesma progressdo enfre estes dois grupos:
prevaléncias mais elevadas foram encontradas para o Vale do Guadiana, seguindo-
se Moura-Barrancos e finalmente Serra do Caldeirdo. Ao considerar-se que existem
diferencas significativas entre regides para as prevaléncias em suinos domeésticos,
podendo a regi@o do Vale do Guadiana apresentar maior nUmero de casos, esta
possivel associacdo de progressdes poderd levantar um problema quando a
erradicacdo desta doenca estd em curso, como ja foi defendido por Boadella et al.
(2012)¢3. Estes autores constataram que, por um periodo de 10 anos, a seroprevaléncia
em javalis em parte da Peninsula ibérica manteve-se estavel e poderd prejudicar este
tipo de planos, visto aqueles animais permanecerem como reservatoérios de infecdo
de populacdes domésticas, contribuindo para a existéncia de mais uma via de
fransmiss@o e um hospedeiro de manutencdo do agente nestas regides.
Relativamente ao potencial que este agente patogénico tem para desenvolver
quadros clinicos na fauna selvagem, ndo foram encontrados sinais ou lesdes sugestivas
de um quadro de doenca de Aujeszky nos animais seropositivos, algo que é
possivelmente concordante com o ja referido em vdarios estudos compilados por Ruiz-
Fons (2012): encontram-se em circulacdo estirpes de baixa viruléncia e casos de
doenca/morte nestas espécies sdo pouco frequentes.

No entanto, desconhece-se, para o intervalo de tempo deste projeto, se outras
espécies selvagens foram infetadas e/ou morreram desta doenca nas regides em
estudo. Esta informacdo, apesar de dificil ou mesmo de impossivel obtencdo, seria
importante, dada a possibilidade destes ungulados poderem constituir reservatorios
estaveis de infecdo e constituirem uma potencial via de fransmissdo ao lince ibérico,
para o qual ndo se conhecem casos de quadros clinicos sugestivos ou comprovados
de doenca de Aujeszky.

Mesmo assim e paralelamente, casos de doenca em carnivoros ja foram encontrados
e reforcam o potencial negativo que este agente apresentard no caso do lince
ibérico, como sdo exemplos os estudos de Glass et al. (1994)¢4 na Pantera da Florida,

62 Vicente, V.; Ruiz-Fons, Vidal, D. Hofle, U.; Acevedo, P.; Villany, D.; Ferndndez-de-Mera, |. G.; Martin, M. P. & Gortdzar, C.
(2005). Serosurvey of Aujeszky disease virus infection in European wild boar in Spain. Veterinary Record, 156, 408-412.
s3Boadella, M.; Gortdzar, C.; Vicente, J. & Ruiz-Fons, F. (2012). Wild boar: an increasing concern for Aujeszky's disease
control in pigs2. BioMed Central Veterinary Research 8(7).

¢4Glass, C. M.; MclLean, R.G.; Katz, J. B.; Maehr, D. S.; Cropp, C. B.; Kirk, L. J.; McKeirman, A. J. & Evermann, J. F. (1994).
Isolation of pseudorabies (Aujezsky’s disease) virus from a Florida panther. Journal of Wildlife Diseases, 30(2), 180-184.
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Cay e Letellier (2009)¢> e Cramer et al. (2011)¢¢ em cdes, que indicam que
possivelmente o consumo de carne de espécies infetadas de Sus scrofa poderd
constituir uma via de transmissdo a considerar e que poderd ocorrer no caso do lince
ibérico, se este optar por este tipo de presas.

5.2.2.5 Tuberculose Bovina

As prevaléncias encontradas neste estudo ndo foram muito elevadas, mas o nUmero
de espécimes selvagens cujas amostras foram processadas também foi baixo, pelo
que é dificil entender a relev@ncia do que se observou nestes grupos e dareas.

No entanto, hd que salientar que geralmente se encontram prevaléncias baixas em
fauna selvagem, porque a maioria destas espécies funciona como hospedeiros fundo-
de-saco, sendo incapazes de manter o agente nas populacdes sem reexposicAo
(Backues 2008, Gavier-Widén et al. 2012 & Millan et al. 2008).

Contudo, nem toda a fauna selvagem pode ser considerada como vitima de spill-
over. Em Portugal, os carnivoros podem funcionar como importantes vias de
fransmissdo deste agente (Monteiro et al. 2011) e, como ja foi referido a nivel europeu,
o Sus scrofa é reconhecido como um dos mais importantes reservatorios selvagens
desta doenca (Santos et al. 2009). Casos de infecdo ativa em carnivoros selvagens
como V. vulpes, H. ichneumon e M. meles (Milan et al. 2008) foram encontrados em
Espanha e apesar de apresentarem no geral prevaléncias baixas, como também foi o
verificado no presente relatério, o papel que podem desempenhar enquanto
fransmissores deste agente ndo pode ser negligenciado face a reintroducdo do lince
ibérico em Portugal. Adicionalmente, tanto em Espanha como em Portugal, e em
particular para as zonas em consideracdo e para ungulados silvestres, outros trabalhos
como sdo exemplos os estudos espanhodis de Aranaz et al. (2004), Gortazar et al. (2008)
e os portugueses de Santo et al. (2009/2011) j& identificaram prevaléncias de
Tuberculose que poderdo ser consideradas preocupantes por serem referentes a uma
das espécies reservatdrio e por serem superiores as aqui determinadas devido aos
constrangimentos anteriormente mencionados.

Esta presenca de animais positivos que partihem o habitat com o lince ibérico e que
possam interagir ou ser predados por este representa um perigo para a sanidade de
futuras populacoes deste felideo em Portugal, quer pelos efeitos deletérios que surgem
com o desenvolvimento desta doenca de cardter crénico quer pela mortalidade
associada. A infecdo ativa j& foi encontrada nesta espécie em liberdade em Espanha
por Millan et al. (2008), e um dos animais apresentava um quadro generalizado de
Tuberculose. Anticorpos evidenciando exposicdo prévia também ja foram detetados
nesta espécie, nos Ultimos locais onde ainda resistem populacdes livres (Martin-Atance
2006). Apesar de terem sido isolados microrganismos do complexo da Tuberculose em
animais selvagens com origem na regido de Moura-Barrancos, como ja fora
encontrado por Santo et al. (2011), e apesar de ndo se ter identificado diferencas
significativas nas prevaléncias calculadas para fauna selvagem e ndo podendo estas
ser consideradas representativas face ao anteriormente referido, estas foram
observadas no caso dos ungulados domésticos, estando possivelmente a zona de
Moura-Barrancos a apresentar maior prevaléncia de infecdo. Algo que poderd estar
de acordo com o que tem sido sistematicamente sugerido em outros estudos que

65Cay, A. B. & Letillier, C. (2009). Isolation of Aujeszky’s disease virus from two hunting dogs in Belgium after hunting wild
boars.Viaams Diergeneeskundig Tijdschrift, 78, 194-195.

6 Cramer, S.D.; Campbell, G.A.; Njaa, B.L.; Morgan, S.E.; Smith Il, S.K.; MclLin IV, W.R.; Brodersen, B.W.; Wise, A.G.; Scherba,
G.; Langohr, I. M. &Maes, R. K. (2011). Pseudorabies virus infection in Oklahoma hunting dogs. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, 23(5), 915-923.
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indicam uma possivel relacdo entre populacdes domésticas e selvagens na ecologia
desta doencga nesta drea em concreto (Cunha et al. 2011)

Contudo, e como ja referido, a ecologia de doenca em fauna selvagem e a interface
com animais domésticos € complexa, encontrando-se ausentes vdarios par@metros
para a sua interpretacdo no presente contexto, tendo igualmente ocorrido
enviesamentos de amostragem (a recolha de amostras de ungulados selvagens em
montarias onde tendencialmente sdo abatidos mais individuos adultos).

Estes aspetos dificultam o estudo de prevaléncias representativas, a determinacdo de
verdadeiros reservatérios e, em Ultima instncia, a andlise do possivel impacto que
esta doenca poderd ter no lince ibérico nestas regides. Outro tipo de metodologias,
como o recurso ao spoligotyping, como foi optado por Aranaz et al. (2004), poderia
esclarecer esta interacdo entfre espécies domésticas e selvagens neste intervalo de
tempo em estudo.

Como a possibilidade de interacdo j& foi alvo de estudo pelo menos no Alentejo, em
que o contato/partiha de habitat foi suspeitado e verificado por, por exemplo,
Raposo (2011) ou por VetNatura (2012), estes Ultimos indicando que as dreas de maior
prevaléncia de Tuberculose bovina nas populacdes domésticas em Moura-Barrancos
estavam associadas as dreas de maior densidade de veados, e como Duarte et al.
(2007) encontraram, por sua vez, fortes evidéncias que sugerem a transmissdo deste
agente entre estas populacdes em pelo menos uma exploracdo naquela regido, os
dados obtidos nesta acdo do projeto, deverdo ser entendidos como dados que
deverdo ser analisados mais profundamente de forma a poder minimizar possiveis
consequéncias negativas para a conservacdo do lince ibérico.

5.2.2.6 Leplospirose

Na andlise desta doenca verificou-se que um elevado nUmero de amostras ndo foram
processadas ou quando o foram, apenas resultados prejudicados foram encontrados.
A decomposicdo de amostras, quantidade insuficiente de amostra, inadequacdo do
tipo de amostra a pesquisa do agente/ensaio usado e contaminagdo por bactérias
foram as principais razdes para estas duas situacdes e decerto influenciam a
representatividade dos resultados obtidos e prevaléncias calculadas.

De facto, apenas se conseguiu identificar possiveis casos de exposicdo a diferentes
serovares deste agente patogénico e possivelmente a qualidade das amostras,
padrdes de excrecdo intermitentes ou inexisténcia de infecdo com excrecdo do
agente, poderdo ndo ter propiciado o isolamento deste agente de crescimento
fastidioso (OIE 2014¢7). O teste seroldgico usado, considerado o “gold standard” para
estudos de determinacdo de anticorpos, poderd ndo fer identificado casos de
infecdo croénica, em que sdo produzidos anticorpos mas ndo atfingem o valor
diagnodstico (OIE 2014), como poderdo ser os casos observados e jd@ mencionados no
presente estudo em animais dos grupos 1 a 4, que ndo foram contabilizados como
positivos.

No entanto, aqueles também poderdo ser apenas representativos de situacdoes de
exposicdo prévia. Assim, o ideal seria ter acesso a histéria clinica de todos os animais
amostrados, listagem de lesdes observadas nos caddveres recolhidos e proceder a
uma repeticdo da andlise seroldgica nos espécimes vivos para compreensdo destes
diferentes estados nos animais que foram incluidos neste estudo.

Apesar da importdncia que a Leptospirose pode ter em animais de companhia e de
producdo e dado o seu valor enquanto doenca de interesse para a salde publica, na
realidade, e embora seja frequente o isolamento deste agente em um conjunto

¢7 OIE. (2014). Terrestrial Manual- Leptospirosis, capitulo 2.1.9.
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vastissimo de animais selvagens, de acordo Birtles (2012b), o papel que este agente
pode fer na morbiidade de fauna selvagem aqinda ndo foi completamente
clarificado. Todas as espécies selvagens que possuiam anticorpos contra este agente
neste estudo j& foram identificadas na Europa como espécies em que foram isoladas
leptospiras ou para as quais evidéncias de contacto foram encontradas (Birtles 2012b).
Os reservatdrios primdrios conhecidos dos serovares, possivelmente infetantes,
encontrados neste projeto correspondem na sua grande maioria a roedores,
ungulados domeésticos e carnivoros.

Contudo, vdrias das espécies amostradas neste estudo também ja foram
reconhecidas como reservatoérios ou hospedeiros de manutencdo daqueles agentes,
pelo que também poderdo funcionar como outras fontes de infecdo, que ndo as
primdrias, para outros animais (Greene et al. 2012). A obtencdo de apenas resultados
de serologia também ndo é esclarecedora neste aspeto, uma vez que ndo permite a
identificacdo de um serovar infetante, mesmo havendo casos em que esteja com
fitulos de anticorpos acima do limiar estabelecido. O ideal seria conjugar esta
informacdo com isolamentos positivos que ndo se conseguiram obter. Este facto é
relevante para o presente estudo, uma vez que se verificou que pelo menos 4 dos 5
grupos testados apresentavam anticorpos contra este agente, constituindo assim
possiveis fontes para outras espécies como o lince ibérico, como também Milldn et al
(2008) referem.

Pensa-se que os felinos domésticos parecem ser mais resistentes & infecdo por
leptospiras que os canideos e o nivel de conhecimento sobre o desenvolvimento de
Leptospirose em felideos € ainda muito limitado (Greene et al. 2012), mas sabe-se que
em hospedeiros acidentais ou reservatérios imunocomprometidos o resultado da
infecdo por este tipo de agentes patogénicos poderd ser do tipo sistémico e fatal
(Birtles 2012b). Logo, as seroprevaléncias obtidas para os 4 grupos (e as mais elevadas
para o grupo 1), aliadas & vulnerabilidade reconhecida do Lynx pardinus a agentes
patogénicos, poderdo ser pontos problemdticos a considerar na reintroducdo do lince
e impacto nas suas futuras populacdes. HA pelo menos um caso em que estas
espiroquetas foram responsdaveis pela morte de um lince ibérico por faléncia renal
(Simoén et al. 2012).

5.2.2.7 Brucelose

Para esta doenca vdrios métodos foram usados para detetar a presenca/exposicdo a
varias espécies de Brucella em amostras de animais dos grupos 2 a 4. No entanto e
para qualguer um dos grupos, amostras por analisar, resultados prejudicados por
hemolise excessiva ou falta de soro, ou dificuldade na andlise de soros pela presenca
de microrganismos com atividade anti-complemento, foram alguns dos
condicionalismos encontrados para o estudo desta doenca e extrapolacdo dos
resultados para as dreas em estudo.

Estiveram em andlise Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis e Brucella canis
e para todos os grupos testados ja foram descritos isolamentos destes microrganismos
(Godfroid 2012). Neste estudo, evidéncias da exposicdo a microrganismos do género
Brucella foram encontradas apenas nos grupos 2 € 4 podendo este achado estar
relacionado com os problemas identificados no grupo 3 ou com a ecologia das vdarias
espécies em estudo.

Para a maioria dos casos documentados de exposicdo nos varios estudos compilados
por Godfroid (2012), as seropositividades encontradas sédo descritas como podendo
estar relacionadas com spills-overs das populagcdes domésticas, que com o avangar
dos programas de erradicagdo poderdo ndo constituir ameacas a conservacdo de
especies.
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No entanto, a comparacdo feita com os dados dos planos de erradicacdo parecem
NnAo O sugerir, uma vez que as regides com as seroprevaléncias mais elevadas ndo
coincidem.

Contudo, e como jd referido, vdrios parmetfros encontram-se em falta para se
entender a inferacdo que possa existir na interface entre as populacdes de animais
domésticos e selvagens. Também se desconhece se a possivel presenca de B. suis
nestas regides poderd estar a influenciar estes resultados, uma vez que é
frequentemente isolada num vasto grupo de animais selvagens na Peninsula lbérica,
reconhecidos como reservatérios deste agente (Munoz et al. 2010¢8), e visto os ensaios
seroldgicos usados ndo permitirem distinguir as espécies de Brucella que originaram os
casos de seropositividade (OIE 2009¢°) e nenhuma cultura ter permitido isolar estes
microrganismos.

Apesar de se terem encontrado seropositivos para B. canis no grupo 2, ainda ndo
foram reportados casos em fauna selvagem na Europa (Godfroid 2012), pelo que de
momento ndo € possivel saber se esta espécie causadora de Brucelose canina pode
infetar e provocar doenca em espécies selvagens, incluindo o lince ibérico.

5.2.2.8 Toxoplasmose

No estudo da presenca/exposicao ao agente da Toxoplasmose,
autdlise/decomposicdo e situacdes de inadequacdo da amostra ao teste usado,
impediram a andlise das amostras recolhidas ou prejudicaram a obtencdo de um
resultado vdlido, particularmente no caso do grupo 5.

As seroprevaléncias mais elevadas foram encontradas no grupo dos felideos, algo que
é frequente em vdrios estudos (incluindo o de Milldn et al. 2008) e que seria de esperar,
uma vez que este corresponde ao grupo no qual se inserem as espéecies que sAo
hospedeiros definitivos e que excretam os oocistos para o ambiente.

Adicionalmente, as amostras processadas foram recolhidas em zonas rurais, onde se
sabe que a frequéncia para desenvolvimento ou exposicdo €& mais elevada,
particularmente quando se considera animais adultos (Dubey & Lappin 20127°), como
foi o caso neste estudo.

No entanto, os valores aqui encontrados de seropositividade poderdo ser uma sub-
representacdo da realidade, uma vez que o teste apenas deteta a presenca de
imunoglobulinas G, estando descrito que em alguns felinos a producdo destas poderd
ocorrer apenas quatro a seis semanas apods ingestdo do hospedeiro intermedidrio
(Dubey & Lappin 2012).

A Ufilizacdo deste ensaio para animais testados uma Unica vez, impossibilita a
determinacdo destes casos e a confirmacdo de situacdes de infecdo ativa assim
como ndo permite comprovar se existe excrecdo de oocistos para o ambiente (Dubey
& Lappin 2012).

A grande variacdo observada no fitulo de anticorpos detetado neste grupo, ndo
pode ser entendida como indicadora de quadros clinicos de severidade distinta, uma
vez que pode fratar-se apenas de reacdes individuais a exposicdo a este agente
(Dubey & Lappin 2012). Para além disso, ndo se conhecendo o historial clinico dos
animais, nGo € possivel saber se estardo presentes casos de doenca nesta amostra.

¢Munoz, P. M.; Boadella, M.; Aral, M.; de Miguel, M. J.; Revilla, M.; Martinez, D.; Vicente, J.; Acevedo, P.; Oleaga, A.;
Ruiz-Fons, F.; Marin, C. M.; Prieto, J. M.; de la Fuente, J.; Barral, M.; Barberdn, M.; de Luco, D. F.; Blasco, J. M. & Gortdzar,
C. (2010). Spatial distribution and risk factors of Brucellosis in lberian wild ungulates. BioMed Central Infectious Diseases,
10(46).

¢QIE. (2009). Terrestrial Manual 2009-Porcine Brucellosis, capitulo 2.8.5.

7Dubey, J. P. & Lappin, M.R. (2012). Toxoplasmosis and Neosporosis. In Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the dog
and cat.4%d, Elsevier Saunders, USA, capitulo 79, 806-821.
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Todos estes pontos constituem par@metros de interesse para andlise, uma vez que
Millan et al. (2008) indicam que os gatos podem ser responsdveis pelas altas
prevaléncias de anticorpos encontradas no lince ibérico em liberdade.

Foram novamente encontradas diferencas significativas entre regides para o grupo 1,
contudo os mesmos problemas apontados anteriormente dificultam esta andlise,
como o desconhecimento de fatores comportamentais e ecoldgicos, entre outros.

Do numero de amostras recolhidas e processadas do grupo 5, apenas 2 coelhos
apresentavam evidéncias de exposicdo, conferindo baixas prevaléncias para toda a
regido e para as frés dareas em estudo. Quando comparando as seroprevaléncias
obtidas deste grupo com outros estudos como o de Garcia-Bocanegra et al. (2009)71
em Donana e Sierra Morena, estas também ndo eram muito elevadas 14/85 (11,9%).
Vdrios autores referem que esta baixa seroprevaléncia poderd dever-se Qo
posicionamento tréfico dos herbivoros e seus hdbitos de alimentacdo, podendo estes
constituir uma via de fransmissdo importante para o lince ibérico. Estudos em
carnivoros tém encontrado altas seroprevaléncias neste grupo de animais, quando
comparados com omnivoros, herbivoros e insetivoros, e estas poderdo ser resultantes
do consumo dos niveis troficos mais baixos infetados (Sobrino et al. 200772).

Sabe-se que em gatos, doencas concomitantes ou imunossupressdo fornam o
hospedeiro mais suscetivel a desenvolver esta doenca, pois este parasita tende a
comporta-se como um agente oportunista (Dubey & Lappin 2012). Deste modo, existe
potencial para populacdes de felideos vulnerdveis virem a desenvolver esta doenca,
o que poderd ocorrer no caso do lince ibérico.

5.2.2.9 Leishmaniose

Apenas o grupo dos canideos acusou exposicdo a este agente e como ja referido,
foram amostradas regides endémicas, pelo que estes resultados seriam de esperar. As
prevaléncias encontradas engquadram-se no que € normalmente enconfrado em
zonas endémicas, confudo hd que considerar que o valor calculado de
seroprevaléncia para este grupo poderd ndo ser o real, visto alguns animais terem sido
vacinados contra esta doenca, ndo tendo sido possivel remové-los dos cdlculos de
prevaléncias.

Uma vez que os animais testados ndo sdo origindrios das regides em estudo, mas
apenas as frequentam durante as acdes de caca, as prevaléncias calculadas ndo
serdo representativas daquelas trés dreas, representando possivelmente fontes
“externas” de infecdo para os vetores e, como tal, mais uma via de fransmissdo deste
parasita para o vetor na regido e subsequentemente para outras espécies.

Mesmo com estes possiveis condicionalismos, as seroprevaléncias obtidas ndo diferem
muito do que é enconfrado em vdarios paises endémicos (Solano-Gallego et al. 200973),
mesmo quando considerando os locais de origem deste grupo de animais.

E tratando-se de uma doenca de cardter cronico e para a qual ndo existe cura
(Baneth & Solano-Gallego 201274), a presenca deste agente e do seu vetor nestas trés
regides sdo potenciais riscos para o lince ibérico em Portugal.

71 Garcia-Bocanegra, I.; Dubey, J .P.; Martinez, F.; Vargas, A.; Cabezédn, O.; Zorrilla, I.; Arenas, A. & Almeria, S. (2009).
Factors affecting seroprevalence of Toxoplasma gondii in the endangered lberian lynx (Lynx pardinus). Veterinary
Parasitology 167, 36-42.

72Sobrino, R.; Cabezdn, O.; Milldn, J.; Pabdén, M.; Arnal, M.C.; Luco, D. F.; Gortdzar, C.; Dubey, J. P. & Almeria, S. (2007).
Seroprevalence of Toxoplasma gondii antibodies in wild carnivores from Spain. VeterinaryParasitology 148, 187-192.

73 Solano-Gallego, L.; Koutinas, A.; Mird, G.; Cardoso, L.; Pennisi, M. G.; Ferrer, L.; Bourdeau, P.; Oliva, G. & Baneth, G.
(2009). Direction for the diagnosis, clinical staging., freatment and prevention of canine leishmaniosis. Veterinary
Parasitology. 165, 1-8.

74Baneth, G. & Solano-Gallego, L. (2012). Canine Leishmaniosisin Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the dog and
cat.4%d, Elsevier Saunders, USA, capitulo 73, 734-750.
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E de referir cinda que apenas se consideraram para andlise desta doenca o grupo dos
carnivoros € canideos domésticos, contfudo e cada vez mais sdo enconfradas
evidéncias de que outras espécies selvagens poderdo desempenhar importantes
papéis na manutencdo deste parasita nos ecossistemas, como sdo os casos de
roedores e lagomorfos (Millan et. al 20147%), que ndo foram alvo deste estudo.

5.2.2.10 Coccidiose

Das vdarias coccideas existentes e passiveis de serem identificadas pelo método de
Willis, apenas exemplares da familia Eimeridae foram encontrados no grupo 5,
especificamente em roedores. Problemas de qualidade ou adequacdo do tfipo de
amostra ao teste de diagndstico usado poderdo ter comprometido os resultados
obtidos e as prevaléncias calculadas nos grupos amostrados. A auséncia e
impossibilidade prdtica de reamostragem poderdo ter impedido a determinacdo de
individuos com padrdes de excrecdo mais errdtica.

Outro problema encontrado na andlise desta doenca estd relacionado com o
detalhe de informacdo disponibilizado sobre os parasitas encontrados. Seria de
interesse saber o género ou até mesmo a espécie das coccideas identificadas, uma
vez que alguns generos podem provocar doengcas com consequéncias mais graves,
sobretudo em individuos imunocomprometidos, como se sabe ser o caso de Isospora
em gatos (Dubey & Greene 20127¢). Apesar de ser apenas conhecido um frabalho em
que foi identificado este tipo de parasitas em lince ibérico, sem que este demonstrasse
sinais clinicos de doenca (Rodriguez & Carbonell 199877), a presenca destes agentes
patogénicos pode constituir uma possivel ameaca a espécies que se sabe serem mais
suscetiveis, como é o caso do lince ibérico.

Esta informacdo poderia, adicionalmente e possivelmente, esclarecer de forma
indireta o estado sanitdrio de outras espécies de oufros grupos aqui em estudo
(parficularmente o grupo 3 que estd sub-representado), se estivessem presentes
espécies com ciclos heteroxenos ou para as quais se conhecem reservatorios de
concentracdo/hospedeiros paraténicos.

5.2.2.11 Riquetsioses e Febre Q

Relativamente aos agentes estudados no grupo 6, foi identificado Anaplasma
marginale e Candidatus Midichloria mitochondrii, o primeiro mais frequentemente
encontrado em ruminantes, incluindo os selvagens e o outro descoberto no aparelho
reprodutor de fémeas de Ixodes ricinus e para qual se desconhece se estard
associado a processos patogénicos (Sassera et al. 200678; Birtles 2012a77).

Contudo, e como parte das carracas foram recolhidas da vegetacdo, ndo se sabe de
que grupos de animais se alimentaram e se estes exibiam sinais de doenca. Esta
informacdo seria de utilidade, uma vez que, para todos os agentes patogénicos em
estudo potencialmente transmitidos por carracas, a capacidade para provocarem

7sMillan, J.; Ferroglio, E. & Solano-Gallego, L. (2014). Role of wildlife in the epidemiology of Leishmania infantum infection
in Europe .Parasitology Research.doi:10.1007/s00436-014-3929-2.

76Dubey, J. P. & Greene, C. E. (2012). Enteric Coccidiosis. In Greene, C.E.ed. Infectious diseases of the dog and cat.4%d,
Elsevier Saunders, USA, capitulo 80, 828-839.

77 Rodriguez, A. & Carbonell, E. (1998). Gastrointestinal parasites of the lberian lynx and other wild carnivores from central
Spain. ActaParasitologica, 43(3), 128-136.

78Sassera, D.; Beninati, T.; Bandi, C.; Bouman, E.A.P.; Sacchi, L.; Fabbi, M. & Lo, N.(2006). “Candidatus Midichloria
mitochondrii”, an endosymbiont of the tick Ixodes ricinus with an unique intframitochondrial lifestyle. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, 56, 2535-2540.

79Birtles, R. (2012a). Rickettsiales infections. In Gavier-Widén, D.; Duff, J.P. & Meredith, A. ed. Infectious diseases of wild
mammals and birds in Europe. Wiley-Blackwell, UK, capitulo 28, 363-371.
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doenca clinica em fauna selvagem é ainda desconhecida (Birtles 2012a; Cunningham
& Yabsley 201289),

No entanto, o potencial para causar doenca existe sempre nestas infecées, uma vez
que, podendo afetar elementos do sistema circulatério e imunitdrio, enfre outros,
podem permitir o desenvolvimento de doencas com consequéncias mais graves ou
por associacdo com outras serem importantes causas de morte, como sdo exemplo as
epidemias fatais observadas em ledes, Panthera leo, descritas por Munson et al.
(2008)8' em Africa, por coinfecdo de Babesia e virus da Esgana.

A presenca destes vetores e agentes patogénicos nas regides em estudo e este
potencial para provocarem doenca em populacdes debilitadas constituem possiveis
riscos para espécies mais sensiveis. E o caso do lince ibérico que j& foi encontrado
parasitado por este fipo de vetores, tendo sido reportados casos de
infecdo/exposicdo a estes agentes nas dreas chave espanholas (Millan et al. 200782
Millan et al. 200883; Meli et al. 200984).

Adicionalmente, a identificacdo de Coxiella burnetii, agente patogénico responsdvel
pela febre Q, que ndo estava incluido na lista de doencas em andlise, permitiu um
ganho valioso de informacdo relativamente & sua presenca na fauna selvagem.

Visto serem escassos os frabalhos de investigacdo destes agentes e, em termos
globais, existrem poucos relatos de doenca em fauna selvagem, ainda ndo se
entende completamente qual o papel que esta desempenha na epidemiologia da
infecdo por este agente em termos da sua transmissdo ao ser humano, animais
domésticos ou entre varias espécies selvagens (Ruiz-Fons 201285).

80Cunningham, M. W. &Yabsley, M. J. (2012). Primer on fick-borne diseases in exofic carnivores. In Miller, R. E. & Fowler, M.
E. Fowler's Zoo and wild animal medicine Current therapy, volume7, ELSEVIER Saunders, capitulo 59, 458-464.

8IMunson, L.; Terio, K. A.; Kock, R.; Mlengeya, T.; Roelke, M. E.; Dubovi, E.; Summers, B.; Sinclair, A. R. E. & Packer, C. (2008).
Climate exfremes promote fatal co-infections during canine distemper epidemics in African lions. PLoS One 3(6),
doi:10.1371/journal.pone.0002545.

82Milldn, J.; Ruiz-Fons, F.; Mdrquez, F. J.; Viota, M.; Lépez-Bao & Martin-Mateo, M. (2007). Ectoparasites of the endangered
Iberian lynx Lynx pardinus and sympatric wild and domestic carnivores in Spain. [Abstract]. Medical and Veterinary
Entomology, 21(3), 248-254.

83 Millan, J.; Candela, M. G.; Palomares, F.; Cubero, M. J; Rodriguéz, A.; Barral, M.; de la Fuente, J.; Aimeria, $.& Ledn-
Vizcaino, L. (2008). Disease threatfs to the endangered lberian lynx (Lynx pardinus). The Veterinary Journal (2008).
doi:10.1016/j.tvjl.2008.04.005.

84Meli, M. L.; Cattori, V.; Martinez, F.; Lopez, G.; Vargas, A.; Simon, M. A.; Zorrilla, I.; Mufoz, A.; Palomares, F.; Lopez-Bao,
J.V.; Pastor, J.; Tandon, R.; Willi, B.; Hofmann-Lehmann, R. & Lutz, H., (2009). Feline leukemia virus and other pathogens as
important threats to the survival of the critically endangered Iberian lynx (Lynx pardinus).PLoS ONE 4, e4744. (3): e4744.
doi:10.1371/journal.pone.0004744.

85 Ruiz-Fons, F.(2012). Coxiella burnetii infection. In Gavier-Widén, D.; Duff, J.P. & Meredith, A. ed. Infectious diseases of
wild mammals and birds in Europe .Wiley-Blackwell, UK, capitulo 34, 409-412.
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6 Conclusoes e perspetivas futuras

Toda a metodologia empregue e resultados conseguidos neste estudo decerto
constituem a base para futuros programas de vigildncia que sdo unanimemente
considerados como imprescindiveis, ndo s6 no caso da reinfroducdo de espécies com
estatutos de conservacdo reservados, como também para garantir a manutencdo de
estatutos de indemnidade nas populacdes domésticas, para melhorar estratégias de
atuacdo no controlo e erradicacdo de doencas endémicas e ainda na vigilGncia de
doencas emergentes ou re-emergentes, e tendo, como objetivo Ultimo, a criacdo de
uma rede nacional de epidemiovigilncia da fauna selvagem.

No entanto, e dada a impossibilidade de analisar linces nas trés dreas do projeto, a
importé@ncia que cada prevaléncia tém ou terd em populacdes de lince ibérico num
contexto portugués dificimente é percebida, sobretudo quando se sabe que existe
sempre um risco associado ao desenvolvimento de doencas infeciosas em situacoes
de franslocacdo de espécies selvagens (o animal reintfroduzido pode transportar novas
doencas para o ambiente recetor ou pode adquirir novas doencas durante o
processo de translocacdo ou ulteriormente quando j& presente neste ambiente).

Por serem inUmeros os casos na literatura que evidenciam as consequéncias nefastas
gue tfranslocacdes de espécies podem ter quando ndo corretamente ponderadas,
quando se fala numa espécie quase em extingdo, com reduzida variabilidade
genética e sensivel a varios agentes patogénicos e sendo o lince ibérico considerado
como uma espécie emblemadtica da Peninsula lbérica, dado o seu endemismo nesta
localizacdo, é inegdvel que o que se pretende € que possiveis casos de recolonizacdo
e, em especial de reinfroducdo sejam um sucesso.

Contudo, este risco sempre presente, pode comprometer o sucesso do proprio
processo de reintroducdo e inviabilizar todos os esforcos que foram feitos, deitando por
terra todas as expectativas que foram criadas ao longo destes anos.

Assim, nos territdrios previstos para a reintroducdo poderdo ser implementadas
algumas medidas de confrolo das principais doencas com maior impacto na saude
do lince ibérico e em outras espécies. Concomitantemente, deverd ser assegurada a
monitorizacdo das doencas das espécies simpdatricas, sejam elas silvestres, domésticas
ou ferais, aftravés de uma rede de epidemiovigilncia ativa, devendo estar
acautelados os recursos financeiros para a sua execucdo futura.

As doencas mais importantes que, de acordo com o presente estudo e com 0s Casos
documentados de infecdo/doenca em lince ibérico, deverdo ser alvo de maior
atencdo neste sentido sGo a Leucemia Felina, a Tuberculose Bovina, a Esgana, a
Parvovirose, a Imunodeficiéncia Felina, a Leptospirose e a Pasteurelose:

- Evidéncias de infecdo por Leucemia felina foram encontradas neste estudo, em
gatos domésticos de ambientes rurais nas frés areas em andlise com a prevaléncia
global de 14,4% (IC=7,7-24,3%). Pelo que estes achados poderdo representar um
possivel perigo a considerar para a conservacdo do lince ibérico nesta regido de
Portugal;

- No caso da Tuberculose, em um javali, um mufldo e uma gineta, todos da regido de
Moura-Barrancos, foram isolados microrganismos do complexo Mycobacterium
fuberculosis. Dado que estando em curso o plano de erradicacdo desta doenca em
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ungulados domeésticos e havendo sistematicamente relatos de contato entfre estas
interfaces, as diferencas significativas encontradas para as prevaléncias em
exploracdes naquela regido poderdo estar na origem de casos nessa localizacdo e
representar um fator que pode dificultar a sobrevivéncia deste felino, merecendo estes
dados ser alvo de uma andlise mais detalhada, futuramente;

- Apesar de ndo se ter determinado a presenca de material genético de Esgana nos
grupo 1 e 3 e sabendo que para Portugal indicios de exposicdo j& foram encontrados,
a determinacdo de anticorpos a exposicdo a este virus aliada a detecdo do agente
nestas regides, deverdo ser pontos a ter em consideracdo numa avaliacdo futura para
melhor compreensdo da sua possivel circulacdo nestas trés dreas e perceber o
possivel impacto que poderd ter nas futuras populacdes portuguesas, visto que o
potencial para causar efeitos deletérios ja foi descrito no lince-ibérico;

- Relativamente as Parvoviroses, prevaléncias elevadas foram encontradas tanto para
o grupo dos felideos como o dos restantes carnivoros silvestres nas trés dareas em
estudo (PRgrupo1=48,4%, 1C=37,7-59,1%; PRgrupo3=43,4%, |C=34,6-52,6%). Amostras positivas
foram recolhidas de espécies assilvestradas/silvestres como V. vulpes, G. genetta, M.
meles, M. putorius, M. foina, H. ichneumon, L. lufra, hibridos (Felis catus e Felis silvestris) e
gatos domeésticos, indicando que estas espécies e a presenca deste virus em
circulacdo sdo par@dmetros importantes a considerar na conservacdo de lince-ibérico;

- Considerando o caso da Imunodeficiéncia felina, foram encontrados gatos
domeésticos com anticorpos anti-FIV nas trés areas em estudo (PR=3,8%, 1C=0,2-11,2%),
sem que diferencas significativas fossem encontradas entre as prevaléncias de cada
regido. A presenca deste agente nestas regides, em gatos domésticos e em ambiente
rural, poderd ser preocupante, se o contato ocorrer entre esta espécie e o lince
ibérico, uma vez que sdo raros os casos documentados de exposicdo do Ultimo ao
mesmo e recentemente Guilherme-Lopez e Serra (2014), em comunicacdo pessoal,
referem terem identificado por PCR a presenca deste agente num exemplar desta
espécie, demonstrando o potencial para a infecdo e vulnerabilidade desta espécie a
este agente;

- Relativamente & leptospirose, foram enconfrados em praticamente todos os grupos
indicios de exposicdo a este agente, variando a prevaléncia para animais silvestres ou
assilvestrados de 4,8% a 23,3% para a totalidade das frés regides em andlise. No
presente estudo ndo foram identificadas diferencas significativas entre as prevaléncias
das trés regides para os grupos positivos que incluiram animais de espécies como: F.
catus, V. vulpes, H. ichneumon, S. scrofa e C. elaphus, pelo que estes achados aliados
a possibilidade de contaminacdo ambiental e persisténcia destes agentes no
ambiente constituem pontos a ter em consideracdo para a reintroducdo do lince
ibérico em Portugal. Contudo e devido a problemas com o processamento de
amostras do grupo dos lagomorfos ou roedores, ficou por perceber qual o papel que
este grupo de animais poderd ter na transmissdo e manutencdo deste agente
infecioso nas regides em estudo, pelo que serd aconselhdvel proceder a uma nova
recolha de amostras nesse sentido;

- Apesar de ndo se ter identificado Pasteurella haemolytica em nenhuma das amostras
testadas e dado o nUmero daquelas que ndo pdde ser processado, a inclusdo desta
doenca neste grupo de doencas que merece mais atencdo prende-se com o &
reportado potencial patogénico que este agente tem no lince ibérico. Assim, e apesar
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das prevaléncias de 0% obtidas neste relatdrio, futuramente seria ideal proceder a
uma nova amostragem dos varios grupos nas trés regides para melhor compreensdo
da ecologia deste agente nesta regido do pais e possivel impacto que poderd ter na
conservacdo do lince ibérico neste pais.

Outras doencas frequentes mas com pouco cardcter virulento para esta espécie,
como a Toxoplasmose, a Cytauxzoonose, a Coriza felina, a Peritonite infeciosa felina e
a Leishmaniose, deverdo ser também contempladas, visto que para as duas primeiras,
o lince ibérico pode ser reservatdrio natural para estes agentes, e assim sendo pode ter
um papel ativo no contdgio a outras espécies animais. Salienta-se que no caso da
Toxoplasmose, no presente estudo, altas prevaléncias foram encontradas no grupo
dos felideos (45%) em espécies como F. catus, F. silvestris e Felis sp., havendo
possivelmente maior nUmero de casos positivos a exposicdo a Toxoplasma gondii na
regido do Vale do Guadiana, reforcando a importdncia que este agente poderd ter
na conservacdo do lince ibérico e outfras espécies como o F. silvestris. E no caso do
Cytauxzoon felis, como a representatividade da amostragem ficou comprometida
neste estudo, idealmente, e para compreensdo do possivel papel que este agente
pode desempenhar nas dreas do projeto, uma nova recolha de amostras terd de ser
ponderada para perceber se a prevaléncia de 0% calculada neste estudo terd
significGncia epidemioldgica.

Nas outras doencas referidas, em situacdes de imunossupressdo do organismo, estes
agentes podem tornar-se patogénicos para o lince ibérico e foram encontrados
indicios da sua presenca nos varios grupos amostrados neste estudo.

No caso da Coriza felina, material genético para o virus da Calicivirose felina foi
detetado em exemplares de F. catus, F. silvestris e Felis sp. (PR=16,8%, |C=9,5-26,7%), e
em apenas um F. catus de Moura-Barrancos foi identificado material genético de
herpesvirus felino (PR=0%, IC=0-4,2%). Deste modo, os presentes achados poderdo ser
possiveis indicadores da circulacdo destes virus nesta parte de Portugal e
possivelmente representam um risco a conservacdo desta espécie, e particularmente
se estiverem presentes casos de infecdes latentes de longa duracdo ou persistentes
gue possam constituir fontes de fransmissdo do virus ao lince.

Também para o estudo de coronavirus foram encontrados casos de exposicdo ou
presenca do agente em animais dos grupos 1 a 3 (PRgrupo 1=4,4%, 1C=0,5-12,7%; PR grupo
2=92,9%, 1C=88,4-96,4%¢e PRgrupo 3=0,4%, IC=0-5,2%), incluindo espécies como F. catus, C.
familiaris, G. genetta e H. ichneumon, sem que diferencas significativas fossem
encontradas para cada grupo relativamente a cada regido. A presenca destes
agentes nestes grupos € de considerar uma vez que o potencial para a transmissdo ao
lince existe e se a mutacdo para a variante que causa a Peritonite Infeciosa Felina
ocorrer e poder provocar um quadro semelhante ao dos gatos domésticos nesta
espécie de felideo selvagem, a sua sobrevivéncia poderd ser comprometida.
Relativamente a Leishmaniose e dado que algumas das freguesias amostradas para
esta doenca pertencem a regides consideradas endémicas para Leishmaniose
canina, resultados positivos a presenca de anticorpos eram esperados e foram
encontrados no grupo de matilhas de cdes. No entanto a prevaléncia de 0%
encontrada para o grupo 3, tanto para o método seroldgico como para o molecular,
ndo era esperada nestes locais, pelo que poderd ser interessante, futuramente, tentar
perceber a ecologia deste agente neste grupo de animais e nesta regido de Portugal.

Outras doencas como a Doenca de Aujeszky e Febre Q, deverdo ser consideradas,
porque poderdo fer algum potencial patogénico.
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No presente estudo, anticorpos anti-herpesvirus suino foram encontrados em javalis
(PR=15,8%, 1C=8,1-28,1%) e estando o plano oficial desta doenca em populacdes
domeésticas ainda longe da erradicacdo, a possibilidade de contato entre populacdes
de ungulados domésticos e silvestres poderd permitir a transmissdo do agente e os
ungulados silvestres poderdo constituir reservatorios estaveis de infecdo para o lince.
Relativamente a agentes veiculados por vetores (neste estudo carracas), de momento
apenas foram analisados vetores recolhidos da vegetacdo das regides de Mouro-
Barrancos e Vale do Guadiana e nestes foram enconfrados casos positivos para a
presenca de material genético do agente responsdavel pela Febre Q (PR=26%, IC=16,9-
37.6%). Futuramente ficardo disponiveis mais dados relativos as restantes carracas
amostradas e agentes por elas veiculados.

Tendo em consideracdo as doencas acima referidas, as medidas de controlo que
podem ser implementadas para reduzir os riscos da sua fransmissdo ao lince ibérico
dependem ndo sé das doencas visadas mas fambém do grupo de hospedeiros
considerado.

Relativamente a maioria das doencas que afetam os cdes e os gatos, como € o caso
da Esgana, das Parvoviroses, da Leucemia felina e da Coriza Felina, passam
obviamente pela profilaxia vacinal e anti-parasitdria dos hospedeiros reservatorios
domeésticos, mas também pelo confrolo de animais errantes para a grande maioria
das doencas que afetam aquelas espécies.

Relativamente as doencas encontradas nos hospedeiros reservatorios selvagens, as
medidas passam sobretudo por acdes de gestdo e controlo de densidades, quando
na perspetiva da conservacdo estas sejam aplicaveis, e pela eliminacdo adequada
de subprodutos resultantes da prdatica cinegética, que podem constituir fontes de
infecdo de Tuberculose Bovina.

Paralelamente, medidas de segregacdo enfre espécies domésticas e selvagens
deverdo ser aplicadas sempre que possivel, de forma a interromper os ciclos de
tfransmiss@o de doencas entre aqueles dois grupos.

Adicionalmente os individuos de lince ibérico a serem translocados, deverdo ser
submetidos a uma monitorizacdo do estado de saude, prevendo o rastreio das
doencas j& mencionadas anteriormente, de que poderdo ser portadores, e
eventualmente, serem submetidos a uma profilaxia vacinal e desparasitacdo (como
estd protocolado no “Manual Sanitario del Lince lbérico™s®). Estas acdes deverdo ser
prolongadas no tempo apds o estabelecimento de territérios, e estendendo-se aos
descendentes.

A DGAV, por sua vez, andlisard a implementacdo de futuras medidas de controlo, a
par das jd contempladas nos planos de erradicacdo de doencas das espécies
domésticas em vigor, podendo no futuro colaborar institucionalmente.

Em suma e tendo em conta estes resultados, sugestdes e possiveis medidas de
controlo, uma andlise de risco da reintroducdo do lince ibérico em solo portugués,
com os resultados desta acdo, surge, neste momento como o passo natural a seguir.
Uma vez que representa um método multidisciplinar baseado em evidéncias
cientificas, esta pode auxiliar na identificacdo com maior grau de confianca das
doencas com maior importdncia na conservacdo do lince em Portugal,
contextualizando os resultados obtidos nesta acdo no possivel cendrio de reintroducdo
em solo portugués, que dificimente é conseguido apenas com os resulfados desta
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acdo dada a auséncia, de entre outros fatores, de populacdes deste felino em
Portugal. Esta andlise permitird, assim, analisar o papel que doencas infeciosas e
parasitdrias poderdo ter na sobrevivéncia das populacdes portuguesas de lince, uma
vez que ndo se pode ignorar a import@ncia que estas tém na dindmica de
populacdes selvagens, mesmo quando se acredita que o principal foco de atencdo
na problemdtica da reinfroducdo do lince seja o restabelecimento de populacdes da
principal presa e a aceitacdo da populacdo local, como critérios de escolha de uma
drea de reintroducdo.

Se esta vertente das doencas e estes resultados ndo forem considerados, incorre-se no
risco de ocorrer o que se passou com populacdes de outras espécies em perigo e
endémicas, como foi o caso do lobo-etiope, Canis simensis, na Efiopia no século XX8s
ou como foi verificado em projetos de reintroducdo de lince euroasiatico, Lynx lynx, na
Suica onde 19% das mortalidades (13 em 72) foram devidas a processos
infeciosos/parasitarioss’.

Com este recurso e através da identificacdo de doencas que podem ser introduzidas
nas futuras populacdes de linces em Portugal e a determinacdo da probabilidade de
intfroducdo/contato com o agente e subsequentemente avaliacdo da magnitude das
sUas consequéncias, novas medidas que possam mitigar estas probabilidades ou
magnitudes sdo faciimente identificadas e passiveis de serem implementadas, caso
seja necessdrio, salvaguardando todo o processo de reintroducdo e potenciando o
seu sucesso a curto e possivelmente a longo prazo.

8¢Sillero-Zubiri, C.; King, A. A. & Macdonald, D. W. (1996). Rabies and mortality in Ethiopian wolves (Canis simensis).
Journal of Wildlife Diseases 32(1), 80-86.

87Schmidt-Posthaus, H.; Breitenmoser-Wursten, C.; Posthaus, H.; Bacciarini, L. & Breitenmoser, U. (2002). Causes of mortality
in reinfroduced Euroasian lynx in Switzerland. Journal of Wildlife Diseases, 38(1), 84-92.
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7 Lista de simbolos e abreviaturas

AC
ACC
Ag
bact

2

X
Cbv
CEVDI

conv
CoV
DGAV
EDTA
ELISA
EV

FC
FCV
FelV
FHV
FIV

PCEDA
PCR
PEBPR
PEVBB
PEVTB
PR

PV

RB

RL
RT-PCR
SC
T.R.C.

Anticorpos

Atividade anti-complemento
Antigénio

Bactéria

Chi-quadrado

Canine Distemper Virus (Virus da Esganal)
Centro de Estudos de Vectores e Doencas Infecciosas Doutor Francisco
Cambournac

Convencional

Coronavirus

Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterindria

Acido etilenodiamino-tetra-acético

Enzyme linked immuno-sorbent assay

Endovenosa

Fixacdo de Complemento

Feline Calicivirus (Calicivirus felino)

Feline Leukemia virus (Virus da Leucemia felina)

Feline Herpesvirus (Herpesvirus felino)

Feline Imunodeficiency virus (Virus da Imunodeficiéncia felina)
Gauges

Graus de liberdade

Intervalo de Confianca

Instituto de Conservacdo da Natureza e Florestas
Inframuscular

Isolamento

International Union for Conservation of Nature

Leptospira

Aglutinacdo lenta em l&mina

Amostra

N&o determinado

N&o aplicavel

Probabilidade

Prevaléncia Aparente

Plano de Confrolo e Erradicacdo da Doenca de Aujeszky
Polymerase chain-reaction (Reacdo de polimerase em cadeiq)
Programa de Erradicacdo da Brucelose dos Pequenos Ruminantes
Programa de Erradicacdo e Vigildncia da Brucelose Bovina
Programa de Erradicacdo e Vigilncia da Tuberculose Bovina
Prevaléncia Real

Parvovirus

Rosa Bengala

Aglutinacdo rapida em Idmina

Reverse Transcriptation PCR (Transcriptase reversa)
Subcuténea

Tempo de replecdo capilar
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