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Resumo

O presente estagio desenvolveu-se no Centro de Ecologia, Recuperacao e Vigilancia de
Animais Selvagens (CERVAS), em Gouveia, e teve como objectivo permitir o contacto com a
clinica e medicina de recuperacao de espécies selvagens autdctones, assim como a formacgéo
e sensibilizacdo para a conservacao de espécies protegidas. Durante o periodo de contacto, foi
possivel observar uma consideravel variedade de animais, sobretudo aves, das quais uma
grande proporgdo eram aves de rapina. Os principais procedimentos efectuados foram a
recepcao e estabilizacdo dos pacientes, seguida de exame geral, diagnéstico e instituicdo de
terapéutica, seguimento clinico e necrépsias. Durante a permanéncia no centro de
recuperacao, foi possivel colaborar na monitorizacdo da presenca de hemoparasitas em aves
selvagens ingressadas, tendo sido possivel concluir que a presenca deste tipo de parasitas é
frequente nestes animais, sobretudo em aves de rapina, ndo se fazendo acompanhar de sinais
clinicos caracteristicos. Como complemento ao trabalho efectuado no CERVAS, também foi
possivel participar num projecto de investigacdo no Laboratério de Tecnologia Alimentar do
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar (ICBAS), no qual se pesquisou a prevaléncia de
bactérias comensais (Escherichia coli e Enterococcus spp.) resistentes aos antimicrobianos em
dejectos de animais selvagens. As amostras foram colhidas entre Marco e Dezembro de 2008
e provieram de aves que deram entrada em dois centros de recuperacao de fauna selvagem
portugueses e também de exemplares de Lobo-ibérico (Canis lupus signatus) de duas
populacdes distintas e geograficamente separadas. Deste trabalho foi possivel concluir que
muitas resisténcias ja estdo instaladas nos habitats selvagens, provavelmente em

conseqguéncia da contaminacdo ambiental de origem humana.
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1. Introducéo

O presente estagio decorreu entre Outubro de 2008 e Janeiro de 2009, no Centro de
Ecologia, Recuperagdo e Vigilancia de Animais Selvagens (CERVAS), em Gouveia,
enquadrado no Parque Natural da Serra da Estrela (PNSE). O objectivo principal foi ter
contacto com a realidade de um centro de recuperacdo de animais selvagens, tendo
oportunidade de conhecer melhor a fauna autdctone (sobretudo avifauna), assim como 0s
principais procedimentos clinicos, operacées de manutencado e o potencial destes centros para
0 desenvolvimento de projectos de investigacdo no ambito da conservacao da biodiversidade.

Os objectivos de um centro de recuperacdo de animais selvagens vdo muito além do
que o nome deixa transparecer. E verdade que a recuperacdo dos animais que séo trazidos é
uma importante parte do trabalho desenvolvido e uma grande motivacdo para aqueles que
dedicam o0 seu tempo a um centro de recuperacdo, sendo eles Médicos Veterinarios,
estagiarios ou voluntarios. Contudo, ha autores que argumentam que, apesar de importancia
de libertar os animais reabilitados (Negro et al. 2007), a recuperacao do individuo tem um efeito
guestionavel no todo da populacdo (Donazar 1993, Anhauser & Woelfing 1985). Nesse sentido,
€ também da responsabilidade do centro de recuperag¢do monitorizar a presenca de problemas
sanitarios ao nivel das populacbes selvagens (patologias ou de outra natureza) e prestar
auxilio no controlo dos mesmos. A recepc¢do de animais, mesmo que sejam apenas individuos
de uma populagcdo mais ou menos numerosa, permite monitorizar algumas patologias
emergentes, algumas com grande relevancia em Saude Publica e Medicina Veterinaria, como é
0 caso da tuberculose ou da gripe aviaria (WHO 2004). A educacdo ambiental € outra das
vertentes em que um centro de recuperacao actua, sendo essencial informar as populacbes
sobre o trabalho que se desenvolve nestes locais e sobre os animais que sao recuperados e a
sua importancia nos ecossistemas. Além do referido, o CERVAS em patrticular presta apoio a
plataformas como o Programa Antidoto — no sentido de informar as populagdes sobre os
perigos do uso indiscriminado de téxicos e as consequéncias dos mesmos na biodiversidade —
e também a varios projectos de investigacdo. Estes projectos abrangem areas tao variadas
como o treino de voo de aves antes da libertagédo, o enriquecimento ambiental das instalagdes
do centro de recuperagéo, a constru¢do e colocagdo de caixas-ninho, o seguimento das aves
libertadas e a constru¢do de uma base de dados especificamente adaptada as necessidades
deste centro.

Neste sentido, este periodo de estagio no CERVAS possibilitou, além da aquisicdo de
conhecimentos sobre identificagdo, maneio e clinica de animais selvagens, também a obtencgéo

de um rico conhecimento sobre a biologia e ecologia de uma grande variedade de espécies da
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fauna autdctone. Isto deveu-se ao espirito de equipa que existe neste centro de recuperacao,
onde colaboram diariamente médicos veterinarios, bidlogos, estagiarios e voluntarios, num
salutar ambiente de companheirismo e partilha de conhecimentos.

Ao contrario do que seria de esperar para a época do ano em que decorreu o estagio, a
afluéncia de novos animais ao centro de recuperagdo foi baixa, pelo que foi possivel
complementar este trabalho com a participacdo em dois projectos relacionados com a
monitorizacdo de populagbes selvagens, nomeadamente através da colheita sistematica de
amostras de animais ingressados no Centro de Recuperacdo ou capturados no habitat natural.

O primeiro consistiu na pesquisa de hemoparasitas em esfregacos de sangue periférico
de aves que ingressaram no CERVAS, numa tentativa de estimar a sua prevaléncia nas
populacdes selvagens e relacionar o seu aparecimento com a condicao clinica dos animais. Os
géneros mais frequentemente encontrados foram Leucocytozoon spp. e Haemoproteus spp.,
sobretudo em aves de rapina, ndo se tendo encontrado sinais clinicos evidentes nos animais
mais intensamente parasitados.

O segundo projecto envolveu a participacdo num trabalho de investigacdo a decorrer no
Laboratério de Tecnologia Alimentar do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar. Este
trabalho consistiu na pesquisa de bactérias comensais, nomeadamente Escherichia coli e
Enterococcus spp., portadoras de resisténcia a antimicrobianos. As amostras consistiram em
dejectos de aves selvagens e lobo-ibérico (Canis lupus signatus). O objectivo deste trabalho foi
avaliar em que medida a accdo humana, nomeadamente ao nivel da contaminacdo dos
ecossistemas com antibidticos, se estende até ambientes que a partida ndo estédo
humanizados. Por outro lado, ha que ter presente que existem espécies bacterianas que
possuem resisténcia intrinseca a determinados antimicrobianos, ndo sendo o seu aparecimento
uma consequéncia das actividades humanas (van den Bogaard et al. 2002, Martins da Costa et
al. 2008, Barbosa & Levy 2000, Middleton & Ambrose 2005, Summers 2002). Foi possivel
confirmar a existéncia de um leque alargado de perfis de resisténcia, com um padrdo
caracteristico consoante a origem dos animais (aves provenientes de um habitat selvagem ou
cativeiro e lobos provenientes de duas populagdes distintas e separadas entre si).

Esta cooperacgéo entre varias disciplinas — Saude Publica, Saude Animal e Conservagao
dos Ecossistemas — constitui o fundamento da Medicina de Conservacao (Aguirre et al. 2002).
Esta abordagem multidisciplinar é o futuro da abordagem a Saude, tanto humana como animal,

e também da prevencédo da degradacéo ambiental.



2. Desenvolvimento

A presente seccdo abordara as varias areas do trabalho desenvolvido numa perspectiva
de integracdo, tendo como fio condutor o conceito de Medicina de Conservacdo, uma area
interdisciplinar que abarca a Saude Publica, Saude Animal, Epidemiologia, Toxicologia,
Ecologia e Biologia da Conservacdo (Aguirre et al. 2002). Esta dinamica € essencial no
trabalho de um Médico Veterinario, no sentido em que a Saude Animal, nomeadamente ao
nivel dos animais domésticos, é indissociavel da sautde humana e da saude dos animais
selvagens (Osofsy et al. 2000, WHO 2004). As zoonoses e as antropozoonoses Sao a prova
real da relacdo intima entre estas abordagens a Saude (Deem et al. 2001).

As principais ameacas que as espécies selvagens enfrentam sdo a fragmentacdo dos
habitats, a propagacédo de doencas infecciosas devido a alteracdes climaticas ou introducao de
espécies exoticas (cuja accao negativa também se manifesta pela competicéo pelo alimento ou
locais de abrigo), subnutricdo e presenca de toxicos ou outro tipo de contaminacdo no
ambiente. Estes factores combinam-se com o stress e a consanguinidade, acentuando a
imunossupressdo (Deem et al. 2001, Lafferty & Gerber 2002, Lanfranchi et al. 2003, Meffe
1999, Schloegel & Daszak 2004).

As doencas infecciosas sdo um desafio na conservacdo da fauna selvagem, o que
justifica a necessidade de actuacdo do Médico Veterinario nesta area. Sendo a nocao de
doencga nos animais um conceito muito vasto, Wobeser defende que deve ser definido tendo
em conta o efeito na performance normal dos individuos. Desta forma, podemos caracterizar a
doenga como “qualquer limitacao que interfere com as fungdes normais, incluindo respostas a
factores ambientais como nutricdo, toxicos e clima; agentes infecciosos; anomalias congénitas
ou uma combinacido destes factores” (Wobeser 2006). Além das patologias, o declinio de
muitas espécies da fauna autéctone estd também relacionado com a accdo humana,
nomeadamente em consequéncia do aumento populacional, o que se reflecte na degradacéo e
contaminacgdo dos habitats, isolamento de populagfes e aumento da proximidade de estruturas
humanas (tais como exploragbes pecuarias, parques eolicos ou auto-estradas) (Deem et al.
2001, Lemus et al. 2008).

Durante muito tempo, o papel do Médico Veterindrio em conservagdo da fauna
selvagem limitou-se ao tratamento de animais feridos, auxilio na imobilizacdo e captura de
animais selvagens em estudos de campo e também intervengdo quando uma patologia
infecciosa provocava elevada mortalidade. Esta intervengéo € importante mas limitada, sendo
desejavel a sua participagdo na globalidade dos projectos de conservagdo, desde o
planeamento até a execucdo no campo. Neste contexto, o Médico Veterinario possui valéncias

gue o tornam insubstituivel na conservagéo de populacdes selvagens: capacidade de identificar

3



correctamente as causas de uma determinada patologia e as respectivas populacies
reservatorio; capacidade de distinguir uma patologia que é relevante para a conservacao de
uma determinada espécie de outra que ndo produz efeito significativo na dindmica das
populacdes ou pode até funcionar como um factor de seleccdo; e ainda a competéncia para
sugerir e planear estratégias de controlo de determinadas patologias (Lanfranchi et al. 2003).

Em acréscimo, as competéncias de um Médico Veterinario possibilitam-lhe uma viséo
global da Saude que falta aos restantes profissionais desta area, como € o caso do dominio de
conceitos como zoonose (uma doenga transmitida dos animais vertebrados para o Homem),
antropozoonose (uma doenca originada no Homem e que pode ser transmitida aos animais) e
espécie-reservatdrio (espécie na qual o agente patogénico sobrevive e se multiplica sem
contudo provocar doenca ou morte). S6 uma capacidade de analise global e abrangente
permite identificar e aplicar estes conceitos de forma correcta (Deem et al. 2001, Schloegel &
Daszak 2004, WHO 2004).

Existem inUmeros exemplos de situagcdes em que a accdo humana gera alteracdes do
equilibrio dos ecossistemas, pondo em risco a Saude Animal, assim como a Saude Publica.
Esta perspectiva atinge ainda maior relevancia se se pensar que alguns animais selvagens séo
espécies cinegéticas que, apds serem cacados, sdo trazidos para as povoacdes, onde é facil
existir contacto com os animais domésticos (Deem et al. 2001). Ao implantar exploractes
pecuarias perto de areas habitadas por animais selvagens — que podem ser reservatorios de
patologias as quais 0s animais domésticos sdo sensiveis — pode dar-se inicio a um fendmeno
de amplificagcdo com repercussdes graves. Sao exemplos desta situacdo a tuberculose ou a
gripe aviaria (Schloegel & Daszak 2004). O inverso também acontece, estando documentados
casos em que doencas de animais domésticos sdo introduzidas nas populacdes selvagens
susceptiveis, causando declinios acentuados das mesmas. A Parvovirose Canina é uma
patologia associada aos cdes mas que tem sido responsavel pelo declinio de populacbes de
canideos selvagens em todo o Mundo. Também a Brucelose, a Esgana, a Raiva e a Sarna
Sarcéptica tém sido apontadas como originarias nos animais domésticos (Lafferty & Gerber
2002). Das doencas referidas acima, quase a totalidade séo zoonoses (WHO 2004). Um outro
exemplo sdo as alteracdes climaticas que se tém vindo a manifestar pelo aumento da
temperatura média, o que interfere com a epidemiologia de certas doengas transmitidas por
vectores, principalmente pela maior taxa de sobrevivéncia dos agentes patogénicos ou dos
seus vectores durante o Inverno. A doenca de Lyme e a Leishmaniose sédo exemplos claros de
patologias que tém vindo a aumentar a sua prevaléncia e a expandir-se para além dos locais
onde eram endémicos (Schloegel & Daszak 2004). O movimento global de pessoas e
mercadorias, tanto numa perspectiva de turismo como de comércio Mundial, potencia a

disseminacéo de doencas entre os diferentes continentes, de tal forma que qualquer patologia
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emergente é capaz de se dispersar por areas extensas de territorio (Lafferty & Gerber 2002,
Weinhold 2003, Deem et al. 2001, WHO 2004).

A monitorizagdo da presenca de patologia nos animais selvagens € fundamental no
controlo das zoonoses emergentes, na medida em que estas constituem uma ameaca a Saude
em todas as suas vertentes, assim como a economia Mundial. Esta vigilancia pode ser feita
mediante varias abordagens: através da reunido do maximo de informagdo e colheita de
amostras nos animais que ingressam nos Centros de Recuperacédo, tendo assim uma ideia do
gue se passa nas populacbes de onde provém; a colheita de amostras no campo,
particularmente amostras fecais, de forma ndo invasiva, inclusivamente no contexto de
actividades de caca; ou em concertacdo com outros estudos cientificos em que seja essencial
a captura dos animais, podendo assim obter dados acerca da dieta, factores de stress ou

presenca de agentes patogénicos nas populacdes estudadas (Weinhold 2003).

2.1 Centro de Recuperacdo de Animais Selvagens

Um Centro de Recuperacdo de Animais Selvagens é, sobretudo, um local onde séo
recebidos animais doentes, feridos ou debilitados e que tem a capacidade de |hes prestar
cuidados veterinarios.

Geralmente, os animais sdo encontrados por particulares posteriormente recolhidos e
transportados até ao CERVAS pelas Equipas de Protec¢cdo da Natureza e Ambiente (EPNA) da
Guarda Nacional Republicana. O transporte deve ser feito em caixas seguras e descartaveis
(normalmente caixas de cartdo), nas quais se fazem perfuracdes para permitir a ventilacdo (o
ideal serd que as perfuracdes se situem abaixo do nivel dos olhos do animal). E importante
assegurar que a caixa escolhida permita ao animal manter uma posicdo confortavel, sem
contudo permitir movimentos amplos ou causar lesées. Esta contra-indicado o uso de palha ou
erva dentro da caixa, uma vez que estas podem veicular microrganismos patogénicos ou
provocar lesdes nos animais, nomeadamente lesées oculares. Sendo assim, o uso de folhas de
jornal é sempre preferivel quando se deseja cobrir o fundo da caixa. O transporte deve ser feito
de forma calma, mantendo a caixa imobilizada dentro do veiculo e num local bem ventilado.

Quando chegam ao Centro de Recuperacdo, o0s animais sdo geralmente
acompanhados de uma ficha onde constam a identificacdo e o contacto de quem os encontrou,
assim como informagdes acerca do local onde se encontrava (proximidade de estradas, linhas
eléctricas, terrenos agricolas ou zonas de cacga). Estas informagdes podem ser essenciais no

estabelecimento do diagnostico, uma vez que os sinais clinicos podem ser inespecificos. O



tempo decorrido desde que o animal foi encontrado até a entrega também é uma informacéo

util, sobretudo no prognostico.

Figura 1. Contencdo de garca-real (Ardea cinerea) (a esquerda) para avaliagdo clinica e exame de guarda-rios
(Alcedo atthis) (a direita).

De seguida, é feita a avaliacéo inicial do paciente, primeiro através de observacao a
distancia e depois retirando o animal da caixa. Nesta fase, é importante observar o interior da
mesma em busca de dejectos, egagropilas, restos alimentares ou objectos estranhos, que
podem também fornecer informacdo importante para o diagnéstico. Quando as lesdes séo
incompativeis com a posterior sobrevivéncia do animal no seu habitat natural — como é o caso
das amputacGes de origem traumatica — é ponderada a viabilidade do tratamento, sendo a
eutanasia considerada uma opc¢do humana. Posteriormente, avaliam-se também a condicao
corporal e o grau de desidratacdo, sendo de seguida calculado o volume de fluidos a
administrar e a necessidade de suplementacdo com complexos vitaminicos. E feito o exame
geral, de forma sistematica — bico ou focinho, narinas, membranas mucosas orais, dentes,
olhos, ouvidos, pescoco, papo, térax e abdomen, dorso, cloaca/anus e genitais, cauda,
uropigeo, membros anteriores e posteriores — evitando concentrar a aten¢gdo somente nas
lesbes 6bvias. Todos os dados clinicos relevantes e tratamentos instituidos séo imediatamente
langcados numa base de dados digital, especialmente concebida para este centro de
recuperacdo. Apdés o diagnostico e terapia inicial, o animal é geralmente colocado no
internamento, onde permanece engquanto o0 seu estado inspirar cuidados frequentes, tais como
medicacgéo, limpeza de feridas ou fisioterapia. Quando a sua condigéo fisica lhe permite voar,
alimentar-se e procurar abrigo, é feita a transferéncia para as camaras de muda, onde
permanece durante o restante periodo de recuperagdo. Para as aves, a fase final corresponde
ao treino de voo e musculagdo, durante a qual os animais sdo colocados no tunel de voo e

estimulados diariamente a fazer exercicio de preparacao para a libertagéo.



Figura 2. Exemplares de milhafre-preto (Milvus migrans) (a esquerda), aguia-calgcada (Hieraaetus pennatus) (ao

centro) e aguia-de-asa-redonda (Buteo buteo) (a direita) em camaras de muda.

Quando o estado do animal ndo permite a sua sobrevivéncia ou chega ao centro ja
morto, € encaminhado para necrépsia, sendo esta pratica uma ferramenta importante ao dispor
do Médico Veterinario. Independentemente da ordem utilizada, fundamental é que o exame
seja sistematico, ndo descurando qualquer pormenor e colhendo amostras de todos os tecidos
cujo exame anatomopatologico, microbiolégico ou toxicoloégico possa fornecer informacdes
importantes acerca do processo patolégico em causa (Latimer & Rakich 1993, Coles et al.
2007). Durante o periodo de estagio, foi possivel colaborar na realizacdo de 16 necrépsias,

sobretudo de aves.

2.2 Actividade do Centro de Recuperacao

Durante o periodo de estagio a que este texto se refere, o nimero de ingressos foi
inexplicavelmente baixo quando comparado com igual periodo de 2007. Este acontecimento
contraria a tendéncia que se tem observado, na qual todos os anos o nimero total de ingressos
aumenta. O grafico 1 mostra a tendéncia de aumento do nimero de ingressos observada
desde o inicio da actividade do centro de recuperagéo, em Junho de 2006, até ao fim de 2008.
O aumento do numero de ingressos ao longo dos anos pode ser explicado pelo aumento do
namero de pessoas que conhecem o CERVAS e a maior sensibilizacdo acerca dos

procedimentos a adoptar quando se encontra um animal selvagem ferido ou doente.
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Gréfico 1. Namero de ingressos no CERVAS, por ano (azul - ingressos vivos; laranja — ingressos mortos).

Esta maior informacdo deve-se sobretudo as accdes de educagdo ambiental que tém
sido desenvolvidas, sobretudo a participacdo em eventos regionais e a libertagdo publica de
animais recuperados (Figura 1). Este tipo de accbes é importante para um centro de
recuperacao por permitir informar as pessoas acerca da fauna selvagem — desmistificando

algumas crencas acerca de determinadas espécies e que motivam a sua perseguicao.
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Figura 3. Acgbes de educagao ambiental com criangas do ensino basico (Aguiar da Beira e Caramulo).

O grafico 2 mostra a evolucdo dos ingressos no CERVAS, por més, em 2007 e 2008.
Os picos observados estdo normalmente relacionados com periodos importantes na ecologia
das espécies (nos meses de Verao observa-se um incremento dos ingressos devidos a queda
do ninho, por ser nesta altura que as aves desse ano comecam a tentar voar) ou periodos de
maior perturbacdo antropogénica (épocas de caca). No mesmo grafico pode observar-se que
no periodo correspondente ao presente estagio se observou um decréscimo no nimero de
ingressos, contrariamente ao que havia sucedido no ano anterior. Ndo é facil justificar esta
alteracdo, especialmente porque o numero elevado de ingressos neste periodo se deve a
ferimentos de tiro por cacadores. E somente possivel especular que exista uma maior
sensibilizagdo dos mesmos ou um menor numero de cagadores no campo, que justifique um

menor nimero de animais abatidos.



O reduzido numero de novos casos nos meses de Outubro de 2008 a Janeiro de 2009
(este més ndo incluido por ndo estar terminado aquando da elaboragéo do presente relatério)
justificou a participacdo em outros projectos paralelamente ao trabalho do CERVAS,
nomeadamente a pesquisa de hemoparasitas em sangue de aves e a pesquisa de bactérias
antibiorresistentes em dejectos de animais selvagens. O desenvolvimento destes dois projectos
seréa abordado mais adiante neste texto.
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Grafico 2. Evolugdo dos ingressos no CERVAS ao longo dos anos 2007 e 2008.

Existe uma grande variedade nos animais que chegam ao Centro de Recuperacao,
estando apenas excluidos os animais domésticos e as espécies cinegéticas. Sendo os animais
selvagens caracterizados por habitos discretos, sdo particularmente dificeis de detectar,
mesmo quando estdo doentes. Desta forma, muitos animais acabam por nunca ser
transportados até ao Centro de Recuperacdo ou sao transportados ja depois de mortos. A
propor¢cdo de animais mortos que ingressaram em 2008 foi de 20%. A importancia destes ndo
€ de negligenciar, sendo a necrépsia uma ferramenta que nos permite aferir a causa de morte
e conhecer o0 estado sanitario da fauna selvagem.

Se se repartir os animais por Classe taxonomica, a maior propor¢do € claramente de
aves (81% em 2008), seguida dos mamiferos (13%) e, por fim, os répteis (6%) (Grafico 3). Este
predominio das aves sobre as restantes classes pode dever-se ao facto de serem mais sujeitas
a certo tipo de ameacgas como o cativeiro ilegal ou a queda do ninho (neste caso, exclusiva das

aves) do que as restantes.
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Gréfico 3. Ingressos no CERVAS em 2008, organizados por categoria.

Dentro das aves, existe ainda um predominio das aves de rapina (ordens Falconiformes
— rapinas diurnas — e Strigiformes — rapinas nocturnas), o que pode estar relacionado com a
biologia e ecologia das espécies. Tratando-se de aves carnivoras que, na sua maioria,
precisam de cacar para obter alimento, estdo sujeitas a ameacas relacionadas com essa
actividade, nomeadamente o risco de colisdo com estruturas ou atropelamento quando
perseguem uma presa. Existe ainda uma grande percentagem de aves da ordem
Passeriformes, que correspondem a pintassilgos (Carduelis carduelis) e outras aves canoras

apreendidas devido a cativeiro ilegal. Estas aves sao geralmente libertadas de imediato, pelo

gue a sua relevancia no trabalho do Centro de Recuperagao é menor.

m Aguia-de-asa-redonda
(Buteo buteo)

H Pintassilgo (Carduelis
carduelis)

= Coruja-do-mato (Strix
aluco)

= Mocho-galego (Athene
noctua)

= Milhafre-preto (Milvus
migrans)

® Gineta (Genetta genetta)

= Cobra-rateira (Malpolon
monspessulanus)

= Raposa (Vulpes vulpes)

Gréfico 4. Proporgédo das oito espécies mais comuns que ingressaram em 2008.

10




As causas de ingresso mais frequentes em 2008 estdo representadas no Gréfico 5.

= Cativeiro llegal
H Atropelamento
B Queda de ninho
H Debilidade

® Tiro/Abate llegal

= Restantes causas de
ingresso

Gréfico 5. Principais causas de ingresso dos animais que chegam ao CERVAS.

O cativeiro ilegal € uma das principais ameacas para 0s animais selvagens, sobretudo
aves. Estes animais chegam até nos frequentemente apés terem sido apreendidos pelas
autoridades, nomeadamente as EPNA. Uma grande proporcao desses animais é capturada
guando ainda sdo muito jovens, ndo tendo havido tempo para completarem a aprendizagem de
sobrevivéncia no seu habitat, que normalmente fica a cargo dos progenitores. Sendo assim, a
recuperacdo destes animais constitui um desafio acrescentado. Para estes — e para 0s
restantes animais que tenham de permanecer muito tempo no Centro de Recuperacéo — torna-
se necessario conceber estratégias que permitam ao animal em recuperacao desenvolver as
capacidades essenciais para a sua sobrevivéncia, nomeadamente habilidade para cacar e
procurar abrigo. Neste sentido, o enriquecimento ambiental € uma das prioridades do

CERVAS, sendo implementado ao nivel das instala¢des e da alimentacao.

Figura 4. Garca-real (Ardea cinerea) (& esquerda) e corujas-do-mato (Strix aluco) (a direita) em camara de muda
com enriquecimento ambiental.
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Os programas consistem na projeccdo e construcdo de estruturas — poleiros, abrigos,
lagos — que mimetizem o habitat natural da espécie, estimulando assim o desenvolvimento de
comportamentos adequados ao habitat em causa e reduzindo o stress inerente a permanéncia
no Centro de Recuperagdo. Em acréscimo a esta modificacdo ambiental, também a
alimentacdo é sujeita a melhoramentos, sendo 0s animais colocados em programas de
alimentacdo progressivamente mais complexos (inicialmente pedacos de carne desmanchada,
depois carne envolta em pélo, pedacos de carne escondidos, e por fim presas vivas),
estimulando assim o instinto de caca. Os pesos dos animais e respectiva condicao fisica sédo
monitorizados frequentemente para avaliar o progresso dos programas (Gaibani & Csermely
2007).

A queda do ninho é frequente quando as aves fazem as primeiras tentativas de voo,
contudo os progenitores podem continuar a alimentar as crias no chdo. Quando estas aves sao
trazidas para o Centro de Recuperacdo exigem cuidados muito frequentes e podem beneficiar
das estratégias de enriquecimento ambiental, no sentido de evitar a domesticacao e facilitar o
regresso ao habitat selvagem.

O tiro e 0 envenenamento sdo duas causas de ingresso que tém a sua origem na
interaccdo entre 0 Homem e a Fauna Selvagem, que por vezes gera situacdes de conflito. Para
contrariar estas situacdes, € essencial 0 desenvolvimento de accbes e educacdo ambiental,
com o objectivo de informar as populacdes acerca do papel dos animais selvagens nos
ecossistemas e da sua importancia no equilibrio dos mesmos. Muitas das situa¢des de conflito
sdo fundamentadas em crencas, sendo essencial desmistifica-las e dar exemplos concretos de
beneficios obtidos a partir destes animais (como, por exemplo, o controlo de roedores pelas
aves de rapina).

Ao contrario do tiro, que geralmente afecta pequenos numeros de animais, 0
envenenamento constitui um problema que pode ter consequéncias graves em populacbes
inteiras. O uso de venenos € uma técnica inespecifica de controlo de predadores, uma vez que
nao selecciona uma espécie-alvo, podendo o0s iscos ser ingeridos por qualquer animal (e
depois outros animais ingerirem os primeiros, amplificando o fenémeno). No caso patrticular de
espécies gregarias como os grifos (Gyps fulvus), que se alimentam em conjunto, uma Unica

carcaga envenenada pode determinar o exterminio de toda uma colénia.
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Figura 5. Abutre-preto (Aegypius monachus) (a esquerda), grifos (Gyps fulvus) (ao centro) e bufo-real (Bubo bubo)
(a direita) em recuperacdo no CERVAS.

Muitas aves chegam aos Centros de Recuperacdo com lesdes de origem traumatica,
apresentando fracturas ésseas, sobretudo nas asas (e em menor nimero nos membros
posteriores). Uma vez que o CERVAS ainda nao possui equipamento de anestesia volatil,
torna-se impossivel resolver os casos em que a cirurgia € a Unica alternativa — estas aves sao
encaminhadas para o Centro de Recepc¢ao, Acolhimento e Tratamento de Animais Selvagens
(CRATAS) da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD).

3. Projectos de Monitorizacédo de Populacbes Selvagens

Além dos projectos que se encontram em curso no CERVAS com o objectivo de
monitorizar a viabilidade e sobrevivéncia dos animais libertados, surgiu também a hipo6tese de
integrar no presente estagio a participacdo em duas iniciativas com uma finalidade semelhante,
contudo numa perspectiva da Medicina Veterinaria. Estes projectos consistiram na pesquisa de
hemoparasitas em amostras sanguineas de aves ingressadas no CERVAS e também na
caracterizacdo da prevaléncia de antibiorresisténcias em bactérias fecais isoladas a partir de
animais selvagens, sendo a amostra deste segundo projecto constituida por aves ingressadas
no CERVAS e também exemplares de lobo-ibérico (Canis lupus signatus).

Entre as aves que integraram a amostra em estudo, contam-se espécies com estatutos
muito distintos em termos de conservagcdo. As espécies mais comuns correspondem,
compreensivelmente, as que tém maior nidmero de ingressos no Centro de Recuperacéo,
nomeadamente a Aguia-de-asa-redonda (Buteo buteo), a Coruja-do-mato (Strix aluco), o
Mocho-galego (Athene noctua) ou o Milhafre-preto (Milvus migrans). Contudo, existem também
amostras de individuos pertencentes a espécies consideradas “criticamente em perigo”, como
€ 0 caso do Abutre-preto (Aegypius monachus), cuja populagcdo nacional ndo ultrapassa os 6
individuos adultos maturos; ou “em perigo”, como a Aguia de Bonelli (Hieraaetus fasciatus),

cuja populagdo em Portugal esta entre os 50 e os 250 individuos adultos (ICN 2005).
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3.1 Pesquisa de Hemoparasitas em Aves Selvagens

Introducdo. Os hemoparasitas mais comuns em aves selvagens sdo Haemoproteus
spp. e Leucocytozoon spp., ambos parasitas veiculados por insectos, homeadamente moscas.
Plasmodium spp. e Trypanosoma spp. também podem ser observados, mas com menor
frequéncia. Os sinais clinicos surgem raramente, estando associados a estados de
imunossupressdo, e sdo sobretudo anemia, edema pulmonar e hepatoesplenomegalia,
principalmente em infeccdo simultanea por Haemoproteus spp. e Leucocytozoon spp. (Greiner
& Ritchie 1993, Campbell & Ellis 2007).

Haemoproteus spp. € um parasita intracelular dos eritrécitos que afecta varias espécies
de aves e é caracterizado por baixa patogenicidade. E possivel observar animais
aparentemente saudaveis com elevado grau de parasitismo, sobretudo rapinas nocturnas
(Ordem Strigiformes). A transmisséo é feita através da picada de moscas do género Culicoides,
gue ingerem o0s gametocitos quando se alimentam de animais infectados e posteriormente
inoculam os esporozoitos num hospedeiro sensivel. Os esporozoitos invadem os tecidos do
hospedeiro e sofrem esquizogonia, originando esquizontes que por sua vez produzem
merozoitos. Os merozoitos alcancam a corrente sanguinea e invadem os eritrcitos, onde
podem ser observados sob a forma de gametdcito. Podem ser detectados pela aparéncia em
forma de anel que circunda o nudcleo sem contudo o deslocar do centro da célula e pela
presenca de granulos amarelados. Os sinais de parasitémia sdo inespecificos, nomeadamente
anemia hemolitica, anorexia e depresséao (Coles et al. 2007, Campbell & Ellis 2007).

Leucocytozoon spp. € um parasita intracelular de eritrcitos e leucécitos que pode
afectar véarias espécies de aves com gravidade variavel, sendo geralmente pouco patogénico
em rapinas. O ciclo de vida também envolve vectores artrépodes, sobretudo moscas da familia
Simuliidae, que inoculam esporozoitos nos hospedeiros definitivos. A esquizogonia ocorre
sobretudo no figado, originando merozoitos que alcangam a corrente sanguinea e invadem o0s
eritrocitos (e possivelmente leucdcitos). No esfregago sanguineo podem ser vistos como
gametdcitos, estruturas baséfilas ou eosindfilas de grandes dimensdes que deformam a
estrutura celular e comprimem o nicleo na periferia da célula. E comum as células adquirirem
uma morfologia fusiforme com nlcleo de cor purpura escuro e granulos refringentes
avermelhados. Os sinais clinicos sédo raros, mas quando ocorrem caracterizam-se por anemia
hemolitica e anorexia que pode ser fatal (Coles et al. 2007, Campbell & Ellis 2007).

Plasmodium spp. é o agente da malaria e sdo conhecidas pelo menos vinte e cinco
espécies. Os vectores sdo mosquitos Culicine spp. e existe uma grande variacdo de
susceptibilidade das diferentes espécies de aves a patologia, sendo algumas aves altamente

susceptiveis (como é o caso das rapinas) e outras aparentemente assintomaticas, podendo até
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funcionar como reservatoérios do parasita (0 exemplo s&o algumas espécies de Passeriformes).
O ciclo de vida deste parasita € muito semelhante ao de Haemoproteus spp., ressalvando-se
apenas que a esquizogonia ocorre nos eritrocitos. A detecgdo no esfregaco sanguineo passa
pela identificacdo de estruturas intracelulares nos eritrocitos e leucocitos que geralmente
deformam a estrutura normal da célula ao empurrar o nucleo para a periferia. Os sinais clinicos
assoaciados a esta patologia sdo anemia hemolitica, anorexia, depresséo, dispneia, presencga
de fezes verde brilhante (devido ao aumento da biliverdina) ou morte subita (Coles et al. 2007,
Campbell & Ellis 2007).

Trypanosoma spp. é um parasita encontrado com menos frequéncia e cuja
patogenicidade € baixa. Os vectores podem ser mosquitos, moscas ou acaros. Este parasita é
facilmente identificado no esfregaco sanguineo pela presenca de uma membrana ondulada,
uma extremidade posterior afilada e um curto flagelo orientado anteriormente (Campbell & Ellis
2007).

Material e métodos. No periodo compreendido entre Outubro de 2008 e Janeiro de
2009 foram observados 113 esfregacos sanguineos provenientes de 65 aves que deram
entrada no CERVAS. Os esfregacos foram obtidos a partir de aves de 20 espécies diferentes,
principalmente aguando da entrada no Centro de Recuperacéo (ver Anexo |, tabela 1).

O sangue foi colhido através de puncdo da veia basilica, utilizando-se para o efeito
agulhas de 23G ou 25G e seringas de 1 mL ou 2 mL. Os esfregacos resultantes (geralmente
dois por ave) foram identificados com o nome cientifico da espécie, numero de identificacdo do
animal e data da colheita e seguidamente corados com Diff-Quik.

Os esfregacos foram observados ao microscépio em toda a sua extensao e foi estimado
0 numero médio de cada tipo de parasita por campo de visdo na ampliacdo de 1000x. Os
resultados foram langados numa base de dados onde constam a data de realizacdo do
esfregaco, o numero de identificacdo do animal e respectivo nome cientifico da espécie em
causa, seguido da presencga ou auséncia de parasitas e, se presentes, a estimativa do nimero
como referido anteriormente.

O tratamento estatistico dos dados foi feito recorrendo ao software SPSS® (Statistical

Package for the Social Sciences), verséo 16.0.

Resultados. As observagfes estdo resumidas no ver Anexo | — tabelas 2, 3 e 4. Foi
possivel observar parasitas dos géneros Leucocytozoon spp., Haemoproteus spp. e
Trypanosoma spp. (Figura 3). A percentagem de amostras com parasitas, independentemente
do tipo, foi de 24,8% (n = 28). Separando as aves da amostra por Ordem taxondémica, as mais

parasitadas foram as rapinas nocturnas (Strigiformes), com 40% de amostras positivas (n =
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12), seguidos das rapinas diurnas (Falconiformes), com 26,2% de amostras com parasitas (n =
16) (ver Anexo I, tabela 5). Dentro de cada uma desta ordens, as espécies mais parasitadas
foram a Aguia-de-asa-redonda (Buteo buteo) e o Mocho-galego (Athene noctua). As restantes
ordens, Ciconiiformes e Passeriformes, ndo apresentaram qualquer resultado positivo. O tipo
de infestacdo mais comum foi por Leucocytozoon spp. (23% do total dos esfregacos, n = 26),
seguido de Haemoproteus spp. e Trypanosoma spp. (cada um com 2,7% do total de
esfregacos, n = 3), o que se assemelha aos resultados anteriores obtidos por Merino et al.
(1997) e Tomé et al. (2005). Existiam também casos de infec¢des com mais do que um tipo de
parasita (1 esfregagco com Haemoproteus spp. e Leucocytozoon spp. numa rapina diurna e 3
esfregacos com Leucocytozoon spp. e Trypanosoma spp., todos em rapinas nocturnas).

No que respeita a densidade de parasitismo, Leucocytozoon spp. foi detectado
sobretudo em rapinas nocturnas (40%, n = 12), seguido das rapinas diurnas (23%, n = 14). Em
53,8% (n = 14) dos esfregacos, encontrava-se menos de 1 parasita por campo de 1000x; em
19,2% (n = 5) encontrou-se 1 parasita e em 27% (n = 7) encontraram-se 2 ou mais. No caso de
Haemoproteus spp., todas as amostras positivas provieram de rapinas diurnas (4,9% de
infestacdo dentro da Ordem, n = 3). Em 2 amostras foram observados 2 parasitas por campo
de 1000x e em apenas 1 foram observados 3 parasitas por campo de ampliacdo. O parasita
Trypanosoma spp. somente foi detectado em amostras de aves de rapina nocturnas (10% de
infestacdo dentro da Ordem, n = 3). Em todas amostras a densidade por campo de 1000x foi

menor que 1 parasita (ver Anexo |, tabela 6).

= .y v

Figura 6. Gametdcitos de Leucocytozoon spp. (& esquerda) e Haemoproteus spp. (ao centro) e forma mastigota de
Trypanosoma spp. (a direita) em sangue periférico de aves selvagens.

Discusséo. Segundo estes resultados, a percentagem de infec¢do por hemoparasitas
foi bastante elevada, o que poderia levar a concluir que este tipo de agentes constitui uma
ameaca a sobrevivéncia dos individuos. Contudo, a maior parte dos animais dos quais
provieram estas amostras apresentavam-se assintomaticos, tendo alguns inclusivamente sido

declarados prontos para libertagdo. Esta observacdo vai ao encontro de varios autores que
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consideram os hemoparasitas agentes de baixa patogenicidade e cuja identificagdo néo
constitui um mau progndstico na recuperacdo dos animais selvagens (Greiner & Ritchie 1993,
Coles et al. 2007, Campbell & Ellis 2007).

O facto de as espécies mais parasitadas serem a aguia-de-asa-redonda (Buteo buteo) e
o mocho-galego (Athene noctua) pode ter duas explicacbes possiveis. Em primeiro lugar, o
facto de estas duas espécies estarem em maior nimero na amostra analisada pode constituir
um factor de viés. Por outro lado, a epidemiologia destas infeccbes estd dependente da
ecologia dos vectores, maioritariamente moscas e mosquitos. O ciclo de vida da maior parte
destes artropodes estd dependente do clima, precipitacdo e topografia — uma vez que
apresentam fases do desenvolvimento em que sdo aquaticos. Sendo assim, é compreensivel
gue os vectores sejam mais abundantes em regides florestais himidas ou campos agricolas, o
habitat preferencial destas espécies de aves na regiao em estudo (Centro) (Tomé et al. 2005).

Conforme j& havia sido observado anteriormente, ndo foi possivel encontrar
hemoparasitas em abutres. Blanco et al. (1998) examinaram esfregacos sanguineos de grifos
(Gyps fulvus) em Espanha, néo tendo encontrado evidéncias de hemoparasitas em nenhuma
das 82 amostras estudadas. A justificacdo apresentada por estes autores vai de encontro ao
gue foi referido anteriormente, uma vez que os habitats explorados por estas aves sao
sobretudo zonas escarpadas e com ventos fortes, o que dificulta o acesso por parte dos
vectores. A presenca de um sistema imune extraordinariamente desenvolvido — caracteristico
de animais que se alimentam de cadaveres em decomposicdo — também pode estar
relacionada com estas observacgdes (Blanco et al. 1998).

Dado que nao se observaram sinais clinicos relacionados com a parasitémia — anemia
hemolitica, anorexia, dispneia e depressdo sem outra causa — e permanece desconhecido o
papel dos hemoparasitas no desenvolvimento de doenca nestas aves, ndo foram efectuados

tratamentos farmacolégicos no sentido de os eliminar antes da libertacéo.
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3.2 Pesquisa de Antibiorresisténcias na Flora Entérica de Animais

Selvagens

Introducdo. O uso recorrente de antibioticos nas espécies domésticas e a sua relagao
com o desenvolvimento de resisténcias por parte dos microrganismos € um tema pertinente e
largamente discutido na actualidade (Acar & Rostel 2001, van den Bogaard et al. 2002, Angulo
et al. 2004, Martins da Costa et al. 2008, Lemus et al. 2008).

Inicialmente, a resisténcia aos antimicrobianos surgiu como um mecanismo de auto-
defesa dos proprios organismos produtores destas substéncias. Os determinantes dessa
resisténcia podem ter sido transferidos para outros organismos, num fenémeno de amplificacao
cuja forca motriz foi a intensificacdo do uso de antibiéticos na Medicina moderna e também em
Medicina Veterinaria, sobretudo nas espécies pecuarias (Barbosa & Levy 2000, Acar & Rdstel
2001, Angulo et al. 2004, Martins da Costa et al. 2008).

O longo de varios anos observou-se que, ap6s a introducdo de um novo antimicrobiano,
surgiam rapidamente estirpes resistentes ao mesmo. Tendo em conta a teoria de que 0s
microrganismos em causa nao teriam vantagem competitiva perante a restante flora na
auséncia do antimicrobiano foi, entdo, determinada a cessacdo da utilizacdo de alguns deles,
na expectativa de que a diminuicdo da pressao selectiva revertesse a resisténcia. Tal ndo foi
observado, pelo menos em magnitude comparavel com a emergéncia das resisténcias — em
parte em virtude de as bactérias terem sido capazes de estabilizar a resisténcia no seu genoma
(Middleton & Ambrose 2005). Isto acontece porque, na realidade, 0s genes e mecanismos
envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos estdo frequentemente associados a defesa
contra outros factores de stress, nomeadamente desinfectantes, variagcdes de pH ou metais
pesados. Este fenbmeno fornece justificacdo para a manutencéo da resisténcia na auséncia de
pressao selectiva pelo antimicrobiano — uma vez que a sua expressao pode ser precipitada por
outros factores ambientais — e também para o facto de ser possivel encontrar bactérias com
resisténcia a multiplos compostos e com factores de viruléncia acrescidos, uma vez que todas
estas caracteristicas podem estar condensadas num mesmo segmento de ADN (acido
desoxirribonucleico) (Barbosa & Levy 2000, Summers 2002, Bonnet 2004). Existem evidéncias
da existéncia de genes que codificam simultaneamente para a resisténcia a desinfectantes,
aminoglicosideos, penicilinas, cefalosporinas, trimetoprim, tetraciclinas, eritromicina e
cloranfenicol (Fluit et al. 2001).

A presenca de concentracfes subterapéuticas de antibioticos no aparelho digestivo dos
animais tem um efeito selectivo, ao eliminar a flora competitiva sensivel ao antimicrobiano,
sendo este efeito ainda mais intenso quando se trata de um antibiético de largo espectro (Acar
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& Rostel 2001, Blanco et al. 2006, Lemus et al. 2008). Em Medicina Veterinéria, muitos
antimicrobianos sao usados com finalidade profilatica (por exemplo, coccidiostéaticos), sendo a
sua administracao feita na agua ou alimento nas exploracdes pecuarias (McEwen & Fedorka-
Cray 2002, van den Bogaard et al. 2002, Martins da Costa et al. 2008). Nestas situacoes, a
dose administrada é dificil de controlar e invariavelmente subterapéutica. Apesar da
obrigatoriedade de se observar um periodo de espera — Intervalo de Seguranca — entre a
tltima administracdo do farmaco e o abate ou recolha de ovos e leite (no sentido de minimizar
0s residuos presentes), a contaminacdo ambiental gerada através dos efluentes sélidos e
liquidos pode contribuir significativamente para a manutencdo e aparecimento de
antibiorresisténcias. Da mesma forma, o uso de substancias com acgéo antimicrobiana na
agricultura introduz concentracdes subterapéuticas de antibiéticos nos solos e meios aquaticos,
resultando na seleccao de estirpes resistentes num grande namero de habitats, influenciando
todos os seres vivos que dele dependem (Barbosa & Levy 2000, Summers 2002, Dancer
2004).

A maior parte dos microrganismos portadores de determinantes de resisténcia ndo séo
patogénicos, contudo a sua emergéncia em animais imunodeprimidos ou a coabitacdo — por
exemplo, no tracto gastrointestinal — com outras bactérias de maior potencial patogénico pode
constituir uma ameaca a sobrevivéncia devido ao potencial de partilha genética entre elas
(Barbosa & Levy 2000, Fluit et al. 2001, McEwen & Fedorka-Cray 2002, Dancer 2004,
Middleton & Ambrose 2005, Martins da Costa et al. 2008). Os mecanismos de resisténcia mais
comuns incluem inactivacédo do antibiético por ac¢do enzimética, diminuicdo da permeabilidade
celular, expulséo activa do antibiético e modificacdo das moléculas alvo destas substancias. No
anexo ll, a tabela 7 sumaria os mecanismos de accéo dos antibidticos testados e respectivos
mecanismos de resisténcia.

As bactérias podem possuir naturalmente determinantes de resisténcia ou podem
adquiri-los de vérias formas: mutacbes espontaneas de genes que codificam os alvos do
antibidtico ou partilha de genes com outras bactérias por transducdo (mediada por
bacteri6fagos) ou conjugacdo (mediante o contacto directo de duas célula, resultando na
partilha de ADN sob a forma de plasmideos ou transposfes) (Barbosa & Levy 2000, Middleton
& Ambrose 2005, Sjolund et al. 2008). No caso das mutagdes, apesar de serem eventos raros,
€ possivel observar os efeitos da resisténcia rapidamente, enquanto que na transmissao
horizontal entre bactérias, podem decorrer meses sem se produzirem efeitos detectaveis (Acar
& Rostel 2001).

Os microrganismos seleccionados para o presente estudo sao bactérias comensais do
aparelho digestivo do Homem e de outros animais, nomeadamente Escherichia coli e varias

espécies do género Enterococcus, principalmente E. faecalis e E. faecium. A importancia da
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presenca de antibioresisténcia nestes microrganismos prende-se com o seu papel enquanto
reservatdrios de determinantes de resisténcia e a sua ubiquidade (McEwen & Fedorka-Cray
2002, Sjolund et al. 2008).

No caso de Enterococcus spp., bactérias Gram positivas abundantes na flora intestinal,
dotados de uma elevada capacidade de resisténcia no ambiente, estando portanto presente
nos solos, aguas e alimentos (Martins da Costa et al. 2006). Neste género, a resisténcia a
vancomicina, um glicopéptido usado como ultimo recurso em infec¢des hospitalares, pode
estar ligada ao uso de outro glicopéptido — a avoparcina — em espécies pecuarias como
promotor de crescimento. A avoparcina selecciona a favor da aquisicdo 0 gene vanA, que
confere simultaneamente resisténcia a vancomicina e a teicoplanina, outro glicopéptido (van
der Bogaard et al. 2002). O uso da avoparcina foi banido na Unido Europeia em 1997, contudo
a disseminacdo de bactérias resistentes a partir de populagbes pecuéarias estava ja
estabelecida, tendo ocorrido sobretudo através da ingestao de carnes contaminadas (Angulo et
al. 2004). Este fenébmeno realca um ponto importante e que se enquadra na visao global
sugerida pela Medicina da Conservacdo: a sobreposicdo existente entre os antimicrobianos
usados em Medicina e em Medicina Veterinaria possibilita a emergéncia de estirpes de
microrganismos resistentes cujos efeitos nefastos se podem disseminar globalmente. Esta
situacdo conhece ainda maior magnitude quando se consideram as migracfes de muitas
espécies de aves e o transito mundial de pessoas, animais e produtos alimentares,
transportando consigo residuos destes compostos e bactérias resistentes aos mesmos (Moulin
et al. 2008).

No caso de E. coli, bactéria Gram negativa, a ecorresisténcia € menor, sendo menos
frequente o seu isolamento em amostras expostas a baixas temperaturas ou armazenadas
durante um maior periodo de tempo (Middleton & Ambrose 2005). A presenca de E. coli
resistente aos antimicrobianos, nomeadamente estirpes produtoras de B-lactamases de largo
espectro (ESBL) em animais selvagens ja tinha sido descrita anteriormente (Costa et al. 2006,
Costa et al. 2008). A producdo de ESBL em Enterobacteriaceae tem sido associada com a
resisténcia a cefalosporinas de largo espectro de accao, estando varios fenoétipos diferentes ja
descritos (expressao de B-lactamases das familias TEM, SHV e, mais recentemente, CTX-M).
Destas, as da familia CTX-M sdo as mais recentes, tendo a sua expansdo motivado varios
estudos. A principal distingdo fenotipica entre esta e as familias TEM e SHV tem a ver com
uma maior taxa de resisténcia a cefotaxima no caso das CTX-M e a ceftazidima no caso de
TEM e SHV. Também estd descrita menor actividade contra penicilinas e maior
susceptibilidade aos inibidores de B-lactamases (acido clavulanico e tazobactam) no caso das
CTX-M (Crowley & Ratcliffe 2003, Edelstein et al. 2003, Pitout et al. 2003, Bonnet 2004,

Livermore et al. 2007, Galas et al. 2008). Além destas, também as B-lactamases da familia
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AmpC tém sido descritas em infecgBes hospitalares, e geralmente conferem resisténcia a
ampicilina e a cefalosporinas de amplo espectro, como é o caso da cefoxitina (Mulvey et al.
2005).

O trabalho desenvolvido teve como objectivo avaliar até que ponto a contaminagéo dos
ecossistemas com residuos de antibiéticos e bactérias resistentes aos mesmos podera estar a
estender-se até habitats escassamente humanizados, como € o caso daqueles ocupados pelas
espécies selvagens em estudo. Estudos anteriores ja o tinham observado, nomeadamente em
aves do Artico (Sj6lund et al. 2008) e em varias espécies de animais selvagens em Portugal
(Costa et al. 2008), contudo ainda ndo existia qualquer estudo comparativo em termos
geograficos nem resultados em lobos selvagens. As amostras estudadas provieram de aves
gue ingressaram em dois centros de recuperacdo de animais selvagens — o CERVAS e o
Centro de Recuperacdo do Parque Nacional da Peneda-Gerés (PNPG) — e de lobos de duas
subpopulacbes em Portugal (uma na regido norte do rio Douro e outra a sul do mesmo rio).

O lobo é o maior canideo selvagem do Mundo, com uma distribuicdo que se estende
pela Asia, América do Norte e Europa, sobretudo Oriental. Apdés séculos de declinio
populacional por toda a Europa, parecem existir evidéncias de que a espécie comecou
lentamente a recuperar (Mech & Boitani 2003), sem no entanto essa tendéncia se estender a
Peninsula Ibérica. Os principais factores responsaveis pelo declinio desta espécie tém sido a
perseguicdo humana (envenenamento, abate ilegal, atropelamento), a escassez de presas
adequadas e a fragmentacdo do habitat devido a expanséo da area humanizada, com terrenos
agricolas, barragens e auto-estradas (ICN 2005). O efectivo que ocorre em Portugal
corresponde a uma subespécie endémica da Peninsula Ibérica — o lobo-ibérico (Canis lupus
signatus), cuja populacdo se subdivide em duas subpopulac¢des. A mais numerosa (entre 45 e
55 alcateias) encontra-se a norte do rio Douro, e tem contacto com a populacdo espanhola; e
uma outra a sul do mesmo rio, aparentemente isolada da restante populacao ibérica e que nao
ultrapassa as 10 alcateias. A populacdo portuguesa total esta estimada entre os 200 e os 400
individuos (ICN 2005).

Os ungulados silvestres — as presas haturais do lobo — apresentaram também um
declinio populacional, sobretudo devido ao avanco das areas humanizadas e a criagdo de gado
em regime extensivo. Sendo assim, também os habitos alimentares das populagdes lupinas
sofreram alteracBes, tendo-se estas adaptado a facilidade de obtencdo de alimento
proporcionada pelas pecudrias extensivas ou intensivas. Estudos realizados nas duas areas
populacionais mais relevantes revelaram que as espécies domésticas estdo no topo das

preferéncias de consumo das duas subpopulagfes em estudo (Gréfico 6).
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Gréfico 6. Preferéncias alimentares de duas subpopulacdes lupinas em Portugal.

Como se pode verificar, a maior propor¢cdo de alimento consumido corresponde a
ungulados domésticos — 76,8% no Norte (Roque et al. 2001) e 77,6 a 82% na regiao sul do
Douro (Grilo et al. 2002, Roque et al. 2005) — seguido dos lagomorfos (coelho e lebre) —
equivalente a 10% no Norte e 8% da dieta no Sul — e s6 depois os ungulados silvestres
(sobretudo javali e corco) — com 8,6 % do total no Norte e 3 a 7,1% no Sul. Uma caracteristica
distintiva entre as duas subpopulac¢@es prende-se com o consumo de aves — apenas 0,8% da
dieta no norte do Douro e 3 a 4% na regido a sul do rio (Roque et al. 2001, Grilo et al. 2002,
Roque et al. 2005). Esta tendéncia pode dever-se a intensificacdo das aviculturas na regido
Centro do pais, onde as aviculturas produzem uma grande quantidade de residuos, sobretudo
cadaveres, cujo acesso nem sempre esta vedado.

O interesse em estudar duas populacdes isoladas e com habitos alimentares distintos —
maior recurso a animais criados em regime extensivo no Norte e intensivo no Sul — foi tentar
perceber se diferentes niveis de pressao selectiva pelo uso de antibiéticos originam diferentes
padrBes de antibiorresisténcia, como jA havia sido descrito por outros autores (Costa et al.
2008).

Quando uma ave ou um lobo se alimentam a base de animais domésticos ou, no caso
de aves nao carnivoras, contaminados por residuos provenientes dos mesmos, existem duas
possibilidades para explicar a presenca de bactérias comensais resistentes a antimicrobianos.
A primeira explicacdo serd a presenca de residuos desses farmacos em concentracoes
subterapéuticas durante um periodo mais ou menos alargado de tempo, que resulta na
seleccdo da flora entérica do animal em causa, desenvolvendo-se sobretudo as estirpes
resistentes. A outra hipétese passa pela ingestdo de contetido gastrointestinal das presas (cuja
flora estara previamente seleccionada pelo uso de antibiéticos), havendo posterior partilha de
informagéo genética. As bactérias ingeridas, apesar de ndo serem capazes de colonizar o

intestino de espécies diferentes, tém contudo um tempo de passagem mais ou menos longo
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pelo aparelho gastrointestinal do animal, podendo haver transmissdo horizontal de

determinantes de resisténcia.

Material e métodos. As amostras em estudo consistiram em material fecal de aves
selvagens (16 amostras provenientes do Centro de recuperacdo do PNPG e 159 amostras do
CERVAS) e de exemplares de lobo-ibérico (11 provenientes da zona norte do rio Douro e 10
provenientes da zona sul). A colheita de amostras em aves decorreu entre Mar¢co e Dezembro
de 2008 e foi efectuada através da introducdo de uma zaragatoa estéril na cloaca aquando do
ingresso ou saida do Centro de Recuperacdo. No caso dos lobos, as amostras foram colhidas
entre Outubro e Dezembro de 2008 e consistiram, sobretudo, em dejectos obtidos no contexto
de dois projectos de estudo e conservacdo de lobo-ibérico. Estes sdo o Projecto de
Investigacdo e Conservacdo do Lobo-ibérico no Noroeste de Portugal e o Plano de
Monitoriza¢@o do Lobo na area dos Projectos Edlicos das Serras de Montemuro, Freita, Arada
e Leomil, ambos coordenados pelo Centro de Investigacdo em Biodiversidade e Recursos
Genéticos da Universidade do Porto (CIBIO-UP).

As zaragatoas contendo material fecal foram introduzidas em tubos Falcon® de 10 mL,
contendo 5 mL de meio Buffered Peptone Water (BPW) (Oxoid) e armazenados a 4 °C até
analise laboratorial. Todos os tubos foram identificados com a referéncia do animal e data da
colheita. Antes de iniciar o processamento, as amostras foram suplementadas com cefotaxima
(CTX) (Sigma), com concentracado final de 2 pg/mL, e vancomicina (V) (Oxoid), com
concentracdo de 6 pug/mL, e deixadas a temperatura ambiente durante 2 horas. De seguida,
procedeu-se a realizacdo de sementeiras em meios Hektoen enteric agar (HEA) (Oxoid) e
Tryptone Bile X-glucuronide Agar (TBX) (Biokar Diagnostics) suplementado com CTX (2
pg/mL), para o isolamento de E. coli, e Slanetz and Bartley Agar (SB) (Oxoid) e Kanamycin
Aesculin Azide agar (KAA) (Oxoid), ambos suplementados com V (6 pg/mL), para o isolamento
de Enterococcus spp. As placas de HEA foram semeadas por esgotamento e as restantes por
espalhamento. Ap6s 12 a 16 horas de enriquecimento, foram semeadas novas placas, todas
pela técnica de esgotamento.

Todas as placas foram incubadas a 37 °C, tendo sido avaliadas ao fim de 24 horas, com
a excepcgao das sementeiras em meio SB, cuja leitura se faz ap0s 48 horas de incubacdo. As
placas foram observadas a lupa, no sentido de identificar morfologicamente as col6nias de E.
coli (azuis em meio TBX e alaranjadas em meio HEA) e Enterococcus spp., nomeadamente E.
faecium e E faecalis: em meio SB, as primeiras com forma lenticular, contorno claro e centro
rosa velho e as segundas com forma cénica, mais pequenas e cor vermelho vivo; em meio
KAA, ambas geralmente lenticulares e de cor branco-acinzentado. Em cada placa,

seleccionaram-se até 3 colénias morfologicamente diferentes e foram transferidas para tubos
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contendo meio Triple Sugar Iron (TSI) (Oxoid), no caso de E. coli, e meio KAA, no caso de
Enterococcus spp. Os tubos foram posteriormente colocados na estufa a 37°C. Em face de
resultado positivo (isto é, alteracdo da cor da totalidade do meio TSI para amarelo,
acompanhada da producdo de gas e auséncia de precipitados escuros ou alteracdo da cor do
meio KAA para negro), as colonias foram transferidas para meio BPW e colocadas na estufa
até apresentarem turvacdo, sendo de seguida semeadas com zaragatoa em placas com meio
Mueller-Hinton (M-H) (Oxoid). Para E. coli, os seguintes antimicrobianos foram testados pelo
método de difusdo de disco (Oxoid): ampicilina (AMP, 10 ug); cefoxitina (FOX, 30 ug);
Imipenem (IPM, 10 ug); ciprofloxacina (CIP, 5 ug); gentamicina (CN, 120 ug); nitrofurantoina (F,
300 ug); tetraciclina (TE, 30 pg); cefotaxima (CTX, 30 ug); aztreonam (ATM, 30 ug); ceftazidima
(CAZ, 30 pg); amoxicilina e acido clavulanico (AMC, 30 ug); cefalotina (KF, 30 pg); amicacina
(AK, 30 ug); estreptomicina (S, 10 ug); acido nalidixico (NA, 30 ug); cloranfenicol (C, 30 ug);
tobramicina (TOB, 10 pg); sulfametoxazol e trimetoprim (SXT, 25 pg) e canamicina (K, 30 pg).
Para Enterococcus spp., testaram-se: ampicilina (AMP, 10 pg); quinupristina e dalfopristina
(QD, 15 pg); tetraciclina (TE, 30 pug); rifampicina (RD, 5 pg); eritromicina (E, 15 pg);
gentamicina (CN, 120 upg); vancomicina (V, 30 ug); azitromicina (AZM, 15 ug); teicoplanina
(TEC, 30 ug); cloranfenicol (C, 30 ug); nitrofurantoina (F, 300 pg) e ciprofloxacina (CIP, 5 pg).
As placas foram colocadas em estufa a 37 °C e lidas no dia seguinte. Os didmetros dos halos
de inibicdo foram registados huma base de dados onde constavam a data de colheita da
amostra, o local de proveniéncia, a dieta habitual dos animais, assim como a data de ingresso
do animal, espécie, causa de ingresso, dieta em cativeiro e tratamentos com antmicrobianos
(no caso de aves).

O tratamento estatistico dos dados foi feito recorrendo ao software SPSS®. Para o
estudo da correlacdo entre as varidveis estudadas, foi usado o método Kendall tau b (two-
tailed). A seleccédo deste teste baseou-se no facto de as variaveis em estudo serem do tipo
nominal. Também se recorreu ao teste Qui-quadrado de Pearson, quando adequado,

considerando estatisticamente significativos os resultados com p<0,05.

Resultados. No caso das aves, num total de 175 amostras foi possivel obter 308
isolados fenotipicamente compativeis com E. coli. Destes, apenas 37,7% (n = 116) eram
sensiveis a totalidade dos antimicrobianos testados, apresentando os restantes 192 isolados
resisténcia a pelo menos um dos farmacos. As comparacgdes efectuadas tomaram como
variaveis cada antimicrobiano testado e: a causa de entrada (neste caso, simplificou-se
dividindo entre os originarios de cativeiro ilegal e os restantes, tendo em conta que este é o
maior factor de risco, uma vez que ha maior contacto com humanos e 0s animais sao

alimentados com carne de animais domésticos e por vezes medicados pelos proprietarios); e a
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existéncia ou ndo de tratamento com antimicrobianos. A origem das aves (CERVAS ou Centro
de Recuperacdo do PNPG) néo foi tida em conta, dado que as aves possuem uma grande
mobilidade e podem ser encontrados em varios pontos diferentes do pais antes de serem
transferidos para um centro de recuperagao.

Quando analisamos a relacdo entre a causa de ingresso — cativeiro ilegal ou outra —
apenas se encontram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) no caso da tetraciclina,
cuja taxa global de resisténcia foi de 41,9% (n = 129), contudo atingiu 57,1% (n = 64) nos
animais provenientes de cativeiro, contra 33,2% (n = 65) nos restantes. No caso da relacéo
entre a presenca de resisténcias e os tratamentos com antimicrobianos, dois antibidticos
apresentaram diferencas com relevancia estatistica (p<0,05): tetraciclina, com 46,8% (n = 116)
resistentes nos animais nao sujeitos a tratamento contra 21,7% (n = 13) nos animais tratados; e
cloranfenicol, com 10,5% (n = 26) resistentes nos animais ndo sujeitos a tratamento contra
1,7% (n = 1) nos animais tratados.

Além deste resultado, ha ainda que sublinhar o facto de todos os isolados serem
sensiveis ao imipenem e a amicacina e que 17,2% (n = 53) apresentaram caracteristicas
compativeis com a producdo de BLLE no antibiograma. Os resultados globais estéo resumidos

no Anexo lll, tabela 8.

No total das 159 amostras foi possivel obter 229 isolados fenotipicamente compativeis
com Enterococcus spp. Destes, apenas 31,4% (n = 72) eram sensiveis a totalidade dos
antimicrobianos testados, apresentando os restantes 157 isolados resisténcia a pelo menos um
dos farmacos. As comparacbes efectuadas tomaram como variaveis 0s mesmos parametros
usados para E. coli, contudo, apenas se encontraram diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) quando se comparou a taxa de resisténcia ao cloranfenicol com a causa de entrada,
com 2,6% resistentes (n = 6) nos animais provenientes de cativeiro ilegal contra 0,9% (n = 2)
nos animais com outras causas de entrada. Os resultados globais estdo resumidos no Anexo

I, tabela 9.

Figura 7. Caracteristicas morfoléficas de coldnias de E. coli em meio TBX (a esquerda) e Enterococcus spp. em
meios SB (ao centro) e KAA (a direita) quando observados a lupa (Martins da Costa, 2008).
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No caso dos lobos, do total de 21 amostras processadas, foi possivel isolar 34 col6nias
fenotipicamente compativeis com E. coli. Destas, 29,4% (n = 10) eram sensiveis a todos 0s
antimicrobianos testados, sendo as restantes 24 resistentes a pelo menos um dos compostos.
A origem dos animais foi usada como variavel, dado que se procurou saber se a localizacdo
geografica (e os héabitos alimentares distintos) teriam influéncia na emergéncia de
determinados perfis de resisténcia. Sendo assim, foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) para a ampicilina, com 44,1% (n = 15) do total de isolados a apresentar
resisténcia a este farmaco, contudo apenas 25% (n = 4) dos isolados da subpopulagéo do norte
eram resistentes, contra 61,1% (n = 11) a sul do rio Douro. Da mesma forma, a cefoxitina
apresentou valores com relevancia estatistica, tendo uma taxa global de resisténcia de 14,7%
(n = 5), com a totalidade destes isolados a pertencer a subpopulacéo do sul do Douro (27,8%
dos isolados provenientes desta regido). E ainda de assinalar o resultado obtido para a
cefotaxima (p=0,054), por ser um valor-limite. Neste caso, a taxa global de resisténcia é de
8,8% (n = 3), sendo a totalidade dos isolados resistentes provenientes da populacédo a norte do
Douro (18,8% dos isolados provenientes desta localizag&o).

N&o se isolaram quaisquer estirpes resistentes ao imipenem, nitrofurantoina, amicacina
e canamicina. Ha ainda a assinalar que 23,5% dos isolados (n = 8) apresentaram
caracteristicas compativeis com a producdo de BLLE no antibiograma. Os resultados gerais

encontram-se sintetizados no Anexo lll, tabela 10.

Das 21 amostras colhidas, apenas foi possivel isolar 9 colénias fenotipicamente
compativeis com Enterococcus spp., hdo se tendo feito a distingdo entre as diferentes espécies
para efeitos deste trabalho. Todos os isolados apresentavam resisténcia a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Tendo mais uma vez em conta a origem dos animais como variavel,
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) na resisténcia aos
seguintes farmacos: tetraciclina, com uma taxa global de resisténcia de 88,9% (n = 8),
abrangendo 100% (n = 7) dos isolados do sul e 50% (n = 1) dos isolados do norte do Douro;
azitromicina, com 66,7% (n = 6) do total de isolados a manifestar resisténcia, todos estes
pertencentes a subpopulagdo do sul do Douro (85,7% dos isolados desta regido); e
vancomicina, com uma taxa global de resisténcia de 33,3% (n = 3), dos quais 1 isolado
pertencia a subpopulacdo da zona Centro (14,3% destes isolados) e 2 & zona Norte de
Portugal (100% dos isolados desta regido). De notar que, destes isolados resistentes a
vancomicina, aquele proveniente da regido sul do Douro era simultaneamente resistente &
teicoplanina, enquanto os isolados provenientes do norte do mesmo rio eram ambos sensiveis

a esse farmaco.
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Todos os isolados foram sensiveis a gentamicina. Os resultados globais estdo
representados no Anexo lll, tabela 11.

Discussao. A elevada prevaléncia de bactérias resistentes a tetraciclina € uma
observacao recorrente nos varios ensaios realizados, tanto em E. coli como Enterococcus spp.
Este dado parece estar relacionado com o uso alargado deste farmaco, ha varias décadas,
simultaneamente em Medicina e Medicina Veterinaria, tendo-se generalizado a resisténcia
(Barbosa & Levy 2000).

No caso particular dos enterococos, observa-se uma elevada taxa de resisténcia a
qguinupristina e dalfopristina, 0 que leva a suspeitar que apenas uma pequena propor¢cdo dos
isolados testados correspondia a Enterococcus faecium, dado que as restantes espécies
possuem resisténcia intrinseca a estes farmacos (van der Bogaard 2002). Esta observacao
realga uma das limitagdes enfrentadas neste trabalho, tendo a identificacdo das espécies sido
baseada somente nas caracteristicas morfolégicas das colénias e em testes bioquimicos
simples, como o comportamento em meios como TSI (E. coli) ou KAA (Enterococcus spp.).
Técnicas mais fidedignas de identificacdo das espécies em estudo — sistema API® (Analytical
Profile Index), por exemplo — seriam uma mais-valia em estudos deste género.

A sensibilidade de todos os isolados de E. coli ao imipenem e a baixa taxa de
resisténcia a gentamicina, amicacina e cefoxitina ja haviam sido documentadas em outros
trabalhos (Edelstein 2003, Costa et al. 2008, Sjolund et al. 2008).

O facto de a resisténcia a tetraciclina (E. coli) e ao cloranfenicol (Enterococcus spp.) em
aves estar positivamente relacionada com a permanéncia em cativeiro ilegal antes da
admisséo no Centro de Recuperacdo pode estar relacionado com a administracao de farmacos
aos animais pelos proprietarios.

Ao contrario do que se esperava inicialmente, a prevaléncia de E. coli resistente aos
antimicrobianos (homedamente tetraciclina e cloranfenicol) foi menor nas aves que receberam
tratamento com antibidticos (sobretudo enrofloxacina). Esta observagéo pode estar relacionada
com o facto de que o tratamento com antibidtico implica uma profunda perturbacdo nos
fendtipos residentes no intestino, eliminando os sensiveis, enriquecendo o0s resistentes e
favorecendo novas colonizagdes, pelo que os seus efeitos sdo muito variaveis.

Nas amostras de lobo, mantém-se o padrao de sensibilidade ao imipenem, amicacina
(E. coli) e gentamicina (Enterococcus spp.), sendo também possivel concluir que ainda existe
uma elevada sensibilidade a nitrofurantoina e canamicina.

Existe uma relagéo estatisticamente significativa entre a subpopulacdo a sul do Douro e
a prevaléncia de E. coli resistente a ampicilina e cefoxitina e, por outro lado, a populagéo a

norte do mesmo rio e a resisténcia a cefotaxima. Estas observacdes podem levar-nos a uma
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conclusdo preliminar acerca dos determinantes envolvidos na expressao da resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos, nomeadamente as cefalosporinas de amplo espectro. Para isso,
h& que ter em conta que as Enterobacteriaceae portadoras do gene que codifica para a
expressao de B-lactamases da familia CTX-M sdo geralmente resistentes a cefotaxima e
sensiveis a outras cefalosporinas e as que expressam B-lactamases da familia AmpC séo
geralmente resistentes a cefoxitina e a ampicilina (Crowley & Ratcliffe 2003, Edelstein et al.
2003, Pitout et al. 2003, Bonnet 2004, Livermore et al. 2007, Galas et al. 2008, Mulvey et al.
2005). Assim, poder-se-a concluir que existe um predominio de E. coli produtoras de CTX-M na
subpopulacéo a norte do Douro e, por outro lado, de E. coli produtoras de B-lactamases do tipo
AmpC a sul do mesmo rio. A analise pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) das
estirpes isoladas no laboratério teria permitido confirmar esta hipétese, porém nao foi possivel
recorrer a esta tecnologia no decurso do presente estagio.

No que diz respeito as estirpes de Enterococcus spp. isoladas em lobos, é preciso ter
presente que apenas se recuperaram 9 — 7 a sul do Douro e somente 2 a norte — pelo que é
arriscado tentar tirar conclusées com base estatistica.

A observacdo mais importante nestes isolados foi a elevada taxa de resisténcia a
vancomicina, sendo de notar que os isolados obtidos a partir da subpopulagdo do norte de
Portugal eram sensiveis a teicoplanina, outro glicopéptido. Ja no caso do isolado proveniente
da subpopulacéo fixada a sul do Douro, observou-se resisténcia a teicoplanina. A resisténcia
simultanea a estes dois farmacos € uma caracteristica em Enterococcus spp. portadores do
determinante de resisténcia vanA, enquanto que a resisténcia somente a vancomicina
geralmente esti associada com determinantes vanB ou vanC (van der Bogaard et al. 2002).
Desta forma, poder-se-a concluir que a populacdo lupina a norte do rio Douro alberga
Enterococcus spp. portadores de vanB ou vanC, quando que os congéneres do sul adquiriram
determinantes do tipo vanA, cuja relevancia epidemiolégica é claramente superior. Mais uma
vez, a aplicacdo da técnica PCR poderia levar a identificacdo dos genes em causa.

Ha ainda que assinalar, sobretudo neste contexto do surgimento de resisténcias com
clara associagdo a actividades humanas, que os resultados da genética (confirmacdo da
origem dos dejectos como provenientes de animais da espécie Canis lupus) estdo ainda
pendentes. Desta forma, ndo pode ser de todo descartada a hipétese de alguma das amostras
ser proveniente de um canideo doméstico, o que facilitaria 0 contacto deste com fontes de

contaminacao antropogeénica.

28



4. Conclusao

O presente estagio permitiu contactar com a realidade de um Centro de Recuperacao
de Fauna Selvagem, com todas as suas valéncias e limitacdes. Durante as 16 semanas de
contacto, foi possivel conhecer melhor as espécies mais comuns que ingressam, sobretudo
aves, e as principais causas desses ingressos. No trabalho diario com estes animais, foram
sendo aplicados os conhecimentos obtidos ao longo do curso de Medicina Veterinaria, com as
devidas adaptacdes, e foram adquiridas novas competéncias e saberes, nomeadamente ao
nivel do maneio e biologia das espécies.

Todavia, conforme foi possivel perceber durante o presente estagio, o ambito da
recuperacao de animais selvagens vai muito além da simples recepcao de animais debilitados
ou feridos, do seu tratamento e posterior devolucdo ao habitat natural. E verdade que
compreende uma parte importante do trabalho de um Centro de Recuperacdo enquanto
espaco fisico, contudo é apenas uma parcela das actividades desenvolvidas no sentido de
conservar a fauna selvagem e os seus habitats. Fazem ainda parte das competéncias de um
Centro de Recuperacao e Vigilancia de animais selvagens a monitorizacdo das populacdes
selvagens — detectando precocemente patologias emergentes ou problemas de conservacao —,
a formacéao das populacdes através de accdes de educacdo ambiental e 0 apoio a projectos de
investigacdo na area da conservagao.

A monitorizacdo das populagbes selvagens passa pela colheita de amostras cujo
processamento resulte em informacdes acerca do estado sanitario das mesmas, permitindo
assim aferir a viabilidade destas e 0s seus possiveis problemas de conservacao. A colheita das
amostras deve ser da forma menos invasiva possivel, evitando qualquer perturbacdo nos
habitats. Assim, os Centros de recuperacdo constituem estruturas fundamentais, onde
ingressam animais de espécies e origens variadas, sendo possivel valorizar as mesmas como
sentinelas das suas populacdes de origem. Além da colheita de amostras nos centros, é
possivel colher amostras no campo, complementando assim o espectro de animais estudados.
Os projectos de monitorizagdo em que houve oportunidade de participar abarcaram duas
vertentes distintas, uma no ambito da parasitologia e outra no campo da microbiologia.

A pesquisa de hemoparasitas no sangue periférico de aves selvagens tomou como
amostra animais que deram entrada no CERVAS, abrangendo uma grande variedade de
espécies, com diferentes habitos alimentares e que ocupam habitats distintos. Foi possivel
concluir que os parasitas mais comuns sao Leucocytozoon spp. € Haemoproteus spp. e que a
sua prevaléncia nas espécies estava relacionada sobretudo com os habitats explorados, sendo
as aves de floresta e de regides humidas geralmente mais parasitadas. Esta observagéo pode

ser, por sua vez, explicada a luz dos ciclos de vida dos parasitas estudados — tratando-se de
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agentes transmitidos por vectores artropodes, estes habitats oferecem maior oportunidade a
sua sobrevivéncia. A presenca de elevados niveis de parasitémia ndo p6de, contudo, ser
associada conclusivamente com o aparecimento de sinais clinicos caracteristicos. Desta forma,
permanece ainda a alguma incerteza acerca do papel destes agentes potencialmente
patogénicos na sobrevivéncia das espécies selvagens.

O segundo projecto de monitorizacdo de populacdes selvagens visou a caracterizacédo
da prevaléncia de antibiorresisténcias na flora entérica de aves selvagens (ingressadas em
Centros de Recuperacéo) e lobo-ibérico (Canis lupus signatus). As aves foram subdivididas em
grupos consoante o contacto prévio com humanos (provenientes de cativeiro ilegal ou de
habitats selvagens) ou administracao de antibiéticos, tendo sido possivel estabelecer relacées
de causalidade entre estes factores e a emergéncia de resisténcias a alguns antimicrobianos.
No caso dos lobos, tomaram-se amostras de duas subpopulacdes nacionais geograficamente
separadas entre si e com diferentes graus de contacto com areas humanizadas. Os habitos
alimentares apresentavam também diferencas com potencial para originar perfis de
antibiorresisténcia distintos — uma subpopulacdo a norte do rio Douro, com recurso frequente a
ungulados domésticos criados em regime extensivo; e uma pequena subpopulacao a sul do
mesmo rio, cuja alimentacdo compreende gado criado em regime mais intensivo e residuos de
aviculturas. Sendo espectavel uma maior pressao selectiva com antibiéticos nas presas dos
animais a sul do Douro, tentou-se encontrar uma relacdo entre a dieta e a presenca de
bactérias comensais resistentes. Ao contrario do que se esperava inicialmente, a subpopulacéo
do norte ndo apresentava menor taxa de resisténcia, contudo os padrdes da mesma eram
distintos, sendo possivel perscrutar a expressao de distintos determinantes de resisténcia nas
duas localizacbes geograficas consideradas. Este trabalho ndo visou a compreensdo das
consequéncias da resisténcia para os animais estudados, tendo antes como objectivo
proporcionar uma ideia da magnitude da ac¢do humana nos ecossistemas. A contaminacao
destes com residuos de farmacos com accdo antimicrobiana e bactérias resistentes tem
consequéncias que vao para além da Saude Animal ou Publica, degradando os ecossistemas e
perturbando o equilibrio fisico-quimico e biol6gico de todos os organismos vivos.

No contexto actual, o0 Médico Veterinario alcangca uma nova relevancia na abordagem a
Saude na perspectiva da Medicina da Conservacao, deixando de ser um técnico que intervém
apenas no individuo ou em patologias emergentes com elevada mortalidade. Tendo em conta a
sua extensa formacao nas areas da Saude Animal, Saude Publica, Epidemiologia, Toxicologia
e Ecologia, o veterinario passa a fazer parte do nucleo vital de qualquer equipa de trabalho no
ambito da conservacdo. Apenas alguém com estas competéncias tem a capacidade de
compreender na globalidade a dindmica das patologias entre animais selvagens, animais

domésticos e 0 Homem, e assim propor planos de acc¢éo e estratégias de controlo realistas.
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6. Anexos

Anexo |

Tabela 1. Espécies (e respectiva Ordem taxonomica) estudadas no ambito da pesquisa de hemoparasitas em aves.

Espécie NP Ordem NEEE
P esfregagos esfregagos/Ordem

Cegonha-branca (Ciconia ciconia) Ciconiiformes

Garca-real (Ardea cinerea) 5

Garca-branca-pequena (Egretta garzetta) 1

Aguia-de-asa-redonda (Buteo buteo) 24 Falconiformes 60

Grifo (Gyps fulvus)

Milhafre-preto (Milvus migrans)

Acor (Accipiter gentilis)

Peneireiro-vulgar (Falco tinnunculus)

Aguia-cobreira (Circaetus gallicus)

Gavido (Accipiter nisus)

Ogea (Falco subbuteo)

Butio-vespeiro (Pernis apivorus)

Aguia-calcada (Hieraaetus pennatus)

Nl RN NN W o1 0 ©

Corvo (Corvus corax) Passeriformes 2

(=Y
o

Mocho-galego (Athene noctua) Strigiformes 29

Coruja-do-mato (Strix aluco)

Bufo-real (Bubo bubo)

Coruja-das-torres (Tyto alba)

Noitibé-cinzento (Caprimulgus europaeus)

NN W o N

Mocho-de-orelhas (Otus scops)

Tabela 2. Namero e percentagem de esfregacos com Leucocytozoon spp., nas diferentes espécies de aves.

Espécie n infestados % infestados
Buteo buteo 9 37,5
Athene noctua 7 70
Bubo bubo 3 60
Strix aluco 3 42,9
Accipiter gentilis 2 40
Accipiter nisus 2 100
Ardea cinerea 0 0
Caprimulgus europaeus 0 0
Ciconia ciconia 0 0
Circaetus gallicus 0 0
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Corvus corax 0 0
Egretta garzetta 0 0
Falco subbuteo 0 0
Falco tinnunculus 0 0
Gyps fulvus 0 0
Hieraaetus pennatus 0 0
Milvus migrans 0 0
Otus scops 0 0
Pernis apivorus 0 0
Tyto alba 0 0
Total esfregagos com Leucocytozoon spp. 26 23

Tabela 3. NUmero e percentagem de esfregagos com Haemoproteus spp., nas diferentes espécies de aves.

‘ Espécie n infestados % infestados ‘
Falco subbuteo 2 100
Buteo buteo 1 4,2
Accipiter gentilis 0 0
Accipiter nisus 0 0
Ardea cinerea 0 0
Athene noctua 0 0
Bubo bubo 0 0
Caprimulgus europaeus 0 0
Ciconia ciconia 0 0
Circaetus gallicus 0 0
Corvus corax 0 0
Egretta garzetta 0 0
Falco tinnunculus 0 0
Gyps fulvus 0 0
Hieraaetus pennatus 0 0
Milvus migrans 0 0
Otus scops 0 0
Pernis apivorus 0 0
Strix aluco 0 0
Tyto alba 0 0
Total esfregagos com Haemoproteus spp. 3 2,7

Tabela 4. Namero e percentagem de esfregacos com Trypanosoma spp., nas diferentes espécies de aves.

‘ Espécie n infestados % infestados ‘
Athene noctua 2 20
Bubo bubo 1 20
Accipiter gentilis 0 0
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Accipiter nisus

Ardea cinerea

Buteo buteo

Caprimulgus europaeus

Ciconia ciconia

Circaetus gallicus

Corvus corax

Egretta garzetta

Falco subbuteo

Falco tinnunculus

Gyps fulvus

Hieraaetus pennatus

Milvus migrans

Otus scops

Pernis apivorus

Strix aluco

Tyto alba

oO/lojloojlolojlo oo ojlojlojojlo|o|o|o©

Total esfregacos com Trypanosoma spp.

wlolo o ojlooolojlojloojlojlojo|o|o| oo

N
N

Tabela 5. NUmero e percentagem de esfregagos com Leucocytozoon spp., Haemoproteus spp. e Trypanosoma spp.
nas diferentes ordens taxonémicas de aves.

Leucocytozoon spp.

Haemoproteus spp.

Trypanosoma spp.

n infestados % infestados n infestados % infestados n infestados % infestados
Ciconiiformes 0 0 0 0 0
Falconiformes 14 23 3 49 0 0
Passeriformes 0 0 0 0 0
Strigiformes 12 40 0 0 3 10

Tabela 6. NOmero médio de parasitas por campo de observagao (1000x) nos trés géneros de parasitas estudados.

Parasitas/campo
(1000x)

menos de 1

n esfregacos

Haemoproteus spp.

n esfregacos

Trypanosoma spp.

Leucocytozoon spp.

n esfregacos

0

3

1

3

4

5 ou mais

0
2
1
0
0

oO|lo|loOo|O| O
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Anexo I

Tabela 7. Antimicrobianos testados, respectivas familias, mecanismos de accéo e principais mecanismos de
resisténcia. (Fluit et al. 2001)

Classes de
antimicrobianos

Aminoglicosideos
(Gram positivas e

Antimicrobianos
testados
Gentamicina (CN)
Tobramicina (TOB)

Mecanismos de ac¢ao

Ligacéo aos ribossomas,

interferindo com a

Mecanismos de resisténcia

Sobretudo Gram negativas;
degradacado enzimatica do

negativas) Amicacina (AK) sintese proteica. composto; alguns sistemas de
Estreptomicina (S) efluxo e muta¢des no RNA alvo.
Canamicina (K)

Anfenicdis Cloranfenicol (C) Ligagdo a unidade 50S Inactivagdo enzimética do

(Gram positivas e dos ribossomas, inibindo  composto; em bactérias Gram

negativas) a sintese proteica. negativas também se observam

diminuigdo da permeabilidade
membranar e efluxo activo do
antimicrobiano.

B-lactamicos
(Gram positivas e

Ampicilina (AMP)
Imipenem (IPM)

Ligagdo as proteinas de

ligacéo a penicilina

Degradacao enzimatica do anel 3-
lactamico (por acgéo de B-

e Topoisomerase V).

negativas) Aztreonam (ATM) (PBP), envolvidas na lactamases); também se observam
Amoxicilina (AMC)* sintese da parece mutagdes nas PBP e, mais
Cefalotina (KF) celular. raramente, diminuicdo da
Cefoxitina (FOX) permeabilidade celular ou efluxo.
Cefotaxima (CTX) Enterobacteriaceae podem produzir
Ceftazidima (CAZ) B-lactamases de largo especto

(ESBL).

Quinolonas Ciprofloxacina (CIP) Inibicdo de Alteracéo das enzimas-alvo e

(Gram positivas e Acido nalidixico (NA)  topoisomerases diminuicdo da permeabilidade.

negativas) bacterianas (ADN girase =~ Também se pode observar

diminuicédo da afinidade do alvo
para a ligacéo e efluxo.

Macrélidos e
Estreptograminas
(Gram positivas e
negativas)

Azitromicina (AZM)
Eritromicina (E)
Quinupristina e
Dalfopristina (QD)

Inibicdo da sintese
proteica através da
ligacdo a unidades do
ribossoma.

Diminuicdo da permeabilidade
(Gram negativas) e alteracdo do
alvo de ligagdo (Gram positivas).

Nitrofuranos
(Gram positivas e
negativas)

Nitrofurantoina (F)

Danificagdo do ADN
bacteriano através de
uma reaccao de
oxidacao.

Inibicéo da nitrofurano reductase,
impedindo a reac¢éo redox.

Sulfamidas e

Sulfametoxazole e

Ligagdo as enzimas

Sobreproducao das enzimas-alvo,

Trimetoprim Trimetoprim (SXT) dihidropteroato sintetase  mutagdes nos genes estruturais e
(Gram positivas e e dihidrofolato reductase, producéo de enzimas resistentes a
negativas) impedindo a sintese de inactivacao.

aminoacidos e
nucleotidos.

Ligacéo a subunidade
30S do ribossoma,

Tetraciclinas
(Gram positivas e

Tetraciclina (TE) Efluxo ou proteccao ribossomal;

também destruicdo do composto

negativas) inibindo a sintese por oxidacgéo.
proteica.
Glicopéptidos Vancomicina (V) Ligacéo as cadeias Alteracé@o das moléculas-alvo,
(Gram positivas) Teicoplanina (TEC) laterais do utilizando outras cuja afinidade para
peptidoglicano, o0 antibiético € menor. VanA é o
impedindo a sintese da fendtipo mais comum e que se
parede celular. manifesta por um elevado nivel de
resisténcia.
Rifamicinas Rifampicina (RD) Inibicdo da sintese Alteracéo da enzima-alvo.
(sobretudo Gram proteica através da
positivas) ligacdo a RNA
polimerase.

*Q antimicrobiano Amoxicilina foi testado em associag&o com Acido Clavulanico.

38



Anexo Il

Tabela 8. Taxas e numero de isolados resistentes a cada um dos antimicrobianos testados para isolados de E. coli
em aves.

Antimicrobiano Taxa de isolados resistentes (%) Numero de isolados resistentes (n)
AMP 50,6 156
FOX 0,6 2
IPM 0 0
CIP 21,4 66

CN 3.2 10
F 1,6 5
TE 41,9 129
CTX 14,9 46
ATM 3,2 10
CAZ 1 3

AMC 1,6 5
KF 39 120

AK 0 0
S 37 114
NA 43,8 135
C 8,8 27
TOB 1,9 6
SXT 43,2 133
K 6,2 19

Tabela 9. Taxas e nimero de isolados resistentes a cada um dos antimicrobianos testados para isolados de
Enterococcus spp. em aves.

AZM 26,2 60
TEC 2,2 5
CN 3,5 8

F 1,7 4
CIP 6,1 14
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Tabela 10. Taxas e numero de isolados resistentes a cada um dos antimicrobianos testados para isolados de E. coli
em lobos.

Antimicrobiano Taxa de isolados resistentes (%) Numero de isolados resistentes (n)
AMP 44,1 15
FOX 14,7 5
IPM 0 0
CIP 17,6 6
CN 5,9 2

F 0 0
TE 20,6 7
CTX 8,8 3
ATM 2,9 1
CAZ 5,9 2
AMC 23,5 8
KF 52,9 18
AK 0 0
S 47,1 16
NA 17,6 6
C 11,8 4
TOB 2,9 1
SXT 14,7 5
K 0 0

Tabela 11. Taxas e ndmero de isolados resistentes a cada um dos antimicrobianos testados para isolados de
Enterococcus spp. em lobos.

QD 66,7 6
TE 88,9 8
RD 33,3 3
E 44.4 4
CN 0 0
v 33,3 3
AZM 66,7 6
TEC 11,1 1
CN 22,2 2
F 11,1 1
CIP 11,1 1
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