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Prefacio

Este trabalho decorreu integrado num projecto de Doutoramento (J.P. Ferreira,
SFRH/BD/16114/2004) que tem como objectivo estudar os factores antropogénicos que

condicionam a conservacdo do gato-bravo, em particular no sitio Moura-Barrancos

(Alentejo).
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Resumo

Os agentes infecciosos sdo um elemento importante na dinamica populacional e na
evolucdo das populagdes hospedeiras. No entanto, a actividade humana é um dos
principais factores responsaveis pelo desequilibrio na relacdo agente patogénico-
hospedeiro, contribuindo para o aumento do risco extingdo de espécies ameacadas. Este
desequilibrio, entre outras causas, estd associado ao aumento da probabilidade de
transmissdo de agentes infecciosos entre espécies domésticas e selvagens. Os
hospedeiros que actuam como reservatérios desempenham também um importante
papel na manutencdo dos agentes patogenicos generalistas nas comunidades, assim
como na sua transmissdo a pequenas populagdes, podendo causar declinios

populacionais significativos.

Este trabalho teve como objectivo determinar a prevaléncia do virus da esgana, do
parvovirus, e do adenovirus canino, em espécies consideradas abundantes (raposa,
fuinha, texugo, geneta e sacarrabos) no sitio Moura-Barrancos. Com esta analise
pretendeu-se avaliar o papel destas espécies como reservatdrios ou vectores de
transmissao de agentes patogénicos para as duas espécies de felinos ameagados (gato-
bravo e lince), e prever a influéncia desses agentes patogénicos no sucesso do

restabelecimento das populagdes dos mesmos.

Neste estudo foi entdo avaliada a presenga de &cidos nucleicos virais em 143 dejectos
das cinco espécies de carnivoros, através da técnica PCR ou RT-PCR. Os resultados
evidenciaram uma reduzida prevaléncia de excrecdo de parvovirus canino na raposa
(3,2%), e de parvovirus felino em geneta (4,3%), e uma prevaléncia de excrecdo nula de
parvovirus nas restantes espécies; mais ainda ndo foi detectado o virus da esgana nas
cinco espécies estudadas, e 0 adenovirus canino na raposa. Estes resultados sugerem que
no periodo de amostragem, as espécies analisadas ndo estavam a actuar como
reservatorios nem vectores destes agentes infecciosos, ndo parecendo constituir um

risco para a recuperacao e/ou restabelecimento das populacdes de felinos.

Palavras Chave: doencas da fauna selvagem; mesocarnivoros; Virus da esgana;

Parvovirus; Adenovirus; paisagens Mediterranicas.



Abstract

Infectious agents are an important element in host population dynamics, and evolution.
Nevertheless, human activity is one of the main factors responsible for host-pathogen
relationship unbalance, which has contributed for an increase of the extinction risk of
endangered species. This unbalance is associated with a probable increase of pathogen
transmission among domestic and wild species. Reservoir animals have an important
role in pathogen maintenance in communities, as well as in its transmission to small

animal populations, which may cause significant population decreases.

This work aimed to determine canine distemper virus, parvovirus, and canine
adenovirus prevalence in species (red fox, European mongoose, common genet, stone
marten, and badger) known as abundant in Moura-Barrancos site. With this analysis we
intended to evaluate the role of these species as reservoirs or vectors for pathogen
transmission to endangered species, and to foresee their influence in the success of
recovery and/or reestablishment of the two threatened feline populations in the area

(wildcat and Iberian lynx).

The presence of viral nucleic acids in 143 scats from five carnivore’s species was
evaluated by PCR or RT-PCR. Our results showed a low prevalence of canine
parvovirus in red fox (3,2%), and of feline parvovirus in common genet (4,3%), and a
null prevalence of parvovirus in the remainder species, of canine distemper virus in the
five studied species, and of canine adenovirus in red fox. These results suggest that
during the sampling period the analysed species were not acting as reservoirs or vectors
of these infectious agents. In this way, the pathogens prevalence may not pose a risk to

the recovery and reestablishment of the two threatened felid populations.

Key Words: wildlife diseases; mesocarnivores; Canine Distemper Virus; Parvovirus;

Adenovirus; Mediterranean landscapes
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Introducao

Agentes infecciosos em populagaes silvestres

Os agentes infecciosos desempenham um papel relevante nos sistemas naturais,
influenciando a dindmica das populagdes e a composicdo especifica das comunidades, e
condicionando a diversidade genética dos hospedeiros e o processo coevolutivo entre
parasitas/agentes patogénicos e hospedeiros. Assim, 0s agentes infecciosos actuam
como importantes elementos selectivos nas populagdes naturais, regulando processos
como a manutencdo da diversidade alélica ou a recombinagdo sexual dos seus
hospedeiros. Os hospedeiros possuem uma diversidade alélica que Ihes confere
resisténcias e defesas induzidas, sendo o risco de infeccdo individual e a dindmica de
toda a populacgéo influenciadas pela variedade dos mecanismos de defesa (Daszak et al.,
2000; Altizer et al., 2003). No entanto, as alteracbes ambientais causadas pela
actividade humana, tais como a introducdo de agentes patogénicos em novas areas
geograficas, accOes que levem ao aumento da susceptibilidade dos hospedeiros, ou
alteracdes no fluxo de transmissdo de agentes patogénicos nas comunidades, tém
aumentado a importancia dos agentes patogénicos como factores de regulacdo da
sobrevivéncia das espécies. A actividade humana é considerada a principal causa do
aparecimento de doencas infecciosas a taxas elevadas nas populacdes silvestres,
contribuindo para a extincdo local de populacdes e para o declinio de espécies
hospedeiras (Roelke-Parker et al., 1996; Harkonen et al., 2006; Smith et al., 2006). As
alteracbes ambientais, que ocorrem a uma escala global, ttm um efeito directo e
indirecto na sanidade da fauna selvagem, tornando as populacbes sob stress mais
susceptiveis a surtos epidemicos (Deem et al., 2001; Lafferty et al., 2002).

A degradacdo e fragmentacdo dos habitats naturais aumentam a proximidade dos
animais silvestres as populacbes humanas e animais domésticos, favorecendo a
transmissdo de doencas. E hoje reconhecido que os animais domésticos actuam como
reservatorios de agentes infecciosos. Estes hospedeiros, que actuam como reservatorios,
desempenham um papel importante na manutencdo deste tipo de agentes patogénicos
nas comunidades silvestres porque, em populagdes de efectivo reduzido a prevaléncia
do agente desce frequentemente abaixo do limiar minimo de persisténcia da infeccdo e

este extingue-se por motivos estocasticos. Assim, a transmissdo de agentes patogenicos
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entre populacbes reservatorio e pequenas populacbes, permite que estes surjam
periodicamente em pequenas populagdes, que de outro modo ndo seriam capazes de
manter o0 agente (Laurenson et al., 1998; Daszak et al., 2000; Haydon et al., 2002a).

A ocorréncia de uma epidemia de esgana, em 1994, na populacédo de ledes do Serengeti,
que afectou também outras espécies selvagens tais como a hiena Crocuta crocuta, a
raposa de orelha de morcego Otocyon megalotis e o leopardo Panthera pardus, é
ilustrativa de uma situacao resultante da proximidade entre ecossistemas naturais e areas
humanizadas. Cerca de 85% dos leGes de Masai Mara foram afectados, registando-se
uma taxa de mortalidade de 30% (Roelke-Parker et al., 1996). Esta epizootia foi
precedida por um aumento da seroprevaléncia de anti-corpos de esgana nos cées

domésticos das aldeias locais adjacentes ao parque Nacional (Cleaveland et al., 2000).

A fragmentacdo do habitat e o isolamento das populacdes podem também afectar a
prevaléncia dos agentes patogénicos e a resposta adaptativa dos hospedeiros, pois a
mobilidade de dos hospedeiros e a transmissibilidade dos parasitas/agentes patogénicos
exerce uma accdo benefica interferindo tanto na persisténcia dos agentes infecciosos,
como na dispersdo e manutencdo dos alelos que conferem mecanismos de defesa aos
hospedeiros, superando 0s riscos associados ao aumento da transmissdo dos agentes
patogénicos (Altizer et al., 2003). Verifica-se que a ocorréncia de surtos epidémicos em
populacdes isoladas € menos frequente, mas quando estes surgem, a prevaléncia da
infeccdo é superior. Nestas populacdes a taxa de transmissdo de agentes infecciosos
entre diferentes populac@es tende a ser reduzida, pelo que a maioria dos individuos ndo
teve contacto com o agente e ndo adquiriu imunidade. Assim, quando ocorrem
epidemias, grande parte da populacdo tende a ser infectada e a mortalidade ¢é elevada
(McCallum and Dobson, 1995). Em populacdes interligadas, a probabilidade do agente
patogénico estar presente em cada populacdo é mais elevada, mas a prevaléncia em cada

uma é menor. (Altizer et al., 2003).

A manipulacdo da fauna selvagem é outra actividade humana que também contribui
para o aparecimento de doencas infecciosas. O transporte de animais silvestres para fins
de conservacédo, agricultura ou caca, e a introducdo de animais exdticos em novas areas
geogréficas, que tém acompanhado a globalizacdo do transporte e do comércio,
contribuem para o aumento do risco de exposicdo das especies silvestres a agentes
infecciosos exoticos (Deem et al., 2001; Lafferty et al., 2002). Esta manipulacdo de

animais, em determinadas circunstancias, pode contribuir para o sucesso dos
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hospedeiros invasores devido ao efeito das doencas introduzidas nas espécies
autoctones (Grenfell and Dobson, 1995). A recuperacdo de populagdes silvestres com
introducdo de individuos provenientes de programas de reproducao em cativeiro permite
igualmente a transferéncia de agentes patogenicos a que as primeiras ndo tinham sido

previamente expostas. (Daszak et al., 2000; Deem et al., 2001).

A seleccdo imposta pelo Homem, mediante a vasta aplicacdo de produtos quimicos ao
nivel da agricultura e pecuéria, € mais uma importante ameaca a vida selvagem, pois a
maioria dos agentes patogénicos tém tempos de geracdo curtos e grandes efectivos
populacionais, e estdo sujeitos a fortes pressdes selectivas, pelo que estas alteragoes
ambientais aceleram a sua evolugédo, aumentando a ocorréncia e incidéncia de agentes

patogénicos resistentes (Altizer et al., 2003).

A consanguinidade e a diminuicdo da variabilidade genética, outras das consequéncias
do declinio, fragmentacdo e isolamento das populagdes, tém igualmente um papel de
relevo ao condicionar a capacidade das espécies responderem evolutivamente as

ameacas impostas pelos agentes patogénicos (Hedrick et al., 2000; Roelke et al., 2008).

O conhecimento dos agentes patogénicos em circulacdo nos ambientes naturais e do
estado sanitario das populacBes de animais silvestres € pois importante, particularmente
para a conservacdo das espécies ameacgadas, uma vez que permite uma melhor
compreensdo das epizootias e fornece informacédo Util para o planeamento de uma

estratégia de conservacgdo mais eficiente (Mormer et al., 2002).

De entre as espécies silvestres que mais sofrem o impacto do homem e suas actividades,
destacam-se os mamiferos carnivoros que, pelos seus elevados requisitos espaciais e
estratégias de vida, sdo muito sensiveis a perda e fragmentacdo dos habitats (Carroll et
al. 2001; Miller et al. 2001).

Entre os agentes infecciosos que podem afectar populacGes de carnivoros destacam-se
alguns agentes virais (Pedersen et al., 2007), como o virus da esgana, 0 parvovirus e o
adenovirus canino, uma vez que lhes é reconhecida uma elevada capacidade de
contagio, infecciosidade e viruléncia para uma grande variedade de hospedeiros (Green,
1990; 1995; Barrett et al., 1999; Steinel et al., 2001).
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Caracteristicas dos agentes virais

O virus da esgana pertence ao género Morbillivirus da familia Paramyxoviridae. E um
virus pleomorfico de simetria helicoidal com genoma de RNA de cadeia simples
negativa, ndo segmentado e com invélucro (Green, 1990; Martella et al., 2002). Este
agente, altamente contagioso e frequentemente letal, infecta especies das familias
Ailuridae, Ailuropodidae, Canidae, Hyaenidae, Mustelidae, Procyonidae, Viverridae
Felidae, Ursidae e Phocidae, pertencentes a ordem Carnivora (Delahay and Frolish
2000), e ainda espécies da familia Tayassuidae (ordem Artiodactyla) e da familia
Cercopithecidae (ordem Primata) (van Moll et al., 1995). A transmissdo deste virus,
que € sensivel ao calor e a desidratacdo (Green, 1990), processa-se através de aerossois
ou por contacto directo com exsudados orais, respiratorios ou oculares. A excrecao
ocorre aproximadamente sete dias apds a infeccdo, por via digestiva e respiratria
(Green, 1990). (Figura 1)

Figura 1:Fotografia de microscopia electronica de virus da esgana

(www.thefamilypethospital.net/caninevac.htm)

O virus da esgana foi responsavel por importantes declinios populacionais de espécies
ameacadas, nomeadamente no furdo de patas negras Mustela nigripes, causando uma
mortalidade de cerca de 70% (Thorne et al., 1988 in McCallum and Dobson, 1995), e
em ledes Panthera leo do Serengeti, resultando na morte de cerca de 30% os individuos
(Rolelke-Paker et al. 1996), neste Gltimo caso transmitido pelos cdes domésticos, das
povoacdes adjacentes ao parque nacional (Cleaveland et al., 2000). E também provavel
que tenha sido responsavel pelo declinio do cédo selvagem africano Lycaon picus, no

parque nacional de Masai Mara (Quénia) (Alexander and Appel, 1994).

O género Parvovirus, membro da familia Parvoviridae, incluiu varios virus genética e
antigenicamente muito proximos, nomeadamente o virus da panleucopénia felina
(FPLV), o parvovirus canino (CPV-2), o virus da enterite dos visdos (MEV), o

parvovirus da raposa do arctico Alopex lagopus, o parvovirus do guaxinim Procyon

4
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lotor, o “Aleutian mink disease virus” (AMDV) e o “canine minute virus”, ou

parvovirus canino tipo 1 (Steinel et al., 2001). Os viriGes sdo constituidos por uma

nucleocapside de simetria icosaédrica que envolve o DNA viral com uma Unica cadeia.
(Figura 2)

Figura 2: Fotografia de microscopia electrénica de Parvovirus Caninos

(http://www.b19virus.com/canine-parvovirus-pictures.html)

A infecgéo de cées e gatos pelo CPV-2 e pelo FPLV pode causar doenga fatal, embora
também sejam comuns infec¢Bes sub-clinicas, com sintomas ligeiros ou ausentes
(Steinel et al., 2001). A transmissdo € directa, por via oro-fecal, a partir dos 8-12 dias
apos a infeccdo (Steinel et al., 2001; Desario et al., 2005). Os virides sdo muito estaveis

no ambiente e resistentes ao calor e & desidratacdo (Green, 1990).

Os primeiros registos de surtos de panleucopénia felina ocorreram nas décadas de 30 e
40 e todos os membros da familia Felidae séo susceptiveis a infecgédo (Steinel et al.,
2001).

Em 1978, o parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) foi pela primeira vez detectado em caes,
apresentando uma homologia genémica com o FPV superior a 98%. Pensa-se que este
virus surgiu a partir do FPV ou de uma estirpe vacinal viva de FPV. Esta ultima
hipdtese é suportada pelo facto de o CPV-2 replicar em células felinas in vitro e por
apresentar mais locais de restricdo comuns com a estirpe vacinal de FPV do que com
outros isolados deste virus. Outra hipdtese aponta para que este virus tenha surgido a
partir do BFPV, uma vez que possui uma sequéncia nucleotidica tipica de FPV, com
trés alteracdes nucleotidicas idénticas as do CPV. A mudanca do hospedeiro primario
parece estar relacionada com a alteracdo no perfil amino-acidico da proteina da capside
viral, que confere a capacidade de infeccdo de canideos. Sdo conhecidas infec¢des pelo
CPV-2 em caes domeésticos Canis familiaris, raposas Vulpes vulpes, lobos Canis lupus,
coiotes Canis latrans e dingos Canis lupus dingo, sendo muito provavel que toda a

familia Canidae seja susceptivel. Furbes Mustela furo, visdos Americanos Mustela
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vison, e gatos domésticos podem ser infectados experimentalmente embora a infeccéo

seja auto-limitante (Steinel et al., 2001).

A estirpe original CPV-2 tem sido progressivamente substituida por novos subtipos,
CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c (Green, 1990; Ikeda et al., 2002; Decaro et al., 2007). Estes
subtipos podem infectar felinos, tanto em condic¢des experimentais como naturais, sendo
as suas seroprevaléncias elevadas nos grandes felinos (Horiuchi, et al., 1998; Steinel et
al., 2001). Esta caracteristica representa uma vantagem selectiva em relacdo a estirpe
original, mas ndo se observam diferencas selectivas entre os novos subtipos. Estes
subtipos tém vindo a disseminar-se com sucesso nas populagdes de cées por todo o
mundo, tendo sido igualmente detectados em gatos. (Decaro et al, 2007).

A inoculacdo experimental dos MEV e FPV em guaxinis Procyon lotor demonstrou que
esta especie € muito susceptivel a estes virus, desenvolvendo doenca que pode ser
mortal, com sintomas clinicos e lesdes tipicas de infeccdo por parvovirus (Barker et al.,
1983). Verificou-se ainda que estes virus sdo excretados nas fezes em elevados titulos e
a resposta serologica é forte. Por outro lado, a inoculacdo de CPV-2 nesta espécie ndo
provoca doenga, a excrecdo € ocasional e a producédo de anticorpos € moderada (Barker
et al., 1983).

Tanto o virus FPV como o MEV infectam e replicam em viséos e gatos, mas a infeccéo
entre hospedeiros ndo homdlogos € menos grave do que entre hospedeiros homdlogos
(Steinel et al., 2001). Em visdos, a inoculacdo com CPV-2 ndo provoca sintomas nem
lesBes significativas e a infeccdo com MEV, FPV e CPV-2 induz resposta serolégica
(Barker et al., 1983). De igual forma, as raposas vermelhas ndo mostram sinais de
infeccdo quando inoculadas com MEV, FPV ou CPV-2; nesta espécie, estes virus sao
excretados apenas esporadicamente e a producdo de elevados titulos de anticorpos €

detectada apenas apds a inoculacdo com o FPV (Barker et al., 1983).

Para além das infeccGes nas familias Canidae, Felidae, Mustelidae e Procyonidae,
pouco se conhece acerca da diversidade de hospedeiros e da distribuicdo dos virus

relacionados com o FPV em carnivoros silvestres (Steinel et al., 2001).

Os virus pertencentes a familia Adenoviridae sdo virus com simetria icosaédrica, sem
involucro e com um genoma de DNA de cadeia dupla. O adenovirus canino tipo-1
(CAV-1) pertencente ao género Mastadenovirus é o agente infeccioso da hepatite

canina. Cées domeésticos, coiotes, raposas, lobos, gambas Mephitis mephitis, ursos
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pretos americanos Ursus americanus, guaxinins (Dalerum et al., 2005), e ursos pardos
Ursus arctos, assim como outros membros das familias Canidae e Ursidae (Green,
1990), sdo susceptiveis a infeccdo causada por este virus. O CAV-1 é excretado em
todas as secre¢des corporais e a sua transmissdo ocorre por contacto directo ou indirecto
(Green, 1990). (Figura 3)

Figura 3: Foto de microscopia electronica de adenovirus caninos

(www2.vet-lyon.fr/etu/virus-canides/adenovirus.htm)

Agentes Virais em Carnivoros

A influéncia das doencas infecciosas na conservagédo da fauna silvestre comecou a ser
reconhecida na década de 30, e os primeiros estudos relacionados com este tema focam-
se no problema da transmissdo de doencas de espécies silvestres para espécies com
valor econdmico (domésticas ou cinegéticas) e nas doengas zoonoticas (e.g. Deem et al.,
2001).

A partir da década de 70 comecgaram a ser realizados rastreios a uma grande variedade
de especies silvestres (Millan et al., 2008; Roelke et al., 2008), surgiram as primeiras
modelacGes tedricas sobre a dindamica das doencgas infecciosas, (Haydon et al., 2002b) e
identificaram-se importantes declinios na fauna silvestre causados por doengas
infecciosas (Rolelke-Paker et al., 1996)

No ambito dos estudos relacionados com 0s agentes virais, em espécies pertencentes a
ordem carnivora, tém sido realizados rastreios para avaliacdo da prevaléncia dos virus
com maior impacto em carnivoros, baseados maioritariamente na deteccdo de
anticorpos em populacBes silvestres. Alguns autores para além da seroprevaléncia,

referem igualmente a deteccdo de acido nucleico viral, em amostras bioldgicas.

Em Portugal foi avaliada a presenca de acidos nucleicos virais coronavirus, parvovirus,

e adenovirus, em amostras fecais de lontra, na bacia do Sado, (Oliveira et al., 2007), e
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de anticorpos contra 0 CPV e o CDV em lobos, raposas, gato-bravo, geneta, fuinha,
marta, e em arminho (Santos et al., 2009).

Estudos realizados na regido mediterranica detectaram anticorpos contra varios agentes
patogénicos com impacto na conservacgdo de espécies ameacadas (e.g. virus da esgana,
parvovirus, Aleutian mink disease virus, virus da leucemia felina FeLV, Virus da
imunodeficiéncia felina FIV, e coronavirus felino FCoV), em hospedeiros domésticos
(cdo e gato doméstico) e hospedeiros silvestres, sejam estes comuns (raposa, sacarrabos,
geneta, texugo, marta Martes martes, fuinha, e toirdo Mustela putorius), exoticos (viséo
americano Mustela vison), ou ameacados (lince Ibérico, lobo cinzento Canis lupus e
visdo europeu Mustela vison, e urso pardo Ursus arctos) (Marsilio et al., 1997; Mafas
et al., 2002; Fournier-Chambrillon et al., 2004; Millan et al., 2008; Roelke et al., 2008;
Sobrino et al., 2008).

Noutras areas geograficas Europeias, foram realizados rastreios seroldgicos para o
CDV, CPV, CHV, FPV, FIV, FeLV, herpesvirus felino FHV, cailcivirus felino FCV, e
“feline foamy virus”em hospedeiros como a raposa, gato-bravo, lince euro-asiatico Lynx
lynx, cdo guaxinim Nyctereutes procyonoides, texugo, marta, fuinha, toirdo, e doninha
Mustela nivalis, e ursos polares Ursus maritimus, uma espécie vulneravel, em paises
como a Suica, Croacia, Luxemburgo, Alemanha, Reino Unido e Suécia, (McOrist et al.,
1991; van Moll et al., 1995; Delahay and Frolish , 2000; Damien et al., 2002; Daniels et
al., 1999; Ostrowski et al., 2003; Racnik et al., 2008; Ryser-Degiorgis et al., 2005)

Estima-se que nas populagdes suicas de lince euro-asiatico Lynx lynx é provavel que as
doengas tenham exercido um importante impacto traduzido por cerca de 18% da
mortalidade (Schmidt-Posthaus et al., 2002).

Fora do continente europeu, verifica-se que existe um grande ndmero de rastreios
realizados na América do Norte. Nesta regido foram realizados rastreios seroldgicos
para o0 CDV, parvovirus, CAV, CHV, parainfluenza, FCV, FCoV, FHV, FIV, em
espécies comuns (linces do Canada Lynx canadensis, lince pardo Lynx rufus, lobo
cinzento, coiote Canis latrans, raposa cinzenta Urocyon cinereoargenteus, guaxinim,
urso pardo), vulneraveis (glutdes Gulo gulo), com populaces em declinio (raposa-
orelhuda Vulpes velox, raposa kit Vulpes macrotis), e criticamente ameacadas (pygmy
raccoon Procyon pygmaeus no Canadd, Estados Unidos, e México (Zarnke et al., 1989;
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Cypher et al., 1998; Zarnke et al., 2001; Biek et al., 2002; Riley et al., 2004; McFadden
et al., 2005; Dalerum et al., 2005).

Na California, um rastreio a varios agentes patogénicos, entre os quais o0 CDV, CAV,
CPV, CCV, CHV, e FCV, em raposas das ilhas Urocyon littoralis, uma espécie
criticamente ameagada, e gatos domeésticos ferais, ndo evidenciou transmissdo de
agentes patogénicos entre as duas espécies, embora tenham sido detectadas elevadas
prevaléncias de agentes patogénicos caninos em populacfes de raposa, de varias ilhas,
que podem ter resultado de infecc¢des transmitidas pelos cdes domésticos (Clifford et al.,
2006).

Na América do sul foram detectados anticorpos contra CAV, coronavirus canino CCV,
CDV, CHV, e CPV em cdes domesticos em areas naturas importantes para a
conservacao de espécies ameacadas (Parques Nacionais de Kaa-lya, Madidi), na Bolivia
(Fiorello et al., 2004; Fiorello et al., 2006). No Brasil (Amazdnia, Para) verificou-se que
0 guaraxaim Cerdocyon thous entra frequentemente em contacto com zonas rurais, mas
ndo foi encontrada evidéncia de exposicao por parte das raposas aos dois virus testados
(CPV e CDV), nem foi possivel concluir se estes agentes eram endémicos nas
populacBes de cdes domésticos porque a amostra era demasiado pequena (Courtenay et
al., 2001).

No continente Africano, um estudo sobre a dindmica temporal dos FHV, FIV, FCV,
FPV, FCoV, e CDV, em ledes do Serengeti e Ngorongoro concluiu que o FHV e o FIV
sdo endemicos em ambas as populagdes, com prevaléncias elevadas, enquanto que 0s
restantes surgem em surtos epidémicos quando a proporcao de individuos susceptiveis é
suficientemente elevada para o permitir. Este estudo permitiu ainda concluir que o CDV

afecta as taxas de natalidade e mortalidade destas populac@es Packer et al., 1999).

Na Etidpia (Parque Nacional da Serra de Bale), verificaram-se declinios de 50 a 77%
nas matilhas de lobo Etiopiano Canis simensis, que podem ter sido causados pela raiva,
pois este virus foi isolado de alguns animais encontrados mortos (Sillero-Zubiri et al.,
1996). Verificou-se também a ocorréncia de um surto de CDV nas populacGes de cées
domeésticos simpatricos ao lobo, que também pode ter afectado esta espécie (Laurenson
et al.,, 1998). Uma anélise de viabilidade populacional realizada para esta espécie
constatou que o virus da raiva era o principal factor responsavel pela extin¢do das

matilhas, e que, na auséncia de epidemias de raiva, as epidemias de CDV tinham pouca
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influéncia na sua probabilidade de extin¢cdo das matilhas, e que a e vacinagéo de 20 a
40% dos individuos era suficiente para evitar surtos de raiva (Haydon et al., 2002b).

Foram também detectados anticorpos contra o FPV, FCV, FHV, FCoV FIV, FelLV, e
CDV em leGes, chitas Acinonyx jubatus, hienas, cdes selvagens africanos, e chacais
Canis mesomelas, em paises como a Tanzania, Uganda, Namibia e Africa do Sul
(Alexander et al., 1994; Hofmann-Lehmann et al., 1996; Creel et al., 1997; Kennedy et
al., 2003; Munson et al., 2004; Driciru et al., 2006).

Nos continentes Asiatico e Australiano, o tema dos agentes virais e 0 seu impacto na
ecologia e conservacdo de espécies de carnivoros parece ser ainda pouco explorado.
Foram detectados anticorpos contra o FCV, FCoV, FPV, em gatos domésticos ferais e
gatos do deserto Felis margarita, uma espécie vulneravel (Ostrowski et al., 2003), na
Arabia saudita, no leopardo Prionailurus bengalensis, e Formosan gem-faced civet
Paguma larvata taivana, na Tailandia e Vietname (lkeda et al., 1999), e contra o CDV,
CPV, CHV, CCV, CAV, em pandas Ailuropoda melanoleuca, na China (Mainka et al.,
1994).

Objectivos

Este estudo tem por objectivo principal contribuir para o conhecimento do estado
sanitario das populacGes de mesocarnivoros Mediterranicos, no sitio Moura-Barrancos,
através da avaliacdo da presenca de agentes virais com reconhecido impacto patogenico

em carnivoros.

Os objectivos especificos incluiram a determinacdo da prevaléncia dos virus da esgana,
parvovirus canino e felino, e adenovirus canino Nas espécies consideradas comuns na
area de estudo (raposa Vulpes vulpes, sacarrabos Herpestes ichneumon, geneta Genetta
genetta, fuinha Martes foina, e texugo Meles meles), e verificar se estas podem
desempenhar um papel importante na transmissao destes agentes patogénicos a espécies
ameacadas, actuando desta forma como vectores ou reservatorios. Esta analise tem por
ultimo objectivo prever o sucesso do restabelecimento e recuperacao das duas espécies

de felinos ameacadas: o lince Ibérico Lynx pardinus e o gato-bravo Felis silvestris.
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Materiais e métodos

Area de estudo

Este estudo foi realizado na zona especial de conservacdo (ZEC - n° 23) Moura-
Barrancos (Rede Natura 2000) (ICN, 2006) localizada na regido do Alentejo, no Sul de
Portugal, entre as 38°13’N e 37°57’N, e as longitudes de 7°24’0O a 6°59°0, com uma
area de cerca de 43309 ha. (ICN 2006). (Figura 4)

\?\‘ @@ Habitat favoravel para o gato-bravo
> S ) Sitio Moura-Barrancos “:ﬁm

Figura 4: Localizacdo da &rea de estudo

A opcéo da realizacdo deste estudo nesta area geogréfica relaciona-se com o facto de ser
uma das areas menos perturbadas de Portugal, que alberga habitat adequado para
algumas das espécies de carnivoros com estatuto de conservagdo prioritario, como o
lince-1bérico e o0 gato bravo. A este facto, acresce ainda a continuidade desta &rea com a
zona ocidental da Serra Morena, uma das regides melhor conservadas da Andaluzia e
Estremadura espanhola, e de vital importancia na conservacao do lince-ibérico (ICN
2004).

Esta regido é caracterizada por uma grande diversidade de habitats, com areas extensas
de matos, matagais, e floresta bem conservados, dominados por montados de sobro
(Quercus suber) e azinho (Quercus ilex subsp. rotundifolia) com subcoberto (33,4%) e
sem subcoberto (30,6%). A vegetacdo subarbustiva é composta pela esteva Cistus
landifer, sargacos Cistus salvifolius e Cistus monspeliensis, roseira pequena Cistus
crispus, tojo Ulex spp., giesta Genista spp., urze Erica spp., rosmaninho Lavandula
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spp., aroeira Pistacia lentiscus e carrasco Quercus coccifera (Baltazar, 2001). Estas
areas estdo intercaladas com zonas abertas para culturas de cereais ndo intensivas, e
pastagens permanentes, formando um mosaico. Este local é atravessado por diversas
ribeiras de regime torrencial, que correm ao longo de vales rochosos encaixados. A
vegetacdo ribeirinha é caracterizada pelo tamujo Securinega tintorea e o aloendro
Nerium oleander. Os solos séo xistosos e grauvaques (ICN 2006). (Figura 5)

Esta regido situa-se na zona climatica pré-mediterranica, caracterizada por Verdes quentes

e secos e Invernos frios e chuvosos.

Figura 5: Fotografias do sitio Moura-Barrancos

Esta zona do Alentejo tem uma reduzida densidade populacional, concentrada em
quatro localidades (Barrancos, Moura, Mourdo e Serpa). A densidade populacional nos
concelhos de Barrancos e Moura é de 10,3 e 17,1 Habitantes/Km?, respectivamente. A
actividade econémica € centrada na agricultura, na pecuaria e na actividade cinegética
(ICN 2006).

Colheita de amostras

Com o objectivo de obter uma amostra representativa das principais espécies de
carnivoros, presentes no sitio Moura-Barrancos, foi realizada uma amostragem
estratificada e aleatéria. Tendo por base uma grelha de quadriculas UTM (2x2 km?) do
sistema de projeccdo Gauss (ellipsoid Hayford Datum Lisboa), distribuida pelas cartas
militares 502, 503, 504, 513, 514, 524, 525 e 525A, de um total de 158 quadriculas
foram seleccionadas 30, através de um processo de sub-amostragem aleatoria em areas
conservadas, representando cerca de 30% da area de habitat favoravel ao gato bravo.
(Figura 6)

Entre Janeiro e Mar¢co de 2008, em cada quadricula seleccionada foi realizado um
transecto, que percorreu caminhos pouco utilizados, trilhos, afloramentos rochosos e

12



Avaliacdo da Prevaléncia Viral em Carnivoros no Sitio Moura-Barrancos: Implicacdes de Conservagdo

vales de ribeiras, sendo recolhidos apenas as fezes recentes que permitiam a
identificacdo da espécie de carnivoro através das suas caracteristicas morfologicas

(dimensao, cor, odor) e localizacéo.
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Figura 6: Mapa do Sitio Moura-Barrancos (Rede Natura 2000) e localizagdo das amostras recolhidas

Apds a colheita, as amostras fecais foram armazenadas a 4°C e posteriormente
homogeneizadas em tampdo salino fosfatado (PBS) (1gr/1ml) e centrifugadas durante
10 min a 10000xg a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e conservado a -20°C, até ser

realizada a extraccao de acidos nucleicos virais.

Deteccdo de dcidos nucleicos virais

A extraccdo de DNA e RNA viral foi efectuada a partir de 200 pL do homogeneizado
fecal, utilizando um kit comercial (QIAamp MinElute Virus Spin Kit - Qiagen), de
acordo com as instrucbes do fabricante. Os controlos positivos para o0 DNA de
parvovirus e adenovirus canino e para 0 RNA de virus da esgana, foram extraidos a
partir da vacina Tetradog, e o controlo do DNA de parvovirus felino, a partir da vacina
Tricat. Para tal, a fraccéo liofilizada de cada vacina foi ressuspensa em 1 mL PBS, tendo
sido utilizados 200 pL para a extracdo de acidos nucleicos, correspondendo a 10°
DICC50 de parvovirus canino e felino (estirpe Bristol), 10>°> DICC50 de adenovirus
canino, e 10° DICC50 de virus da esgana.

Apols extraccdo, os acidos nucleicos foram armazenados a -80°C, até posterior
utilizacdo. A deteccdo dos acidos nucleicos virais nas amostras bioldgicas foi efectuada
pela técnica de reaccdo de polimerase em cadeia (PCR), para virus de DNA, ou por
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transcri¢do reversa seguida de PCR, para o virus de RNA. Em cada ensaio de PCR ou
RT-PCR foram incluidos o controlo positivo e o controlo negativo. A sequéncia dos
oligonucledtidos iniciadores usados no PCR e RT-PCR, e a dimensdo dos fragmentos
amplificados, estdo indicados na tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias dos oligonuclettidos iniciadores usados nos ensaios de PCR e RT-PCR, posicoes
nuceotidicas, regifes do genoma ampificadas, e tamanho dos fragmentos

Virus Primer Sequéncia (5’-3”) Posicoes Regido do Tamanho Ref.
nuceotidicas genoma do

amplificada fragmento

Virus da P1 ACAGGATTGCTGAGGATAT 769-789 Gene da 287pb Frisk et
esgana nlcleoproteina al., 1999
p2 CAAGATAACCATGTACGGTGC 1055-1035
Parvovirus ~ 555for CAG GAA GAT ATC CAG AAG GA 4003-4022 Gene da 583 pb Desario et
(CPV-2, 555rev proteina da al ., 2005
GG TGC TAG TTG ATATGT AAT AAA 4561-4585
FPV) capside
CA
Adenovirus CAV-  CTG GGC GGG ATT TAG AGG GTG G 18804- Gene da 704pb Erles et
canino -1 VPle 18825 proteina da al., 2004
CAV céapside
19507-
_vp2 CAA GGG CGT GGG CGG AGT TAG A
19486

A reaccdo para a amplificacdo do Parvovirus foi efectuada num volume final de 25 uL,
utilizando o kit comercial FideliTag™ PCR Master Mix (2x) (USB), 2 mM MqgCl,, 5
pL de amostra, ¢ 50 pmol de cada primer, de acordo com as condigdes descritas por
Desario et al. (2005). A amplificacdo do Adenovirus canino decorreu num volume total
de 25 uL, utilizando o kit FideliTag™ PCR Master Mix (2x) (USB), 5uL. de amostra ¢
50 pmol de cada primer, de acordo com Erles et al. (2004). No que se refere a
amplificagdo do RNA do Virus da esgana, a RT-PCR foi efectuada num sé passo,
também num volume final de 25uL, com 10 uL de amostra ¢ 50 pmol de cada primer,
utilizando o kit comercial RT-PCR Master Mix (2x) (USB), de acordo com Frisk et al.,
(1999).

Para avaliar a sensibilidade do PCR e da RT-PCR, para deteccdo dos acidos nucleicos
virais nos materiais biolégicos, foram realizadas diluicbes em seérie dos controlos
positivos de DNA de CPV, FPV e CAV e de RNA de CDV, até uma diluicao final
correspondente a 0,1 DICC50 para os parvovirus, canino e felino, e para o adenovirus
canino, e a 10 DICC50 para o virus da esgana. Estas diluicdes foram depois utilizadas
nos ensaios de PCR e RT-PCR.
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Sequenciagdo de amostras

A regido viral amplificada a partir das amostras bioldgicas foi extraida do gel de
agarose, utilizando o kit comercial lllustra™ GFX™ DNA Gel Band Purification kit, e
sequenciado pela empresa STAB VIDA.

Andlise filogenética

As relaces filogenéticas entre diferentes isolados de Parvovirus foram inferidas por
analise filogenética, utilizando sequéncias do gene VP2 de varios Parvovirus isolados a
partir de carnivoros, disponiveis no Genebank, através do seu numero de acesso
(EMBL/Genbank/DDBJ) (Tabela 2). As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas
utilizando o programa Pileup (GCG v10.0) com os parametros por defeito (penalidade
de criacdo de espacos: 8, e penalidade de extencao de espacos: 2). O alinhamento foi

corrigido manualmente, para maximizar as semelhancas genéticas.

Tabela 2: Identificacdo das sequéncias usadas na analise filogenética e respectivos nimeros de acesso.

Identificacdo da sequéncia NUmero de acesso
FPV 1 EF418568
FPV 2 EF418569
FPV3 EU498715
FPV4 AB000068
FPV5 AB000056
FPV6 EU018144
MEV 7 EU137663
MEV 8 EF428258
MEV 9 M23999
MEV 10 D00765
BFPV 11 U22185
BFPV 12 EU698028
CPV-2 13 M19296
CPV-2 14 M38245
CPV-2a 15 M24000
CPV-2a 16 M24003
CPV-2a17 DQ340418
Novo CPV-2A 18 DQ340408
CPV-2b 19 M74852
CPV-2b 20 M74849
Novo CPV-2A 21 AB054222
Novo CPV-2A 22 AB054224

Por ndo ter sido possivel amplificar a sequéncia completa do gene VP2 dos parvovirus
detectados neste rastreio, foram inferidas filogenias para o gene VP2 com 1754 pb, que
se localiza entre as posicOes 2628 e 4382 do genoma viral e para a proteina completa de

583 aminoacidos, e posteriormente para a regido amplificada (Figura 7). Este fragmento
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de 583 pb incluido no gene VP2 (da posic¢ao nucleotidica 4003 a 4585), corresponde a

uma sequéncia peptidica de 179 amino acidos.

NSleNS2 VPle VP2

3 5
‘>//H|_, FF:
L | | L | |
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| N
NS1 N5z Grelhas de |eitura

Figura 7: Organizacdo gendmica dos parvovirus canino, felino, da enterite dos visdes, e da raposa do arctico

(Murphy et al., 1999, adaptado)
As filogenias para as sequéncias de nucledtidos foram inferidas por maximum

likelihood, com o modelo de substituicdo HKY (Hasegawa et al., 1985), através do
programa TREE-PUZZLE 5.1., e os valores de bootstrap foram obtidos através de uma
analise de 100 replicas.

As sequéncias de nucleétidos foram traduzidas através do programa MAP (GCG v10.0),
e alinhadas com o programa Pileup. A relacdo filogenética foi calculada por maximum
likelihood, pelo mesmo programa, através do modelo de substituicdto BLOSUM 62
(Henikoff and Henikoff, 1992). Os valores de bootstrap foram obtidos através de uma
analise de 10 000 réplicas.

As arvores filogenéticas resultantes foram posteriormente comparadas para avaliar
possiveis diferencas, resultantes da perda de locais informativos. Subsequentemente,
foram adicionadas ao alinhamento nucleotidico e amino-acidico as sequéncias
amplificadas a partir das fezes positivas e a analise filogenética foi repetida utilizando a

mesma metodologia.
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Resultados

Detecgao viral

Através da amostragem, foram recolhidos 143 dejectos de cinco espécies de carnivoros
abundantes na area de estudo, correspondendo a 31 de fuinha; 31 raposa; 30 de
sacarrabos; 23 de geneta, e 29 de texugo. Todos os dejectos foram testados para
Parvovirus, e Virus da Esgana. Os dejectos de raposa foram testados adicionalmente
para Adenovirus canino tipo 2. Foi também usada uma amostra de intestino delgado de
uma fuinha encontrada atropelada para analise de DNA de parvovirus.

A sensibilidade das técnicas de RT-PCR e PCR foi determinada pela amplificacdo de
0,1 DICC do CPV, FPV, e CAV, e 10 DICC do CDV, dos controlos positivos, para o
DNA de Parvovirus canino e felino, e de Adenovirus canino, e para 0 RNA do Virus da
Esgana, em todas as analises efectuadas, revelando uma elevada especificidade e

sensibilidade. (Figura 8)
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Figura 8: Avaliacao da sensibilidade dos ensaios de PCR e RT-PCR para deteccdo de CAV-2, CPV-2 e CDV.

Em duas amostras fecais, uma de raposa e outra de geneta foram detectados DNA de
parvovirus, com uma prevaléncia de 3,2% (1/31) e 4,3% (1/23) respectivamente (Tabela
3) (Figuras 9 e 10). As restantes amostras deram resultados negativos para todos os

virus analisados.
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Tabela 3: Prevaléncia de DNA viral de CPV/FPV e CAV, e RNA viral de CDV nas amostras das cinco espécies
estudadas

Espécie n CPV/FPV CAV CDV
Raposa 31 1 (3,2%) 0 (0%) 0 (0%)
Fuinha 31 0 (0%) - 0 (0%)
Texugo 29 0 (0%) - 0 (0%)
Geneta 23 1 (4,3%) - 0 (0%)
Sacarrabos 30 0 (0%) - 0 (0%)

ApOs sequenciacdo das duas amostras positivas de Parvovirus, as sequéncias
nucleotidicas foram submetidas a base de dados do Genebank revelando uma identidade

superior a 98% com Parvovirus canino e felino, respectivamente.

Geneta

Figura 9: Deteccao de Parvovirus em amostras de geneta e raposa.
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Figura 10: Localizac&o das amostras positivas de CPV e FPV em raposa e geneta
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Andlise filogenética

As filogenias calculadas com a sequéncia nucleotidica e amino acidica do gene/proteina
VP2 completa e com a regido que corresponde ao fragmento amplificado, apresentam
topologias muito semelhantes definindo dois grupos principais, suportados por valores
consistentes de bootstrap (Figuras 11 A e 12 A).

CPVZ 13 CPVZa 15 CPV2a 15
CPV2 14 CPV2a 16 CPV2a 16
CPV2b 19 Movo CPV2A 18 Movo CPVZA 18
CPV2b 20 CPvV2a 17 cPv2a 17
Movo CPVZA 21 CPvz 14 CRVZ 14
cPy2a 17 CPV2 13 CPV2 13
Novo CPV2A 22 Nowva CPWV24 21 MNove CPV2A 21
Nowo € 1 BFPV 11 BFPV 11
© CPV2A MEV 8 MEV 8
CPV2a 16 92 a2
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F
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BFPY 12 a8 FPV 3 88 FPV 3
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Figura 11: Arvores calculadas por maximum likelihood (modelo de substituicio HKY85) para: (A) a
sequéncia completa do gene VP2, com uma taxa de transi¢cdo/transversdo de 4.74 e de transicao
pirimidina/transi¢do purina de, 0.67 (B) a regido amplificada, sem as sequéncias obtidas neste estudo, com
uma taxa de transicdo/transversao de 3.51, e de transi¢do pirimidina/transicéo purina de 0.86, e (C) a regido
amplificada, com as sequéncias obtidas neste estudo, com uma taxa de transicédo/transversao de 3.87, e de
transicao pirimidina/transicao purina de 0.86, todas as taxas estimadas a partir dos dados. As escalas

representam 0,01 da distancia genética.
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Figura 12: Arvores calculadas por maximum likelihood (modelo de substituicdo BLOSUM 62), para a (A)
proteina VP2 completa, com (B) sequéncia de aminoacidos correspondente a regido amplificada, sem as
sequéncias obtidas neste estudo, e (C) sequéncia de aminoacidos correspondente a regido amplificada, com as
sequéncias obtidas neste estudo. As escalas representam 0,01 de distancia aminoacidica.
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O primeiro grupo é constituido pelas sequéncias de Parvovirus canino tipo 2, que
apresentam uma distancia média entre si de 0,003+0,001 substitui¢cGes nucleotidicas no
gene inteiro. Nas arvores com o gene e a proteina completa, os diferentes subtipos CPV-
2, CPV-2a, CPV2b, e 0 novo CPV2A encontram-se separados, embora apenas os CPV-
2 formem um grupo consistente, e 0 CPV-2a 17 tenha sido agrupado com os subtipos e
novo CPV2A.

O segundo grupo é formado pelas sequéncias de FPV, MEV e BFPV com uma distancia
média de 0,009+0,004 substitui¢cbes nucleotidicas no gene inteiro, apresentando uma
distribuicdo heterogenea das sequéncias. Na arvore de nucledtidos observa-se um grupo
formado por sequéncias de FPV (FPV 1, FPV 2, e FPV 3), e um segundo grupo
formado por sequéncias de MEV (MEV 7 e MEV 8), ambos com um valor de bootstrap
consistente. Para além destes grupos a arvore de nucleGtidos apresenta trés grupos
heterogéneos com valores de bootstrap consistentes, e a de aminoacidos apenas um. A
sequéncia MEV 7 surge distinta das restantes sequéncias de FPV, MEV e BFPV em
ambas as arvores, com um valor de bootstrap elevado.

Os dois grupos de parvovirus canino e felino estdo separados por uma distancia média
de 0,01+ 0,008 substituigdes.

O célculo das filogenias com a regido que corresponde ao fragmento amplificado,
embora mantenha a topologia geral idéntica as calculadas com o gene/proteina
completo, revela uma diminuicdo de resolucdo dos subgrupos incluidos nos grupos
principais.

As duas sequéncias de CPV-2, que formavam um grupo consistente nas arvores com a
sequéncia completa, surgem agrupadas com as sequéncias CPV-2a 17, novo CPV-2A
18 e novo CPV-2A 21. As sequéncias de CPV-2a 15 e 16, as duas de CPV-2b (CPV2b
19 e CPV2b 20) e 0 novo CPV2A 22 passam a formar dois grupos consistentes. As
sequéncias de FPV, MEV e BFPV mantiveram o padréo de agrupamento observado na
filogenia calculada com o gene inteiro, a excepcao das MEV 8 e BFPV 11 que foram
reagrupadas (Figuras 11 B e 12B).

A adicdo das sequéncias de parvovirus amplificadas a partir das fezes de raposa e geneta
manteve a topologia da arvore anterior. A sequéncia da geneta foi incluida no subgrupo
constituido unicamente por sequéncias de FPV (FPV Tigre 1, FPV ledo 2 e FPV 3). A
sequéncia amplificada a partir da raposa foi incluida nos parvovirus caninos, no grupo
composto pelos CPV-2, o CPV-2a 17, o novo CPV-2A 18, e 0 novo CPV-2A 21.
Assim, parece provavel que a sequéncia da raposa ndo corresponda ao CPV-2b, pois as

20



Avaliagdo da Prevaléncia Viral em Carnivoros no Sitio Moura-Barrancos: ImplicacGes de Conservagao

duas sequéncias deste subtipo usadas na analise mantiveram-se separadas do grupo
anterior com um valor de suporte fidedigno. Ambos os grupos onde as novas sequéncias
foram incluidas estdo suportados com valores de bootstrap elevados (Figuras 5 C e 6C).
A andlise filogenética com base na sequéncia amino-acidica do segmento amplificado,
mantém a topologia geral da &rvore calculada com a proteina VP2 completa, embora
tenha havido reagrupamentos e uma perda de resolucdo, a semelhanca do que se
sucedeu com a arvore de nuclettidos. O grupo principal formado pelos Parvovirus
caninos tipo 2 manteve o0 mesmo padrdo de agrupamento observado na arvore de
nucleotidos calculada com esta regido, e o grupo formado pelos FPV, MEV e BFPV,
distinguiu apenas trés grupos com valores de suporte elevados, o primeiro formado
unicamente pela sequéncia MEV 7, o segundo constituido pelas sequéncias BFPV 12 e
MEV 10, e o terceiro incluindo as restantes sequéncias de FPV, MEV e BFPV com uma
topologia semelhante a observada na arvore calculada com a proteina VP2 inteira,
embora a sequéncia MEV 6 tenha sido reagrupada, e oS grupos que nédo estavam
suportados por um valor de bootstrap consistente tenham colapsado.

Ao adicionar as sequéncias amplificadas a partir das fezes de raposa e geneta, 0 padréo
de agrupamento manteve-se igual ao da arvore anterior e ambas as sequéncias foram
agrupadas do mesmo modo que na arvore nucleotidos parcial (Figuras 11 C e 12 C).

Os parvovirus felinos e caninos sdo geneticamente muito proximos partilhando
homologias superiores a 98%. A distin¢do entre FPV, MEV e BFPV é efectuada com
base no hospedeiro a partir do qual sdo isolados e sdo indistinguiveis através das
propriedades bioldgicas in vitro. (Horiuchi et al., 1998; Steinel et al., 2001).

A proteina VP2 inclui 6 locais amino-acidicos conservados em todos os CPV e FPV
(80, 93, 103, 323, 564 e 568). Os locais 93, 103 e 323 determinam a capacidade de o
virus replicar em hospedeiros caninos, enquanto os locais 80, 564 e 568 determinam a
replicacédo em hospedeiros felinos. A capacidade de infec¢do de hospedeiros felinos dos
novos subtipos CPV-2a e CPV-2b é determinada pelas alteragdes aminoacidicas nas
posicdes 87, 300 e 305, que sdo informativos na definicdo destes subtipos. O
aminoacido 426 é conservado no FPV, CPV-2 e CPV-2a, mas ¢ diferente no CPV-2b,
enquanto o 555 diferencia CPV-2a dos FPV, CPV-2 e CPV-2b (Steinel et al., 2000). Os
aminoéacidos 246, 297, e 300 permitem distinguir o CPV-2c (Nakanura et al., 2001;
Decaro et al., 2006).

A diferenciacdo das sequéncias ao nivel da proteina VP2 é efectuada através da

deteccdo de mutagBes ndo sindnimas em catorze locais (80, 87, 93, 103, 232, 297, 300,
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305, 323, 426, 555, 564 e 568). Os Parvovirus caninos sdo diferenciados dos

Parvovirus felinos, Virus da enterite dos visdos, e Parvovirus da raposa do artico

através de seis alteracbes aminoacidicas (80, 93, 103, 323, 564 e 568), e também

diferenciados dos Parvovirus felinos através uma alteracdo no aminoacido 232. Os

subtipos CPV-2 a, b e novos CPV-2A sédo diferenciados dos CPV-2 e dos restantes
parvovirus (FPV, MEV e BFPV), através das posi¢fes 87 e 305, e apenas do CPV-2

através das posicdes 101 e 300. O aminoacido 297 permite a distin¢do dos novos CPV-

2A (Tabela 3).

Tabela 4: Variagdes aminoacidicas entre sequéncias de Parvovirus canino tipo 2, Parvovirus felinos, Virus da

enterite dos visdos, Parvovirus da raposa do Arctico, e as sequéncias obtidas neste estudo

Residuos amino-acidicos

Sequéncias 80 [87 ]03 [101 [103 [232 [297 [300 [305 [323 426 |555 [564 |568
FPV 1 K M K M v v Is A b b N M N A
FPV 2 K M kK M v v Is A b p N M N A
FPV3 K M kK M v v Is A b p N M N A
FPV4 K M K M v v Is A b b N M N A
FPV5 K M kK M v v Is A b p N M N A
FPV6 K M kK M v v Is A b p N M N A
MEV 7 K M K T v M s v b b N M N A
MEV 8 K M Kk T v M s v b p N M N A
MEV 9 K M kK M v M Is A b b N M N A
MEV 10 K M K ™M M I s A b p N M N A
BFPV 11 K M kK T v M s v b p N M N A
BFPV 12 K M kK ™M v It s P D P N M N A
CPV-213 R M N I Al s oA b NN M |5 [c
CPV-2 14 R M N I ]aAa I s oA b NN [V |5 |G
CPV-2a 15 R L N T A s 6y NN I 5 [G
CPV-2a 16 R L N T Al s 6 vy NN I 5 [c
CPV-2a 17 R L N T Al s 6y NNV |5 |G
NovoCPV-2A18 R L [N [T |A i G [y N N VvV |5 |G
CPV-2b 19 R L N T Al s [ [y N vV s |G
CPV-2b 20 R L N T AN s [ [y N vV s |G
NovoCPV-2A21 R L [N [T |A | D [y N N v |5 |[G
NovoCPV-2A22 R L [N [T |A | D [y N vV s |G
Raposa - - - - - - - - - - N [V [ |G
Geneta - - - - - - - - - - N [V [N A

A diferentes cores estdo assinalados os aminoacidos que permitem a distin¢ao entre os diferentes parvovirus

A azul: FPV, MEV, e BFPV dos CPV

A vermelho: FPLV

A Lilas: subtipos CPV-2a, b e ¢, dos CPV-2, FPV, MEV, e BFPV
A Rosa: As estirpes vacinais CPV-2 dos restantes parvovirus
A Laranja claro: Os novos subtipos CPV-2A dos restantes parvovirus

A Laranja: As estirpes vacinais CPV-2 dos restantes parvovirus caninos
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Embora a utilizacdo de apenas um terco da sequéncia completa da proteina VP2 na
andlise filogenética perca 10 locais filogeneticamente informativos, a distin¢do dos tipos
de parvovirus com maior distancia genetica e antigénica, que permite distinguir os CPV
dos FPV, MEV e BFPV mantém-se, estando incluidos dois locais que a tornam possivel
(564 e 568). Esta situacdo representa uma perda de resolucdo, principalmente ao nivel
da distingdo entre os diferentes subtipos do CPV-2, onde estdo incluidos apenas um
local que permite distinguir os subtipos CPV-2b e uma das sequéncias de um novo
CPV-2A (CPV-2A 22) (426), e dois CPV-2a (555), justificando o colapso dos
subgrupos de Parvovirus canino observado nas arvores filogenéticas.

Através da andlise filogenética, a sequéncia amplificada a partir das fezes da geneta foi
identificada como parvovirus felino, e a de raposa como parvovirus canino. Este ultimo
é provavelmente um subtipo CPV-2a, um novo CPV2-A, ou uma estirpe vacinal CPV-2,
pois 0s CPV2b usados na analise encontram-se separados do grupo constituido por
Parvovirus caninos onde a raposa foi incluida, por um elevado valor de bootstrap, tanto
nas filogenias calculadas com as sequéncias de nucleétidos como de aminoacidos, e
actualmente o CPV-2 original foi substituido pelos novos subtipos CPV2a; CPV2b e
CPV2c. A sequéncia amplificada a partir das fezes de raposa apresenta a mesma
variacdo de aminoacidos que as sequéncias de CPV-2a 17, novo CPV-2A 18,21 e 22, e

as estirpes vacinais, na regido amplificada.
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Discussao

Os resultados do rastreio viroldgico revelaram uma reduzida prevaléncia de Parvovirus,
e uma auséncia de excrecdo de Adenovirus Canino e Virus da Esgana, nas fezes
colhidas entre o inicio Janeiro e o final de Margo, sugerindo que as espécies abordadas
neste estudo, muito provavelmente, ndo representam uma fonte de infeccdo para as
espécies mais raras.

A reduzida prevaléncia detectada pode ser justificada por varias razdes de ordem técnica
e/ou do ponto de vista ecologico. Como a metodologia usada indica a prevaléncia de
animais infectados que estdo a excretar o virus, a detec¢édo é influenciada pelo periodo
de excrecdo viral através das fezes, e pela resisténcia dos agentes infecciosos a
condicGes ambientais adversas. A possibilidade de degradacdo ambiental dos &cidos
nucleicos foi minimizada pela recolha de dejectos recentes.

A realizacdo alternativa de rastreios seroldgicos, embora mais informativa sobre a
exposicdo da populacdo a agentes infecciosos, pois a imunidade aos agentes patogenicos
analisados pode durar varios anos, no caso do virus da esgana, ou ser vitalicia, no caso
dos parvovirus e adenovirus (Green, 1990; Murphy et al., 1999), é consideravelmente
mais invasiva, pois implica a captura e manuseamento dos individuos, e,
consequentemente, de dificil realizacao.

A prevaléncia detectada pode também ser justificada pelo facto de apenas terem sido
colhidos dejectos cuja morfologia permitisse identificar a espécie, excluindo assim, 0s
dejectos diarreicos que poderiam traduzir uma das manifestacGes de doenca, causada
por qualquer um dos virus analisados. Por outro lado, também € possivel ter ocorrido
um enviesamento da amostragem, porque os animais infectados por estes agentes
patogénicos tendem a reduzir a mobilidade, sendo menos provavel encontrar 0s seus
dejectos nos locais comuns. De facto, espécies silvestres infectadas experimentalmente
com estes agentes patogénicos (visdo, raposa, guaxinim, e gamba) manifestaram
sintomas clinicos de depressdo, apatia, perda de apetite, e letargia (Barker et al., 1983).
Numa perspectiva ecoldgica os resultados obtidos podem igualmente ser justificados
pela possibilidade de ocorréncia de oscilagdes na prevaléncia viral nas populacdes
(Grenfell and Dobson, 1995, Roelke-Parker et al., 1996), e as amostragens efectuadas
coincidirem com um periodo de reduzida prevaléncia.

Por outro lado a deteccéo de &cidos nucleicos virais nas fezes é igualmente influenciada

pela resisténcia ambiental do agente. Os parvovirus sdo altamente estaveis na natureza
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podendo persistir durante cinco meses ou mais no meio exterior ao hospedeiro, o0 que
pode justificar o facto de ter sido detectado. As infecgdes causadas por este virus séo
mais frequentes na época quente (A. Duarte com. pess.), 0 que pode estar relacionado
com a deteccdo de um pequeno numero de animais infectados no final do Inverno e
inicio da Primavera, neste rastreio.

Os virus em estudo sdo altamente contagiosos, sendo excretados nas fezes em titulos
elevados. A infeccdo é adquirida por contacto directo com fezes ou objectos
contaminadas, e através do contacto directo entre os individuos. Os virides podem
igualmente ser dispersos por vectores, como mamiferos ou insectos, que o podem
transportar por periodos extensos. Assim, apesar de o periodo de excrecdo ser curto,
com um maximo de 7 a 10 dias apds a infeccdo (Green, 1990; Steinel et al., 2001), o
periodo de infecciosidade pode ser prolongado.

A viruléncia dos Parvovirus é moderada em animais adultos, mas é no entanto muito
elevada para os animais jovens, infectados durante a gestacdo ou nos dois meses apds o
nascimento (Green, 1990; Murphy et al., 1999; Steinel et al., 2001).

Apesar das amostras processadas neste trabalho terem sido obtidas numa fase em que 0s
individuos podiam estar mais susceptiveis a infeccdo (periodo em que ocorre 0 pico de
acasalamento e 0s primeiros nascimentos para as espécies estudadas), como a
prevaléncia detectada foi reduzida, este virus ndo parece representar um perigo para as
populacdes em estudo. Seria interessante alargar rastreio temporalmente, e incluir varios
anos, procurando compreender a influéncia deste agente infeccioso na fertilidade e na
sobrevivéncia dos juvenis, e verificar se ocorrem variacdes sazonais na prevaléncia e
quais as causas das mesmas.

Embora a informacdo sobre a susceptibilidade das espécies selvagens aos Parvovirus
seja diminuta, Barker et al (1983) relataram a auséncia de sintomatologia clinica em seis
raposas inoculadas experimentalmente com o CPV-2, e em duas raposas inoculadas
com o FPV. No entanto foram observados sintomas clinicos causados pelo CPV noutros
canideos selvagens, como lobos e coiotes, pelo que se esperava que as raposas também
os tivessem manifestado, pois sdo espécies filogeneticamente proximas (Barker et al.,
1983).

Quanto a susceptibilidade na geneta e no sacarrabos, esta ndo esta documentada. No
entanto, visdos inoculados experimentalmente com FPV e CPV, para além de excre¢édo

viral pelas fezes, exibiram sintomas ligeiros e uma forte resposta seroldgica (Barker et
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al., 1983), pelo que os mustelideos presentes no sitio Moura-Barrancos (doninha, toirao,
texugo e lontra Lutra lutra) podem apresentar uma susceptibilidade semelhante.

Varios rastreios serologicos realizados em diferentes espécies de carnivoros na Europa,
demonstraram que a prevaléncia de contra o parvovirus varia entre valores moderados a
elevados, podendo no entanto ser endémico e ter uma influéncia reduzida na
mortalidade nessas populagcdes. Em Espanha, os valores variam entre 5,1 e 11% nas
raposas (Truyen et al., 1998; Sobrino et al., 2008), sendo de 15% em sacarrabos, 10%
em genetas, 5% em linces (Millan et al., 2008). Na Alemanha foram detectados valores
de 5 a 9% nas raposas, e de 31% nas fuinhas (Frolish et al., 2000, 2005), enquanto na
Suica foi detectado um valor de 2% no gato bravo (Leuteneger et al., 1999).

A auséncia de deteccdo de Adenovirus canino nas amostras de Moura Barrancos, pode
sugerir que o virus ndo esta presente na populacdo de raposas, ou que a prevaléncia da
infeccdo € muito reduzida. Esta situacdo, ndo parece dever-se a degradacgdo viral, pois
este virus € moderadamente resistente & inactivagdo ambiental, sendo estadvel quando
exposto a radiacdo UV, e permanece viavel durante dias a temperatura ambiente e
durante meses a temperaturas inferiores a 4°C (Green, 1990).

A maioria das infecgdes causadas pelo Adenovirus canino tipo 1 sdo assintomaticas ou
manifestam-se por uma infecgdo respiratdria indiferenciada, apesar de em alguns casos
provocar uma doenca sistémica que pode causar a morte (Murphy et al., 1999). A
contagiosidade é também elevada devido a excrecdo viral pela urina dos animais que
sobrevivem, durante um periodo de seis meses apos a infec¢do (Green, 1990; Murphy et
al., 1999). A transmissdo pode ocorrer por contacto directo ou indirecto. Assim, pode
ser provavel que estejam presentes raposas seropositivas, neste local, pela elevada
contagiosidade do virus, e pelo facto de nem sempre ser letal.

Na Alemanha foram detectados anticorpos contra este viru,s com uma prevaléncia de
3,5% em raposas (Truyen et al., 1998).

O Virus da esgana pelo contrario, é susceptivel a radiacdo UV e extremamente
susceptivel ao calor e desidratacdo, embora a sobrevivéncia no ambiente seja mais
prolongada a temperaturas mais reduzidas podendo permanecer activo durante semanas,
perto da temperatura de congelacdo (Green, 1990).

A auséncia de deteccdo deste virus nas amostras processadas pode assim dever-se a
elevada susceptibilidade viral a factores fisicos (Green, 1990; Murphy et al., 1999). O
Virus da esgana é altamente contagioso e frequentemente letal e os animais infectados

podem excretar o virus por um periodo de 2-3meses (Green, 1990). Esta situacdo

26



Avaliagdo da Prevaléncia Viral em Carnivoros no Sitio Moura-Barrancos: ImplicacGes de Conservagao

associada a reduzida resisténcia no ambiente, pode justificar igualmente a auséncia de
deteccdo.

Cerca de 25% a 75% dos caes susceptiveis sobrevivem e podem eliminar o virus, sem
manifestar sinais de doenca (Green, 1990). Também ¢é frequente que individuos
selvagens resistam a infec¢do. Varias anélises seroldgicas realizadas na Europa revelam
valores que variam entre 0 e 30% nas raposas em Espanha, Italia, Alemanha, e
Luxemburgo (Truyen et al., 1998; Damien et al., 2002; Frolish et al., 2000, 2005;
Martella et al., 2002; Millan et al., 2008; Sobrino et al., 2008;) e 20% a 39% nas
fuinhas na Alemanha (Frélish et al, 2000, 2005). Em Espanha, na regido de Donéna e
Sierra Morena (Milléan et al., 2008), na Alemanha (Delahay and Frolish 2000; Frélish et
al., 2000), e em Inglaterra (van Moll, et al., 1995) foram encontrados valores de 0 a
33% nos texugos, demonstrando o contacto destes animais com o agente infeccioso.

A comparagdo da homologia gendmica entre as sequéncias nucleotidicas obtidas neste
estudo, amplificadas a partir de material fecal de geneta e raposa, e sequéncias
disponiveis no GeneBank, permitiu confirmar que as mesmas eram especificas de
parvovirus. A analise filogenética permitiu associar a sequéncia amplificada a partir das
fezes de geneta com o parvovirus felino, e a de raposa com o parvovirus canino. A
deteccdo de parvovirus felino e canino sugere a participacdo de gatos e caes domésticos
na transmissao de agentes infecciosos a fauna selvagem na area de estudo.

Embora nédo tenha sido possivel subtipificar o Parvovirus canino amplificado, este é
muito provavelmente um CPV2a, CPV2c, ou uma estirpe vacinal CPV-2, devido ao
padréo de variacdo de locais amino-acidicos na regido terminal da VP2 amplificada.

Os subtipos CPV2a, CPV2b e CPV2c ja foram isolados em chitas Acinonyx jubatus e
tigres siberianos Panthera tigris com sintomas clinicos de parvovirose (Steinel et al.,
2000), e igualmente em gatos-bravos asiaticos, gatos leopardo Felis bengalensis (Ikeda
et al., 1999) e gatos domésticos Felis catus, (Nakamura et al., 2001), sugerindo a
transmissdo cruzada entre felinos domésticos e selvagens.

As especies raposa, geneta, sacarrabos e fuinha sao generalistas no que respeita a dieta e
a utilizacdo de habitat, sendo talvez uma das razGes pelas quais foi detectada excregédo
viral em duas destas. Sendo frequente aproximarem-se de povoacgdes onde utilizam
recursos alimentares, correm um maior risco de transmissdo de doencas a partir de
animais domeésticos. Apesar de o texugo ser também uma espécie generalista em termos

alimentares, € mais sensivel a perturbacdo e consequentemente mais restrito na
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utilizacdo do habitat (Blanco, 1998), pelo que o risco de contacto com animais
domésticos pode ser inferior.

A amostra positiva para parvovirus correspondente a raposa, foi colhida a cerca de 2km
de St Aleixo da Restauracéo, e a correspondente a geneta, perto do castelo de Noudar, a
cerca de 9km de Barrancos, onde estdo presentes gatos domésticos para os quais ndo foi
detectada infeccdo com o FPV (A. Duarte com. pess.)

A raposa possui territorios de 1 a 6,6 km? e os machos em dispersdo deslocam-se em
média 20 a 30 km, podem percorrer mais de 100 km (Doncaster and Macdonald, 1991;
Lucherini and Lovari 1996; Kauhala et al., 2006). A geneta estabelece territorios de 2 a
3,4km?, (Santos-Reis et al., 2004; Zuberogitia et al., 2002), pelo que é possivel que
tenham tido contacto com as povoacgdes. Contudo, os dados ndo permitem relacionar a
ocorréncia de excrecdo viral com a localizagdo das amostras, nem com nenhuma
espécie, pois a grande maioria das amostras foram negativas, independentemente da
espécie analisada, e da distancia as localizagBes principais, e aos montes, que se
encontram relativamente proximos e equidistantes na maior parte da area de estudo.
Relativamente a possibilidade das espécies abundantes na zona actuarem como
reservatorios ou vectores dos agentes infecciosos em estudo, os resultados obtidos,
embora indiquem que aparentemente esta situacdo ndo se verifica, ndo excluem a
hipdtese de estes agentes patogenicos terem estado presentes nestas especies numa
prevaléncia de infeccdo mais elevada, num periodo anterior & amostragem. E ainda
necessario reforcar que a prevaléncia de excrecdo viral possa estar subestimada, devido
a exclusdo de fezes diarreicas, a maior dificuldade em encontrar fezes de animais
infectados, e a possibilidade de degradacdo dos &cidos nucleicos virais, durante 0s
processos de congelacao/descongelacdo das amostras.

Quanto a possibilidade de a reduzida prevaléncia de excrecao viral, determinada neste
estudo, se dever a um contacto pouco frequente entre animais domésticos infectados e
animais selvagens, os dados obtidos ndo o permitem afirmar. O tipo de contacto mais
provavel é o contacto directo ou indirecto com os cdes de caca que, por norma, tém de
estar vacinados. No entanto, em zonas rurais com reduzida densidade populacional é
frequente que os animais silvestres se aproximem das zonas humanizadas, onde 0s
recursos alimentares sdo mais abundantes e onde se encontram cées e gatos domésticos
ndo vacinados, induzindo perturbacdes fracas a moderadas, como € o0 caso da area de

estudo.
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No sitio Moura-Barrancos ja foi observada a dispersdo de gatos domésticos, infectados
pelo parvovirus felino, ou seropositivos para o virus da leucemia felina, ou da
imunodeficiéncia felina para zonas de habitat natural, ainda que a tendéncia da maioria
dos individuos é de se concentrar em torno das habitacbes (A. Duarte, J.P. Ferreira,
dados ndo publicados). Também ja foram determinadas elevadas prevaléncias de
anticorpos e de &cidos nucleicos dos virus com maior importancia para os felinos
selvagens em gatos domesticos presentes, dos quais o FPV, que € transmissivel as
espeécies estudadas, com uma prevaléncia de 26% (Duarte com. pess.).

A presenca de acidos nucleicos virais em tecidos de carnivoros foi determinada por
varios autores na Alemanha, indicando valores de infeccdo pelo CPV de 0% em
raposas, e pelo CDV de 0-5% em raposas, 15% em fuinhas, 33% em texugos e 0% em
caes guaxinis (Frolish et al., 2000, 2005), de 37% em mustelideos (van Moll el al.,
1995), e de 0% em raposas do arctico (Ballard et al., 2001).

Em Portugal, um rastreio serolégico realizado em todo o pais demonstrou uma
prevaléncia anticorpos contra o0 CDV de 11,1% em lobos e de 9,1% em raposas, e de
CPV de 32,1% em lobos, 14,3% em raposas, 12,5% em gato-bravo, 94,5% em geneta,
73,9% em fuinha, 17,6% em marta, e 8,1% em arminho (Santos et al., 2009).

Numa zona relativamente proxima da area de estudo (bacia do Sado), ndo foram
detectados acidos nucleicos virais de coronavirus, parvovirus, adenovirus, nem de virus
parainfluenza em nenhuma das 31 amostras fecais de lontra analisadas (Oliveira et al.,
2008).

Em Espanha (Costa Cantébrica, Castela e Ledo, Aragdo e La Mancha) foi detectada
exposicdo ao CDV e CPV, em carnivoros silvestres (Sobrino et al., 2008), revelando
prevaléncias em lobos de 24% e 63% e em raposas de 17% e 5% de CDV e CPV
respectivamente. As seroprevaléncias de CPV diferiram entre as espécies, tendo sido
observadas variacgdes significativas em algumas regides entre as duas espéecies (Sobrino
et al., 2008). Outros estudos equivalentes efectuados também em Espanha em Donéna e
na Serra Morena (Millan et al., 2008; Roelke et al., 2008) revelaram seroprevaléncias
de CPV, FPV, CAV, e CDV muito variaveis entre as diferentes espécies carnivoras
testadas. Os valores determinados variaram entre 0-5% no lince (Millan et al., 2008;
Roelke et al., 2008), 12% nas raposas, 14% nos sacarrabos, 10% na geneta, e 0% nos
texugos para o CPV. Para o0 CAV foram encontrados valores de 30% nas raposas e para

o CDV, 18% em raposas e 5% nos sacarrabos (Millan et al., 2008). Foram também
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demonstradas infeccOes activas causadas por parvovirus em 5% dos linces e dos gatos
amostrados, pelo CDV em 5% das raposas e dos cdes domésticos, pelo CAV em 10%
das raposas, e ndo foram detectadas infec¢fes activas nas restantes espécies estudadas
(sacarrabos, geneta e texugo) (Millan et al., 2008). Parece provavel, devido a
proximidade geogréafica, que o CDV, o CAV, o CPV, e o FPV estejam igualmente
presentes no sitio Moura-Barrancos, podendo haver individuos de varias espécies
seropositivos, mesmo que a prevaléncia da infeccdo seja muito reduzida ou nula. A
variabilidade das seroprevaléncias entre as regides e entre as espécies é concordante

com 0s nossos resultados e pode representar uma variacao regional ou temporal.

A semelhanca do verificado noutros paises, a variabilidade nas prevaléncias encontradas

nos rastreios no contexto nacional indica uma grande variacao entre locais e espécies.

Teria interesse relacionar a prevaléncia encontrada com os factores que possam
influenciar a transmissdo ou dindmica das infec¢es, tais como o estado de conservagao

dos habitats, ou o grau de ocupagdo humana.

Os resultados obtidos, ainda que preliminares devido ao reduzido nimero de amostras e
a sua expressao temporal, sugerem uma reduzida preocupacéo relativamente a presenca
e circulacdo de agentes patogénicos neste sitio de interesse comunitario, com impacto
na recuperacdo e no estabelecimento de novas populagdes de gato bravo e lince ibérico
na zona. Contudo, ndo permitem inferir se estes agentes patogénicos tiveram uma
prevaléncia mais ou menos elevada nas espécies de carnivoros simpatricos num periodo

anterior.

Os estudos realizados em Espanha (Millan et al., 2008; Roelke et al., 2008; Sobrino et
al., 2008), ao revelarem elevadas taxas de exposicdo a diversos agentes patogénicos nas
populacdes de carnivoros simpatricos ao lince ibérico, sugerem que esta situacdo pode
ser um risco de conservacdo para esta espécie, caso ocorra um surto epidémico nas
restantes. Este risco deve-se a elevada vulnerabilidade desta espécie a agentes
patogénicos, consequéncia da elevada proporcdo de individuos susceptiveis (Millan et
al., 2008; Roelke et al., 2008) e da perda de capacidade de resposta imunoldgica (Pefia
et al., 2006), causada pela diminuicdo da variabilidade genética devida aos bottleneck
sofridos e a elevada consanguinidade (Johnson et al., 2004). O risco de ocorréncia de
um surto epidémico pode ser semelhante no sitio Moura-Barrancos, pelo que o seu

esclarecimento seria util num cenéario de recolonizacdo do gato-bravo (a partir de
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populagdes adjacentes) ou de re-introducdo do lince, como perspectivado no seu Plano
de Accéo (ICN, 2004).

Os dados fornecidos neste rastreio contribuem para o conhecimento do estado sanitario
das populagdes silvestres e para o planeamento de medidas de gestdo ambiental,
Embora indiquem que aparentemente estas espécies ndo estdo a actuar como
reservatorios dos agentes infecciosos em analise, e ndo evidenciem a existéncia de um
importante fluxo de transmissdo entre animais domeésticos e selvagens, referem-se a um
periodo de tempo restrito. Por este motivo parece importante conhecer melhor a
influéncia destes agentes patogénicos na dindmica da comunidade de carnivoros
domeésticos e selvagens deste local, de forma a evitar os efeitos negativos que estes

possam causar nas especies mais vulneraveis e de interesse em termos de conservacao.
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Consideracgoes finais

As epidemias, muitas vezes potenciadas pela actividade humana, causam o desequilibrio
da relacdo agente patogénico/hospedeiro nas populacfes selvagens. Varios autores tém
demonstrado, que os agentes infecciosos contribuem de uma forma significativa para o
declinio de espécies ameacadas, e que as espécies reservatorio desempenham um papel
relevante tanto na manutencdo dos agentes patogénicos nas comunidades, como na sua
transmissao as espécies ameacadas (Laurenson et al, 1998; Haydon et al., 2002).

Estes estudos revelam que o contacto entre espécies selvagens e domésticas pode ser
responsavel por um maior fluxo de agentes patogenicos. Na Alemanha foi detectada
uma prevaléncia de anticorpos contra o CDV, significativamente maior em raposas nas
zonas urbanas (Frolish et al, 2000).

Na Bolivia, no Parque Nacional de Kaa-lya, uma regido com importancia para a
conservacao de carnivoros, foram verificadas as condi¢cdes necessarias para a ocorréncia
de transmissdo de agentes patogénicos entre as populacdes de carnivoros domésticos de
elevada densidade e as de carnivoros silvestres, bem como de epidemias nas espécies
ameacadas. Neste estudo, foram documentadas prevaléncias de anticorpos muito
elevadas (contra CDV, CPV, FPV e Toxoplasma gondii) e elevadas (CHV, CAV, CCV,
Leptospira, Driofilaria e Sarcoptes) em carnivoros domesticos ferais e em cées de caca
ndo vacinados, bem como o contacto entre as populacdes domésticas e silvestres
(Fiorello et al., 2004; Fiorello et al., 2006).

Ja foi também demonstrado, que as popula¢Ges de animais domésticos em elevada
densidade sdo capazes de manter agentes patogénicos por periodos de tempo entre 0s
surtos de doenca, e que estas podem ser a fonte de infeccdo para as espécies selvagens,
enquanto que nas populagdes de reduzida densidade tal nédo se verifica.

Por outro lado, as espécies introduzidas podem ter um papel importante no declinio de
espeécies autoctones, ndo s pela competicdo directa, como também por poderem actuar
como reservatorios de agentes infecciosos e 0s transmitirem a espécies menos
abundantes. Um rastreio seroldgico realizado no sudoeste de Franga, em mustelideos,
com o objectivo de avaliar o papel do visdo americano na transmissao do aleutian mink
disease virus ao visdo europeu, e a influéncia do virus no declinio desta espécie,
demonstrou uma prevaléncia significativamente superior nos visaos americanos, e uma

tendéncia para o aumento da prevaléncia nos mustelideos simpatricos, pelo que foi
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sugerido que esta espécie actuasse como uma importante fonte de excrecdo do virus
(Fournier-Chambrillon et al., 2004).

Estes trabalhos demonstram que a compreensdo das epizootias tem uma grande
importancia na avaliacdo dos agentes patogénicos como ameaca para a conservacao de
especies selvagens, e que tambem é indispensavel intervir de forma a minimizar a
influéncia humana no equilibrio agente-patogénico hospedeiro.

Assim, a prevaléncia dos agentes infecciosos, pelo menos nas populacdes domésticas
rurais de elevada densidade, deve ser controlada e a aproximacao das espécies selvagens
as zonas humanizadas deve ser desencorajada, por exemplo barrando a acessibilidade a
presas domésticas e evitando a acumulagdo de residuos urbanos, assim como deve ser
ainda evitada a introducdo de espécies exaticas.

Este estudo é uma primeira abordagem a avaliacdo do estado sanitario de espécies
selvagens no sitio Moura-Barrancos e fornece informagdo complementar a outros
estudos no &mbito da conservagdo do gato bravo e do lince (Ferreira, 2003, Rosa 2003,
Janeiro 2007, Leitdo, 2008), podendo ser uma base para futuros estudos, que procurem
aprofundar o conhecimento das epizootias e tenham em vista uma abordagem integrada
da conservacao de espécies ameacadas.

Os seus resultados permitiram confirmar que os Parvovirus canino e felino, estdo
presentes pelo menos nas populagdes de raposa e geneta, aparentemente com uma
prevaléncia muito reduzida, e que o Adenovirus canino e o virus da esgana parecem
estar ausentes ndo tendo sido detectados em nenhuma das espécies de carnivoros
simpatricos alvo de analise.

A deteccdo de virus que igualmente infectam cdes e gatos domésticos, sugerem o
envolvimento destas duas espécies na transmissdo de agentes patogénicos a fauna
selvagem.

Pelo facto de a prevaléncia de excre¢do ser muito reduzida, ou nula para alguns dos
agentes, muito provavelmente as espécies analisadas ndo actuam como reservatérios dos
agentes patogénicos analisados, e por isso aparentemente ndo se colocam preocupacoes
quanto a conservacao das espécies ameagadas.

No entanto, os dados representam apenas o periodo de amostragem, e a prevaléncia da
infeccdo por estes agentes patogénicos pode sofrer variagbes ao longo do tempo. Por
isso a hipotese de estes virus terem tido uma prevaléncia suficientemente elevada para
terem causado algum impacto negativo nas espécies ameacadas num periodo anterior,

nédo pode ser excluida.
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A metodologia seguida na elaboracéo deste trabalho esteve relacionada com a facilidade
de obtencdo de amostras fecais a necessidade de obter informacdo representativa das
populagBes dos carnivoros num curto espaco de tempo, de modo a poder aferir a
possibilidade de as espécies analisadas estarem a actuar como reservatorios ou vectores
do adenovirus canino, do virus da esgana e do parvovirus felino e canino, e avaliar a
influéncia das mesmas, na recuperacdo do lince ibérico e do gato bravo, na area de
estudo.

A deteccdo de excrecdo viral informa a presenca de animais infectados que estdo a
excretar virus, durante o periodo de amostragem, enquanto uma analise seroldgica
informa sobre a exposi¢do dos individuos aos agentes patogénicos. Como os dados
obtidos através destas duas metodologias se complementam, teria interesse usar ambas,
pois a representatividade temporal da amostragem € essencial para a compreensdo do
comportamento dos agentes patogénicos nas populacdes, ja que estes podem ndo ser
endémicos surgindo periodicamente; no entanto por limitagBes logisticas e pela
dificuldade de captura de animais, ndo foi incluida uma analise seroldgica.

Por ultimo, este tipo de investigacdo faz sentido que seja alargada a outras areas com
interesse para a conservacao, pois ha variagcbes na composicdo das comunidades, nas

caracteristicas dos habitats e no grau de ocupacdo humana, que € necessario conhecer.
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Anexo 1 - Alinhamento das sequéncias da proteina VP2 inteira, dos parvovirus usados na analise filogenética.

{MEV 7_EU137663}
{BFPV 12_EU698028}
{BLUEFOX_EU698028}

{MEV 10_D00765}

{FPV 4_AB000068}

{MEV 9_M23999}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 2_EF418569}

{FPV 1_EF418568}

{BFPV 11_U22185}

{FPV 5_ABO00056}

{MEV 8_EF428258}

{FPV 6_EU018144}

{N CPV2A 21 _AB054222}
{N CPV2A 22_AB054224}
{CPV2b 20_M74849}
{CPV2b 19 M74852}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}

{N CPV2A 18 _DQ340408}
{CPV2a 17_DQ340418}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14 M38245}

{MEV 7_EU137663}
{BFPV 12_EU698028}
{MEV 10_D00765}

{FPV 4_AB000068}

{MEV 9_M23999}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 2_EF418569}

{FPV 1_EF418568}
{BFPV 11_U22185}

{FPV 5_ABO00056}

{MEV 8_EF428258}

{FPV 6_EU018144}

{N CPV2A 21 _AB054222}
{N CPV2A 22 _AB054224}
{CPV2b 20_M74849}
{CPV2b 19_M74852}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}

{N CPV2A 18_DQ340408}
{CPV2a 17_DQ340418}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14 M38245}

1 100
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD

PMSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD

MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTENNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG ISTGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERAAGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTAVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYKRVVVNNMDKTSVKGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG ISTGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG ISTGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG ISTGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNLDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG ISTGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNMDKTAVNGNMALD
MSDGAVQPDGGQPAVRNERATGSGNGSGGGGGGGSGGVG I STGTFNNQTEFKFLENGWVE I TANSSRLVHLNMPESENYRRVVVNNMDKTAVNGNMALD

101 200
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE IFNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE IFNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE IFNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHVQIVTPWSLVDANAWGVWLNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE IFNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DTHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE IFNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DIHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
DIHAQIVTPWSLVDANAWGVWFNPGDWQL IVNTMSELHLVSFEQE I FNVVLKTVSESATQPPTKVYNNDLTASLMVALDSNNTMPFTPAAMRSETLGFYP
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{MEV 7_EU137663}
{BFPV 12_EU698028}
{MEV 10_D00765}

{FPV 4_AB000068}

{MEV 9_M23999}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 2_EF418569}

{FPV 1_EF418568}
{BFPV 11_U22185}

{FPV 5_AB000056}

{MEV 8_EF428258}

{FPV 6_EU018144}

{N CPV2A 21 _AB054222}
{N CPV2A 22_AB054224}
{CPV2b 20_M74849}
{CPV2b 19 M74852}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}

{N CPV2A 18 DQ340408}
{CPV2a 17_DQ340418}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14 M38245}

{MEV 7_EU137663}
{BFPV 12_EU698028}
{MEV 10_D00765}

{FPV 4_AB000068}

{MEV 9_M23999}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 2_EF418569}

{FPV 1_EF418568}
{BFPV 11_U22185}

{FPV 5_ABO00056}

{MEV 8_EF428258}

{FPV 6_EU018144}

{N CPV2A 21_AB054222}
{N CPV2A 22_AB054224}
{CPV2b 20_M74849}
{CPV2b 19 M74852}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}

{N CPV2A 18_DQ340408}
{CPV2a 17_DQ340418}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14_M38245}

201 300
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGSDPDDVQFYT IENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTRTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGSDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTRTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYYGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYYGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNVYHGSDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPINIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQAEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG
WKPTIPTPWRYYFQWDRTLIPSHTGTSGTPTNIYHGTDPDDVQFYTIENSVPVHLLRTGDEFATGTFFFDCKPCRLTHTWQTNRALGLPPFLNSLPQSEG

301 400
VTNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
VTNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP I AAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGD 1GVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGD I1GVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
VTNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
VTNFGD I1GVQQDKRRGVTQMENTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGD I1GVRQDKRRGVTQMGNTDY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
DTNFGY 1GVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
DTNFGY 1GVQQDKRRGVTQMGNTNY I TEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
GTNFGY IGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP I AAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
GTNFGY IGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
GTNFGY IGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
GTNFGY IGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP I AAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
GTNFGY IGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP I AAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
GTNFGY IGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGD 1GVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTYENQAADGDPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT
ATNFGDIGVQQDKRRGVTQMGNTNY ITEAT IMRPAEVGYSAPYYSFEASTQGPFKTP IAAGRGGAQTDENQAADGNPRYAFGRQHGQKTTTTGETPERFT

401 500
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{MEV 7_EU137663}
{BFPV 12_EU698028}
{MEV 10_D00765}

{FPV 4_AB000068}
{MEV 9_M23999}

{FPV 3_EU498715}
{FPV 2_EF418569}
{FPV 1_EF418568}
{BFPV 11_U22185}
{FPV 5_ABO00056}
{MEV 8_EF428258}
{FPV 6_EU018144}

{N CPV2A 21_AB054222}
{N CPV2A 22_AB054224}
{CPV2b 20_M74849}
{CPV2b 19 M74852}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}

{N CPV2A 18 DQ340408}
{CPV2a 17_DQ340418}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14 _M38245}

{MEV 7_EU137663}
{BFPV 12_EU698028}
{MEV 10_D00765}

{FPV 4_AB000068}

{MEV 9_M23999}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 2_EF418569}

{FPV 1_EF418568}
{BFPV 11_U22185}

{FPV 5_ABO00056}

{MEV 8_EF428258}

{FPV 6_EU018144}

{N CPV2A 21 _AB054222}
{N CPV2A 22_AB054224}
{CPV2b 20_M74849}
{CPV2b 19_M74852}
{CPV2a 15_M24000}
{CPv2a 16_M24003}

{N CPV2A 18 DQ340408}
{CPV2a 17_DQ340418}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14 M38245}

YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPAGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTDDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTDDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTDDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YTAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF
YITAHQDTGRYPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLF

501 586
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMG INVDDQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMG INVDDQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYLPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN 1 GAMKTVYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN1GAMKTVYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMKTVYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMKTVYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN I GGMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN I GGMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INIDNQFNYVPSN I GGMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS IN IDNQFNYVPSN1GGMKTVYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMKTVYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN I GGMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN I GGMK 1 VYEKSQLAPRKLY
VKVAPNLTNEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMKTVYEKSQLAPRKLY
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Anexo 2: Alinhamento das sequéncias do fragmento da proteina VP2, dos parvovirus usados na analise filogenetica.

{CPV2b 20_M74849}

{N CPV2A 22_AB054224}
{N CPV2A 21_AB054222}
{CPV2 13 _M19296}
{CPV2 14 M38245}

{N CPV2A 18 DQ340408}
{CPvVa 17_DQ340418}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}
{CPV2b 19 M74852}
{MEV 7_EU137663}

{FPV 4_AB0O0O0068}

{FPV 5_AB000056}

{MEV 9_M23999}
{VP2_FPLVM38246_555}
{MEV 10_D00765}

{FPV 6_EU018144}
{BFPV 11 U22185}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 1_EF418568}

{FPV 2 _EF418569}

{MEV 8 EF428258}
{BFPV 12_EU698028}
{Raposa_555Rev}
{Geneta_555Rev}

{CPV2b 20_M74849}

{N CPV2A 22_AB054224}
{N CPV2A 21_AB054222}
{CPV2 13_M19296}
{CPV2 14 M38245}

{N CPV2A 18_DQ340408}
{CPVa 17_DQ340418}
{CPV2a 15_M24000}
{CPV2a 16_M24003}
{CPV2b 19 M74852}
{MEV 7_EU137663}

{FPV 4_AB0O00068}

{FPV 5_AB000056}

{MEV 9_M23999}
{VP2_FPLVM38246_555}
{MEV 10_D00765}

{FPV 6_EU018144}
{BFPV 11_U22185}

{FPV 3_EU498715}

{FPV 1_EF418568}

{FPV 2_EF418569}

{MEV 8_EF428258}%}
{BFPV 12_EU698028}
{Raposa_555Rev}
{Geneta_555Rev}

1 100
RYPEGDWIQNINFNLPVTDDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
RYPEGDWIQNINFNLPVTDDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
RYPEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCONNCPGQLFVKVAPNLT
PEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
YPEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
EGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
EGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
EGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
EGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
EGDWIQNINFNLPVTDDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
PEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
RYPEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
RYPEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
RYPEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
YPEGDWIQN INFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
PAGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
FNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
INFNLPVTNDNVLLPTDPIGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
PEGDWIQNINFNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT
FNLPVTNDNVLLPTDP IGGKTGINYTNIFNTYGPLTALNNVPPVYPNGQ IWDKEFDTDLKPRLHVNAPFVCQNNCPGQLFVKVAPNLT

101 179
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN IGGMK IVYEKSQLAPRKLY
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN IGGMKIVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSNI1GGMK1VYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN IGGMK IVYEKSQLAPRKLY
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN IGGMK IVYEKSQLAPRKLY
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMKIVYEKSQLAPR
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMK1VYEKSQLAPR
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INIDNQFNYVPSN IGGMK 1 VYEKSQLAPRKL
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INIDNQFNYVPSN IGGMK IVYEKSQLAPRKLY*H
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN1GGMKIVYEKSQLAPRKLY
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMG INVDDQFNYVPNN1GAMKTVYEKSQLAPRKL
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK IVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK IVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN1GAMKITVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN1GAMKIVYEKSQLAPRKLY
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYLPNN I GAMKIVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK IVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN1GAMKTVYEKSQLAPR
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK I VYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK IVYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK IVYEKSQLAPRK
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMK IVYEKSQLAPRKLY
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYLPNN IGAMK 1 VYEKSQLAPR
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPSN IGGMK I VYEKSQLAP
NEYDPDASANMSRIVTYSDFWWKGKLVFKAKLRASHTWNP 1QQMS INVDNQFNYVPNN I GAMKIVYEKSQLAP
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Anexo 3 - Aminoéacidos agrupados segundo as suas caracteristicas bioguimicas e o

respectivo codigo de uma letra

Amino &cidos (AA)

Denominacao

Caodigo de uma letra

AA 4cidos

Glutamato
Aspartato

AA polares neutros

Glicina
Serina
Treonina
Glutamina
Asparagina
Cisteina

AA hidrofobico alifaticos

Alanina
Valina
Leucina
Prolina
Isoleucina

Metionina

T < > O20 -1 0 e om

AA bésicos

Arginina
Lisina
Histidina

AA hidrofébicos

aromaticos

Triptofano
Tirosina

Fenilalanina

Aspargina/Aspratato
Glutamina/Glutamato
Leucina/lsoleucina
Aminoéacido desconhecido

X @« N m T < g T X O Z
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Anexo 4 — Tabela de distancias genéticas entre as sequéncias do gene VP2 completo, das sequéncias usadas na andlise filogenética.

CPV2
13 CPV214 CPV2a 15

CPV213 0.00000 0.00171 0.00458

CPV214 0.00000 0.00401

CPV2a 15 0.00000

CPV2a 16

N CPV2A 18

CPV2b 20

CPV2b 19

CPV2a 17

N CPV2A 21

N CPV2A 22

MEV 7

MEV 8

FPV 4

MEV 9

FPV 5

BFPV 12

MEV 10

FPV 2

FPV 1

FPV 3

BFPV 11

FPV 6

CPV2a 16

0.00401

0.00343

0.00057

0.00000

N CPV2A
18

0.00401

0.00343

0.00171

0.00114

0.00000

CPV2b
20

0.00400

0.00343

0.00171

0.00114

0.00114

0.00000

CPV2b 19

0.00515

0.00458

0.00285

0.00228

0.00228

0.00114

0.00000

CPV2a
17

0.00515

0.00458

0.00285

0.00228

0.00228

0.00228

0.00342

0.00000

N CPV2A
21

0.00516

0.00458

0.00343

0.00285

0.00285

0.00285

0.00400

0.00285

0.00000

N CPV2A
22

0.00688

0.00631

0.00515

0.00457

0.00457

0.00343

0.00457

0.00342

0.00400

0.00000

MEV 7

0.01269

0.01211

0.01329

0.01270

0.01270

0.01270

0.01328

0.01270

0.01387

0.01445

0.00000

MEV 8

0.01095

0.01038

0.01155

0.01097

0.01097

0.01096

0.01154

0.01097

0.01213

0.01271

0.00286

0.00000

FPV 4

0.01095

0.01036

0.01212

0.01154

0.01154

0.01154

0.01212

0.01271

0.01270

0.01445

0.00631

0.00574

0.00000

MEV 9

0.01266

0.01206

0.01387

0.01329

0.01329

0.01328

0.01387

0.01446

0.01446

0.01622

0.00804

0.00747

0.00401

0.00000

FPV 5

0.01328

0.01270

0.01330

0.01388

0.01388

0.01387

0.01446

0.01505

0.01505

0.01680

0.00862

0.00805

0.00458

0.00516

0.00000

BFPV 12

0.01038

0.00980

0.01272

0.01214

0.01214

0.01213

0.01271

0.01331

0.01331

0.01506

0.00805

0.00748

0.00632

0.00805

0.00863

0.00000

MEV 10

0.00976

0.00919

0.01097

0.01038

0.01038

0.01038

0.01096

0.01155

0.01155

0.01330

0.00631

0.00574

0.00458

0.00630

0.00689

0.00171

0.00000

FPV 2

0.00919

0.00862

0.00921

0.00979

0.00979

0.00978

0.01036

0.01095

0.01095

0.01269

0.00803

0.00631

0.00630

0.00803

0.00630

0.00804

0.00631

0.00000

FPV1

0.00919

0.00862

0.00921

0.00979

0.00979

0.00978

0.01036

0.01095

0.01095

0.01269

0.00803

0.00631

0.00630

0.00803

0.00630

0.00804

0.00631

0.00000

0.00000

FPV 3

0.00804

0.00746

0.00921

0.00863

0.00863

0.00863

0.00920

0.00979

0.00979

0.01153

0.00688

0.00516

0.00515

0.00688

0.00746

0.00689

0.00516

0.00228

0.00228

0.00000

BFPV 11
0.00920
0.00862
0.00979
0.00921
0.00921
0.00921
0.00979
0.01037
0.01038
0.01212
0.00573
0.00516
0.00516
0.00573
0.00746
0.00689
0.00516
0.00573
0.00573
0.00458

0.00000

o1

FPV 6

0.01557

0.01499

0.01681

0.01622

0.01622

0.01621

0.01680

0.01740

0.01622

0.01916

0.01210

0.01153

0.00804

0.00975

0.00805

0.01095

0.00918

0.01093

0.01093

0.01093

0.01094

0.00000



Anexo 5 - Tabela de distancias entre as sequéncias da proteina VP2 completa, das sequéncias usadas na analise filogenética.

MEV 7

BFPV 12

MEV 10

FPV 4

MEV 9

FPV 3

FPV 2

FPV 1

BFPV 11

FPV 5

MEV 8

FPV 6

N CPV2A 21

N CPV2A 22

CPV2b 20

CPV2b 19

CPV2a 15

CPV2a 16

N CPV2A 18

CPV2a 17

CPV213

CPV2 14

MEV 7

0.00000

BFPV 12

0.01786

0.00000

MEV 10

0.01409

0.00521

0.00000

FPV 4

0.01046

0.01232

0.00695

0.00000

MEV 9

0.01046

0.01232

0.00695

0.00000

0.00000

FPV 3

0.00870

0.01054

0.00520

0.00171

0.00171

0.00000

FPV 2

0.00870

0.01054

0.00520

0.00171

0.00171

0.00000

0.00000

FPV 1

0.00870

0.01054

0.00520

0.00171

0.00171

0.00000

0.00000

0.00000

BFPV 11

0.00694

0.01057

0.00695

0.00344

0.00344

0.00172

0.00172

0.00172

0.00000

FPV 5

0.01049

0.01236

0.00697

0.00345

0.00345

0.00172

0.00172

0.00172

0.00345

0.00000

MEV 8

0.00701

0.01425

0.01053

0.00695

0.00695

0.00520

0.00520

0.00520

0.00346

0.00697

0.00000

FPV 6

0.01767

0.01603

0.01054

0.01046

0.01046

0.00869

0.00869

0.00869

0.01046

0.01049

0.01409

0.00000

N CPV2A
21

0.02734

0.02549

0.02174

0.02156

0.02156

0.01972

0.01972

0.01972

0.01978

0.02162

0.02363

0.02545

0.00000

N CPV2A
22

0.02925

0.02739

0.02363

0.02343

0.02343

0.02158

0.02158

0.02158

0.02165

0.02350

0.02552

0.02735

0.00172

0.00000

CPV2b
20

0.02741

0.02559

0.02166

0.02147

0.02147

0.01964

0.01964

0.01964

0.01983

0.02154

0.02369

0.02535

0.00520

0.00346

0.00000

CPV2b
19

0.02741

0.02559

0.02166

0.02147

0.02147

0.01964

0.01964

0.01964

0.01983

0.02154

0.02369

0.02535

0.00520

0.00346

0.00000

0.00000

CPV2a
15

0.02734

0.02553

0.02160

0.02142

0.02142

0.01959

0.01959

0.01959

0.01979

0.02149

0.02363

0.02529

0.00519

0.00694

0.00344

0.00344

0.00000

CPV2a
16

0.02734

0.02553

0.02160

0.02142

0.02142

0.01959

0.01959

0.01959

0.01979

0.02149

0.02363

0.02529

0.00519

0.00694

0.00344

0.00344

0.00000

0.00000

N CPV2A 18

0.02550

0.02369

0.01979

0.01962

0.01962

0.01780

0.01780

0.01780

0.01797

0.01968

0.02180

0.02347

0.00346

0.00520

0.00172

0.00172

0.00172

0.00172

0.00000

CPV2a 17

0.02734

0.02553

0.02160

0.02142

0.02142

0.01959

0.01959

0.01959

0.01978

0.02149

0.02363

0.02529

0.00173

0.00347

0.00344

0.00344

0.00344

0.00344

0.00172

0.00000

CPV213

0.02534

0.01980

0.01800

0.01785

0.01785

0.01602

0.01602

0.01602

0.01785

0.01790

0.02165

0.02167

0.01076

0.01260

0.01072

0.01072

0.01069

0.01069

0.00890

0.01069

0.00000

CPV2 14
0.02507
0.01959
0.01781
0.01766
0.01766
0.01586
0.01586
0.01586
0.01767
0.01772
0.02143
0.02145
0.01065
0.01247
0.01061
0.01061
0.01059
0.01059
0.00881
0.01058
0.00348

0.00000
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