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Resumo
O coelho-bravo € endémico da Peninsula Ibérica, onde a sua importancia como

engenheiro de ecossistemas e espécie-chave esta largamente descrita, incluindo um papel
central como presa de espécies ameacadas como o Lince Ibérico (Lynx pardinus) e a Aguia
Imperial (Aquila adalbertii). O declinio da sua populagao tem vindo a ser notado nas ultimas
décadas, com diversas causas estudadas, incluindo a perda de habitat, doengas virais
altamente contagiosas, como a Mixomatose e a Doengca Hemorragica Viral, bem como as
parasitoses gastrointestinais e a caca excessiva. E, por isso, importante monitorizar as suas
populacbes, para restabelecer o equilibrio ecolégico. O presente estudo foi realizado na
Companhia das Lezirias, S.A., no Ribatejo, onde foram colocadas 53 armadilhas
Tomahawk™. Entre maio de 2018 e maio de 2019 foram realizadas campanhas de 4 ou 5
dias, com 4 a 6 semanas de intervalo, nas quais as armadilhas eram sequencialmente,
ativadas, vistoriadas e desativadas, em 3 turnos por dia. Os coelhos capturados foram
submetidos a varias colheitas de amostras bioldgicas e biometrias, e registados a faixa etaria,
0 sexo e o estado reprodutivo. A partir do sangue colhido em EDTA foi determinado o
hemograma. As fezes presentes no solo por debaixo da armadilha onde ocorreu a captura
foram colhidas, refrigeradas e analisadas no laboratério de Parasitologia da FMV- ULisboa,
através dos métodos de flutuagado de Willis, sedimentagcdo e McMaster. Observou-se uma
prevaléncia de parasitismo global elevada (70,3% ICgs 60,8-78,3%), mais baixa do que o
esperado para estrongilideos (31,0% (ICos 22,8 — 40,6)). A prevaléncia parasitaria foi maxima
em maio (92,9% ICgs 68,5-98,7%) e minima em agosto (57,7% 1Ces 39-74,5%), e
consistentemente mais elevada em fémeas (75,8% 1Cgs 65,9-84,8%) e adultos (72,9% ICgs
62,7-81,2%). Contrariamente, a eliminagao de oocistos e ovos foi mais elevada em machos
(6725 £ 9146,4 OoPG/OPG) e juvenis (21641,7 + 33870 OoPG/OPG). O grupo parasitario
mais prevalente foi o das coccidias de Eimeria sp. (47,5% 1Cqs 38,1-57,2%). As eliminagdes
de ovos e oocistos foram notavelmente mais altas entre maio e julho, minimizando-se em
agosto, como previsto para meses mais secos. As contagens de eritrocitos foram
significativamente mais elevadas nos meses de julho e agosto de 2018, os meses mais secos
e quentes deste estudo. A limitagao do estudo tera sido a pequena amostra obtida nos meses
de outono e inverno, pelo que a sua continuagao a longo prazo deve permitir apurar a
influéncia do parasitismo na mortalidade das populacées de coelho-bravo, e possivelmente
estabelecer uma curva de paradmetros demograficos que permitirdo gerir melhor as

populagcdes desta espécie e com isso recuperar o equilibrio dos ecossistemas.

Palavras-chave: Oryctolagus cuniculus algirus, parasitas gastrointestinais,

hematologia, medicina da conservagao, Ribatejo, Portugal.



Abstract
The wild rabbit is endemic to the Iberian Peninsula, where its role as an ecosystem

engineer and key-species has been widely described. We now know of its influence on every
trophic level, including in the conservation of the Iberian Lynx (Lynx pardinus) and Spanish
Imperial Eagle (Aquila adalbertii), to which it remains the preferred prey. Its decline has been
noticed over the course of the last few decades, with numerous studies attempting to relate it
to several factors, having found that the main reasons are habitat depletion, fatal viral diseases,
like Myxomatosis and Rabbit Haemorrhagic Viral Disease, as well as gastrointestinal parasitic
diseases and excessive hunting. As such, it is a priority to monitor its demography, to re-
establish ecological balance. The present study was carried out in Companhia das Lezirias,
S.A., located in Ribatejo, Portugal, where 53 Tomahawk™ traps were placed. Between May
2018 and May 2019, 4-5-day campaigns were performed, every 4 to 6 weeks, in which the
traps were sequentially activated, verified and deactivated, in three shifts throughout the day.
The captured rabbits were systematically submitted to biological sample and biometric data
collection, and their age class, sex and reproductive state registered. The hemogram was
determined from whole blood collected in EDTA. Rabbit faeces detected on the soil underneath
the successful trap were collected, refrigerated, and later processed in the Parasitology
Laboratory at FMV-ULisboa, using McMaster, flotation and sedimentation methods. It was
possible to observe an elevated overall prevalence of gastrointestinal parasites (70,3% ICgs
60,8-78,3%), lower than expected for strongylids (31,0% (ICgs 22,8 — 40,6)). Global prevalence
reached higher values in May (92,9% ICqs 68,5-98,7%) and lower in August (57,7% 1Ces 39-
74,5%), and was consistently higher in females (75,8% 1Ces 65,9-84,8%) and adults (72,9%
ICo5 62,7-81,2%). The most prevalent parasite group was the coccidian of Eimeria sp. (47,5%
ICos5 38,1-57,2%). The highest EPG’s were observed between May and July, and the lowest in
August, as predicted for drier months. Contrary to the prevalence, EPG was higher in males
(6725 + 9146,4 OoPG/OPG) and juvenile rabbits (21641,7 + 33870 OoPG/OPG). The
erythrocyte count was significantly higher in July and August, the hottest and driest months of
this study. Since the main limiting factor in this study’s success was the low amount of samples
obtained in the autumn and winter, its long-term pursuit should allow for a better understanding
of the influence of parasitic diseases in wild rabbit susceptibility and life expectancy, as well as
defining a demographic curve that will enable better management of their populations, thus

recovering the balance of the ecosystems.

Keywords: Oryctolagus cuniculus algirus, gastrointestinal parasites, haematology,

conservation medicine, Ribatejo, Portugal.
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1. Descrigao das atividades realizadas durante o estagio curricular

Durante o estagio, foram realizadas 5 saidas de campo, com a duracao de 4 ou 5 dias,
para a Companhia das Lezirias, alojados na Pequena Companhia. Ali, na zona de estudo
situada na Silha do Matias (Figura 6), cerca de uma hora antes do pér-do-sol, procedia-se a
uma primeira ronda do dia, na qual eram ativadas as armadilhas, colocando cenoura fresca
como isco e verificando sistematicamente a funcdo da porta. Desta forma, ao crepusculo,
periodo de maior atividade do coelho-bravo, as armadilhas estavam aptas para os atrair e
capturar eficazmente. Na segunda ronda do dia, geralmente pelas 22h-23h, verificavam--se
individualmente as armadilhas para a presenca de animais. Na ultima ronda, uma hora apés
o nascer do sol, final da hora de maior atividade destes animais, era examinada novamente
cada armadilha para a captura de animais, encerrando as portas daquelas que se
encontravam vazias, por forma a inativa-las.

No caso de serem detetadas na primeira ou terceira rondas armadilhas contendo um
coelho, as mesmas eram cobertas com mantas escuras, resguardando os animais de
possiveis predadores e do stress associado a captura. Ao retornar ao carro, preparava-se um
local de colheita, utilizando um tapete de espuma rigido coberto por resguardo higiénico como
base na caixa aberta da pick-up, onde colocavamos acessiveis os diversos materiais
necessarios para os procedimentos a realizar de seguida.

Retornava-se entdo ao local de captura, equipados com um ziploc para colheita de
fezes no solo sob a armadilha e luvas para a sua manipulacéo, e um saco de tecido opaco
preto, onde o coelho selvagem era cuidadosamente colocado, com 0 minimo de estimulos
visuais, auditivos e sensitivos possivel, minimizando o stress associado ao transporte para o
local de colheita. No local de colheita, o procedimento iniciava-se com a leitura do chip, se
presente, e pesagem do coelho em balanga digital com um erro de 0.05g, dentro do saco,
cujo peso era previamente medido e posteriormente subtraido ao valor final. De seguida, lenta
e silenciosamente e reduzindo a manipulagcdo ao minimo, o corpo do coelho era exposto,
permanecendo a cabega do mesmo no interior do saco. Assim dava-se seguimento aos
restantes passos, em sentido caudo-cranial, realizando em primeiro lugar o teste de Watson
e Tyndale-Biscoe (1953) - procurando detetar a linha apofiseal do tarso caracteristica de
coelhos juvenis; medindo depois 0 comprimento do tarso, procedendo entdo a colheita com
zaragatoa de amostras rectais (duas) e vaginal (uma), conservadas depois em frascos
plasticos proprios. Uma das zaragatoas retais e a zaragatoa vaginal eram posteriormente
sujeitas a pesquisa de Coxiela burnetti por PCR no Centro de Estudos de Vetores e Doencgas
Infeciosas no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, enquanto as zaragatoas oral
e a ultima retal eram sujeitas a pesquisa de Virus da Doenga Hemorragica Viral e a conjuntival
a pesquisa do virus da Mixomatose, por PCR, no Centro de Investigagao em Biodiversidade

e Recursos Genéticos (CIBIO). Nesta fase, caso se verificasse o coelho ser adulto, verificava-



se a presenca de sinais indicativos de atividade sexual, tais como testiculos escrotais ou
glandulas mamarias desenvolvidas, ou sinais de gestacdo. Era ainda na sequéncia destas
atividades que era feita a colheita de sangue na veia safena, embora por vezes apenas apos
os restantes procedimentos, por forma a ndo impossibilitar a continuagao do protocolo, caso
fossem observadas manifestacoes de stress elevado. O sangue colhido era acondicionado
em dois tubos: 0,25ml em tubo de EDTA, e 1-3ml em tubo de coagulacéo. Era entdo exposta
a cabeca do animal, para possibilitar a colheita de amostras oronasais e conjuntivais com
zaragatoas, uma de cada, as quais eram igualmente conservadas em frascos plasticos
herméticos. Nesse seguimento era medido o comprimento total do corpo e da orelha, e o
comprimento e largura da cabeca. No decorrer das diferentes intervengbes era
sistematicamente verificado o estado geral do coelho, bem como a presenga de traumatismos
ou laceragdes. Na fase final, era feita a colheita de madeixas de pelo na regiao lombar, com
recurso a maquina de tosquia para animais de pequeno porte, e, caso a leitura inicial nao
tivesse identificado um chip, era colocado um chip no animal e colhida uma pequena amostra
de tecido da orelha (biodpsia), procurando observar a transparéncia os vasos sanguineos por
forma a evita-los. A amostra obtida desta forma era enviada para genotipagem da subespécie
no CIBIO. Se por esta altura o animal ainda ndo demonstrasse 6ébvio desconforto, era ainda
registado fotograficamente o aspeto do pelo do animal, recorrendo a uma escala de cores
colocada adjacente ao coelho e flash para melhor qualidade de fotografia. Todas as
observacoes e colheitas realizadas eram registadas na ficha de captura (Anexo 1). Se fossem
observados sinais de sfress acentuado no coelho capturado aquando das colheitas,
principalmente manifestados por tentativas de escapatdria, o procedimento era interrompido
e o0 animal reposto no local de captura.

Terminados estes procedimentos, o coelho era novamente colocado no saco e
libertado no local de captura.

Adicionalmente aos animais capturados vivos e devolvidos ao seu habitat, foram
também capturados 3 cadaveres, dois dos quais em armadilhas, e um no terreno. Nestes
animais, procedeu-se a necropsia e a analise post-mortem do trato gastrointestinal, em
separado. Realizaram-se testes viroldgicos, para pesquisa de Doenga Hemorragica Viral, e
bacteriolégicos, para bactérias anaerdbias patogénicas, no cadaver, nos Laboratérios de
Virologia e de Bacteriologia e Micologia do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinaria (Anexo 2), e, no Laboratdrio de Parasitologia e Doencgas Parasitarias (LPDP) da
FMV-Ulisboa, realizou-se a necrépsia do trato gastrointestinal e a pesquisa e identificagdo de
parasitas helmintes adultos, bem como analises coproldgicas as fezes no hospedeiro,
incluidas nos restantes resultados.

As amostras de sangue foram analisadas posteriormente, procedendo-se ao

microhematdcrito e contagem diferencial e absoluta de células ao microscopio, por vezes num



laboratério portatil no alojamento de campo, ou mais tarde nos Laboratérios de Parasitologia
e Doencas Parasitarias (LPDP) da FMV-ULisboa.

As fezes colhidas foram examinadas em laboratério no LPDP da FMV-Ulisboa,
recorrendo a diferentes técnicas coprolégicas qualitativas e quantitativas: método de Willis de
flutuacado, método de sedimentacao e McMaster. Este ultimo permitiu quantificar a excregao
de ovos e oocistos nas fezes, sendo os restantes utilizados para a identificacao de espécies
parasitarias gastrointestinais.

Quer as contagens celulares hematoldgicas, quer as contagens de ovos fecais foram
realizadas em duplicado, por forma a aumentar o nivel de confianca dos resultados, e
registadas em folha Office Excel.

Na area onde estavam colocadas as armadilhas foram também montadas armadilhas
para captura de insetos necrofagos, utilizando carne como isco, para posterior identificagédo e

pesquisa de VDHV2 e virus da Mixomatose.
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2. Introducgao tedrica

21. O coelho europeu
2.1.1. O coelho-bravo na Peninsula Ibérica
O coelho europeu (Oryctolagus cuniculus (Linnaeus, 1758)) € um herbivoro de

pequeno porte, pertencente a ordem Lagomorpha e familia Leporidae, a qual pertencem 63
espécies de lebres e coelhos (Ruedas et al. 2018). Os registos fésseis colocam a origem da
espécie Oryctolagus cuniculus na Peninsula Ibérica, ha cerca de 900 000 anos (Ferrand &
Branco 2007). Atualmente considera-se que esta se divide em duas subespécies,
concretamente O. cuniculus cuniculus e O. cuniculus algirus. Cré-se que a origem desta
divisdo estara na evolugao filogenética divergente de dois grupos que terdo persistido isolados
ao longo das eras glaciares do periodo Quaternario, um na regido sudoeste ibérica, que tera
originado a subespécie O. c. algirus, outro na regido nordeste ibérica e sul de Franca, que
tera originado a subespécie O. cuniculus cuniculus (Ferrand & Branco 2007; Ferrand 2008).
A primeira subespécie é considerada endémica no sudoeste da Peninsula Ibérica, embora
esteja presente também no norte de Africa e sido introduzida em algumas ilhas no
Mediterraneo e Atlantico, nomeadamente nos arquipélagos dos Agores e Madeira. A ultima
subespécie referida, a par das populagdes selvagens, foi amplamente domesticada e
selecionada, sendo hoje utilizada globalmente como animal de laboratério, animal de
producdo, e animal de companhia, tendo surgido diversas ragas com tamanhos e cores
distintas. (Branco et al. 2000; Carneiro, 2014). A populacdo de coelho-bravo do sudoeste
ibérico (O. c. algirus) diferencia-se da subespécie O. c. cuniculus principalmente pelo peso e
dimensao menores, e pela elevada diversidade de pardmetros e aspetos fisicos inter e
intrapopulagdes (Ferrand & Branco 2007). A abundéancia do coelho europeu na Peninsula
Ibérica na Antiguidade era caracteristicamente alta, tendo inclusive o imperador Adriano
utilizado o coelho como simbolo para adornar a moeda do império Hispano-Romano durante
o século Il (Soriguer & Palacios 1994). A sua utilidade foi desde cedo reconhecida, como tal
foi iniciada a sua domesticacdo na ldade Média para aproveitamento de carne, pelo e pele;
sendo esta a Unica espécie da Ordem Lagomorpha a ter sido domesticada, e o Unico mamifero
a ser domesticado com sucesso na Europa (Delibes-Mateos et al. 2018). Foi, entretanto,
introduzida em diversas outras regides, estimando-se que desde cerca de 1300-1400 a. C.
que sao introduzidos coelhos-bravos europeus em ilhas com o propdsito de virem a constituir
fonte de alimento. Encontram-se atualmente em toda a Europa, Nova Zelandia e Australia,

partes do Chile e da Argentina e em mais de 800 ilhas (Figura 1) (Ferrand & Branco 2007).



Figura 1- Representagdo esquematica da possivel origem e distribuicdo das principais

populagoes de coelho europeu.

As areas cinzento-escuro representam as regides onde se presume que as populagdes originais se terdo refugiado
durante o Pleioceno, resistindo aos glaciares, e as cinzento-claro a distribuicdo actual do coelho europeu. As setas
a cheio representam expansodes antropo-mediadas e naturais, e as tragadas um fluxo restrito de genes que resultou

numa menor diversidade genética. Adaptado de Ferrand & Branco (2007).

2.1.2. Morfologia
E um representante da ordem Lagomorpha de dimensdes intermédias, sendo o menor

leporideo presente na Peninsula Ibérica (Soriguer & Palacios 1994), cuja fisionomia se
encontra adaptada aos habitos de pastagem e comportamentos de fuga. Estes obrigam a
membros traseiros longos e fortes, com 5 digitos nos membros anteriores e 4 nos posteriores,
faces palmares e plantares cobertas de pelo farto e longo, cobrindo garras de dimensao
consideravel, e o focinho e orelhas alongadas, embora mais curtas que a cabecga (Delibes-
Mateos et al. 2018). A sua férmula dentaria inclui 28 pegas dentarias, sem raizes e de corte
oval (Soriguer & Palacios 1994). Os pré-molares e molares muito desenvolvidos e os 4
incisivos superiores, um primeiro par de crescimento continuo, e um segundo, menor,
localizado caudal ao mesmo, tornam o animal apto para aceder e ingerir o alimento de que
necessita. Também como adaptagao a sua posi¢cao na cadeia tréfica como presa, pelo facto
de esta exigir que a sua atividade se dé principalmente entre o crepusculo e o nascer do sol,
a sua visdo é alargada e adaptada a escassez de luz (Soriguer & Palacios 1994; Delibes-
Mateos et al. 2018).

O seu pelo € normalmente em tons de castanho acinzentado, abundante no pescogo
e cinzento claro a branco na regido abdominal do tronco e medial dos membros. A cauda,
curta, é também cinzento claro ventralmente, e castanho acinzentado dorsalmente (Figura 2)
(Delibes-Mateos et al. 2018).

Apesar da 6bvia variedade morfolégica do coelho doméstico, selecionado para a

criacdo de diversas ragas, esta ndo se traduz numa maior variedade de genomas,
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apresentando o coelho-bravo ibérico (O. c. algirus) uma maior diversidade genética
relativamente as populagdes de O. c. cuniculus. Esta distingao entre as subespécies a nivel
do ADN mitocondrial é devida ao efeito de gargalo exercido pela extensa domesticacao
utilizando uma populagdo menor, presumivelmente a francesa, que originou a populagcao de
O. c. cuniculus, bem como a maior antiguidade da populagao ibérica, a qual evoluiu de forma
natural, causando uma maior variedade de combinagdes genéticas na populagao de O. c.
algirus (Ferrand & Branco 2007; Ferrand 2008; Delibes-Mateos et al. 2018). Quando
comparados com o O. c. cuniculus, os coelhos da subespécie O. c. algirus tém orelhas mais
curtas, pesos e dimensbées menores na fase adulta, produzindo concomitantemente ninhadas
menores (Soriguer & Palacios 1994; Delibes-Mateos et al. 2018). Estudos recentes reiteram
esta percecédo referindo-se comprimento adulto total de 340-450mm (Delibes-Mateos et al.
2018) e pesos minimos de 0.180 kg e maximos de 1.400kg (peso médio em adulto de
1.089kg), com aumento linear até aos 0.600kg, diminuindo o ritmo aos cerca de 38 dias de
idade (Ferreira & Ferreira 2014), ndo tendo sido demonstradas diferengas significativas de
pesos e de taxa de crescimento entre machos e fémeas (Gonzalez-Redondo 2013; Ferreira
& Ferreira 2014).

O peso destes animais pode sofrer alteragdes, como por exemplo durante o inverno
por perda de massa corporal, mais acentuada em subadultos, que pode atingir os 23%. Além
desta perda de peso estar associada a propria fisiologia do coelho, pode também estar
associada aos maiores gastos de energia para termorregulacdo, associados ao racio

area/volume desfavoravel do coelho subadulto, as suas menores reservas lipidicas, ou

mesmo ao stress social por competitividade com machos coabitantes (Rédel 2005).

X

Figura 2 - O coelho-bravo, O. c. algirus, na Companhia das Lezirias (foto original).

2.1.3. Alimentacao
A dieta do coelho bravo europeu é, como a de qualquer lagomorfo, do tipo herbivoro

generalista, consumindo cerca de 100g de matéria seca diariamente, ou mais 50%, no caso
das fémeas lactantes. Este obtém com eficacia os nutrientes que necessita em diversos tipos
de vegetagcdo, conseguindo-o por isso em habitats diferentes, parte da sua referida
adaptabilidade (Delibes-Mateos et al. 2018). No entanto, o nucleo da sua dieta consiste em

gramineas e leguminosas, compondo as primeiras a principal fonte de alimento (Soriguer
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1988; Marques and Mathias 2001). Como gramineas, o coelho europeu tem preferéncia pelas
dos géneros Lolium e Vulpia (em particular na Peninsula Ibérica), bem como Festuca, Poa,
Arrhenatherum, entre outras (Soriguer 1988; Duffy et al. 1996). Durante o inverno, o coelho
recorre a raizes e tubérculos para compensar a escassez de fontes de alimento fresco,
demonstrando comportamentos de escavagao, em particular em climas temperados (Rédel
2005). Em zonas onde competem com outros herbivoros, sdo obrigados a alimentar-se de
frutos ou sementes, tendo desenvolvido também habitos de destruicdo de pequenos ramos
para aceder a alimento e escavagao para aceder a raizes (Soriguer 1988).

Como os restantes lagomorfos, os coelhos tém por habito a coprofagia, defecando
durante o dia fezes compactas e firmes, e de noite fezes de consisténcia mole - os cecotrofos
- 0s quais sao ingeridos (Monk 1989). A digestdo destes animais tem a particularidade
intestinal de conversao de ureia em proteina pelas bactérias comensais, pelo que o consumo
de cecotrofos imediatamente apds a sua defecacdo noturna permite suprir até 15% das

necessidades proteicas dos coelhos (Chapman & Flux 2008; Delibes-Mateos et al. 2018).

21.4. Fisiologia reprodutiva e ciclo de vida

A maturidade sexual do coelho-bravo na Peninsula Ibérica é atingida normalmente aos
4-8 meses de idade, dependendo da data de nascimento, ocorrendo nas fémeas aos cerca
de 900g e nos machos aos 750g de peso (Delibes-Mateos et al. 2018).

Os fatores determinantes do inicio da época reprodutiva no macho sao a pluviosidade
e o fotoperiodo, relacionados com o aumento do diametro testicular, sendo o fator
determinante para o término da época reprodutiva o decréscimo de ambos. Assim, inicia-se a
exteriorizacdo testicular gradual do abdomen para o escroto, até o didmetro testicular atingir
o pico durante a primavera, iniciando-se a regressao testicular assim que as temperaturas se
maximizam e a pluviosidade diminui, finalizando-se no outono (Gongalves et al. 2002; Delibes-
Mateos et al. 2018).

Nas fémeas a época reprodutiva é dependente do fotoperiodo, bem como da idade
maternal e alterag¢des nutricionais na pastagem, estas ultimas largamente influenciadas pela
precipitacao e temperatura (Soriguer & Palacios 1994; Delibes-Mateos et al. 2018). Ja Rodel
e von Holst (2008) correlacionam o aumento de precipitagdo no final do verdo com a
diminuicdo da atividade reprodutiva nesta mesma época na Alemanha, onde o clima é
temperado e os verdes mais humidos, e concluiram também que o atraso no inicio da época
reprodutiva, na sequéncia de invernos extremos, decorre ndo da perda de peso por
indisponibilidade de alimento, mas sim do mecanismo compensatério utilizado pelas fémeas,
as quais recorrem a reservas energéticas para compensar esta escassez, diminuindo as suas
aptiddes reprodutivas.

Assim, a reproducao tem geralmente inicio apds as primeiras chuvas da temporada,
prolongando-se até finais do verdo ou outono, quando a disponibilidade proteica na vegetagao
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diminui. Pode, no entanto, alargar-se a época reprodutiva, desde que a pastagem providencie
0s nutrientes necessarios (Soriguer & Palacios 1994). Assim, em Portugal, da-se o inicio em
novembro, estendendo-se até junho, com um pico reprodutivo em marcgo/abril (Gongalves et
al. 2002).

A ovulacgao ¢ induzida pelo estimulo produzido durante o coito, ocorrendo entre 10 e
12 horas ap6s a copula. O periodo gestacional tem 28 a 31 dias, ocorrendo um estro pés-
parto que, ao contrario da maioria dos mamiferos, € passivel de resultar em gestacao
imediatamente apds o parto. Assim, e dado que o coelho ibérico tem um nimero médio de
crias por ninhada de 3,5 (por oposi¢ao ao O. c. cuniculus, o qual produz em média 4,7 crias
por ninhada), variando entre 2 e 6 crias (Delibes-Mateos et al. 2018), e adicionalmente que a
época reprodutiva pode durar até 6 meses, pode afirmar-se que estes animais exibem um
potencial reprodutivo alto (Soriguer & Palacios 1994; Bautista et al. 2008). Este, em particular
quando conjugado com as elevadas taxas de mortalidade juvenil e curta esperangca média de
vida desta espécie, no contexto do seu habitat natural, onde as condi¢cdes climatéricas, os
parasitas, doencas infetocontagiosas, predadores e o homem afetam extensivamente a
sobrevivéncia e aptidao reprodutiva dos animais, leva-nos a compreender a razao para a
ocorréncia de importantes flutuagbes demograficas sazonais (Soriguer & Palacios 1994;
Bautista et al. 2008).

O local do ninho é construido pelas fémeas varios dias antes do parto, criando uma
ramificacdo curta na toca ja estabelecida, ou escavando uma pequena toca separada,
geralmente com menos de 1 metro de comprimento, cuja entrada é tapada por detritos que a
fémea escava. O ninho em si € finalizado por vezes apenas horas antes do parto (Bautista et
al. 2008), cobrindo a fémea o solo da toca com plantas e o seu pelo ventral, o qual
fisiologicamente se torna facil de destacar na gravidez tardia por influéncia hormonal (Delibes-
Mateos et al. 2018).

Durante a gestagdo, flutuagbes na precipitacdo (caracteristicas do clima
mediterranico), conjugadas ou ndo com competigéo por alimento com outros herbivoros, pode
refletir-se numa diminuigdo significativa tanto na disponibilidade como na qualidade do
alimento adquirivel pela fémea gestante. Estas circunstancias elevam a mortalidade
intrauterina, a qual ativa os mecanismos caracteristicos dos leporideos de conservacao de
energia e reabsorc¢ao dos embrides, ndo ocorrendo aborto ou nado-morto (Soriguer & Palacios
1994).

Se levada a término, a gestacdo produz recém-nascidos altriciais, totalmente
dependentes da mae, nascendo com cerca de 38g de peso, cegos, surdos e glabros (Delibes-
Mateos et al. 2018). O parto da-se durante o dia, periodo de repouso natural dos coelhos,
terminando em cerca de 10-15 minutos mesmo em ninhadas grandes, dado que o grande
comprimento da vagina causa rotura do corddo umbilical, exigindo rapida expulsédo dos recém-

nascidos para prevenir a consequente sufocacao. Durante o parto, a fémea lambe brevemente
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cada cria, consumindo as suas placentas. (Bautista et al. 2008) Os recém-nascidos
desenvolvem-se muito rapidamente, abrindo os olhos ao final de 7 a 10 dias, e adquirindo
audicao as duas semanas apos o nascimento (Delibes-Mateos et al. 2018). Durante este
periodo, e até abandonarem pela primeira vez o ninho pelo vigésimo dia de vida, as crias sédo
alimentadas pela fémea em periodos de 3-4 minutos, com um intervalo de 24h, cobrindo o
ninho com os seus proprios dejetos e urina imediatamente apdés cada amamentacao, os quais
ai se vao acumulando (Bautista et al. 2008).

O desmame da-se ainda no ninho, o qual se inicia com a ingestao das fezes solidas
da progenitora e dos componentes do ninho (Bautista et al. 2008). Os juvenis abandonam
entdo permanentemente o ninho ao final de 23 a 25 dias apés o nascimento, pesando por
essa altura cerca de 90g (especificamente os jovens O. c. algirus) (Delibes-Mateos et al.
2018), tendo, ndo obstante o seu peso, uma extraordinaria autonomia (Soriguer & Palacios
1994).

A sobrevivéncia dos juvenis esta amplamente limitada pela predagédo, doencgas,
competicdo e agressdo, sendo que no primeiro ano de vida as taxas de mortalidade
comummente excedem os 90% (Delibes-Mateos et al. 2018). As condi¢des climatéricas
também parecem influenciar a sobrevivéncia de subadultos e juvenis, diminuindo a
sobrevivéncia ao inverno quando este atinge condigdes extremas, ou quando os primeiros
meses de vida coincidem com altas precipitagcdes no outono. Estas circunstancias dificultam
a preservacao da temperatura corporal, diminuindo a condigdo corporal das crias, e
aumentam a prevaléncia de coccidioses, por aumento de suscetibilidade e por condi¢des
ideais (humidade alta). A sobrevivéncia a estas adversidades é melhorada quando a condigao
corporal dos juvenis e subadultos no inverno € melhor, estando maiores pesos associados a
maiores percentagens de gordura e por isso termorregulacdo mais eficiente e reservas
lipidicas compensatdrias da escassez de alimento (Rdédel & von Holst 2008). Ja a
sobrevivéncia dos adultos raramente ultrapassa os seis anos de vida, sendo que a maioria
vive pouco mais que dois anos (Delibes-Mateos et al. 2018), ndo estando aparentemente a

sua sobrevivéncia relacionada com as condi¢des climatéricas (Rodel & von Holst 2008).

2.1.5. Hematologia

Algumas particularidades na fisiologia do coelho deverao ser equacionadas ao avaliar
a sua hematologia, por forma a nao influenciar os diagnésticos. Exemplificando, nas fémeas
o padrao granulocitico sofre uma transformagéo em linfocitico nos primeiros dias do pos-parto,
que deve ser considerada, e a acidofilia caracteristica dos granuldcitos neutréfilos do coelho
é frequentemente causa de erro na sua contagem, sendo estes apelidados de “heterdfilos”
(Melillo 2007; Marshall 2008). A distincdo é feita através da dimensdo das células
comparativamente aos eosindfilos per se, as quais sao distintamente maiores, bem como da

observacao dos granulos, maiores e mais distintos nos eosindfilos. Quando observados, os
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heterofilos séo por norma segmentados, surgindo em banda muito raramente. Também é
frequente observar, sem significado clinico, policromasia, a qual se deve principalmente a
curta duragao dos eritrocitos, e anisocromasia, dada a variabilidade do didmetro dos glébulos
vermelhos entre 5 e 7.8um (Marshall 2008). Os valores de referéncia mais recentes para os
componentes hematolégicos do coelho, estudados no coelho doméstico (O. c. cuniculus)

estdo discriminados na tabela 1.

Tabela 1 - Valores de referéncia, diferenciais e absolutos, para os parametros

hematologicos do coelho doméstico (O. c. cuniculus).

Parametro Valor de referéncia
Hematdcrito 28-48%
Hemoglobina 89.63-153.82 g/L

Eritrocitos 4,37-7,43 x 10*2/L

Linfocitos 32-81% e 0,36-6,58 x10°/L

Basdfilos %?;‘5-1,10 x10°/L e <5% (>4 meses idade (mi.)) ou <8% (1.5-4
Eosindfilos 0,07-0,19 x10°/L e <4% (>4 mi.) ou <15% (1.5-4 mi.)
Heterofilos 9

segmentados 15-60% e 0,87-7,82 x10°/L

Mondcitos <12% e 0,08-1,71 x10°/L

Leucocitos 2,71-12,23 x10°/L

Plaquetas 225,45-905,3 x10°/L

Adaptado de Hein & Hartman (2003) e Leineweber et al. (2018), respetivamente, para os valores diferenciais e

para os absolutos.

Desvios nestes valores podem estar associados a patologia, idade, sexo, ou indicar
reagdes fisioldgicas a alteracbes sazonais ou ambientais. Exemplo disto é o facto de os
coelhos jovens apresentarem, até as 4 semanas de idade, contagens absolutas menores de
leucécitos, basofilos, eosindfilos e eritrdcitos (Jeklova et al. 2009). O racio neutréfilos/linfocitos
€ igualmente afetado pela idade, sendo de 33:60 aos dois meses de idade, ja que as crias
tém valores altos de linfécitos, os quais comegam a diminuir aos trés meses, igualando-se
este racio aos doze meses (Leineweber et al. 2018). Sabe-se também que os valores
absolutos de linfécitos e leucocitos sdo menores ao final da tarde e durante a noite, em
simultdneo com o aumento das contagens de heterdfilos e eosindfilos (Melillo 2007).

Quando expostos a stress, estes animais sofrem um aumento na pressao arterial, por
consequéncia de libertagédo de cortisol. O quadro hematoldgico € assim alterado, ao ser
desencadeado o desvio do pool marginal de heterdfilos, surgindo valores diferenciais e
absolutos aumentados, com desvio a direita e linfopenia relativa. Se ocorrer de forma croénica,
o0 stress leva a leucopenia, heterofilia e linfopenia absoluta (Melillo 2007, Marshall 2008).

Em casos de infegdo, a resposta imunitaria tipica é granulocitica, considerando-se
provavel a presenga duma resposta inflamatéria quando a percentagem diferencial de

heterdfilos se encontra entre 60 e 80 (Benson & Paul-Murphy 1999), sendo tipicamente
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acompanhada de neutrofilia acentuada e linfopenia (Melillo 2007; Marshall 2008). Nestes
animais, o quadro de hipersensibilidade ou infe¢ao parasitaria, contrariamente ao do gato ou
o do cao, raramente apresenta eosinofilia, a qual € mais frequente quando os tecidos ricos
em mastécitos, tais como a pele, pulmbes, trato gastrointestinal ou utero, estdo afetados
(Melillo 2007).

2.1.6. Estrutura social e comportamento

Os coelhos europeus sdo, contrariamente a maioria dos lagomorfos, animais
altamente sociais. Embora estejam ativos durante o dia, a atividade maioritaria destes animais
da-se a noite, em especial durante o crepusculo e, dependendo da época do ano, também ao
amanhecer. A maioria do seu dia-a-dia € despendida a obter alimento, interagindo com o
ambiente exterior, ou a construir tocas complexas e dimensionadas, nas quais se da a maioria
das interagdes sociais destes animais, embora possam também ocupar formacdes naturais
como gretas no solo ou troncos ocos (Soriguer y Palacios 1994; Rodel et al. 2006; Delibes-
Mateos, 2018).

Estas habitagdes, as coelheiras, albergam cerca de quatro fémeas e um ou dois
machos adultos, um dominante, o Unico reprodutor, e respetivas crias em sociedades
organizadas, cuja hierarquia é imposta de diversas formas. A priori, as crias de cada ninhada
com maior peso ao hascimento serdo igualmente as que terdo acesso a mais leite materno,
consequentemente maior peso adulto e assim serdo dominantes entre os restantes da mesma
ninhada (Bautista et al. 2008).

Nao obstante, no interior das tocas, onde a competicdo € maior, as fémeas dominantes
servem-se das glandulas do queixo para marcar territorio, fugando objetos ou outros coelhos
(Delibes-Mateos et al. 2018). Estas fémeas dominantes procriam nos locais mais seguros da
toca, sendo as restantes obrigadas a nidificar na periferia ou mesmo fora da toca (Rodel et al.
2006). Ja os machos competem pela dominéncia em interagbes agressivas, utilizando os
poderosos membros traseiros para pontapear rivais, e para pular enquanto projetam a sua
urina como marcagdo de territério, bem como os dentes e garras como armas
complementares (Delibes-Mateos et al. 2018).

Estas interagdes culminam na expulsdo dos subordinados da coelheira e em
traumatismos que podem inclusive ser fatais (Rodel et al. 2006). Fora das tocas, o macho
dominante urina e marca as suas fezes com secregbes de glandulas anais, ao construir
latrinas, delimitando o territério com o seu odor individual, para que os diferentes coelhos do
grupo que integram se reconhecerem entre si, afastando membros de grupos diferentes
(Delibes-Mateos et al. 2018). Para esse efeito, este pode despender mais 30% do seu tempo
no exterior das tocas do que as fémeas (Soriguer & Palacios 1994). Mesmo durante o
desenvolvimento neonatal, ainda no ninho, estes animais competem pelo local mais vantajoso

do ponto de vista da temperatura, procurando colocar-se centrais e insulados pelos restantes

8



membros da ninhada, trepando constantemente os irmaos e irmas (Bautista et al. 2008).
Neste periodo, o comportamento dos coelhos é condicionado por marcas olfativas emitidas
pela fémea progenitora, a qual emite a feromona mamaria, que nao so direciona as crias para
a mama enquanto forem cegas e surdas, como potencia a memorizagéo a longo prazo dos
odores do ninho e da progenitora. Os principais odores que atraem os recém-nascidos sao
aqueles presentes no leite, nos cecotrofos da fémea e no amnio, marcados pelos
componentes da dieta da progenitora, condicionando as preferéncias alimentares dos coelhos
mesmo apos o desmame, por memoaria olfativa (Schaal et al. 2008). A competi¢cao desde cedo
no desenvolvimento dos coelhos em ninhadas capacita-os em adultos a competir por recursos
com outros membros da comunidade (Bautista et al. 2008).
2.1.7. Habitat preferencial

Geralmente as populagdes de coelho europeu ocorrem em altitudes médias a baixas,
raramente ultrapassando os 1500m (Delibes-Mateos et al. 2018), exigindo pluviosidades
anuais médias, dado que sofrem grandes perdas em periodos de seca. Atingem, assim,
numeros maiores em climas mediterranicos, onde os verdes sdo quentes e o0s invernos
temperados, e as pluviosidades rondam os 400-600mm anuais, distribuidos ao longo de varios
meses, condigdes que garantem disponibilidade de alimento e alargam a época reprodutiva
(Delibes-Mateos et al. 2018).

O coelho bravo europeu depende dos abrigos providenciados pela vegetacao ou tocas
para escapar a predadores, pelo que habita espagos abertos contanto que consiga construir
coelheiras (Soriguer & Palacios 1994; Delibes-Mateos et al. 2018).

Nas regides onde o solo impossibilita a escavacédo, ou regides onde ha predominancia
de plantas herbaceas, por serem propicios a inundagbes, ou regides abertas por ndo
providenciarem abrigo diurno, estdo limitados pela impossibilidade de constituir abrigo, pelo
que muitas vezes sao obrigados a reproduzir-se dentro de troncos ocos, habitando apenas
marginalmente florestas e bosques (Soriguer & Palacios 1994; Carvalho & Gomes 2004).

Assim, idealmente, o seu habitat é constituido por solos aridos a semiaridos, bem
drenados, que permitam a escavagao de tocas, em regides que conjuguem disponibilidade de
alimento com abrigo diurno, adaptando-se, no entanto, a quase todo o tipo de habitat e uma
elevada amplitude de condi¢cbes climatéricas (Williams et al. 1995; Delibes-Mateos et al.
2018). Particularmente no sudoeste ibérico, a paisagem tradicional dos “montados” de
sobreiro ou azinheira em Portugal (Figura 3), providenciam o habitat intermédio entre a
pastagem e o mato, ideal para o coelho e por isso é ai que se podem encontrar as maiores
populagdes do pais (Galvez et al. 2008). Nestas condigdes o coelho-bravo obtém refugio pelos
arbustos, campo aberto para pastagem, e solos que permitem a construcdo de tocas

resistentes a inundagdes (Soriguer & Palacios 1994).



Figura 3 - Exemplo de um habitat de coelho-bravo, na Companhia das Lezirias.
Podem ser observadas, centrais na fotografia, quatro escavagdes no solo, que presumivelmente dardo
acesso a uma coelheira. E possivel observar, igualmente central, um sobreiro (Quercus suber) em

crescimento e, na vizinhanga, plantas arbustivas (fotografia original).

2.1.8. Ecologia tréfica
2.1.8.1. O paradoxo ecolégico do coelho europeu

Como tantos outros herbivoros sedentarios, o coelho-bravo europeu tem
comportamentos que lhe permitem obter os nutrientes e criar condicdes necessarias para
singrar nos habitats que ocupam. Esta plasticidade ecolégica e capacidade de adaptar
comportamentos a disponibilidades diferentes de comida e abrigo para maximo usufruto de
recursos sao evidenciadas pela sua distribuicdo mundial em habitats dispares (Lombardi et
al. 2003).

No caso, os principais habitos com efeito ecolégico deste animal incluem a deposicéo
de fezes, a escavacéo, o trilhar de solos e vegetagéo, e a pastagem (Gélvez et al. 2008). A
influéncia de cada uma destas atividades pode manifestar-se de forma variada: ao construir
latrinas, isto é, acumulacdes dimensionadas de fezes, os efeitos sdo sentidos na composicao
quimica do solo, facilitando o crescimento de vegetagdo em solos pouco intervencionados e
aumentando a variedade da vegetacéo e fertilidade de solos em regides semiaridas com
pouca pastagem, simultaneamente servindo de alimento a invertebrados e tomando a fungéo
de focos de sinalizagao territorial (Delibes-Mateos et al. 2008; Galvez et al. 2008). As suas
escavacdes tornam-se frequentemente areas subterraneas que chegam a atingir os 15m de
raio, com efeitos sentidos ainda mais longinquamente, que substituem o abrigo providenciado
pela vegetacao, onde esta nao existe (Galvez et al. 2008). Estas podem ser ocupadas por
diversas espécies, como é o exemplo dos lagartos, a cobra de rateira e o texugo euroasiatico,
promovendo a sua sobrevivéncia e abundancia e a diversidade do ecossistema (Delibes-
Mateos et al. 2007). O trilhar e a pastagem pelo coelho-bravo poderao originar alteragdes na

vegetacao que por sua vez condicionam presenga e abundancia de outras espécies, sejam
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elas insetos ou vegetais, modificando a estrutura e organizagdo do ecossistema (Delibes-
Mateos et al. 2008, Delibes-Mateos et al. 2018). Estes animais podem entao ser considerados
engenheiros de ecossistemas, e por isso uma espécie colonizadora, com enorme impacto
ecoldgico (Galvez et al. 2008, Delibes-Mateos et al. 2008). Também por constituir alimento de
diversos predadores de pequeno e médio porte, como raposas, gatos, doninhas, e aves de
rapina, o coelho-bravo toma uma funcgao tréfica de base. Em particular na Peninsula Ibérica,
0 seu papel como presa tem uma influéncia consideravel na conservacao de diversas
espécies predadoras ameagadas, incluindo o lince ibérico (Lynx pardinus), actualmente
considerado ameacado (Rodriguez & Calzada 2015) e a aguia imperial (Aquila adalbertii)
atualmente com estatuto de vulneravel (BirdLife International 2017), bem como de varias
outras espécies de interesse, para as quais o coelho constitui presa (Delibes-Mateos et al.
2007, Lees & Bell 2008). E sabido que quando a populacdo duma espécie da base da cadeia
alimentar é afetada, o efeito é sentido nos varios niveis troficos, nesta circunstancia o adicional
papel ecolégico amplo do coelho torna a redugédo das suas populagbes exponencialmente
mais grave para o seu ecossistema, afetando um maior numero de espécies (Chapman & Flux
2008; Cabezas-Diaz et al. 2009). Esta é considerada uma espécie-chave nos ecossistemas
da bacia mediterranica, onde tem papel central em conservar a biodiversidade e organizagao
(Lees & Bell 2008; Delibes-Mateos et al. 2007; Galvez et al. 2008).

Em certos locais colonizados pelo coelho bravo europeu, condigdes ecologicas
excecionais, como a abundancia de alimento e auséncia de predadores, levaram a sua
sobrepopulagao, pelo que obtiveram o estatuto de invasor biolégico ou de peste (Lees & Bell
2008). Nestes habitats favoraveis, a sua invaséo e expansao tem tido efeitos desfavoraveis
na ecologia local, corrompendo quantitativa e qualitativamente fauna e flora, e na agricultura,
onde deturpou as pastagens destinadas a animais de producédo e competiu por pastagens,
chegando mesmo a tornar vulneravel o solo a eroséo e a inviabiliza-lo para culturas futuras.
E considerado, na Australia, uma das pestes vertebradas de maior importancia econémica,
estimando-se os seus estragos anuais no valor de 20 milhdes de ddlares australianos, apenas
ao nivel da regiao pastoral (Williams et al. 1995; Bird et al. 2012).

Paradoxalmente, na Peninsula Ibérica, onde sdo essenciais ao equilibrio ecoldgico,
tém vindo a sofrer declinios significativos das suas populagdes nas ultimas décadas
(Cabezas-Diaz et al. 2009; Delibes-Mateos et al. 2009) tendo mesmo sido declarados como
quase ameagados (Queiroz et al. 2005).

2.1.8.2. Fatores condicionantes a conservagao

Diversas causas tém sido apontadas para as perdas observadas nas populagbes de
coelho-bravo em Portugal, principalmente as perdas de habitat, sejam por abandono ou
alteragdo, e o surgimento de doencas virais de elevada morbilidade e mortalidade como a
Mixomatose e a Doenca Hemorragica Viral (DHV) (Delibes-Mateos 2009). E sabido que a
mortalidade desta espécie € influenciada por diversos fatores, como idade, clima, densidade
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populacional, predagao, enfermidades, sendo que em particular as doengas infetocontagiosas
como a Mixomatose e a Doenca Hemorragica Viral afetam também a eficiéncia reprodutiva
das populacdes (Tablado et al. 2012). Mais recentemente, foi descrita a possibilidade do
aumento da viruléncia do virus da DHV, que ja foi apontada como consequéncia do aumento
da resisténcia ao mesmo pelas populacdes de O. cuniculus na Australia, apos introducao
artificial do virus, tendo ocorrido uma evolugao inesperada do mesmo (Elsworth et al. 2012),
contraria aquela ocorrida no virus da Mixomatose, que sofreu atenuagdo espontinea
(Elsworth et al. 2014).

Concretamente em Portugal, o coelho-bravo é uma espécie de cagca menor
tradicionalmente valorizada, sendo uma das maiores fontes de rendimento na cinegética,
estimando-se o abate de 330 000 coelhos por atividade cinegética no ano de 2014. Ao
deparar-se com a sua escassez, 0s cagadores recorreram a caga maior. Alguns cacadores e
gestores de areas cinegéticas, inconformados, realizaram reforgos de populagdes de coelho
nao autorizados, utilizando animais criados em cativeiro oriundos de Espanha, muitas vezes
da subespécie O. c. cuniculus — os quais originaram descendéncias hibridas mais suscetiveis
que os nativos da subespécie O. c. algirus, com o efeito final antagdnico de diminuicao da
populagdo. Adicionalmente ao fator cinegético, as reformas a agricultura em Portugal
inevitavelmente alteraram habitats selvagens. No caso vertente, zonas com forragem e
cobertura, ideais para o coelho selvagem, foram em parte substituidas por mato, mais
adequado a ungulados de caga maior, que vieram afastar o coelho destes habitats e substitui-
lo na atividade cinegética (Cabezas-Dias et al. 2009; Paiva et al. 2017).

Apesar do ja expectavel esfor¢co imposto por grupos de agricultores e cagadores com
importancia socioecondmica, que terdo feito com que governos e investigadores tenham
evitado alterar oficiosamente o status do coelho e tomar medidas claramente necessarias
(Virgoés et al. 2007), o coelho-bravo foi finalmente listado como “quase ameagado” em
Portugal, no livro vermelho dos vertebrados, em 2005 (Queiroz et al. 2005).

2.1.8.3. Projetos de controlo da populagao

As flutuagcdes demograficas do coelho europeu tém exigido medidas de controlo ha
muito, tanto para reverter a sua escassez como a sua desmedida proliferacdo e consequentes
danos ecolégicos e econdmicos (Virgos et al. 2007; Tablado et al. 2012; Cox et al. 2013).

No caso da Australia, exemplar como um pais no qual o coelho tomou papel de peste
e causou danos econdémicos e ecoldgicos significativos desde cedo na sua introdugao, o
objetivo principal tem sido a diminuicdo da abundancia das suas populag¢des, demasiado
numerosas e negativas para a fauna e flora locais. Dedicados a esse propdsito, tomaram
medidas primarias, como iscos envenenados, fumigagdo e destruicdo de tocas. Como
métodos fisicos complementares, as vedagbes tiveram um papel relevante na protegcéo

agricola, em desuso hoje gracas a eficacia dos métodos biolégicos de controlo, como a
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introducdo da DHV, na década de 1980, e do virus da Mixomatose, na década de 1950
(Williams et al. 1995; Cox et al. 2013).

Ja na Peninsula Ibérica, os esfor¢cos tém sido concentrados em aumentar os nimeros
de coelhos, tanto por razbes econdémicas no que toca a atividade cinegética e receita por ela
gerada, como por razdes ecolégicas relativamente a conservacdo de predadores
dependentes do coelho, como é o caso do lince ibérico (Cabezas-Dias et al. 2009; Ferreira &
Delibes-Mateos 2010). Foi oficialmente implementado em Portugal, em 2007, um programa
de recuperacéao do coelho (PRECOB) em despacho do Diario da Republica. Considerando a
evolucao do virus da DHV (VDHV) numa nova estirpe resistente as vacinas — o VDHV2 - um
novo despacho, colocou em pratica um plano de agéo para controlo da DHV, com o objetivo
de inverter o processo de declinio das popula¢des de coelho-bravo em Portugal (Despacho
n.° 4757/2017). No contexto deste programa, as a¢des tomadas, embora algumas tenham
antes sido estabelecidas, tém sido variadas: controlo da predacéo, estudo, monitorizagao e
controlo da mortalidade associada a DHV, através de colheita de amostras biolégicas com o
auxilio dos gestores cinegéticos, introducdo de populagdes, maneio de habitats,
consciencializagao social e implementagdo de boas praticas na gestdo das populagdes
selvagens. A tarefa de controlo da predagéao € legalmente incumbida em geral aos cagadores,
que tratam de armadilhar e alvejar predadores, atingindo principalmente a raposa (Vulpes
vulpes) e o sacarrabos (Herpestes ichneumon), havendo, no entanto, outros que fora da lei
procuram atingir outras populacbes predatérias, tais como outros mamiferos carnivoros e
aves de rapina (Paiva et al. 2017). O maneio de habitats consiste principalmente na criagéo
de regides proprias para alimentacao, disponibilizando forragem ou pastagem ou comedouros
onde necessario, bem como na plantagdo de arbustos para refugio ou construgéo de tocas
onde este é escasso ou impossivel de cultivar (Ferreira and Alves 2009). Como medidas
preventivas de mortalidade, as principais sdo a vacinagdo dos animais contra a Mixomatose
e a DHV (Cabezas et al. 2006), e a diminuigao da presséao cinegética (Calvete et al. 2005). A
introduc&o de populagbes € conseguida através do transporte de coelhos com boa condigéo
corporal e vacinados para locais onde se prevé prosperidade reprodutiva, com habitats
munidos dos recursos necessarios, embora a eficacia desta medida seja controversa, estando
largamente limitada pela suscetibilidade aumentada de animais com condigdo corporal

insuficiente quando sujeitos a transporte e vacinagao (Cabezas et al. 2006; Carro et al. 2019).

2.1.9. Doengas infetocontagiosas

2.1.9.1. A Doenca Hemorragica Viral
O VDHV é um virus da familia Caliciviridae, passivel de infe¢do apds injecgéo,
apresentando apenas uma proteina especifica do virus (Ohlinger et al. 1990). Foi detetado
pela primeira vez em coelhos Angora na China, originarios da Republica Democratica da

Alemanha, em 1984, tendo infetado 140 milhdes de coelhos em cerca de 50 000 km? nesse
13



primeiro ano, e atingido a Europa em 1986 (Portugal em 1988, detetado pela primeira vez na
ilha da Madeira) (Abrantes et al. 2012). O virus foi no ano de 1991 introduzido na Australia
como procedimento de controlo das populagdes de coelho europeu, ali designadas como
pestes, como teste, controlado e isolado numa ilha. No entanto, e apesar de rigorosamente
controlado, em 1995 deu-se a fuga da estirpe estudada, presumivelmente através de insetos
vetores voadores, para o continente Australiano (Williams et al. 1995). Esta estirpe parece ter
origem anterior a primeira epidemia, sendo estimada a sua origem genética algures entre as
ultimas décadas do século XIX e a primeira metade do século XX (Alda et al. 2010).
Pertencente ao género Lagovirus, apresenta proximidade genética com outros virus presentes
nos lagomorfos, como o virus europeu da lebre castanha, conhecendo-se hoje varias estirpes
do VDHYV presentes exclusivamente no coelho (Lavazza & Capucci 2008).

O virus, descrito nos primérdios do seu estudo como altamente mortal e contagioso,
causa hemorragias internas extensas, com estado do cadaver aparentemente saudavel
externamente, sendo detetavel consistentemente com hemorragia pulmonar (Xu & Chen
1989). Na forma mais frequente, a aguda, surgem em 1 a 3 dias sinais como febre,
opistétonos, ataxia, paralisia; por vezes também sinais respiratérios, congestdo nasal e
lacrimal podendo ocorrer epistaxis € hemorragias oculares. Na sua forma hiperaguda, a
doenga nao desenvolve sintomas e os animais morrem subitamente. Na forma subaguda, os
animais desenvolvem graus menos severos dos referidos sintomas, sobrevivendo a maioria,
que assim se torna imunizada, ocorrendo também uma forma crénica, caracterizada por
ictericia severa, anorexia e apatia, que culmina na morte dos animais afetados em cerca de
uma a duas semanas, ou na sobrevivéncia e subsequente imunizagdo com altos titulos de
anticorpos (Marcato et al. 1991).

Principalmente o figado, pulmdes e bago sao afetados pelo VDHYV, sendo distintos os
sinais histopatologicos nestes tecidos. Assim, a necropsia, os sinais mais notados sdo a
hepatite aguda por apoptose de hepatécitos e a esplenomegalia, aliados a congestdo em
varios 6rgaos, consequéncia da coagulagao intravascular disseminada, a qual é geralmente
atribuida como causa de morte (Abrantes et al. 2012).

A infecdo da-se por contacto direto com animais ou cadaveres infetados, via oral,
nasal, conjuntival e parenteral, ou através de fémites ou insetos hematéfagos, que se tornam
vetores (Marcato et al. 1991; Lavazza & Capucci 2008). O virus permanece viavel no ambiente
por menos de um més, e cerca de trés meses quando presente em tecidos infetados em
decomposicado, parecendo a sua sobrevivéncia ser principalmente dependente da
temperatura, humidade e exposic¢ao a luz ultravioleta (Henning et al. 2005). Sabe-se hoje que
as subespécies O. c. algirus e O. c. cuniculus sdo igualmente suscetiveis, tendo sido descritas
mortalidades, morbilidades e prevaléncias semelhantes. (Muller et al. 2009)

Como virus RNA, o VDHV tem uma elevada mutabilidade, tendo vindo a evoluir

rapidamente desde a sua primeira aparigao (Muller et al. 2009). Assim, tém sido detetados
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aumentos de viruléncia e adaptagdes rapidas aos aumentos de resisténcia pelas populagdes.
Em certas regides da Australia, os numeros iniciais de coelhos foram repostos desde a
primeira epidemia, por presumivel aumento de resisténcia (Saunders et al. 2010; Elsworth et
al. 2012). No entanto, na Peninsula Ibérica, tem surgido sucessivas epidemias, a mais recente
gracas a uma nova estirpe do VDHV que emergiu em 2012, o VHDV2, explicadas, em parte,
por fatores ambientais, mas também individuais e do proprio virus (Abrantes et al. 2013;
Elsworth et al. 2014). Atualmente sabe-se que a estirpe presente nesta regido tem origem
naquela detetada em Espanha e Franga (Abrantes et al. 2013). Do ponto de vista
anatomopatoldgico e clinico, esta variante do virus parece nao diferir na natureza dos sinais,
e sim principalmente no facto de surgir mais frequentemente na forma hiperaguda e afetar na

mesma medida populagdes jovens e adultas (Neimanis et al. 2018).

21.9.2. Mixomatose

O virus da Mixomatose é um Poxvirus, pertencente ao género Leporipoxvirus,
existindo dois subtipos geograficos do virus: o californiano e o sul-americano, que causam,
nos seus hospedeiros naturais (Sylvilagus bachmani e S. brasiliensis, respectivamente), um
fibroma cutaneo benigno (Kerr & Best 1998).

A versao do virus presente na Europa é originaria da Ameérica do Sul, documentada
pela primeira vez em finais do século XIX em coelhos de laboratério, isto &, coelhos europeus,
no Uruguai, como uma doencga fatal desconhecida, acreditando-se, no entanto, existir
conhecimento anterior da doenga por criadores sul-americanos de coelhos (Kerr 2012).

Este foi depois introduzido na Australia, na década de 1950, sob forma de controlo
para a expansado desmedida das populagdes de coelho ibérico (Saunders et al. 2010); e mais
tarde para Franca, de onde foi ilegalmente transportado para o Reino Unido, causando
globalmente mortalidades de 99% (Arthur & Louzis 1988; Calvete et al. 2002). Rapidamente
foram observadas epidemias no restante continente europeu, incluindo a Peninsula Ibérica.
Nestes sitios, onde o principal lagomorfo era o suscetivel coelho europeu, o virus teve efeitos
mais negativos na saude das suas populagdes, originando perdas significativas. Desde entéo,
dao-se epidemias aproximadamente anuais, geralmente no verao ou outono, sendo o padrao
variavel consoante a localizagao geografica, associadas a transmissao pela pulga Spilopsyllus
cuniculi, abundante durante a época reprodutiva do coelho (Calvete et al. 2002).

Dada a dinamica populacional do coelho, com curtas esperangas médias de vida e
elevadas taxas reprodutivas, a introdugao do virus da Mixomatose, e subsequente dispersao
para a Europa, foi um exemplo pragmatico da coevolugdo hospedeiro-virus, que permitiu
avaliar os efeitos numa populagdo num espaco de tempo relativamente curto, modelando o
paradigma para outras doengas infeciosas em evolugao, por exemplo, em humanos, de

progressao significativamente mais lenta (Kerr 2012; McCallum 2015). Foi possivel observar,
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apo6s cada epidemia, uma reducdo nas taxas de mortalidade de cada estirpe do virus, tendo
a mortalidade diminuido significativamente em menos de uma década (McCallum 2015).

A infecdo da-se facilmente por contacto direto com lesbes epiteliais ou secrecdes
nasais ou conjuntivais de animais doentes, ou com animais portadores da doenga, bem como
através de artropodes vetores hematéfagos (Calvete et al. 2002).

Apods o periodo de incubacido (2-4 dias), os efeitos do virus da Mixomatose sao
diversos, desde os inofensivos fibromas autolimitantes e circunscritos nas espécies de coelho
americanas (Sylvilagus brasiliensis), aos efeitos fatais no coelho europeu, sentidos
principalmente ao nivel da pele. O primeiro sinal em coelhos inoculados em laboratério é
vermelhidao e inchaco no local da inoculagao, aumentando o volume desta leséo rapidamente
até aos 10 dias pés-infecdo (PI). As inflamacgdes anogenital e conjuntival e consequentes
papulas epiteliais ao nivel facial e auricular, surgem ao 6° dia pés-infegdo, que originam
secrecgoes serosas que se tornam mucopurulentas exuberantes, e por fim cegueira, seguida
de fadiga e febre. Por norma, estes coelhos apresentam na fase final da doenga um edema
generalizado da cabeca e orelhas, blefaroconjuntivite e rinite mucopurulentas, com as narinas
constritas e palpebras fechadas pelo inchago. Surgem concomitantemente multiplos nédulos
de diversas dimensdes (poucos milimetros a varios centimetros de didmetro), circulares,
disseminados pelo corpo, designados de tumores ou comummente mixomas. A doenca
culmina na morte dos animais afetados ao final de 10 a 12 dias ap6s a infecdo. A autdpsia,
os sinais externos sdo os mais caracteristicos, sendo possivel observar linfadenomegalia,
esplenomegalia, congestao hepatica e potencialmente hemorragias superficiais nas diversas
visceras (Kerr 2012).

Além da patogenia inerente ao virus que causa esta doenca, tem sido igualmente
estudada a relagdo das epidemias de Mixomatose com as prevaléncias de parasitoses, e
inversamente a relagao da intensidade das infe¢des parasitarias com os titulos de antigénios
anti-Mixomatose. Estabeleceu-se uma relagcéo inversamente proporcional entre a intensidade
da excregao de oocistos de coccidias com os titulos antigénicos contra a Mixomatose (Berto-
Moran, 2013), e um aumento da suscetibilidade a nematodes aquando de infegéo

concomitante com o virus da Mixomatose (Boag 1988; Cattadori et al. 2007).

2.1.9.3. Parasitoses do coelho
Numerosos estudos foram desenvolvidos a data relativamente a parasitologia do
coelho europeu, infelizmente a maioria utilizando como objeto a subespécie O. c. cuniculus e
localizados fora da Peninsula Ibérica, tendo o primeiro estudo direcionado para o O. c. algirus
sido publicado por Blasco et al., em 1996. Este estudo, que finalmente averiguou prevaléncias
de parasitas gastrointestinais em O. c. algirus na Peninsula Ibérica descreve prevaléncias

globais mais elevadas em machos, e prevaléncias médias globais na ordem dos 90%.
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O parasitas gastrointestinais mais frequentemente identificados séo as coccidias
Eimeria spp., o cestode Mosgovoyia ctenoides (atualmente conhecido como Cittotaenia
ctenoides), e nematodes, das espécies Graphidium strigosum, Trichostrongylus
retortaeformis, Nematodiroides zembrae e Passalurus ambiguus (Blasco et al. 1996; Eira et
al. 2007). Outros podem também ser detetados, apresentando, no entanto, prevaléncias
francamente menores: o cestode Citfotaenia denticulata e os nematodes Dermatoxys
hispaniensis Gonglyonemma neoplasicum (prevaléncias de cerca de 15%, 24% e 11%,
respetivamente) surgindo raramente (prevaléncia <10%) infe¢des por Trichuris leporis,

Leporidotaenia wimerosa e Andrya cuniculi. (Eira et al. 2007; Foronda et al. 2003).

2.1.9.3.1. Ciclo de vida de parasitas gastrointestinais

De seguida sera abordado o ciclo de vida das espécies mais frequentes e abundantes
nos coelhos-bravos em Portugal, identificando-se os helmintes que Eira et al. (2007) referiram
constituir 99,7% de todos os helmintes encontrados, bem como as espécies de coccidias
listadas em coelhos ibéricos por Silva et al. (2015).

Cittotaenia ctenoides

O parasita C. ctenoides (sindbnimo Mosgovoyia ctenoides) € um de dois cestodes
anoplocefalideos que parasitam o coelho ibérico (sendo o segundo C. denticulata) (Foronda
et al 2003; Eira et al. 2007). Em adulto, pode atingir 30-80cm de comprimento e até 1cm de
largura (Mehlhorn 2016). De entre os parasitas enumerados, excluindo coccidias, este é o
que mais danos causa na condig&o corporal do coelho (Eira et al. 2007).

Estdo documentados como hospedeiros intermédios deste parasita os seguintes
acaros de vida livre: Achipteria coleoptram, Cepheus cepheifotvnis, Galumna nervosus, G.
obvius, Liacarus coracinus. Liebstadia similis, Pelops curomius, P. tardus, Scutovertex
minutus, Scheloribates spp., S. laevigatus Trichoribates incisellus, Xenillus tegeocrantis
(Denegri 1993). Sobre o ciclo de vida deste parasita, sabe-se que a infegao se da através do
hospedeiro intermediario ou ingestdo direta de cisticercoides, e que a deposi¢cdo de ovos
(oncosferas) se da ao nivel intestinal. O restante do desenvolvimento foi demonstrado no
interior de 4caros, desde a fase de oncosfera, ingerida pelo acaro, a larva do tipo cisticercoide,
fase infetante (Denegri 1993).

Graphidium strigosum

Pertencente a familia Trichostrongylidae, € o Unico do género Graphidium e parasita
exclusivamente O. cuniculus, sendo uma de apenas duas espécies da subfamilia
Ostertagiinae que parasitam os lagomorfos (Massoni et al. 2011; Bowman et al. 2014).

Na forma adulta, este atinge 15 mm (macho) a 20 mm (fémea) (Mehlhorn 2016), e as
suas espiculas podem medir até 2,4 mm (Bowman et al. 2014).

Ao longo do seu ciclo de vida, apds eclosédo da L1, passam por 3 estadios larvares
livres, morfologicamente muito similares: L1 (1 dia apés eclosao), L2 (2 a 4 dias apds ecloséo)
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e L3 (5 a 8 dias apds eclosao). A L3 infetante é ingerida, sendo observavel a sua presenga no
estdmago do hospedeiro, onde perdem a cuticula que as protege. Aos 8 dias apds a infegcao
surge o estadio larvar parasitario L4, podendo manter-se a sua presenca no estdbmago aos 32
dias apos infecdo. Neste, inicialmente a L4 encontra-se encapsulada pela cuticula da fase L3,
seguindo-se o desvendar da L4, a qual se segue o estadio de larva imatura, sendo esta
observavel cerca de 18 dias apos a infecdo. Por fim, aos 32-36 dias apds infecao da-se a
evolucao para o estadio de adultos, ocorrendo a fecundacao apds ejecdo de gametdcitos
pelos adultos, dando-se a excregao de ovos fecundados, que desenvolvem L1 no interior, as
quais eclodem no exterior do hospedeiro, apds 18h a 24°C (Massoni et al. 2011).

A intensidade da infegado com este parasita é diretamente proporcional a idade do seu
hospedeiro, parecendo n&do haver imunidade adquirida com a infecdo recorrente. Esta
parasitose é mais prevalente em ambientes mais humidos (Eira et al. 2007).

Nematodiroides zembrae

O nematode tricostrongilideo Nemadiroides zembrae, também documentado como
Nematodirus zembrae (Marhoon et al. 2018), pode ser encontrado no ter¢co anterior do
intestino delgado, onde atinge dimensodes até 12,4mm, sendo os machos menores (Audebert,
Cassone, et al. 2002).

Os ovos, excecionalmente resilientes, expelidos nas fezes do hospedeiro, aportam
uma larva, a qual passara lentamente por trés estadios larvares antes de eclodir a L3 infetante,
que vira a ser ingerida. Este periodo de vida livre dura cerca de 10 a 15 dias. Ao 3 dia pés-
ingestdo, a L3 perde a sua cuticula e atinge a mucosa do intestino delgado anterior, emergindo
como L4 ou L5 imatura, cujo sexo ja € observavel, terminando o seu desenvolvimento até a
fase adulta no lume intestinal. A migragédo deste parasita ao longo do seu ciclo de vida da-se
no sentido posteroanterior, observando-se adultos apenas no duodeno. O periodo pré patente
é de 21 a 22 dias, sendo esta a principal diferenga entre este parasita e os parasitas do género
Nematodirus que afetam os ruminantes, com os quais partilham a subfamilia Nematodirinae
e semelhangas morfoldgicas e biolégicas, cujo PPP é menor (Audebert, Cassone, et al. 2002).

Trichostrongylus retortaeformis

Os parasitas do género Trichostrongylus, pertencentes a superfamilia
Trichostrongyloidea, sdo maioritariamente assinalados em ruminantes. O nematode T.
retortaeformis ¢ um dos 10 parasitas de entre os 42 deste género que ocorrem em lagomorfos
(Audebert et al. 2003).

Os ovos deste parasita eclodem no ambiente, em cerca de 19h a 24°C (Audebert,
Hoste, et al. 2002), ndo se desenvolvendo caso as temperaturas nao ultrapassem os 10°C.
Caso sejam expelidos durante o outono, os ovos sobrevivem ao inverno e eclodem na
primavera, em contraste com a expulsao durante o inverno, que acaba por resultar na morte
dos ovos. As larvas infetantes sao resistentes a baixas temperaturas, cessando movimento

aos 2,7°C e morrendo a temperaturas menores que 0°C (Anderson 2000). Os estadios
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larvares livres, de semelhante morfologia, sdo L1, L2 e L3. O primeiro dura cerca de dois
dias, dando-se a primeira muda as 43h, permanecendo o parasita como L2 entre 0 2° e 0 4°
dias pés-eclosdo. A L3 infetante pode ser observada na vegetacao, onde se refugia nas zonas
menos afetadas pelo clima, vindo a ser ingerida (Anderson 2000). Inicialmente coberta por um
invélucro, surge ao 5° dia pds-eclosdo e perde a bainha protetora no intestino delgado do
hospedeiro as 12h pés-infecao. Ao terceiro dia apds a infecao a maioria das L3 evoluiu para
L4 embainhadas. E possivel observar ao 4° dia o surgimento de larvas L5 imaturas no interior
da bainha de L4. Estas sdo visiveis no intestino delgado até ao 7° dia Pl, dando-se o
desenvolvimento para adultos sexuais entre o 8° e 9° dias (Audebert, Hoste, et al. 2002). Uma
particularidade deste parasita € que apesar de n&o realizar migracdo pulmonar, apresenta por
vezes no seu ciclo passagens pela mucosa intestinal, ndo permanecendo ou realizando mais
migracdes, pensando-se que a presenca transitéria de um pequeno numero de larvas no
estroma vilar esteja associada as migragdes pulmonares dos ancestrais da subordem
Strongylida, que evolutivamente deixaram de ser realizadas, mas cuja memoria genética
aparentemente permanece (Audebert et al. 2003).

O periodo pré-patente é de 12 a 13 dias e o periodo patente de 5,5 meses (Audebert,
Hoste, et al. 2002), sendo possivel detetar histologicamente enterite aguda e atrofia das
vilosidades do intestino delgado, principalmente no duodeno (Audebert et al. 2003).

A prevaléncia detetada em jovens € maior do que em adultos, sendo a excregéo de
ovos nas fezes igualmente maior, ndo havendo relagdo destes paradmetros com o sexo do
hospedeiro (Dudzinski & Mykytowycz 1963; Hobbs et al. 1999; Chylinski et al. 2009). E
igualmente maior o comprimento atingido pelos adultos em hospedeiros juvenis (Chylinski et
al. 2009).

Passalurus ambiguus

A oxiurose do coelho bravo é causada pelo nematode Passalurus ambiguus, um
parasita cosmopolita e muito comum em coelhos e lebres (Anderson 2000). Em fase adulta,
o0 macho atinge cerca de 3-5mm e a fémea 8-11mm (Mehlhorn 2016). Podem ser observados
no cego € no célon do hospedeiro definitivo, onde completam o seu ciclo biolégico. A infegao
da-se por ingestdo de ovos em alimentos contaminados ou por autoinfecgao, aquando da
caracteristica cecotrofia dos lagomorfos. O ciclo de vida deste parasita é, portanto, direto,
dando-se a deposicdo de ovos no intestino grosso ou reto do hospedeiro, os quais se
desenvolvem até apresentarem uma larva infetante L3 no seu interior, sendo posteriormente
eliminados nas fezes do hospedeiro. E entdo ingerido este ovo eclodindo a L3 no cego. No
cego e colon, a L3 penetra a mucosa e a parede intestinais, onde continua o seu
desenvolvimento para L4, exteriorizando-se para o lumen intestinal para evoluir para L5 e
finalmente a forma adulta, depositando as fémeas os ovos apds a copula (Mehlhorn 2016).
Estes ovos tém a peculiaridade da haplodiploidia, originando machos haploides caso néo

estejam fertilizados, e fémeas diploides caso estejam fertilizados (Anderson 2000).
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A infecao por P. ambiguus nao € por sistema muito patogénica, no entanto podem
atingir nUmeros elevados de parasitas num s6 hospedeiro, podendo este consequentemente
apresentar um quadro clinico grave, tendo inclusivamente sido reportados casos fatais em
coelhos jovens (Rinaldi et al. 2007). O quadro clinico, pouco especifico, pode incluir prurido
anal, diarreia sanguinolenta, ulceras e perda de peso (Mehlhorn 2016), e € mais notado nos
animais jovens por ser nestes que a excreg¢ao de oocistos € maior (Hobbs et al. 1999). O PPP
é longo, podendo alcancgar as 12 semanas, sendo o PP de 1-2 meses (Mehlhorn 2016)

Trichuris leporis

E um nematode da familia Trichuridae, raramente encontrada em coelhos selvagens.
Os parasitas do género Trichuris estudados totalizam a data cerca de 70 espécies, e sao
altamente prevalentes globalmente, estando estudados mais de 70 hospedeiros para as
diferentes espécies (Anderson 2000; Mehlhorn 2016).

A infecdo da-se de forma direta por ingestdo de ovos contendo larvas infetantes, os
quais eclodem no intestino delgado do hospedeiro. As formas larvares, apos a eclosao dos
ovos, realizam uma expedita migragao para o intestino grosso, onde invadem a mucosa do
colon e do cego para concluirem o seu desenvolvimento. Nesta localizacdo, alimentam-se do
sangue do hospedeiro, sofrem 4 mudas e atingem dimensdes maximas de cerca de 30mm
como formas adultas (Anderson 2000). Os ovos expelidos nas fezes sdo nao embrionados,
desenvolvendo larvas no seu interior até atingirem a fase infetante, contendo L1 (Mehlhorn
2016)

Em termos clinicos, os sinais expectaveis estao relacionados com a carga parasitaria
e sdo principalmente consequéncia da invasdo da mucosa intestinal pelos parasitas. Assim,
o animal pode encontrar-se anémico, diarreico, por vezes apresentando sangue nas fezes,
com perda de peso e anoréxico, sendo possivel observar edema na parede luminal do
intestino grosso. O PPP da espécie € ainda pouco especifico, no entanto é possivel induzir, a
partir dos estudos relativos as restantes espécies do seu género, que geralmente serade 1 a
2 semanas, podendo ainda assim ocorrer aquando das migragdes larvares caso estejamos
perante uma infegéo grave (Mehlhorn 2016).

Eimeria spp.

As coccidioses originam infe¢cdes latentes em toda a populagdo de coelho-bravo,
desenvolvendo patologia principalmente quando o estado imunitario € alterado. Esta situacao
da-se em casos de stress cronico, como o observado nas competicbes entre animais
subadultos, que despendem também elevadas quantidades de energia em atividades
territoriais agressivas, acabando por sofrer perdas diretas de peso e indiretas por aumento de
suscetibilidade a doencgas oportunistas como a coccidiose. No caso de O. cuniculus, apenas
foi detetada a coccidiose por parasitas do género Eimeria (Duszynsk & Couch 2013).

No coelho-bravo da Peninsula Ibérica estdo descritos os seguintes agentes: Eimeria

coecicola, E. perforans, E. media, E. magna, E. irresidua e E. flavescens, sendo apenas esta
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ultima considerada na literatura como altamente patogénica (Silva et al. 2015). A classificagao
destes parasitas em apatogénicos a altamente patogénicos é baseada em parametros como
a perda de peso e diarreia que causam, e as suas taxas de mortalidade. No seu exponente
patogénico maximo, causam uma doenga particularmente nefasta para o hospedeiro
(Duszynski & Couch 2013), provocando perdas de peso e de condigdo corporal por vezes
superiores aquelas causadas pela Mixomatose, chegando mesmo a atingir taxas de
mortalidade de 20% na Franga, onde ultrapassaram as da DHV (Silva et al. 2015).

Relativamente a Peninsula Ibérica, a data, apenas Silva et al. (2015) procurou
discriminar as espécies presentes e taxas de excre¢cao médias de oocistos no coelho europeu,
nas regides da Serra da Estrela e do Sudoeste Alentejano e Costa Vicentina, tendo obtido
17.03 +/- 27.72 e 57.61 +/- 28.07 oocistos por grama de fezes (OoPG), respetivamente.

No que diz respeito ao ciclo de vida, as coccidias sdo espécies monodxenas,
intracelulares obrigatérias, com elevada especificidade de hospedeiro (Bowman et al. 2014).
O ciclo de vida dos parasitas do género Eimeria tem como padrao 3 fases sequenciais:
esporogonia, no ambiente, e esquizogonia e gametogonia, no hospedeiro. O oocisto nao
esporulado é excretado nas fezes, sofrendo esporulagdo no exterior, 0 que corresponde a
esporogonia. O animal ingere o oocisto esporulado (contendo quatro esporocistos, cada um
com dois esporozoitos), tornando-se infetado, e € iniciada a migragcéo anteroposterior ao longo
do trato gastrointestinal, ocorrendo a eclosdo dos esporozoitos no intestino delgado. Da-se
entdo inicio a esquizogonia, penetrando os esporozoitos a parede intestinal, onde originam
um trofozoito com um vacuolo parasitéforo. Nesta mesma localizagao, o trofozoito alimenta-
se, sofrendo o nucleo divisbes exponenciais, originando o esquizonte, o qual por sua vez se
desenvolve e, apods rotura, origina os merozoitos. Estes poderdo originar uma nova geragao
de esquizontes, migrando, ou tornam-se gamontes com multiplos gametas flagelados
masculinos (microgametas) ou femininos (macrogametas), ocorrendo entéo a fertilizagdo que
resulta na formagao do oocisto, que apds eliminacao nas fezes para o exterior ira reiniciar o
ciclo biolégico (Duszynsky & Couch 2013; Bowman et al. 2014).

A gravidade da infecao difere consoante a carga parasitaria, a qual é limitada pela
incapacidade destes parasitas se multiplicarem ilimitadamente, e por isso pela quantidade de
oocistos ingeridos no ambiente e pela imunidade do hospedeiro. Assim, pode dizer-se que as
coccidioses sao doengas autolimitantes, cujas caracteristicas variam consoante o sistema
hospedeiro-parasita. A destruicdo extensa do epitélio intestinal, que é comum a qualquer
coccidiose, pode estar relacionada com atrofia das vilosidades e causar sindrome de ma-
absorg¢do, ou com enterite exsudativa e colite por erosdo ou até ulceragado, tomando um
quadro de anemia, desidratacdo e hipoproteinémia. Estas condi¢gdes poderdo potenciar
infecdes bacterianas secundarias que agravam o quadro, podendo inclusive tornar-se fatal. O
PPP é variavel consoante a espécie infetante, e o periodo patente € de cerca de 2 a 5

semanas (Mehlhorn 2016).
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E. perforans - O PPP ¢é de 4-6 dias. Considerada nao-patogénica a levemente
patogénica (Duszynski & Couch 2013).

E. magna (também conhecida como E. elongata) - Uma das espécies mais
patogénicas. O PPP tem a duracao de 7-9 dias (Mehlhorn 2016)

E. flavescens - Esporulacao em 38h ou menos, a 27°C. Mais prevalente em animais
com menos de 3 meses de idade. PPP e PP variam consoante nimero de parasitas e peso
do hospedeiro. Merontes e esquizontes presentes no tecido epitelial do ceco e cdélon
(Duszynski & Couch 2013). Esta é a espécie de Eimeria com maior patogenicidade que infecta
o coelho-bravo (Silva et al.2015).

E. coecicola - Altamente prevalentes em coelhos selvagens; moderadamente
patogénicas. A esporulacdo é exogena, ao 3° dia a 22°C. A esporogonia da-se no epitélio
intestinal, sendo observaveis esporozoitos no epitélio vilar do intestino delgado, e a merogonia
da-se nos tecidos linfoides do trato gastrointestinal. Esta € uma das poucas espécies do seu
género que divide o seu ciclo de vida em dois locais. O periodo pré-patente da E. coecicola é
de 8 a 9 dias e o periodo patente de 7 a 9 dias (Duszynski & Couch 2013).

E. media e E. irresidua - Nestas espécies, apenas a merogonia ocorre no epitélio,
sendo que a gamogonia, fertilizagdo e formacao de oocistos ocorre no subepitélio, no entanto
sempre na mesma regido do trato gastrointestinal. Os PPP sdo de 7-9 dias e <16 dias, € as
patogenicidades moderadas e leves, respetivamente, para E. media e E. irresidua (Duszynski
& Couch 2013).

2.1.10. Medicina preventiva

A medicina preventiva nas populagbes selvagens de coelho em Portugal inclui,
contextualizado no plano de agao do INIAV decorrente do Despacho 4757/2017, o projeto do
Grupo de Trabalho +Coelho, no qual se tem realizado a vacinagao contra a Mixomatose e o
virus da DHV e monitorizagdo destas doengas, nas populacdes de leporideos em Portugal
(INIAV 2019).

A profilaxia relativa a Mixomatose baseia-se numa vacina atenuada contendo a estirpe
SG33, a qual confere uma protecido de curta duracdo, suspeitando-se até que causa
imunossupressao em jovens coelhos (Guitton et al. 2008). O sucesso da vacinagédo é
condicionado por fatores do hospedeiro (principalmente a condigdo corporal), estando
estimada em 81% de animais com seroconversao positiva apds a vacinagcao (Cabezas et al.
2006). A transmissao passiva de anticorpos da progenitora para as crias confere imunidade,
embora igualmente curta. A imunocompeténcia dos animais é quantificada de acordo com a
seropositividade que apresentam de anticorpos contra o virus, ja que aqueles que recuperam,
o fazem através de imunidade celular. Estima-se que a vacinagdo na populacéo selvagem

confira um aumento de probabilidade de sobrevivéncia de 1.8x (Guitton et al. 2008).
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A vacinagdo contra o VDHV utiliza uma versdo recombinante da proteina estrutural
VP60 (Abrantes et al. 2012). Apds o surgimento da estirpe VDHV2, rapidamente foi
desenvolvida uma nova vacina, que tem tido eficacia em imunizar populagdes ndo endémicas,
tendo, no entanto, eficacia diminuida em populagdes que ja tenham contactado com o VDHV2
(Carvalho et al. 2017). Na populagao adulta, a vacinagao contra o VDHV nao parece ter efeito
na mortalidade, dada a exposi¢ao prévia ao virus e a seropositividade dos animais aquando
da vacinagao. (Calvete et al. 2004). A intensidade da resposta imunitaria conferida pelas
vacinas contra o VDHV e a Mixomatose sera tanto maior quanto melhor a condi¢cao corporal
do animal aquando da administracao da vacina, sendo a seroconversao apés a vacinagao de
cerca de 84% (Cabezas et al. 2006). A vacinagao na populagéo selvagem n&o é considerada
viavel, quer do ponto de vista pratico, quer do ponto de vista econémico, por esta ainda nao
ser suficientemente acessivel e conferir imunidade ndo superior a 1 ano (Abrantes et al. 2012).
Adicionalmente, o método de vacinagéo na populagido selvagem implica captura e posterior
libertagdo, a qual se cré estar associada a um aumento na mortalidade e na populagao juvenil
e subadulta nos 7 dias subsequentes a vacinacao (Calvete et al. 2004; Cabezas et al. 2006).

Tém sido estudadas outras formas mais eficazes de imunizar estas populacoes,
procurando criar vacinas bivalentes, por exemplo utilizando um virus recombinante da
Mixomatose incorporado com material genético codificante da proteina estrutural do VDHV
(Cooke 2008), bem como vacinas de via oral incorporadas em alimento (Mikschofsky et al.
2009).
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3. Estudo epidemioldgico e fisiolégico longitudinal do parasitismo

gastrointestinal numa populagao de coelho bravo no Ribatejo

3.1. Objetivos do estudo

Face ao drastico declinio da populacédo de coelho-bravo na Peninsula Ibérica, e dado
0 seu importante estatuto ecolégico, urge quantificar e qualificar a influéncia de diversos
fatores na mesma, bem como acompanhar a sua evolugdo demografica, por forma a
implementar métodos eficientes de conservacdo desta espécie. A escassez de dados
epidemiolégicos para O. c. algirus, em particular relativos ao parasitismo gastrointestinal e a
sua influéncia no hospedeiro, e a influéncia do sexo e idade na intensidade e prevaléncia do
parasitismo, representa uma lacuna na informagao necessaria a conservagao desta espécie,
que deve ser preenchida o mais rapidamente possivel.

No presente estudo os fatores estudados na populacido de coelho-bravo foram o
parasitismo gastrointestinal, a par da fisiologia, hematologia e biometrias. O objetivo deste
estudo foi monitorizar os pardmetros demograficos nesta populagao, relacionando-os com a
prevaléncia e excregdo parasitarias, bem como eventualmente quantificar a relacido da
mortalidade com os diversos parametros estudados para a populagao, entre maio de 2018 e
maio de 2019.

O local de estudo foi a Companhia das Lezirias, no Ribatejo, onde as populacdes de
coelho-bravo estdo extensamente estudadas e acompanhadas, servindo como exemplo
paradigmatico de habitat ideal, embora de momento estas atinjam apenas abundancias baixas

a médias.

3.2. Material e Métodos

3.21. Localizagao geografica

O estudo foi desenvolvido na Companhia das Lezirias, concretamente na area da Silha
do Matias (38°50'47.9"N 8°51'43.4"W), localizada na regiao do Ribatejo, em Samora Correia,
Ribatejo, Portugal (Figura 4).
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Figura 4- Mapa de Portugal continental (Google Mapas) assinalando a localizagdo do

local de estudo, a Companhia das Lezirias, SA.

A altitude média da regidao de Samora Correia é de 25m, variando entre 219m e -2m
(Direcao-Geral do Territorio c2017). De acordo com os indices climaticos, o clima desta regido
pode ser considerado como Mediterranico de verdo quente, “Csa” segundo a classificagdo
Kdppen e Geiger, sendo um clima quente e temperado com verdes secos. O periodo seco
nesta regido tem uma duragao extensa, iniciando-se em maio-junho e prolongando-se até
setembro, sendo a pluviosidade significativamente menor no verao comparativamente ao
inverno. No distrito de Santarém, a temperatura média anual é de 15,9°C, com uma
temperatura média minima de 9,6°C atingida em janeiro, e maxima de 22,7°C em agosto, e a
precipitacdo média anual é de 58,0mm atingindo um maximo de 104,1mm em média no més
de dezembro e um minimo de 6,2mm em média no més de agosto (IPMA c2019).

A vegetacao da regido estudada € composta por bosques de Quercus suber e Pinus
spp. em solo arenoso fixado por uma estrutura arbustiva de tojal e urze, composta
principalmente de arbusto espinhoso Ulex australis subespécie Welwitschianus ou Ulex
europaeus subespécie Latebracteatus, em padrao de mosaico (Figura 5). Este padrao inclui
regides intercaladas de solos arenosos em aberto, profundos e oligotréficos, com baixa
capacidade de retencdo de agua (Correia e Mexia 2011). Na Companhia das Lezirias
destacam-se, pela sua importancia ecolégica, as seguintes espécies faunisticas: Butio-
Vespeiro (Pernis apivorus), Acor (Accipiter gentilis), Aguia-de-Bonelli (Aquila fasciata),

Ogea (Falco  subbuteo), Noitib6-cinzento (Caprimulgus  europeus),  Noitibo-de-nuca-
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vermelha (Caprimulgus ruficollis), Toirao (Mustela putorius), Gato-bravo (Felis silvestris),

Rato-de-Cabrera (Microtus cabrerae) (Companhia das Lezirias [date unknown]).

' iura Eplos d egegéo e solo observados na area 7 studo (Fotografis

originais).

Na area estudada, as populagdes de coelho-bravo atingiam no passado numeros
significativamente abundantes (Figura 6). Ainda assim, face a disparidade entre regides da
Companhia no que toca a diversidade de espécies e abundancia do coelho, foram criados
corredores ecoldgicos de vegetagao para conectar areas pouco diversificadas com areas com
grande variedade de espécies, em 2007, bem como um programa para aumentar a
abundancia de coelhos nas regides onde havia escassez, em 2009. Este programa incluiu a
monitorizagdo das populagdes, a restricdo da caga e o repovoamento, criando cercados de
aclimatacao, em 2009. Presumivelmente devido a estas medidas, o impacto sentido pelo
surgimento da nova estirpe do VDHYV foi ndo s6 menor como a longo prazo minimizado, tendo

sido possivel recuperar grande parte das popula¢des (Gongalves et al. 2014).
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Figura 6 - Distribuicdo e abundancia do coelho-bravo em 2009 (Gongalves et al. 2014).
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3.2.2. Implementagao do estudo

O modelo de estudo aqui implementado foi o epidemioldgico observacional de coorte,
em modo prospetivo, indicado para averiguar a influéncia de parametros numa populagao ao
longo do tempo — facilitado pela elevada dindmica populacional e flutuagbes demograficas
espacadas no tempo, a facilidade de acesso a animais capturados vivos e o longo registo
demografico na regido estudada.

Na regidao da Silha do Matias, em abril de 2018, foram colocadas 53 armadilhas
Tomahawk™ (Figura 7), constituidas por uma caixa metalica em rede com um pedal que ativa
uma porta de fecho rapido por mola. Estas foram distribuidas por uma area de 13 hectares,

procurando localiza-las proximas de coelheiras de dimensdes consideraveis (Figura 8).

Figura 7 - Localizagdo da area de estudo e distribuigdo das 53 armadilhas (Santos e Alves
2019).

As caixas-armadilha foram ativadas com um isco de cenoura fresca cortada em
pedacos antes do por-do-sol e vistoriadas em duas rondas: a primeira pelas 22h e a segunda
cerca uma hora apds o nascer do sol, na qual eram inativadas caso se encontrassem vazias.
Este processo repetia-se diariamente em campanhas com a duragao de 4 ou 5 dias, com

intervalos de 4 semanas (até outubro de 2018) ou 6 semanas (apds outubro de 2018).
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Figura 8 - Armadilha Tomahawk™ ativada e com isco, equipada com pedal-gatilho e porta
de fecho rapido por agado de mola, situada a cerca de 2 metros de uma toca de coelho-

bravo (fotografias originais).

Sempre que era capturado um coelho-bravo durante uma ronda, a armadilha em causa
era coberta por uma manta de tecido opaco, escuro, por forma a resguardar o animal de
potenciais predadores e minimizar o estimulo stressante associado a captura. Terminada a
ronda, retornava-se a armadilha bem-sucedida, munidos de um saco de tecido preto
igualmente opaco, luvas descartaveis e luvas de campo. A armadilha era colocada na vertical
por forma a dificultar a fuga do animal, e manipulada unicamente por intermédio das luvas de
campo, para que o odor humano ndo constituisse um estimulo negativo para os coelhos
selvagens por capturar (Figura 9).

O animal capturado era entao colocado no saco e transportado ao local de colheita de

amostras.

Figura 9- Oryctolagus cuniculus algirus capturado em armadilha, a qual foi resguardada de
agressdes ambientais e predatdrias e colocada na vertical para extragdo do animal (fotografia

original).
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Todos os coelhos-bravos (Oryctolagus cuniculus algirus) encontrados nas armadilhas
foram sujeitos sequencialmente e no local de colheita a recolha de zaragatoas rectal, vaginal,
oronasal e palpebral, bem como de sangue venoso, acondicionado em tubos com EDTA e em
tubos de coagulacdo. Foram também registados o peso em grama e o comprimento total, o
comprimento da orelha e o do tarso, em milimetros; e colhidas amostras de pelo e uma bidpsia
de orelha (esta ultima apenas na primeira captura de cada individuo). Foi utilizada a técnica
de captura-marcacgao-recaptura, identificando-se todos os coelhos-bravos capturados com
chip, para posterior leitura e registo se recapturados e acompanhamento do estado dos
individuos. Em certos animais capturados nao foi possivel totalizar este protocolo, no caso
das analises hematoldgicas por colheita insuficiente de sangue por manifestacdo de stress
derivada da captura e manipulacédo, e no caso das analises coproldgicas por auséncia de
fezes no solo da armadilha. Eram registados em ficha de captura (Anexo 1) os dados
referentes ao niumero de amostras colhidas, sexo, idade, biometrias e nimero de chip de cada
animal capturado.

Entre maio de 2018 e maio de 2019 realizaram-se 121 capturas de 50 coelhos-bravos,
dois dos quais falecidos na armadilha e um encontrado morto no campo.

Foram realizados os protocolos de sedimentacao e flutuacdo em 101 amostras fecais
de 47 coelhos bravos, e de McMaster em 84 amostras fecais de 43 animais. Relativamente

as amostras sanguineas, estas totalizaram 51, originarias de 39 coelhos (Tabela 2).

Tabela 2- Proporgao de sexo e classe etaria dos individuos sujeitos a analises coprolégica e

hematolodgica.

Tipo de analise N° amostras de | N° amostras de | Total
Fémeas Machos

Coproldgica 58 adultas, 27 adultos 101 amostras
4 juvenis, 12 juvenis, 47 animais

de 31 individuos de 16 individuos

Hematologica 31 adultas, 12 adultos, 51 amostras
3 juvenis, 5 juvenis, 41 animais
de 26 individuos de 15 individuos

3.2.3. Determinacao da idade
A data de nascimento dos coelhos que pesavam menos de 900g foi estimada
utilizando a curva de crescimento estimada por Ferreira e Ferreira (2014) para a subespécie

O. c. algirus. Coelhos juvenis foram também identificados utilizando o método descrito por
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Watson e Tyndale-Biscoe (1953), procurando distinguir no tarso a descontinuidade

caracteristica de coelhos juvenis.

3.2.4. Andlise de amostras fecais

Todas as fezes encontradas no solo da armadilha que tenha tido sucesso em capturar
um coelho foram contadas e colocadas em sacos plasticos herméticos, os quais foram
posteriormente refrigerados.

Uma vez no LPDP da FMV-ULisboa, os sacos contendo amostras foram pesados
(admitindo um erro de 0,059, e subtraindo-se o peso estimado do saco) e homogeneizados
com recurso a varetas de vidro. Caso a amostra fosse superior a 2g, era entdo realizado na
integra o protocolo de analise quantitativa e qualitativa, incluindo os métodos de flutuagao,
sedimentacdo e McMaster. Primeiramente, eram diluidos 2g de fezes, previamente
homogeneizadas, em 28ml de solugcédo saturada de glucose num recipiente de plastico. O
conteudo desse recipiente, apés homogeneizacao, era filtrado para um segundo recipiente,
igualmente de plastico, procurando verter a totalidade do liquido e sedimento. O filtrado era
entdo vertido para o interior da camara McMaster, para analise microscopica, a qual € de
caracter quantitativo (Henriksen & Aagaard 1976). O restante liquido era colocado num tubo
de ensaio, procurando completar o volume do mesmo até cobrir o topo, por forma a criar uma
superficie de tensdo. Nesta superficie era aposta uma lamela 20mm x 20mm, em contacto
direto com o liquido (Figura 10). Apés um periodo minimo de 10 minutos, a lamela era
cuidadosamente retirada e montada numa lamina 80mm x 20mm, para posterior observacao
ao microscopio 6tico. Esta 1amina corresponde ao método de flutuagdo baseado em Willis
(1921), tendo, no entanto, sido utilizada solugéo de glucose saturada (Thienpoint et al. 1979),
e permitiu realizar uma analise qualitativa dos ovos e oocistos presentes nas fezes. Por ultimo,
0 sobrenadante do tubo de ensaio era descartado, pipetando-se duas gotas do sedimento
para uma lamina, como dita o método de sedimentacdo simples de Hoffman-Pons-Janer
(Hoffman et al. (1934), de Santana et al. 2015), a qual era corada com recurso a duas gotas
de azul de metileno, devidamente homogeneizadas com o sedimento. Estava assim concluida

a técnica de sedimentacao e pronta para analise microscopica qualitativa.
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Figura 10 - Estagao de trabalho de analise coprolégica no LPDP da FMV-ULisboa (original).
Legenda: A esquerda, varios tubos de ensaio contendo solugdo homogeneizada de fezes com solugdo saturada

de glucose, com lamelas apostas no topo, em contacto com o liquido. A direita, ziplocs com as amostras de fezes.

A identificacdo dos ovos encontrados nas fezes foi feita com base nas descri¢des em
Thienpont et al. (1979).

3.2.5. Analise Hematolégica

A colheita de sangue era efetuada por pungao, com recurso a seringa de 3ml e agulha
25G, a partir da veia safena ou da veia cefalica. Eram colhidos aproximadamente 0,25 ml de
sangue para um tubo EDTA, e 1-3 ml para tubos de coagulagao.
O tubo EDTA era o utilizado nos procedimentos para o calculo do hematécrito e da
concentragcdo de hemoglobina, bem como nas contagens celulares absolutas e relativas.
Para realizagdo do microhematdcrito, o tubo com EDTA era inicialmente agitado suavemente
por forma a homogeneizar o sangue no interior. A amostra era colocada no interior de dois
tubos de hematdcrito, sempre que a dimenséo da amostra o permitisse. Para evitar a saida
de sangue aquando da centrifugacdo que se seguia, estes tubos eram vedados com
plasticina. Eram atribuidas etiquetas a cada tubo, correspondentes ao niumero de captura
constante na ficha de captura do animal.

Procedia-se entdo a centrifugagdo a 1500 g durante 10 minutos, estando os tubos de
microhematécrito no interior de tubos da centrifugadora, protegidos no fundo com algodao.

Terminada a centrifugagdo, eram medidos, com recurso a um paquimetro (ou
craveira), o comprimento total do conteudo de cada tubo de microhematécrito, bem como o
comprimento correspondente a porcdo celular do sangue, procurando excluir a porcao
plaquetaria (geralmente uma fina camada de cor esbranquigada entre a porgédo celular,

vermelha, e o soro, transparente), aproveitando para observar a cor do restante,
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correspondente ao soro (registando as medigbes e, se aplicavel, as alteragdes observadas).
O valor medido para a parcela celular era dividido pelo total do conteido do tubo, obtendo-se
um valor percentual correspondente ao valor do hematdcrito (Von 1975).

A contagem absoluta de eritrécitos e leucécitos era feita com recurso a mesma
amostra, previamente agitada. Num tubo de Eppendorf eram colocados 20 pl de sangue e
480 pl de solugao de Natt e Herrick, homogeneizando suavemente a mistura, que era entao
repousada por 15 minutos. Da solucao resultante, eram retirados 20 ul, para serem diluidos e
homogeneizados em 140 pl de solugéo de Natt e Herrick num outro tubo, por forma a obter
uma propor¢ao final de 1:200. O hemocitometro (Neubauer chamber, Knittel Glaser,
Braunschweig, Germany) era entdo preenchido com a solugéo, deixando repousar por 2
minutos (Melillo 2013).

A camara de Neubauer contém duas divisorias iguais a representada na figura 11.
Para cada compartimento, eram contadas todas as células nucleadas nos quatro quadrados
representados por “W”, obtendo-se a contagem de leucécitos observaveis na ampliagdo de
400 x. Os numeros finais de leucécitos por cada compartimento eram adicionados e depois
divididos por 4, obtendo-se um valor absoluto de leucocitos x10® /ml ou x10° /L. Para
contagem de eritrocitos, eram contabilizados todos os glébulos vermelhos nos 5 quadrados
designados “R”, recorrendo a ampliagdo 400x e d6leo de imersdo, igualmente para cada
compartimento. As contagens obtidas eram também adicionadas e posteriormente divididas

por 200, obtendo-se um valor absoluto de eritrocitos x 10° /ml ou x 102 /L (Absher 1973).

Figura 11 - llustragao dos diferentes campos da camara de Neubauer, designados por
“W” de White Blood Cells (leucécitos), e “R” de Red Blood Cells (eritrécitos) (adaptado de
Absher 1973).

A contagem diferencial para obtengao da formula leucocitaria era entao levada a cabo,
aproveitando o conteudo do tubo de microhematdcrito, partindo este tubo para colocar uma
gota de sangue numa lamina. Enquanto a gota estava fresca, utilizava-se uma lamela para
realizar o esfregaco da gota na lamina, espalhando-a uniformemente com suavidade para
evitar lise celular. A fixagao era feita por secagem ao ar e aplicacédo de metanol, repousando

1 minuto, sendo entado a lamina corada com Giemsa, igualmente por 1 minuto. Depois de
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etiquetada com o numero de captura, era finalmente observada ao microscépio 6tico em
ampliagdo 1000x com 6leo de imersao (Barcia 2007; Melillo 2007; Marshall 2008).

Contavam-se 200 células leucocitarias no total, registando de entre estas os diversos
tipos de células e respetivas quantidades. A distingao entre as diferentes células era feita
utilizando as descrigbes constantes em Marshall (2008). Para cada tipo de célula (neutrdfilo,
basdfilo, eosindfilo, linfécito e mondcito) o total era dividido por 2, por forma a obter um valor
percentual.

Estes procedimentos laboratoriais eram realizados no alojamento da Pequena
Companhia, sito na Companhia das Lezirias, S.A., ou no LPDP da FMV-ULisboa.

Para obter a concentragdo de hemoglobina para cada amostra, colocaram-se 20 ul de
sangue, retirados do tubo de EDTA, num tubo de eppendorf, ao qual eram adicionados 980
Ml de uma solugdo com Hidroxido de Sédio (NaHO) 0,1 M e 2,5% de Triton™ X-100 (agente
hemolitico). 200 ul da solugao resultante eram diluidos novamente em 600 ul da solucao de
NaOH 0,1M com 2,5% de Triton™ X-100, sendo a solugéo final etiquetada e congelada para
conservacao e posterior continuagao do protocolo.

Para terminar o procedimento, a solugdo era descongelada, e calibrado o
espectrofotometro com o branco, neste caso a solu¢do de NaOH 0,1M e Triton™ X-100 2,5%.
Finalmente era lida a absorvancia no espectrofotometro a 580nm, correspondendo o valor
final de concentragdo de Hemoglobina (g/L) a multiplicacdo do valor de absorvancia por 34,96
(Zander et al. 1984).

Todas as medigdes, calculos e resultados eram registados na ficha de resultados

laboratoriais (Anexo 2).

3.2.6. Avaliacao do trato gastrointestinal de cadaveres

Ao longo do periodo de estudo, foram encontrados trés cadaveres de coelho-bravo,
dois no interior de armadilhas, tendo falecido por predagao, e um terceiro no terreno. Os trés
cadaveres foram submetidos a ensaios virolégicos de PCR em tempo-real (RT-PCR) para
detecdo de VDHV e de VDHV2, bem como exame bacterioldgico para detecdo de bactérias
patogénicas em anaerobiose. Estas analises foram realizadas nos Laboratérios de Virologia,
Bacteriologia e Micologia do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, |. P.
(INIAV) e os respetivos relatérios encontram-se no Anexo 3.

Os tratos gastrointestinais dos trés cadaveres foram recolhidos e conservados a 4-
5°C, sendo posteriormente analisados no LPDP da FMV-ULisboa. O procedimento iniciou-se
para cada animal com o isolamento do estdbmago, do intestino delgado e do intestino grosso,
delimitados a jusante pelos esfincteres duodenal e cecal, respetivamente, e colocados em
trés tabuleiros separados.

Cada porgao era entdo seccionada longitudinalmente, isto &, pelo eixo maior do

estdmago e ao comprimento do intestino, procurando observar sinais patolégicos na mucosa
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gastrointestinal, como hemorragia, alteragdes de coloragado, tumefagdo ou nodulos. O
conteudo foi observado para alteragbes de consisténcia, esperando encontrar-se cecotrofos
e fezes no intestino grosso, bem como conteudo estomacal alimentar ou digerido (Feldman &
Seely 1988).

Apos esta avaliagao, cada tabuleiro foi preenchido com cerca de 1cm de altura de
agua, por forma a cobrir o conteudo do mesmo, e feita a lavagem do trato gastrointestinal
manualmente, para posterior observacdo num tabuleiro separado.

Nesse segundo tabuleiro, a mucosa (gastrointestinal era avaliada
pormenorizadamente, procurando parasitas alojados na mesma. Apés um intervalo de cerca
de 10 minutos, ao verificar que os detritos das fezes no primeiro tabuleiro tinham assentado,
era avaliado com recurso a pinga e estilete o conteudo flutuante e sedimentado. Quaisquer
objetos cuja dimensao, forma e cor fossem compativeis com as de um helminte parasita
gastrointestinal adulto foram colocados num frasco de 60ml de volume contendo cerca de
30ml em alcool a 70%. Apds esta primeira aferigcdo, o sobrenadante de dgua era descartado,
conservando apenas o conteudo sedimentado. Este era entdo novamente avaliado em
profundidade, mais uma vez conservando no frasco com alcool quaisquer objetos que
aparentassem macroscopicamente ser parasitas gastrointestinais. Este processo foi repetido
até que a analise a todo o conteudo estivesse completa e todos os potenciais parasitas
gastrointestinais fossem encontrados e conservados em alcool a 70% (Szkucik et al. 2014).
Todos os objetos recolhidos foram observados a lupa, descartando-se os que nao
correspondessem a helmintes parasitas gastrointestinais, e identificando a espécie ou género
dos que correspondessem, com recurso a descrigoes e registos fotograficos em Bautista et
al. (1999).

3.2.7. Andlise estatistica e software

Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados com recurso ao software
OfficeExcel para calculo de médias e intervalos de confianga em dados quantitativos, e ao
website de computagao estatistica vassarstats.com em dados de frequéncia ou proporgéo.
Para relacionar a taxa de excre¢ao parasitaria com a condicdo corporal, esta ultima foi
calculada dividindo o peso pelo comprimento do tarso dos individuos, considerando-se ideal
(2,5 a 3,5 numa escala de 1-5) quando esta entre 16 e 23 (Sweet et al. 2013).

Para comparar a frequéncia de infecao (prevaléncia) entre machos e fémeas, juvenis
e adultos e entre grupos e meses, foi realizado o teste de chi-quadrado de Pearson em tabela
de contingéncia 2x2, quando todos os valores de frequéncia expectavel foram >5. Caso
contrario, era realizado o teste de probabilidade exata de Fisher, cujo principio e execugao
sdo igualmente aplicaveis. O teste de chi-quadrado resulta num valor de X2, chi-quadrado, o

qual sera enquadrado no grafico de distribuicdo da significancia para o nimero de graus de
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liberdade das proporgbes analisadas. O grau de liberdade para uma tabela de contingéncia
2x2 sera o0 a soma das subtragdes do numero de colunas por 1 (c-1) e do numero de linhas
por 1 (I -1), que neste caso é 1. Nesse grafico, o valor de chi-quadrado é convertido para um
valor de probabilidade p, o qual sera significativo se menor que 0,05, podendo afirmar-se
nesse caso, com 95% de confianga, que a variagdo nas proporgdes nao seria igual caso as
amostras fossem aleatérias.

Para os parametros quantificaveis, os hematolégicos e a excregao parasitaria, fez-se
a comparacao entre faixas etarias, sexo e meses com recurso ao teste ANOVA (Analysis of
Variance) unilateral, utilizando-se o teste de Tukey na analise entre cada dois conjuntos de
amostras, caso se revelasse variabilidade significativa entre todos os conjuntos. Estes testes
resultam num valor de F, convertido da mesma forma para um valor de probabilidade de p
através da distribuicdo da significAncia para os graus de liberdade dos conjuntos (calculados
somando as subtragdes do numero de amostras em cada coluna por 1). O valor de p sera
significativo se menor que 0,05, podendo afirmar-se com 95% de confianga que a variacéo
observada entre os conjuntos de dados nao se da ao acaso.

Todos os testes estatisticos de significancia foram realizados por computagdo dos

dados no website Vassarstats.com.

3.3. Resultados e Discussao

No total foram capturados cinquenta coelhos-bravos, dos quais 32 eram fémeas e 18
machos. As fémeas correspondem a 75 do total de capturas, enquanto os machos
correspondem as restantes 46, significando isto que ambos os sexos foram recapturados um
semelhante nimero médio de vezes (as fémeas 2,34 vezes, os machos 2,56 vezes). A ligeira
diferenca pode dever-se ao ja citado facto de os machos rotineiramente atribuirem mais 30%
do seu tempo a atividades no exterior da coelheira e terem um raio de atividade maior
comparativamente as fémeas (Soriguer y Palacios 1994, Devillard et al. 2008). A
aparentemente paradoxal desproporcdo no numero de individuos capturados de cada sexo
pode ser explicada pela estrutura social das coelheiras, a qual consiste em cerca de quatro
fémeas e apenas um ou dois machos, sendo um dominante (Bautista et al. 2008).

Ao estimar a data de nascimento de 20 dos juvenis capturados, observou-se um pico
nos nascimentos na segunda quinzena de abril e na primeira quinzena de maio (Grafico 1).
Coelhos nascidos no inicio da época reprodutiva teriam, a data das analises, pesos superiores
a 800g, pelo que estara subestimado o nimero de nascimentos anteriores a janeiro. Entre
setembro de 2018 e maio de 2019 foi capturado apenas um coelho juvenil, que se estima ter
nascido na segunda quinzena de fevereiro, pelo que para o outono de 2018 foi igualmente
impossivel estimar a taxa de nascimentos. O periodo de gestagdo desta espécie € de cerca
de 34 dias, pelo que pode estimar-se que a época reprodutiva teve inicio em dezembro ou
anteriormente. A época estimada esta enquadrada no esperado em Portugal, entre novembro
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e junho, com um pico em margo ou abril (Gongalves et al. 2002). Os resultados obtidos estao
de acordo com estudos que mencionam a influéncia da precipitacdo e disponibilidade de
alimento na reproducéao (Soriguer & Palacios 1994), que possivelmente tera atrasado o pico
reprodutivo cerca de um més por escassez de precipitagdo principalmente em setembro e
outubro de 2017 (Gréafico 2).

Grafico 1- Quinzena de nascimento dos coelhos juvenis capturados entre maio de 2018 e maio
de 2019.
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Grafico 2 - Precipitagdo (mm) em setembro (A) e outubro (B) de 2017 (IPMA c2019).
Observar a auséncia total de precipitagdo no més de setembro, e a escassez relativa a média na zona (linha
descontinua horizontal superior) em outubro.
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Anadlises coproldgicas

Foram analisadas 101 amostras coproldgicas no total, realizando-se no seu conjunto
202 analises qualitativas (flutuacao e sedimentacgao) e 85 analises quantitativas (McMaster)

Foi obtida uma prevaléncia parasitaria global de 70,3% (ICq5 60,8-78,3%), dividindo-se
entre nematodes (oxiurideos, estrongilideos gastrointestinais e Trichuris leporis), cestodes
(anoplocefalideos) e protozoarios (coccidias).

A prevaléncia global atingiu 0s 92,9% (ICg5 68,5-98,7%) em maio de 2018 € 100% em
setembro e outubro (ambos com 1Cg5 43,9-100%) € um valor minimo de 57,7% (1Cg539-74,5%)

em agosto (Grafico 3). O teste de probabilidade exata de Fisher revelou que a diferenca entre
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0s meses € estatisticamente negligenciavel, tendo consistentemente obtido valores de
P>0,05. E, no entanto, discutivel a significancia das prevaléncias obtidas em setembro e
outubro, dado terem sido capturados trés coelhos-bravos em cada um destes dois meses, e
nenhum em novembro e dezembro (por oposicdo a 26 coelhos-ibéricos capturados em
agosto) sendo assim o intervalo de confianga igualmente mais amplo (43,9-100% em
setembro e outubro, 39-74,5% para o més de agosto). No ano de 2019 foram igualmente
escassas as amostras, tendo sido capturados apenas 3 coelhos entre janeiro e maio de 2019.
Nao serao, por isso, analisados estatisticamente os dados relativos a estes meses de forma
longitudinal, mas sé-lo-ao no contexto global.

Os restantes resultados estdo em concorddncia com a evolugao esperada do
parasitismo em climas mediterranicos, nos quais a diversidade e quantidade de agentes de
doenga parasitaria gastrointestinal sdo maximas nos meses mais humidos, neste caso, maio
(Silva et al. 2015).

Grafico 3- Evolugao da Prevaléncia Global (%) e IC95 de parasitas gastrointestinais entre maio
e outubro de 2018
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Nas analises coproldgicas foram observados oocistos de coccidias (Figura 12 - A),
atribuidos aos parasitas do género Eimeria, por ser este o0 Unico género destes protozoarios
conhecidos no coelho-europeu (Duszynski & Couch 2013). Na Peninsula Ibérica, sao
conhecidas até a data as ja referidas E. irresidua, E. flavescens, E. media, E. magna, E.
perforans e E. coecicola (Silva et al. 2015), ndo tendo sido realizada neste estudo a distin¢cao
entre estas espécies. Foram também detetados ovos de nematodes oxiurideos (Figura 12 —
E), presumivelmente pertencentes a espécie Passalurus ambiguus, dado ser este o principal
agente de oxiurose no coelho-europeu, podendo, no entanto, pertencer ao menos prevalente
Dermatoxys hispaniensis. Os ovos (e por vezes as respetivas larvas) de estrongilideos
gastrointestinais detetados (Figura 12 - A, B e C) pertencerdo provavelmente as espécies
Nematodiroides zembrae, Trichostrongylus retortaeformis e Graphidium strigosum, por serem

as mais prevalentes deste grupo, nao tendo sido feita a distingdo entre as trés. Os ovos de
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cestodes anoplocefalideos observados (Figura 12 — D) sao resultantes possivelmente de
infecéo por Cittotaenia ctenoides (também designado por Mosgovoyia ctenoides) ou a menos
prevalente Cittotaenia denticulata. Foi por ultimo detetado um unico caso de Trichuris leporis,

considerado raro na literatura (Eira et al. 2007, Blasco et al. 1996).

Figura 12- Ovos e larvas de parasitas ao microscoépio 6tico, detetados em analise coprolégica
(originais).

A- Ovo de estrongilideo (seta preta) e oocistos de coccidias (setas descontinuas). Ampliagdo 400x em camara de
McMaster. B - Ovo de estrongilideo gastrointestinal contendo estéadio larvar. Amplificacdo de 400x. C - Estadio
larvar eclodido, de estrongilideo (seta preta). Ampliagcdo 100x. D- Ovo de anoplocefalideo. Amplificagdo de 400x.

E- Ovo de oxiurideo. Amplificagdo de 400x.

Os grupos com maior prevaléncia foram as Coccidias por Eimeria sp. (47,5 %, 1Cgs
38,1-57,2%), cestodes u (32,7%, ICos 24,3-42,3%) e nematodes Strongylidae ou
estrongilideos gastrointestinais (31,0%, 1Cos 22,8-40,6%) (Tabela 3). Este resultado era
expectavel num clima mediterranico, como descrito por Blasco et al. (1996) para esta

subespécie de coelho, tendo Eira et al. (2007) inclusive atribuido até 99,7% de todos os
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helmintes na sua populagdo a estrongilideos gastrointestinais e ao cestode Mosgovoyia
ctenoides. Ainda assim, o mesmo estudo obteve prevaléncias consideravelmente mais
elevadas para estrongilideos (para cada espécie de estrongilideo, superiores a 50%) e para
oxiurideos (71% para Passalurus ambiguus), podendo os resultados do presente estudo ser
explicados pela reduzida pluviosidade nos meses de amostragem.

A intensidade de excrecdo média foi de 7.256 oocistos por grama (maximo 107.250
OoPG), 427 ovos por grama (maximo 2.650 OPG) e 160 ovos por grama (maximo 900 OPG),
para Eimeria sp., cestodes Anoplocephalidae e nematodes Strongylidae, respetivamente
(Tabela 3). As excrecdes fecais de oocistos e ovos foram em média mais altas no grupo das
coccidias (7256 + 6243,2 OoPG) e minimas no grupo dos oxiurideos (94 + 41,5 OPG) e para
o parasita Trichuris leporis (50 OPG, embora este tenha sido um caso isolado no més de
maio). Estes valores estdo de acordo com o descrito para estrongilideos em Hobbs et al.
(1999) e em Molina et al. (1999), estando consideravelmente mais elevados do que estudos
anteriores para os anoplocefalideos (Hobbs et al. 1999; Eira et al. 2007) e para as coccidias
(Silva et al. 2015). Quanto aos oxiurideos, é discutivel a diferenga observada, dado que as
duas espécies deste grupo taxondmico anteriormente observadas em Portugal, Passalurus
ambiguus e Dermatoxys hispaniensis, apresentam intensidades de excre¢cdo extremamente
diferentes — a primeira cerca de 1500-2000 OPG, e a segunda cerca de 15-40 OPG (Molina
et al. 1999; Eira et al. 2007). Assim, e dado que nao foi realizada a distingdo entre as duas no
presente estudo, é possivel que a intensidade de excrecdo observada para este grupo se

deva a infecbes de ambos estes parasitas.

Tabela 3- Prevaléncia relativa e total e intervalo de confianga de 95% e
intensidade de parasitismo e desvio-padrao obtidos na analise de 101 amostras

colhidas entre maio de 2018 e maio de 2019.

Grupo Parasita Prevaléncia Intensidade
taxonémico (%) (ICags) (OPG/OoPG) = DP
Nematodes Strongylidae ou

estrongilideos 31,0 (22,8 — 40,6) 160 £ 218,9

gastrointestinais

Oxyuridae 248 (17,4-34,0) |95+63,5

Trichuris sp. 1,0 (0,2 -5,4) 50 (dnico)
Cestodes Anoplocephalidae 32,7 (24,3 - 42,3) 427 £ 634,0
Protozoarios Eimeria spp. 47,5 (38,1 —57,2) | 7256 £ 1909.6
Total 70,3 (60,8 — 78,3) | 3387 + 13226,5

Entre janeiro e maio de 2019, foram capturados no total 3 coelhos-bravos, um em

janeiro, um em margo, € o ultimo em maio. Estes trés animais foram positivos nas analises
39



coprologicas para presenga de parasitas gastrointestinais. Nas fezes do primeiro e segundo
animais foram encontrados estrongilideos gastrointestinais e coccidias, tendo o primeiro
apresentado uma excrecao de 50 OPG de estrongilideos gastrointestinais. O terceiro coelho-
bravo apresentou oocistos de Eimeria sp. nas fezes, numa excrecao de 250 OoPG. Por ter
diminuido desta forma drastica o niumero de capturas apés agosto de 2018, e em particular
por terem sido capturados apenas os referidos 3 coelhos-bravos entre novembro de 2018 e
maio de 2019, nao foi possivel estabelecer uma relagao fidedigna entre os parametros
estudados e a mortalidade da populacdo no periodo proposto. A data ndo foi averiguada ao
certo a razao para este declinio, no entanto foram testadas as seguintes hipéteses:

O intervalo entre campanhas poderia ser demasiado curto para permitir que a
populagdo ganhasse novamente ingenuidade (naiveté) para ndo ver ameacga nas armadilhas,
portanto aumentou-se o intervalo em duas semanas, no entanto o numero de capturas
manteve-se;

A abundancia de alimento fresco no inverno podia ter tornado a cenoura fresca um
isco menos apetecivel, pelo que foram testados outros iscos, como figo seco, manteiga de
amendoim e urina de coelho-europeu, nao tendo sido observada preferéncia por estes iscos
e abandonada a hipotese.

A populagédo podera ter sofrido um declinio na sua abundancia, pelas ja referidas
doencas infetocontagiosas, sendo, no entanto, impossivel de o comprovar de forma fidedigna.

Coloca-se entdo novamente a hipétese de a populagao ter aprendido a percecionar
uma ameaga nas armadilhas, propondo-se aumentar o intervalo entre campanhas para dois
meses e diminuir a duracdo de cada campanha para duas noites de armadilhagem.

No decorrer do estudo, as prevaléncias dos varios grupos de parasitas sofreram
flutuagdes, tendo o grupo das coccidias e o grupo dos estrongilideos atingido um minimo no
més de agosto (15,4% 1Ces56,2-33,5%, para ambos) e o grupo dos anoplocefalideos e o dos
oxiurideos atingido a maxima prevaléncia nesse mesmo més (42,3 ICg5 25,6 - 61,1 e 34,6%
ICos 19,4 — 53,8%, respetivamente) (Grafico 4). A variagao nestas proporg¢des revelou-se nao
significativa (teste de Fisher p>0,05 para todos os meses, todos os grupos taxonémicos).

Sabe-se que tanto as coccidias como os estrongilideos gastrointestinais atingem
maiores prevaléncias em climas humidos, no caso das coccidias por apenas ser possivel
terminar o ciclo de vida nas espécies cuja esporulagédo seja rapida (Silva et al. 2015), e no
caso dos estrongilideos gastrointestinais por entrarem em hipobiose quando se encontram
sob stress ambiental (Anderson 2000). Era entdo expectavel que em agosto, 0 més mais seco
do ano nesta regiao, sofressem este declinio em prevaléncia. Assim, é possivel que caso a
amostra tivesse sido maior, se observariam diferencas significativas.

O pico na prevaléncia de oxiurideos observado no més de agosto, apesar de ser
provavelmente devido ao acaso (segundo o teste de probabilidade exata de Fisher, esta

probabilidade foi >0,1 para as diferengas observadas entre cada par de meses), pode ser
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explicado por o periodo pré-patente de 2 meses caracteristico do parasita mais prevalente
deste grupo, Passalurus ambiguus, coincidir com o més de junho, no qual ocorreu, no ano de
2018, um aumento da precipitacao nesta regido (Grafico 5- C). A mesma explicagao surge
para a diminuigao ligeira observada de junho para julho, ao observar o pico de precipitacédo
no més de abril de 2018, e a subita diminuicado em maio (Grafico 5- A e B).

Uma possivel explicacao sera que a sobrevivéncia destes parasitas é favorecida por
aumentos na humidade, no entanto nao é significativamente afetada pela diminuicdo da
mesma, dada a resisténcia dos ovos a dessecacdo. Adicionalmente, o método de transmissao
destes parasitas favorece uma prevaléncia estavel ao longo do ano, sendo que depositam
ovos no reto do hospedeiro, expelidos depois nas fezes onde completam o seu
desenvolvimento até a fase infetante, sendo estas fezes ingeridas pelo mesmo individuo, o
qual se mantém infetado (Anderson 2000).

Quanto a prevaléncia dos anoplocefalideos, esta esta associada a presenca de
hospedeiros intermediarios na vegetacdo, neste caso, os acaros oribatideos, que séao
ingeridos aquando do consumo de erva fresca (Bowman et al. 2014). Assim, seria expectavel
a diminuicdo da prevaléncia desta infecdo com a diminuicdo de disponibilidade de alimento
fresco e de condicbes para a sobrevivéncia destes insetos, como seria 0 caso nos meses
mais secos do ano, o que, no entanto, ndo parece ter sido ainda observado, na bibliografia
consultada (Hobbs et al. 1999, Molina et al. 1999, Bowman et al. 2014)

Grafico 4- Variagao da prevaléncia parasitaria gastrointestinal para cada grupo, entre maio e
outubro de 2018.
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As linhas a cheio representam a prevaléncia de cada grupo, correspondendo as linhas descontinuas a prevaléncia
média para os mesmos grupos obtida para todo o periodo de estudo. E observavel uma evolugédo dispar das

prevaléncias dos diferentes grupos parasitarios em setembro e outubro.
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Grafico 5 - Valores de precipitagao diaria (colunas), acumulada (trago continuo) e normal mensal
(trago descontinuo), em abril (A), maio (B) e junho (C) de 2018 (IPMA c2019).
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Foram detetadas prevaléncias globais mais elevadas em fémeas e em adultos (75,8%,
ICos 65,9-84,8% em fémeas versus 61,5%, 1Cgs 45,9-75,1% em machos e 72,9%, 1Cy5 62,7-
81,2% em adultos versus 56,3%, ICgs 33,2-76,9 em juvenis) tendo o teste de chi-quadrado
com correcao de Yates para a diferenca entre sexos e o teste de probabilidade exata de Fisher
para a diferencga entre classes etarias revelado que esta relagéo nao é significativa (p=0,19 e
p=0,18, respetivamente) (Graficos 6 e 7).

A prevaléncia foi ligeiramente mais elevada em juvenis apenas nas coccidias (50%,
ICos 28-72% para juvenis, 48,2%, 1Cgs 37,9-58,7% para adultos) (Grafico 6), tendo, no entanto,
o teste de chi-quadrado revelado uma muito provavel independéncia entre a classe etaria e a
prevaléncia de coccidias (com correcao de Yates p=0,89). Era esperada uma variagao
significativa para este parasita, tendo estudos anteriores referido prevaléncias mais elevadas
em juvenis e recém-nascidos até aos 4 meses de idade (Hobbs et al. 1999, Duszynski and
Couch 2013), sendo a nao significAncia neste estudo devida provavelmente a reduzida
amostragem de juvenis.

A prevaléncia mais elevada de helmintes gastrointestinais em adultos foi ja antes
documentada, com diferengas particularmente notaveis nos parasitas anoplocefalideos e
oxiurideos (Molina et al. 1999), tal como foi verificado no presente estudo. O teste de chi-
quadrado de Pearson revelou que esta diferenga no presente estudo nao é significativa em

estrongilideos gastrointestinais (p=0,29), podendo isto dever-se a reduzida amostragem
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relativa de juvenis e a prevaléncia reduzida de estrongilideos na populagéo geral. Quanto a
prevaléncia de anoplocefalideos e de oxiurideos, a prevaléncia observada &
significativamente mais elevada em adultos (teste de chi-quadrado de Pearson p=0,01 e teste
de probabilidade exata de Fisher p=0,03, respetivamente). Estes resultados podem ser
comparados com o estudo de Molina et al. (1999), o unico consultado que estudou a variagao
da prevaléncia entre classes etarias para varias espécies de helmintes gastrointestinais, o
qual detetou concordantemente prevaléncias mais altas em adultos no grupo dos
anoplocefalideos, mas o contrario nos oxiurideos. Segundo referem Hobbs et al. (1999),
relativamente a intensidade de excrecado de parasitas oxiurideos, esta foi mais elevada em
adultos, sendo que a infegédo por coprofagia pode agravar a infecdo ao longo da vida. Assim,
uma amostra mais elevada poderia revelar uma tendéncia inversa ou confirmar a tendéncia

aqui constatada.

Grafico 6- Prevaléncia (%) dos principais grupos parasitarios em adultos e juvenis, comparada
com a prevaléncia sem distingao de faixa etaria (Populagao) e sem distingdao de grupo parasitario
(Global).
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A prevaléncia global foi ligeiramente mais elevada em fémeas, particularmente no
grupo dos oxiurideos (30,7%, 1Ces 20,6-43,0% versus 15,4%, 1Ces 7,2-29,7%) (Grafico 7),
sendo esta diferenca significativa, ja que o teste de probabilidade exata de Fisher revelou uma
probabilidade p=0,04. Relativamente a este resultado, ha estudos anteriores discordantes,
que observaram prevaléncias independentes do sexo para parasitas oxiurideos (Hobbs et al.
1999 e Eira et al. 2007), e um estudo concordante, que observou prevaléncias mais elevadas
em fémeas (Blasco et al. 1996).

Para cada grupo taxondémico, as diferengas observadas a nivel da prevaléncia entre
machos e fémeas foram nao significativas, (para anoplocefalideos, p=0,92, coccidias p=0,55,

Strongylidae p=0,27, em testes chi-quadrado), sendo isto esperado a nivel das coccideas, ja
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que estudos anteriores mencionam prevaléncias semelhantes entre sexos (Hobbs et al. 1999;
Duszinski & Couch 2013).

Considerando os estudos feitos até a data, tem-se detetado maior suscetibilidade para
anoplocefalideos e para alguns estrongilideos gastrointestinais em fémeas, no entanto
prevaléncias geralmente menores para a maioria dos estrongilideos em fémeas (Eira et al.
2007, Molina et al. 1999). Eira et al. (2007) também observaram prevaléncias globais
ligeiramente menores em fémeas para os varios helmintes gastrointestinais detetados, tendo
esta discordancia a ver com o resultado obtido neste estudo possivelmente devida ao facto
de a amostra ter sido anual, contrariamente a mensal, ja que é sabido que a prevaléncia das
doengas parasitarias gastrointestinais sofre alteragdes consoante a estacdo e estado
reprodutivo, estando, por exemplo, as hormonas reprodutivas das fémeas associadas a uma
maior suscetibilidade a parasitoses gastrointestinais (Hobbs et al. 1999, Molina et al. 1999).
Anteriormente, Blasco et al. (1996) detetaram prevaléncias de helmintes gastrointestinais
maiores em fémeas comparativamente aos machos estudados, tendo este estudo incluido
meses dentro e fora da época reprodutiva. Neste mesmo estudo, também é referido que esta
diferenca foi observada durante a época reprodutiva, enquanto que fora desta época é
observado o contrario. Assim, a ocorréncia de prevaléncias ndo significativamente variaveis
entre sexos na populacao presentemente estudada podera dever-se ao facto de o periodo de

a amostragem ter sido sobretudo no final da época reprodutiva.

Grafico 7- Prevaléncia (%) dos principais grupos parasitarios em machos e fémeas,

comparada com a prevaléncia sem distingao de sexo (Populacédo) e sem distingdo de grupo
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Foi impossivel comparar com significancia, dentro de cada grupo de helmintes, a

intensidade de excrecao entre animais adultos e animais juvenis, dada a escassez de dados
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quantitativos principalmente para esta ultima faixa etaria. Assim, para analise estatistica,
examinou-se apenas o0 seu conjunto.

Dada a clara influéncia dos dados relativos as coccidias nas médias globais de
excrecao, por serem excretadas quantidades elevadas de oocistos, procurou-se separa-los
dos restantes, por forma a fazer uma comparagao mais exata entre faixas etarias e sexos.
Assim, foi possivel observar uma maior intensidade de excrec¢éo de oocistos de coccidias em
machos (12158,3 + DP 12227 OoPG versus 4393,5 + 3373 em fémeas), no entanto nao
significativa (p=0,84 em teste de ANOVA), sendo esta igualmente mais elevada em coelhos
juvenis (21641,7 £ DP 33870 OoPG), a qual, embora tenha sido cerca de 5 vezes superior a
obtida para adultos (4037,9 £ DP 3207,9 OoPG), nao foi estatisticamente significativa (p=0,79
em teste de ANOVA).

Foi impossivel a comparacao de excre¢des de ovos de helmintes entre faixas etarias,
dada ainexisténcia de dados quantitativos para juvenis para este grupo. Foi possivel observar
uma taxa de excrecdo de ovos de helmintes mais elevada em fémeas (272,6+ DP 442,4
comparativamente a 195,5 £+ DP 166,5 em machos) (Tabela 4), sendo esta diferengca a
esperada para a maioria dos parasitas helmintes gastrointestinais (Hobbs et al. 1999; Molina
et al. 1999). Esta, no entanto, nao foi estatisticamente significativa no estudo em causa (teste
ANOVA p=0,39). Isto podera dever-se novamente a nao distincdo parasitaria entre as
espécies de estrongilideos referidas individualmente na bibliografia citada, cuja excre¢cao nao
€ mais elevada em fémeas para todas (Eira et al. 2007). Podera ter acontecido nesta
populagdo uma prevaléncia mais elevada de espécies cuja prevaléncia n&o varia com o sexo,
ou que é contrariamente mais elevada em machos, ja que a prevaléncia de estrongilideos foi

também mais baixa do que o esperado.

Tabela 4- Intensidades de excregdo * DP para o grupo das coccidias comparadas as dos

restantes grupos combinados, entre sexos, faixas etarias e a populacao geral.

Amostra Machos Fémeas Adultos Juvenis
total
Coccidias 7256 + 12158,3 + 4393,5 + 3373 4037,9 21641,7 +
(OoPG = DP) 45851,96 12227 +3207,9 33870
Helmintes 2524 + 195,5 + 272,6 £506,6 252,4 Sem dados
(OPG = DP) 442 .4 166,5 +442 4 quantitativos

Utilizando esta mesma separagao de dados, foi esquematizada em grafico a evolugao
da intensidade de excrecao entre maio de 2018 e outubro de 2018, discriminando a
intensidade de excrecao de oocistos de Eimeria sp. e de ovos de helmintes nas fezes (Grafico
8). E facil observar que a diminuicdo da excrecdo se deu para ambos 0s grupos nos meses
mais secos, sendo esta mais drastica para as coccidias, o que esta de acordo com estudos
anteriores, como o de Silva et al. (2015). Esta é explicada pela sensibilidade mais elevada

das formas livres das espécies de coccidias a dessecacao por diminuicdo de humidade
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estival, relativamente a resisténcia das formas ambientais da maioria dos helmintes (Bowman
et al. 2014). O teste de ANOVA revelou que a evolugio temporal da excregao oocistos de
coccidias e de ovos de helmintes nao foram estatisticamente significativas (p=0,09 e p=0,62),
possivelmente devido a disparidade entre meses no nimero de amostras sujeitas a analise

em McMaster.

Grafico 8 — Progressdo temporal da excregido de oocistos de coccidias (escala a esquerda) e

ovos de helmintes (escala a direita), entre maio e outubro de 2018.
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Relativamente a analise da condic&o corporal comparada com a excreg¢ao parasitaria
(Gréfico 9), pode observar-se um pico na linha de tendéncia perto da condigédo corporal 10.
Segundo Sweet et al. (2013), valores inferiores a 16 indicam condigao corporal inferior a 2,5
numa escala de 1-5, e entre 16 e 23 indicam condicado corporal entre 2,5 e 3,5 na mesma
escala. E assim possivel desde ja referir que a populacdo total amostrada esta abaixo da
condigao ideal (13,3 + DP 2,2), o que podera indicar condi¢des adversas a sua sobrevivéncia
neste habitat.

Ao observar estes dados em paralelo com os relativos a excreg¢ao de oocistos e ovos
nas fezes, os valores mais altos parecem estar associados aos extremos inferiores e
superiores de condicio corporal observada na populacéo, parecendo minimizar-se entre as
condigdes corporais 14 e 15, tornando a subir apds esse valor, para o qual o nimero de casos
€ também menor.

Estudos anteriores ndo procuraram estabelecer esta relagdo no coelho selvagem, e o
unico que o fez (Eira et al. 2007) utilizou cadaveres, calculando a condigéo corporal através
do indice de gordura renal. Nesse estudo observou-se uma redu¢do na condigdo corporal
apenas em coelhos infetados com o anoplocefalideo Mosgovoyia ctenoides, ndo sendo este
0 caso observado no presente estudo, no qual os animais positivos para anoplocefalideos (os

quais, apesar de nao ter sido identificada a espécie, se sabe serem atribuiveis
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maioritariamente a M. ctenoides) tinham uma condigéo corporal entre 10,42 e 16,91 (em

média 14,33 £ DP 1,5), a qual é superior a média da populacéo.

Grafico 9 - Dispersado de pontos relacionando a condigao corporal (peso em Kg / comprimento

do tarso em metros) com a taxa de excrec¢io parasitaria nas fezes.
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Variacdo da excrecdo parasitaria com a condigdo corporal

Foram organizados em cluster os dados para a excreg¢do, em fungédo da condigédo corporal, para cada individuo,
para os quais se desenhou uma linha de tendéncia, procurando observar a relagdo da condigado corporal com a

intensidade de excregado de oocistos e ovos nas fezes.

Analise post-mortem do trato gastrointestinal de trés cadaveres

Os relatorios de necropsia dos trés cadaveres encontrados durante o estudo (anexo
3) revelaram que apenas o terceiro foi positivo para o VDHV2 (niumero de captura 118). Este
tinha sido encontrado na berma de um estradao, detetando-se rigidez cadavérica avangada e
epistaxis numa primeira observagdo. A necrépsia permitiu revelar congestdao das mucosas
oculares e respiratérias e conteudo hemorragico nas vias respiratérias, incluindo congestao
pulmonar. O pés-boca continha alimento fresco, bem como o estdbmago, notando-se uma
ligeira esplenomegalia. O quadro lesional de traqueite hemorragica direcionou o diagndstico
para DHV, confirmando-se como agente etiolégico o VDHV2 por teste virolégico por RT-PCR.
Este diagndstico etiolégico, conjugado com os sinais de morte subita (alimento no trato
gastrointestinal superior) e a escassez de outros sinais prevalentes, sdo compativeis com
doencga hiperaguda, a qual representa um quadro patogénico mais frequente desta estirpe do
virus (Neimanis et al. 2018).

A analise do trato gastrointestinal destes mesmos cadaveres permitiu observar
parasitas adultos nos trés. De entre os dois coelhos-bravos cuja causa de morte foi aferida
como predacdo na armadilha, um apresentava um espécime adulto do género Andrya no
intestino delgado e um escdlex com varios proglétides de Cittotaenia sp. no intestino grosso;

enquanto o outro apresentava uma maior quantidade de parasitas gastrointestinais: foram
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encontrados 22 adultos da espécie Passalurus ambiguus e um adulto de Cittotaenia sp. no
intestino grosso, bem como um segundo adulto de Cittotaenia sp. no intestino delgado, tendo
sido detetados varios proglétides e dois escolices (Figura 13). No animal positivo para VDHV2,
foi possivel contabilizar 23 espécimes de Passalurus ambiguus em fase adulta no intestino
delgado, um no intestino grosso, € um parasita que se presumiu ser Dermatoxys sp.
(possivelmente D. hispaniensis), embora a observagdo fosse dificultada pelo estado de
deterioracao do parasita (Figura 13, imagem C), no intestino grosso. Este ultimo foi o unico
parasita do seu género detetado em toda a populagao, estando isto em discordancia com a
prevaléncia intermédia (entre 4,6 e 40%) mencionada por Eira (2007) para este parasita,
estando, no entanto, a intensidade de parasitismo (um parasita) enquadrada naquela ja

documentada no mesmo estudo.

Figura 13 — Helmintes parasitas gastrointestinais observados nos tratos gastrointestinais dos

cadaveres analisados post-mortem (originais)

Imagem A- Escélex e proglétides de Cittotaenia sp., observados ao microscoépio ético em ampliagdo de 50x., sem
coloragdo. B- Pormenor de proglétides de outro espécimen de Citfotaenia sp., sendo possivel observar poros
genitais bilaterais em segmentos maduros. Observado ao microscépio 6tico em ampliagdo 50x, sem coloragéo.
C- Extremidade anterior de Dermatoxys sp., de observagao dificil, notando-se o procorpo junto ao orificio bucal
e o bulbo posterior. Ampliacdo de 50x ao microscopio 6tico, sem coloragdo. D- Extremidade anterior de
Passalurus ambiguus, notando-se a caracteristica forma redonda do bulbo mediano e o procorpo dimensionado,

anterior a este. Ampliagédo de 50x ao microscépio 6tico, sem coloragéo. E- Céstode, em placa de petri.
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Hematologia
Relativamente aos parametros hematolégicos (Tabela 5), uma primeira observacgao é

a de que os valores obtidos para a contagem diferencial de eosindfilos se encontram, para
todas as populagdes e ao longo de todo o estudo, acima do valor de referéncia de Hein e
Hartman (2003). Como previamente descrito, os eosindfilos e os neutréfilos nesta espécie séo
muito semelhantes e dificimente se distinguem se ndo for possivel observa-los
simultaneamente e comparar as suas dimensdes (Marshall 2008), podendo ter ocorrido erro
nesta contagem. No entanto, os restantes valores encontram-se conforme os referenciados.

A figura 14 exibe exemplos de células observadas em esfregago corado com Giemsa.

C D E

Figura 14- Esfregacos de sangue corado por Giemsa, em amplificagdao 400x (originais)
Imagem A: A seta a preto aponta um basodfilo desgranulado. As restantes células nucleadas
correspondem a linfécitos. B: Linfocito. C: Neutréfilo. D: Linfocito. E: Neutrdfilos, corados de purpura;
artefacto, corado de azul.

O hematdcrito obtido para adultos (36,04 + DP 9,39%) e para machos (36,02 + DP
8,99 %) foi mais elevado do que aquele dos juvenis (31,56 + DP 4,41%) e fémeas (35,11
DP 2,99%), respetivamente. Esta relacao verificou-se igualmente para a contagem absoluta
de eritrocitos, de leucécitos, e relativa de eosindfilos, sendo todas estas relagdes, no entanto,
nao significativas segundo o teste de ANOVA (p>0,05 para todos os parametros na
comparagdo entre sexos e classes etarias). A contagem relativa de neutrdéfilos foi
sensivelmente igual entre os sexos (37,17 £17,1 em fémeas, 37,00 +16,80 em machos), e

ligeiramente mais elevada em juvenis (40,00 +15,5, 36,68 +16,9 em adultos, variagdo nao
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significativa segundo o teste de ANOVA, p=0,48). As porgdes leucocitarias de linfécitos e
mondcitos foram mais elevadas em fémeas (variagdes estatisticamente nao significativas,
segundo o teste de ANOVA, p=0,26 e p=0,17 respetivamente), tal como a hemoglobina
(igualmente nao significativo, ja que o teste de ANOVA obteve p=0,74).

Leineweber et al. (2018) estudaram a influéncia do sexo e gestacdo nos parametros
hematolégicos do coelho, tendo observado nos machos valores mais elevados de
concentracao de hemoglobina e de contagem de eritrocitos, e nas fémeas gestantes um
aumento da contagem absoluta de leucdcitos por linfocitose durante a primeira metade da
gestacao, surgindo alguma linfopenia e leucopenia relativa na segunda metade. Estas
variagdes na populagédo presentemente estudada, em particular a linfocitose em fémeas e a
nao observacido das diferengcas esperadas em machos, podem dever-se a uma elevada
propor¢do de fémeas, bem como de gestantes na populagdo feminina, algo que néo foi

testado nos individuos.

Tabela 5 - Valor médio e desvio-padrao dos varios parametros hematolégicos quantificados no
total da populagao analisada (Geral), e calculado separadamente para Juvenis, Adultos, Fémeas
e Machos, em paralelo com os valores de referéncia (Hein & Hartman 2003; Leineweber 2018) do

coelho europeu doméstico.

Juvenis Adultos Fémeas Machos Geral Valor ref.
Hematécri 31,56 36,04 35,11 36,02 35,45 28-48
to +5, +9, +9, +8, +9,
(%) 22 39 25 99 04
Eritrécitos 4,96+1,22 5,35+1,58 5,11 +1,64 5,62+1,76 5,3 +1,67 4,37-7,43
(x10°)
Leucécito 4,69 6,11 5,80+2,80 6,05+4,10 5,904+3,22 2,71-12,23
s +2, +3,
(x10°) 48 38
Neutréfilo 40,00 36,68 37,17+17,1 37,00 37,11%16,8 15-60
$ 15,5 +16,9 +16,8
(%)
Basodfilos 23 +29 2,0+2,7 1,8 2,6 2,50+2,85 2,0 3,00 <5(ad.)
(%) <8(j
uv.)
Eosindfilo 6,5 8,8 7,148,4 10,8 8,5+9,2 <1
S 7,3 19,5 +10,3
(%)
Linfécitos 475 +4.3 46,6 47,62 45,22 47,00 32-81
(%) +2 +21 +18 +21
1,2 19 ,81 .00
Monécitos 4,8 +2.8 5,8 +3,8 6,3 +3,9 4,6 +£3,1 5,7 3,6 <12
(%)
Hemoglob 935+14,6 98,9+27,2 99,2+26,0 96,7 +285 98,3+26,8 89,63 -
ina 152,
(9/L) 82
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Os varios parametros hematoldgicos foram também avaliados quanto a sua evolugéo
temporal, entre maio e agosto de 2018, observando-se em junho uma diminuigdo na contagem
de neutrdfilos e aumento de todas as outras células leucocitarias, tendo a contagem absoluta
de leucdcitos também diminuido (Graficos 11 a 13).

Os testes de ANOVA revelaram que a variabilidade do hematdcrito, das contagens de
leucécitos e diferenciais para todos os tipos de células leucocitarias, entre meses nao é
significativa, mesmo quando se incluiram os valores para outubro, (p>0,01 em todos), mas
que as alteragdes observadas na contagem de eritrocitos sao significativas (p<0,05) tendo o
teste de Tukey detetado que apenas as diferengas entre os meses de junho e julho e entre
junho e agosto séo significativas, respetivamente, com valores de p <0,05 e <0,01.

O més de junho de 2018 foi, em termos climaticos, o expectavel para a regido.
Contrariamente, os meses de julho e agosto do mesmo ano foram extremamente secos, tendo
em particular agosto sido adicionalmente quente, atingindo temperaturas médias diarias mais
elevadas do que o normal (Gréafico 10). Assim, podera colocar-se a hipétese de que estas
alteracdes climaticas tenham influenciado o valor de eritrécitos, neste caso aumentando-o.
Nao é conhecida a data esta relagdo nas publicacbes consultadas. Esta podera ter sido
causada por desidratacdo com tempo quente, que podera igualmente ter feito aumentar o
hematocrito, embora de forma insuficiente para surgir como estatisticamente significativa
(Melillo 2007).

Grafico 10 — A — Valores diarios da temperatura maxima (vermelho), minima (azul) e normal
mensal (linhas descontinuas horizontais) em agosto. B e C (pagina seguinte) - Valores de
precipitagao diaria (colunas) acumulada (trago continuo) e normal mensal (trago descontinuo)

na regido de Lisboa, em julho e agosto, respetivamente (IPMA ¢c2019).

A Valores digrios da temperatura maxima (Tx), minima (Tn) e normal mensal (1971-2000)
T daily i (Tx), minir (Tn)and menthly normal (1971-2000)

Temperatura (Temperature (°C)

Agosto/August 2018

Tx — — Normal Tx Tn — — Normal Tn
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diarios de precipitacio (RR), lada (ACUM) e normal mensal (1971-2000) Valores diarios de precipitagio (RR), (ACUM) e normal mensal (1971-2000)
Daily (RR), accumulated (ACUM) precipitation and monthly normal (1971-2000) Daily (RR), d (ACUM) ipitation and monthly normal (1971-2000)

Precipitagdo | Precipitation (mm)
Precipitagdo | Precipitation (mm)

3 J M —— ACUM — —Normal Jutho/luly 2018 C ——Acum — — Normal Agosto/August 2018

Ao avaliar a evolugdo temporal da contagem de eritrécitos, concentracdo de
hemoglobina e hematdcrito paralelamente (Grafico 11), observa-se uma tendéncia
semelhante para os trés, previsivelmente. Pela relagdo proxima entre a concentracédo de
hemoglobina e a contagem eritrocitaria, sera de esperar, numa amostra de maiores

dimensdes, uma variacao igualmente significativa estatisticamente para a primeira.

Grafico 11 - Contagem de eritrocitos (x10°) (A), concentracio de hemoglobina (g/L) (B) e

hematécrito (%) (C) e respetivos desvios-padrao, entre maio e agosto de 2018.
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Ao observar as tendéncias temporais para os principais componentes leucocitarios
(neutrdfilos e linfocitos), em paralelo com a contagem de leucécitos (Grafico 12), estas séo
sugestivas de uma leucocitose ligeira, simultdnea com uma diminuicdo do racio
neutrdéfilos/linfécitos gradual. Em maio este padrao € mais facilmente observavel, e constitui o
padrao leucocitario mais comum em caso de inflamagao, no qual apenas raramente ocorre

leucocitose (Melillo 2007), sendo este igualmente o0 més com prevaléncia mais elevada no
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periodo de estudo (92,9 + ICgs 68,5-98,7). A associagdo da presenga de infegao parasitaria

com estas contagens seria previsivel, e sera tentada a sua analise infra.

Grafico 12 — Variagdo da contagem absoluta de leucécitos (x10°) (A) e contagens diferenciais

de neutréfilos (B) e linfécitos (C) (%) e respetivos desvios-padrao, entre maio e agosto de 2018.
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A variacao temporal da contagem de eosindfilos (Grafico 13 — A) devera desde ja ser
descartada, dada a discrepancia elevada com os valores de referéncia provavelmente devida
a erros de contagem, ja que a eosinofilia é rara em coelhos (Melillo 2007). As variagbes entre
estes meses nas contagens diferenciais de mondcitos e basofilos (Grafico 13 — B e C) nao
foram significativas em ANOVA, sendo de notar que nao foi observada monocitose (>12%,
segundo Hein & Hartman 2003), nem basofilia (>5% em adultos, >8% em juvenis, segundo
Hein & Hartman 2003). A monocitose esta associada a inflamagéao crénica, no entanto a sua
auséncia nao exclui a possibilidade de presenca de inflamacao, estando a basofilia associada,
quando conjugada com eosinofilia, a patologias crénicas de pele como atopia ou pioderma
(Melillo 2007).

Grafico 13 — Variagao das contagens diferenciais de eosinéfilos (A), mondécitos (B) e baséfilos

(C) (%) e respetivos desvios-padrao, entre maio e agosto.
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Ao analisar separadamente os parametros hematologicos dos animais infetados e nao
infetados, observou-se nos animais infetados uma contagem de leucécitos superior (6,8 + DP
3,5 x10°) aqueles livres de parasitas gastrointestinais (5,31 = DP 2,9 x10°), a qual, no entanto,
nao se revelou ser significativa (ANOVA unilateral teve como resultados F=0,98 e p=0,32).
Nenhum outro par&metro exibiu variancia estatisticamente significativa entre estas duas
populacées. No geral, a alteracdo expectavel num coelho com quadro inflamatério é apenas
na proporcao neutrofilos/linfocitos, surgindo neutrofilia e linfopenia, ocorrendo leucocitose
apenas raramente (Melillo 2007). Seria de esperar, na populacao parasitada, estas alteragdes,
no entanto, tal nao se verificou de forma estatisticamente significativa, tendo sido observada
uma propor¢ao mais elevada de neutrofilos comparativamente aos linfocitos (0,74 em animais
néo infetados, 0,82), no entanto sem neutrofilia e linfopenia. Podia isto dever-se a baixa
intensidade de infe¢cdo nos animais aos quais se fizeram analises sanguineas, por nao terem
sido conseguidas amostras sanguineas em todos os animais, no entanto as médias de
excrecao foram sensivelmente iguais (3505,0 + DP 14584,5 nos animais sujeitos a analise
hematoldgica, por oposicao a 3387,5 + DP 13143,1 na populagao inteira). Tendo em conta a
variacao temporal observada nestes parametros, pde-se a hipétese de que a diferenca seria
significativa para o més de maio, no qual o racio neutréfilos/leucécitos é mais elevado, e para
o qual a prevaléncia e excrecgao parasitarias na populagdo sao maximas. Dado existir apenas
uma amostra negativa para excreg¢ao parasitaria neste periodo cuja formula leucocitaria foi
calculada, nao foi possivel testar estatisticamente esta hipétese.

Os valores médios para cada parametro em animais nos quais se detetou infecao e

em animais sem infecdo detetada estdo comparados na tabela 7.

Tabela 6 - Comparagcao entre os valores médios e desvio-padrao dos varios parametros
hematolégicos e entre a populagdo na qual se detetou infe¢do parasitaria gastrointestinal e a

populagao na qual nao foi detetada infe¢do parasitaria gastrointestinais.

Hematoéc | Eritroci | Leucoci | Neutrofi | Eosinéfi | Linfoci | Monéci | Baséfi | Hemoglo
rito (%) tos tos los (%) los (%) tos (%) | tos (%) | los (%) | bina (g/L)
(x10%) | (x10%)
Com 36,3+7,7 | 5616 | 6,8+3,5 | 38,3 8 £8,8 46,5 55+3,6 | 1,9 10,2 £3,0
Parasi +17,9 +22,2 +2,6
tas
Sem 35,43 5,01 531 +|35+144 |95 471 + | 63,8 2,5 9,1+20
Parasi | 7,4 +1,4 2,9 +10,3 15,2 2,9
tas
(*DP)
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3.4. Concluséao

O presente estudo permitiu descrever a epidemiologia parasitaria numa populacao de
coelho-bravo em liberdade, no Ribatejo, possibilitando a comparagédo com estudos realizados
noutras regides bem como estabelecer a sua relagdo com os parametros hematologicos e
parasitarios.

Os resultados obtidos permitiram observar uma elevada prevaléncia parasitaria, a qual
se sabe ter efeito na sobrevivéncia e condicdo corporal do coelho-bravo, incluindo na sua
suscetibilidade a outras doengas infectocontagiosas (Berto-Moran et al. 2013). Foi notavel a
baixa condi¢c&o corporal média da populagao (13,3), que indica desde ja fatores desfavoraveis
a sobrevivéncia do coelho-bravo na regido estudada. A menor prevaléncia de estrongilideos
gastrointestinais comparada com outras populagbes €, do ponto de vista epidemioldgico,
notavel para esta regiao, e podera ter sido em parte devida a menor precipitagdo no periodo
em causa.

Estabeleceu-se uma relagao inédita entre o0 més do ano e a contagem absoluta de
eritrocitos, a qual estard presumivelmente associada ao clima extremamente seco
experienciado nos referidos meses nos quais este valor aumentou e podera ser mediada por
um maior grau de desidratagao dos coelhos capturados.

A principal limitagdo deste tipo de estudo é a relativamente pequena quantidade de
amostras analisadas, que dificultaram a observagao longitudinal ao longo do ano em estudo.
Assim, para melhor compreender a influéncia destes fatores nos parametros avaliados e
contrariar esta adversidade, a replicacdo deste estudo numa area onde o coelho-bravo ocorra
em densidades populacionais mais elevadas, podera ser um primeiro passo para melhor
desenvolver este estudo e cumprir os objetivos propostos.

E escassa a literatura referente a parasitologia e hematologia do coelho-bravo, e em
particular em Portugal, onde os poucos estudos anteriores que analisaram populagbes
selvagens procuraram apenas identificar espécies ou analisar prevaléncias, desprezando
parametros biométricos e hematolégicos. A recente implementagédo do programa de controlo
da DHV, embora conjugue dados virolégicos, bacteriolégicos, parasitarios e seroldgicos, foi
feita de forma transversal, nao permitindo a analise temporal destes dados.

Assim, embora limitado, o presente estudo, que totalizou 121 capturas de coelho, tem
relevancia no panorama nacional da investigacéo relativa ao coelho-bravo, bem como no
panorama mundial do estudo dos parémetros fisioldgicos em populagcdes selvagens, e
influéncia das condigdes ambientais nos mesmos parametros e na prevaléncia de doencgas
infetocontagiosas.

A sua continuagao, amplificagéo e aperfeigoamento durante os proximos anos devera
permitir estabelecer uma base de dados consideravel. Esta sera essencial na analise
longitudinal demografica, por forma a determinar causas de mortalidade sazonal e influéncia
de parametros fisiolégicos, como sexo, idade, condigao corporal e stress, na suscetibilidade
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a agentes patogénicos, e assim contribuir para a necessaria recuperacado desta espécie-

chave.

56



4. Bibliografia

Abrantes J, Lopes AM, Dalton KP, Melo P, Correia JJ, Ramada M, Alves PC, Parra F, Esteves PJ. 2013.
New variant of rabbit hemorrhagic disease virus, Portugal, 2012-2013. Emerg Infect Dis.
19(11):1900-1902.

Abrantes J, Van Der Loo W, Le Pendu J, Esteves, PJ. 2012. Rabbit haemorrhagic disease (RHD) and
rabbit haemorrhagic disease virus (RHDV): a review. Veterinary research, 43(1), 12.

Absher M. 1973. Hemocytometer Counting. Tissue Culture, 395-397.

Alda F, Gaitero T, Suarez M, Merchan T, Rocha G, Doadrio, |. 2010. Evolutionary history and molecular
epidemiology of rabbit haemorrhagic disease virus in the Iberian Peninsula and Western
Europe. BMC evolutionary biology, 10(1), 347.

Anderson RC. 2000. Nematode parasites of vertebrates: their development and transmission. United
kingdom: CABI.

Arthur CP, Louzis C. 1988. la myxomatose du lapin en France: une revue. Rev. sci. tech. Off. int. Epiz.
7,937-957

Audebert F, Cassone J, Kerboeuf D, Durette-Desset MC. 2002. The life cycle of Nematodiroides
zembrae (Nematoda, Trichostrongylina) in the rabbit. The Journal of parasitology, 898-904.

Audebert F, Hoste H, Durette-Desset MC. 2002. Life cycle of Trichostrongylus retortaeformis in its
natural host, the rabbit (Oryctolagus cuniculus). Journal of helminthology, 76(3), 189-192.

Audebert F, Vuong PN, Durette-Desset MC. 2003. Intestinal migrations of Trichostrongylus
retortaeformis (Trichostrongylina, Trichostrongylidae) in the rabbit. Veterinary
parasitology, 112(1-2), 131-146.

Barcia JJ. 2007. The Giemsa stain: its history and applications. International journal of surgical
pathology, 15(3), 292-296.

Bautista A, Martinez-Gémez M, Hudson R. 2008. Mother-young and within-litter relations in the
European rabbit Oryctolagus cuniculus. In: Lagomorph Biology: Evolution, Ecology and
Conservation. Springer, Berlin Heidelberg New York, pp 211-224

Bautista MG, Marfies AM, Pefia ML. 1999. Parte VII: Parasitosis del conejo. Parasitosis del aparato
digestivo y respiratorio (pp 729-741) Parasitologia Veterinaria McGraw-Hill-Interamericana de
Espafa, SAU.

Benson KG, Paul-Murphy J. 1999. Clinical pathology of the domestic rabbit: acquisition and
interpretation of samples. Veterinary Clinics of North America: Exotic Animal Practice, 2(3), 539-
551.

Berto-Moran A, Pacios |, Serrano E, Moreno S, Rouco C. 2013. Coccidian and nematode infections
influence prevalence of antibody to myxoma and rabbit hemorrhagic disease viruses in
European rabbits. Journal of wildlife diseases, 49(1), 10-17.

Bird P, Mutze G, Peacock D, Jennings S. 2012. Damage caused by low-density exotic herbivore
populations: the impact of introduced European rabbits on marsupial herbivores and
Allocasuarina and Bursaria seedling survival in Australian coastal shrubland. Biological
Invasions, 14(3), 743-755.

BirdLife International 2017. Aquila adalberti (amended version of 2016 assessment). The IUCN Red List
of Threatened Species 2017

Blasco S, Torres J, Feliu C, Casanova JC, Miquel J, Moreno S. 1996. The helminthfauna of Oryctolagus
cuniculus (Linnaeus, 1758) in the |Iberian Peninsula. Faunistic and ecological
considerations. Parasite, 3(4), 327-333.

Boag B. 1988. Observations on the seasonal incidence of myxomatosis and its interactions with helminth
parasites in the European rabbit (Oryctolagus cuniculus). Journal of Wildlife Diseases, 24(3),
450-455.

Bowman DD, Coles TB, Eberhard ML, Lighttowler MW, Lynn RC, Little SE. 2014. Georgis’ parasitology
for veterinarians 10th edition. Sant Louis: Elsevier.

Branco M, Ferrand N, Monnerot M. 2000. Phylogeography of the European rabbit (Oryctolagus
cuniculus) in the Iberian Peninsula inferred from RFLP analysis of the cytochrome b
gene. Heredity, 85(4), 307-317.

Cabezas S, Calvete C, Moreno S. 2006. Vaccination success and body condition in the European wild
rabbit: applications for conservation strategies. The Journal of wildlife management, 70(4),
1125-1131.

Cabezas-Diaz S, Lozano J, Virgds E. 2009. The declines of the wild rabbit (Oryctolagus cuniculus) and
the Iberian lynx (Lynx pardinus) in Spain: redirecting conservation efforts. Handbook of nature
conservation: global, environmental and economic issues, 283-310.

Calvete C, Angulo E, Estrada R. 2005. Conservation of European wild rabbit populations when hunting
is age and sex selective. Biological Conservation, 121(4), 623-634.

57



Calvete C, Estrada R, Osacar JJ, Lucientes J, Villafuerte R. 2004. Short-term negative effects of
vaccination campaigns against myxomatosis and viral hemorrhagic disease (VHD) on the
survival of European wild rabbits. The Journal of wildlife management, 68(1), 198-205.

Calvete C, Estrada R, Villafuerte R, Osacar JJ, Lucientes J. 2002. Epidemiology of viral haemorrhagic
disease and myxomatosis in a free-living population of wild rabbits. Veterinary Record, 150(25),
776-782.

Carro F, Ortega M, Soriguer RC. 2019. Is restocking a useful tool for increasing rabbit densities?. Global
Ecology and Conservation, 17, e00560.

Carvalho C, Duarte E, Monteiro J, Afonso C, Pacheco J, Carvalho P, Mendonga P, Botelho A,
Albuquerque T, Themudo P, et al. (2017). Progression of rabbit haemorrhagic disease virus 2
upon vaccination in an industrial rabbitry: a laboratorial approach. World Rabbit Science, 25(1),
73-85.

Carvalho, JC, Gomes P. 2004. Influence of herbaceous cover, shelter and land cover structure on wild
rabbit abundance in NW Portugal. Acta Theriologica, 49(1), 63-74.

Cattadori IM, Albert R, Boag B. 2007. Variation in host susceptibility and infectiousness generated by
co-infection: the myxoma-Trichostrongylus retortaeformis case in wild rabbits. Journal of the
Royal Society Interface, 4(16), 831-840.

Chapman JA, Flux JEC. 2008 Introduction to the Lagomorpha. In: Lagomorph Biology: Evolution
Ecology and Conservation. Springer, Berlin Heidelberg New York, pp 1-12

Chylinski C, Boag B, Stear MJ, Cattadori IM. 2009. Effects of host characteristics and parasite intensity
on growth and fecundity of Trichostrongylus retortaeformis infections in
rabbits. Parasitology, 136(1), 117-123.

Companhia das Lezirias. [data desconhecida]. Gestao Florestal Sustentavel [Internet]. Samora Correia,
Portugal [acedido em 2 de setembro de 2019]. https://www.cl.pt/areas-de-atividade/gestao-
florestal-sustentavel

Cooke B. 2008. Managing the European rabbit: converging interests between Australian research for
rabbit control and European research for their conservation. In Lagomorph Biology: Evolution,
Ecology and Conservation (pp. 317-326). Springer, Berlin, Heidelberg.

Correia O, Mexia T. 2011. Diversidade de plantas vasculares na Companhia das Lezirias - Avaliagédo
da diversidade de plantas vasculares e identificagdo /cartografia de espécies e habitats
prioritarios na area da Companhia das Lezirias. CBA (FCUL)/SPECO, Lisboa

Cox TE, Strive T, Mutze G, West P, Saunders G. 2013. Benefits of Rabbit Biocontrol in Australia. In:
PestSmart Toolkit publication. Canberra, Australia: Invasive Animals Cooperative Research
Centre.

De Santana BB, da Silva TLB, Ramos RAN, Alves LC, de Carvalho GA. 2015. Evaluation of different
parasitological techniques for diagnosing intestinal parasites in dogs. Open J Vet Med, 2, 19-
24,

Delibes-Mateos M, Delibes M, Ferreras P, Villafuerte R. 2008. Key role of European rabbits in the
conservation of the Western Mediterranean basin hotspot. Conservation Biology, 22(5), 1106-
1117.

Delibes-Mateos M, Ferreras P, Villafuerte R. 2009. European rabbit population trends and associated
factors: a review of the situation in the Iberian Peninsula. Mammal review, 39(2), 124-140.

Delibes-Mateos M, Redpath SM, Angulo E, Ferreras P, Villafuerte R. 2007. Rabbits as a keystone
species in southern Europe. Biological Conservation, 137(1), 149-156.

Delibes-Mateos M, Villafuerte R, Cooke BD, Alves PC. 2018 Oryctolagus cuniculus. In: Lagomorphs:
pikas, rabbits and hares of the world (pp. 99-104) JHU press.

Denegri GM. 1993. Review of oribatid mites as intermediate hosts of tapeworms of the
Anoplocephalidae. Experimental & Applied Acarology, 17(8), 567-580.

Despacho n.° 4757/2017 Diario da Republica, 2.2 série — N.° 105 — 31 de maio de 2017

Devillard S, Aubineau J, Berger F, Léonard Y, Roobrouck A, Marchandeau S. 2008. Home range of the
European rabbit (Oryctolagus cuniculus) in three contrasting French populations. Mammalian
Biology, 73(2), 128-137.

Direcdo-Geral do Territério. c2019. Visualizador da Mapas Online. [Internet]. Lisboa, Portugal. [Acedido
em 7 de agosto de 2019]. http://mapas.dgterritorio.pt/viewer/index.html

Dudzinski ML, Mykytowycz R. 1963. Relationship between sex and age of rabbits, Oryctolagus
cuniculus (L.) and infection with nematodes Trichostrongylus retortaeformis and Graphidium
strigosum. The Journal of Parasitology, 49 (1) 55-59.

Duffy SG, Fairley JS, O'Donnell G. 1996. Food of rabbits Oryctolagus cuniculus on upland grasslands
in Connemara. In Biology and Environment: Proceedings of the Royal Irish Academy (pp. 69-
75). Royal Irish Academy.

Duszynski DW, Couch L. 2013. The biology and identification of the Coccidia (Apicomplexa) of rabbits
of the world. Saint Louis: Elsevier.

58



Eira C, Torres J, Miquel J, Vingada J. 2007. The helminth parasites of the wild rabbit Oryctolagus
cuniculus and their effect on host condition in Dunas de Mira, Portugal. Journal of
helminthology, 81(3), 239-246.

Elsworth P, Cooke BD, Kovaliski J, Sinclair R, Holmes EC, Strive T. 2014. Increased virulence of rabbit
haemorrhagic disease virus associated with genetic resistance in wild Australian rabbits
(Oryctolagus cuniculus). Virology, 464, 415-423.

Elsworth PG, Kovaliski J, Cooke BD. 2012. Rabbit haemorrhagic disease: are Australian rabbits
(Oryctolagus cuniculus) evolving resistance to infection with Czech CAPM 351
RHDV?. Epidemiology & Infection, 140(11), 1972-1981.

Feldman DB, Seely JC. 1988. Necropsy Guide: rodents and the rabbit. CRC Press.

Ferrand N, Branco M. 2007. The evolutionary history of the European rabbit (Oryctolagus cuniculus):
major patterns of population differentiation and geographic expansion inferred from protein
polymorphism. In: Phylogeography of southern European refugia (pp. 207-235). Springer,
Dordrecht.

Ferrand N. 2008. Inferring the evolutionary history of the European rabbit (Oryctolagus cuniculus) from
molecular markers. In: Lagomorph Biology: Evolution, Ecology and Conservation. Springer,
Berlin Heidelberg New York, pp 47-64

Ferreira A, Ferreira AJ. 2014. Post-weaning growth of endemic Iberian wild rabbit subspecies,
Oryctolagus cuniculus algirus, kept in a semi-extensive enclosure: implications for management
and conservation. World Rabbit Science, 22(2), 129-136.

Ferreira C, Alves PC. 2009. Influence of habitat management on the abundance and diet of wild rabbit
(Oryctolagus cuniculus algirus) populations in Mediterranean ecosystems. European Journal of
Wildlife Research, 55(5), 487-496.

Ferreira C, Delibes-Mateos M. 2010. Wild rabbit management in the Iberian Peninsula: state of the art
and future perspectives for Iberian lynx conservation. Wildlife Biology in Practice, 6(3), 48-66.

Foronda P, Valladares B, Lorenzo-Morales J, Ribas A, Feliu C, Casanova JC. 2003. Helminths of the
wild rabbit (Oryctolagus cuniculus) in Macaronesia. Journal of Parasitology, 89(5), 952-958.

Galvez L, Lopez-Pintor A, Miguel JM, Alonso G, Rueda M, Rebollo S, Gémez-Sal A. 2008. Ecosystem
engineering effects of European rabbits in a Mediterranean habitat. In: Lagomorph Biology (pp.
125-139). Springer, Berlin, Heidelberg.

Gongalves H, Alves PC, Rocha A. 2002. Seasonal variation in the reproductive activity of the wild rabbit
(Oryctolagus cuniculus algirus) in a Mediterranean ecosystem. Wildlife Research, 29(2), 165-
173.

Gongalves P, Simbes J, Ala L. 2014. Companhia das Lezirias: a gestdo florestal em prol da
biodiversidade. Candidatura aos Green Project Awards — Portugal. Samora Correia,
Companhia das Lezirias.

Gonzalez-Redondo P. 2013. Growth during the first ten months of age in cage-bred wild rabbits.
Giornate di Coniglicoltura ASIC 2013, 69-72

Guitton JS, Devillard S, Guénézan M, Fouchet D, Pontier D, Marchandeau S. 2008. Vaccination of free-
living juvenile wild rabbits (Oryctolagus cuniculus) against myxomatosis improved their
survival. Preventive veterinary medicine, 84(1-2), 1-10.

Hein J, Hartmann K. 2003. [Reference ranges for laboratory parameters in rabbits]. Tierarztliche Praxis
Ausgabe Kleintiere Heimtiere, 31(5), 321-328. (Em alem&o).

Henning J, Meers J, Davies PR, Morris RS. 2005. Survival of rabbit haemorrhagic disease virus (RHDV)
in the environment. Epidemiology & Infection, 133(4), 719-730.

Henriksen SA. & Aagaard K. 1976. A simple flotation and McMaster method (author's transl). Nordisk
veterinaermedicin, 28(7-8), 392-397

Hobbs RP, Twigg LE, Elliot AD, Wheeler AG. 1999. Factors influencing the fecal egg and oocyst counts
of parasites of wild European rabbits Oryctolagus cuniculus (L.) in Southern Western
Australia. The Journal of parasitology, 796-802.

Hoffman WA, Pons JA, Janer JL. 1934. Sedimentation concentration method in schistosomiasis
mansoni. Puert. Rico J. Publ. Health Trop. Med. 9, 283-298

INIAV. c2019. Mais Coelho em Noticia [Internet]. Oeiras, Portugal. [Acedido em 24 de agosto de 2019].
http://www.iniav.pt/doenca-hemorragica-viral-dos-coelhos/mais-coelho-em-noticia

Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera. c2019. O clima [Internet]. Lisboa, Portugal. [Acedido em 26
de agosto de 2019]. https://www.ipma.pt/pt/oclima

Jeklova E, Leva L, Knotigova P, Faldyna M. 2009. Age-related changes in selected haematology
parameters in rabbits. Research in veterinary science, 86(3), 525-528.

Kerr PJ, Best SM. 1998. Myxoma virus in rabbits. Revue scientifique et technique-Office international
des epizooties, 17, 256-264.

Kerr PJ. 2012. Myxomatosis in Australia and Europe: a model for emerging infectious diseases. Antiviral
research, 93(3), 387-415.

59



Lavazza A, Capucci, L. 2008. How many caliciviruses are there in rabbits? A review on RHDV and
correlated viruses. In: Lagomorph Biology Evolution, Ecology and Conservation. Springer,
Berlin Heidelberg New York. pp. 263-278.

Lees AC, Bell DJ. 2008. A conservation paradox for the 21st century: the European wild rabbit
Oryctolagus cuniculus, an invasive alien and an endangered native species. Mammal
Review, 38(4), 304-320.

Leineweber C, Miller E, Marschang RE. 2018. Blood reference intervals for rabbits (Oryctolagus
cuniculus) from routine diagnostic samples. Tierarztliche Praxis Ausgabe K:
Kleintiere/Heimtiere, 46(06), 393-398.

Lombardi L, Fernandez N, Moreno S, Villafuerte R. 2003. Habitat-related differences in rabbit
(Oryctolagus cuniculus) abundance, distribution, and activity. Journal of Mammalogy, 84(1), 26-
36.

Marcato PS, Benazzi C, Vecchi G, Galeotti M, Della Salda L, Sarli G, Lucidi P. 1991. Clinical and
pathological features of viral haemorrhagic disease of rabbits and the European brown hare
syndrome. Rev Sci Tech, 10(2), 371-392.

Marhoon |A., Mattar KT, Mohammad FIl. 2018. Parasitic Infection in Wild Rabbits Oryctolagus
Cuniculus. Eurasian Journal of Analytical Chemistry, 13, 5.

Marques C, Mathias ML. 2001. The diet of the European wild rabbit, Oryctolagus cuniculus (L.), on
different coastal habitats of Central Portugal. Mammalia, 65(4), 437-450.

Marshall KL. 2008. Rabbit hematology. Veterinary clinics of North America: exotic animal
practice, 11(3), 551-567.

Massoni J, Cassone J, Durette-Desset MC, Audebert F. 2011. Development of Graphidium strigosum
(Nematoda, Haemonchidae) in its natural host, the rabbit (Oryctolagus cuniculus) and
comparison with several Haemonchidae parasites of ruminants. Parasitology research, 109(1),
25-36.

McCallum H. 2015. Models for managing wildlife disease. Parasitology, 143(7), 805-820.

Mehlhorn H (editor). 2016. Encyclopedia of Parasitology Fourth Edition. Berlin: Springer.

Melillo A. 2007. Rabbit clinical pathology. Journal of Exotic Pet Medicine, 16(3), 135-145.

Melillo A. 2013. Special issue: Clinical and Diagnostic Pathology. Veterinary Clinics of North America:
Exotic Animal Practice Vol.16 No.1 pp.ix-x + 1-225

Mikschofsky H, Schirrmeier H, Keil GM, Lange B, Polowick PL, Keller W, Broer |. 2009. Pea-derived
vaccines demonstrate high immunogenicity and protection in rabbits against rabbit
haemorrhagic disease virus. Plant biotechnology journal, 7(6), 537-549.

Molina X, Casanova JC, Feliu C. 1999. Influence of host weight, sex and reproductive status on helminth
parasites of the wild rabbit, Oryctolagus cuniculus, in Navarra, Spain. Journal of
helminthology, 73(3), 221-225.

Monk KA. 1989. Effects of diet composition on intake by adult wild European rabbits. Appetite, 13(3),
201-209.

Muller A, Freitas J, Silva E, Le Gall-Recule G, Zwingelstein F, Abrantes J, Esteves PJ, Alves PC, Van
der Loo W, Kolodziejek J, et al. 2009. Evolution of rabbit haemorrhagic disease virus (RHDV)
in the European rabbit (Oryctolagus cuniculus) from the Iberian Peninsula. Veterinary
microbiology, 135(3-4), 368-373.

Neimanis A, Pettersson UL, Huang N, Gavier-Widén D, Strive T. 2018. Elucidation of the pathology and
tissue distribution of Lagovirus europaeus Gl. 2/RHDV2 (rabbit haemorrhagic disease virus 2)
in young and adult rabbits (Oryctolagus cuniculus). Veterinary research, 49(1), 46.

Ohlinger VF, Haas BE, Meyers G, Weiland F, Thiel HJ. 1990. Identification and characterization of the
virus causing rabbit hemorrhagic disease. Journal of Virology, 64(7), 3331-3336.

Paiva R (coord.), Reis P, Coelho IS. 2017. Valor econémico da caga em Portugal (Silva Lusitana.
Caderno técnico; 1) - 43 p.: il. ; 24 cm - INIAV - Instituto Nacional de Investigagao Agraria e
Veterinaria, Oeiras - ISBN 978-972-579-044-1.

Queiroz Al (coord.), Alves PC, Barroso |, Beja P, Fernandes M, Freitas L, Mathias ML, Mira A.,
Palmeirim, J.M., Prieto, R., Rainho, et al. 2005. Oryctolagus cuniculus. Livro Vermelho dos
Vertebrados de Portugal.

Rinaldi L, Russo T, Schioppi M, Pennacchio S, Cringoli G. 2007. Passalurus ambiguus: new insights
into copromicroscopic diagnosis and circadian rhythm of egg excretion. Parasitology
research, 101(3), 557-561.

Roédel HG, Monclis R, von Holst D. 2006. Behavioral styles in European rabbits: social interactions and
responses to experimental stressors. Physiology & behavior, 89(2), 180-188.

Roédel HG, von Holst D. 2008. Weather effects on reproduction, survival, and body mass of European
rabbits in a temperate zone habitat. In: Lagomorph Biology: Evolution, Ecology and
Conservation. Springer, Berlin Heidelberg New York, pp 115-124

60



Roédel HG. 2005. Winter feeding behaviour of European rabbits in a temperate zone habitat. Mammalian
Biology, 70(5), 300-306.

Rodriguez A, Calzada J. 2015. Lynx pardinus. The IUCN Red List of Threatened Species 2015

Ruedas LA, Mora JM, Lanier HC. 2018. Evolution of lagomorphs. In: Lagomorphs: pikas, rabbits and
hares of the world (pp. 4-8). Baltimore, MD, USA: JHU press.

Santos N, Alves PC. 2019. Monitorizagao demografica e epidemioldgica longitudinal de uma populacao-
sentinela de coelho bravo na Companhia das Lezirias - Relatério de actividades 2018. Vairao,
Portugal. CIBIO

Saunders G, Cooke B, McColl K, Shine R, Peacock T. 2010. Modern approaches for the biological
control of vertebrate pests: an Australian perspective. Biological control, 52(3), 288-295.

Silva SM, Ferreira C, Paupério J, Silva RM, Alves PC, Lemos A. 2015. Coccidiosis in European rabbit
(Oryctolagus cuniculus algirus) populations in the Iberian Peninsula. Acta parasitologica, 60(2),

Soriguer RC, Palacios F. 1994. Los lagomorfos ibéricos: Liebres y Conejos. Curso de gestion y
ordenacion cinegética, 63-82.

Soriguer RC. 1980. El Conejo, Oryctolagus cuniculus (L.), en Andalucia occidental: parametros
corporales y curva de crecimiento. Donana, Acta Vertebrata, 7 (1): 83-90.

Soriguer RC. 1988. Alimentacion del conejo (Oryctolagus cuniculus L. 1758) en Dofana, SO,
Espafa. Dofiana, Acta Vertebrata, 15(1), 141-150.

Sweet H, Pearson A, Watson P, German A. 2013. A novel zoometric index for assessing body
composition in adult rabbits. Veterinary Record, 173(15).

Szkucik K, Pyz-tukasik R, Szczepaniak KO, Paszkiewicz W. 2014. Occurrence of gastrointestinal
parasites in slaughter rabbits. Parasitology research, 113(1), 59-64.

Tablado Z, Revilla E, Palomares F. 2012. Dying like rabbits: general determinants of spatio-temporal
variability in survival. Journal of Animal Ecology, 81(1), 150-161.

Thienpont D, Rochette F, Vanparijs OFJ. 1979. Diagnosing helminthiasis through coprological
examination. Beerse, Belgium: Janssen Research Foundation.

Virgés E, Cabezas-Diaz S, Lozano J. 2007. Is the wild rabbit (Oryctolagus cuniculus) a threatened
species in Spain? Sociological constraints in the conservation of species. Biodiversity and
Conservation, 16(12), 3489-3504.

Von BWE. 1975. U.S. Patent No. 3,914,985. Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Watson JS, Tyndale-Biscoe CH. 1953. The apophyseal line as an age indicator for the wild rabbit,
Oryctolagus cuniculus (L.). New Zealand Journal of Science and Technology B, 34, 427-435.

Williams CK, Parer |, Coman BJ, Burley J, Braysher ML. 1995. Managing vertebrate pests: rabbits.
Canberra: Australian Government Publishing Service.

Willis HH. 1921. A simple levitation method for the detection of hookworm ova. Medical Journal of
Australia, 2(18).

Xu ZJ, Chen WX. 1989. Viral haemorrhagic disease in rabbits: a review. Veterinary research
communications, 13(3), 205-212.

Zander R, Lang W, Wolf HU. 1984. Alkaline haematin D-575, a new tool for the determination of
haemoglobin as an alternative to the cyanhaemiglobin method. |. Description of the
method. Clinica chimica acta, 136(1), 83-93.

61



Anexo 1 — Ficha de Captura

W milGrochip Recapiura Eapacis CAPTURA
CpTiniagus cumicuius ,1 41
Duata; Hora: _ © ID arrnadiiha;
Temp. amblants: = Chuvax o 1 2 Vanlo: 0 1 2
- awverm [ | aouto [
Bamo Féimaa Mscho
Slm k(] Slm N&a
Clo | Testiculcs eacrotals
Lactanta
Mamillos visivels 0 1 2
Pranha | Palpagao lombar
Medlda Madits
Peao coelho + Saco g | Comprimento oralha nm
PBa0 E3CD 50 g | Largura cabega rnm
Comprimento tarso mim | Comprimento total nm
W fazas naam‘a:lllha|:| I Ccamagas No Compo I:l
Arneaira o Combsnion Quantidads | WVolume | N¥da
Indicada mbos
Sanqus toial Sedia Tubd com: ECITA 25 mil
Sanqus total Sooed | Tubo 02 cos0uEsad -3 miite
[ Zaramatoa recial e Simples 2
| Tarapmios vaginal Tva Simples
0a oronasal Zoron Simples
0| conjuntval | Zcon ] 1
[ Feee [ de Teded] F=x GINGIES NEIma
Bidpsla oralha Ear DD coim k00l 9% 1
Pslo Peig Simples 2 madelias
| Caragas car Simgples
Pu 2l SIMEles
0 wolume botEl de sangue 3 colfien ndo pode uirapassar 0,255 do peso 0tEl do animal

HE | H | L Deaciglo de avenbuals lssles
Exfariof & mucosEss
MlecUlo-eequelslcn
— ME—na0 eEmnan H—s=m > L —Com [es0es
onasrazian

Equipa:
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Anexo 2 — Ficha de hematologia

FICHA DE RESULTADDS LABORATORIAIS
Actualizada 13/08/2018

Identificagio: Espécie: Oryclolagus cunicuius Datarecolha: _ F_ J
Data analise: ___ [ __ [

Hemataerito: % Taotal {mm): Celulas (mm
Data analise: ____ [ ___ !/

Contagem de Eritrdcitos: 108l {(10%mi)

N® erifr. § quadrados “R” cam. 1:

+ M® gritr. 5 quadrados "R cam. 2

Total de ertrocitos: 1 200

Contagem de Leucacitos: 10l {10°%mil)

N? leuc. 4 quadrados “W" cam. 1: +M? leuc. 4 quadrados “W" cam. 2

Total leucdcitos: i4

Formula leucocitaria:

Meutrofilos: Linfacitos: Monécitos: Eosinofilos: __ Basdfilos:

Espécie M individuos | N® de campos

Data analise: ___ [ __ !/

Concentragio Hemoglobina: gidl ODsagem 1:1: ODsaonm 1:2:
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Anexo 3 — Relatorios de necrépsia
Captura n° 73 — causa de morte: predagao.

Insklevke Naclonal de
I stigate Agrdia
OV veterindrla, LB

Relatdrio de Ensaio
P-PAT-18-02634

Data = hora de recepao da amostra: 200032018 0000:00 Diata d= =missao: Q2072019

DESCRICAD DA AMOETRA

Matriz: Cadmvar Animal: Cosdho bravo
Eauio:

Mdada: Joveril

M® de amostras: 1 Raiga:
Daia o colhaha: 160V BHE Homs=

Ambdo daanallse:  + DOELHD E®/ 1D chip:
Fagido: LVT

MOE- 72

Localldade: Fonmants

CLIENTE

Ho=ag: INAY - Inslbido Mackonal de Imsstigacio & grara ¢ Veganana, P HIF - 590345211
Ende rafo Bsoal  Avenida da Aepdoilca - Cairla do Manguss - Oeias GP : ITELE05 Ogres
a-mall : Pois: Porugal

RECAUIEITANTE
MWomg : Huno Eanios Ce-dula Profissiomal : 1970
g-mall : pygaguewsapo pl Tl = D1TEFTAR
FROPREETARID! LOCAL da COLHEITA
Home : Compenhia cas Leairias
Enderaga : Benowns, Sanlasm

DECLARAGEEE

1. C= resubados reporiam-se sxclusivamenis &5 amosies srisguess ne Labomlirio.

2 A imormanin noluda na DESCRICAD D& AMOSTRE™ & dacxdusia esporeniidade do requiziams.
A Cgreabo assimnalaos oom [ rdo esld noleide no dmbie da sos-diacho.

4 A amoesTageam (polheta)] efcluada nio 55 enoonira Indukia ro 2moio ca aoredEagio.

- Pipoes sooo e validaco por Mauilus (THG 9.2 sendo probdda a repeodugdo parcial oesie dooumento - pag 12
Inestituio Maokonal de InvestlgasBo Agrark o Ve indria, LR
Mod. G053 £y, ¢a Feplbdoa, Ouinla oo Mugues ZTB0-157 Osiras HHEEE | Mooleriedinian
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InskiEves Naclomnol de
Irwestigacte Bgrbia &
Veberindrka, LR
Ralatario de Ensaio
P-PAT-10-02634

Data = hora de recepao da smostra: 200G 201 5 00:00:00 Dizta d= smizsso: 02072013

UEISPEA - Labommiono de Virokegla < Av. da Repdblica, Suinia do Marquds 27800157 Osiras

Ardllses Requerdas:
Méiods de Ermals: " FE-13-FEAWIFR Pesquisa dovins da Momainss (Lepofipoovins). por FCR @m wmpa real

Ternlco Responsawsl pebs Ensalo:  Teresa Fagulma Cata da malizacda- 100420115
Codigo & Aes da ameoste Rasulimds

P-FET-10-02534°VIFRM0 - Cosdho 2 - Cadéver Negaiiva

Mota: Virskdgloo

UEISPEA - Labormono de Virokgla < Av. da Repablica, Duinia do Marquds 27800157 Osiras

Ardlizzs Requesidas:
Método do Ensalo: " PE-Z0-PESAVIF Pescuis do vins da Dosnca Hemonagica dos nosthos (RMOV), por RT-PCA

Téonico Responsivel palo Ensalo:  Teresa Fagulha Data de malzacio: 10042019
Codigo @ Fefs da amosto Fesultaco

P-FAT-10-02534V IR0 - Cosdho 2 - Cadéver Hegativa

Mota: Virokgioo

UEISPEA - Labomono de Viniogla < Av. da Repoablica, Gulnia do Marques  Z7B0-157 Oalras

Ardlisgs Requesidas:
Méiodo de Ensada: " PE-Z1-PEAVIR Pesquiza do vinus da Dosnca Hemondgica dos cosdhos (RHDWIL por AT-PCA femps sal

Ternlco Pesponsdwel pelo Ensalo:  Tenesa Fagulna Diata de mallacdo: 100419
Codigo & Fefs da amosba Fasulisds

P-RFET-10-D2340 VIR0 - Cosdha 2 - Caddver Megativa

hota: Wirnkeggion

UEISPEA - Labormono oo Bartericlsgia @ Micologa < Aw. da Repdblios, Quinis do Memques 780157 Oeims

Ardlizes Requeridas: Backnioliglo
M1 de Ensado:  * Exame Backeriokogioo

Teonloo Responshrel palc Ensalo:  Tem sab Budueius Ciata da maaltracdio- 503 1T
Codigo & Fes da ameoste Fasulizds
PLRA T- 100254 OB DO - Cosdha 7 - Cadéver N0 55 |solaram bacienas Pl ogenicas & SpecFcas &M aendinms:

Mota: Eackcrioigion

Autcrizmdo por
Cristina Ochoa

[em subsiuicio do Direlor da LEEISPER)

- Processade & validado por Mauflus (TR 0.2 ssndo prolbéds 2 repeocucio pancial deste dooumenin - pag. 2:/2
Irestiteno Nacional de Invsstigecio Agrara & Veerirdra, LR,
Mod. S-053 M. da Foplblica, Ouinta do Maguss ZTB0-15T Ooias a2 inloclericddinlar pi
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Captura n°118 — Causa de morte: Virus da Doenga Hemorragica Viral 2.

InskEiEwka Naalomnal de
Iestigacte Bgrdin e

eterindila, LR
Ralatdrio de Ensaio
P-PAT-18-02633
Diats = hora de rececao da amostra: 200G 2015 00-00:00 Diata de =mizsag: J2 07/ 2013
DESCRIGAD DA AMOETAA
Matiz- Codva Animal: Cosdho bravo
== L5
Idede- Aculn
M do amosiras: 1 Fam:
Daia o colhaha: SUOU2E Homs-
Ambito da eralise- + COELHOD B8/ ID chip:=
Fagido: LT
MOE= 118
Localldads: Borawants
CLIENTE
Homag: MR - Insibuio Nacional de Imestigacio A gane ¢ Wierinan, P MIF - 51034551
Endereo fiscal- Avanida da Fepddiica - Cuirla do Marques - Oeims CF : ITE4-505 Ogiras
w-mall : Pmis: Podugal
AECAUIEITANTE
Moimg : Nuno Eanins Ce-duls Profissiomal - 1070
-mall : pygaguesssapo.pl Tl : TIDSDTIE

FROPRETARID/ LOCAL da COLHEITA
Woms : Comparhi cas Leziries
Enderao : Benovenn. Saniagm

DECLARAGOEE
1. O resulacos reporiam -5 croiusl amentic &5 AMOSies sringues nd Laboridrio.

2 A niormagio incluida na DESCRICAD D& AMOISTRA™ & dasudusia ssponsabiidads do requlsianie.
3 Derealo assimalson com ) ndo estd nolskds no Smblo da. soss-dfacin.

44 amosragea (oolhela] efeluada ndo s2enoonira Indukda no 2miilo Ga aoredEagio.

- Pinoessado ¢ validedo por Mavilus (TR 0.2 scndo profbdds 2 repeoaducio parcial desie dooumenin - pag.1/3
Iresiiturio Mackonal de Inwestigacio Agraria & Ve rinara, LR
Mod. G053 . da Fopobica, Cuinta do Megus ZTB0-157 Ogias HaulZEE | modlericiinla pt
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i Inskikuvte Maclonal de

Irwestigacto Rgrdia &
“eberindrig, LR
Relatdrio de Ensaio
P-PAT-19-02633
Data = hora de rececdo do amestra: 200G 5 00:00:00 Diata de emissag: D207 2019

UEISPEA - Labomiono de Paioksgia - Aratomohisiopaiciogia @ EET 8 < FAua dos Logkdcs, Lugar da Modakne S435-555 Valiio

Ardllsss Fequeridas:
Méioas e Ercsaln: " Exame Aratomopaioligios
Teonloo Responsdel pedo Ensalo:  Coisina Oohia Data o6 mallz acdio- 0304 AT

Codigo & AeTs da amostra
PLPAT-1 902633 F4 PH-HDO - Coslha 1 - Codives

Resulindo
I Ticate oo animal Cosing DR, M reodfa 116, J0uRd. QENEnD Kmining, S50k Congeon SNooTato morio.

-Habdio gorema: Estade gl de bia oomormacas & bom ¢ stado de pelagem. Eoopamsias (xoddens & puigas].

- ihos & paviihdss auioslacs: Congestlo cas conjunihes. Exsudado branco grumoso nos condulos audihos (ollbe Dilzcral].

- Cavidado oral: Bom estado da denliGlae. Vesligios de alimenio no pds-boca (ena]

- Traio respiraltnie: Lanings congestionada, tom oodguios. Traguela Jom MUCOSS S eimeTie emondgics, nomedos oe SINgus, corlinuands nos
prendes brincuios. Puimics divsamenic vermelhoa, superfics lsa & muko brilfanis oom ralbdos maks consoldaots, vermednos SSOUITE, SSoonsdm
anundanis SINJUG Na supsriics & oone.

Coracla: Epicirds embebito om hamogiotina

-Tralo digesive: Esdiage oom muoosa pdlksa. Esifimago repicis de allmants. (M0 5 avalou o corle 0do gasho-mesing pela coleits & cstomago &
Fiesting pare estude o6 MV estigacdo).

Fanoreas: coioeacie msada.

Figado- Colosacie casianho diarn, supedice Bsa ¢ rifants. FRepbolo da vesicula billar,

- Giandules enddarinas: Teoldes & adrenals sem abarncies maonsoipicas sigificalives.

-Bare: Bordos amedonidsooes.

-Tralo urirdric: Rins de oolomgdo rosada, Bocls oo descapsular. Bexiga distendida, connco unirna Bmpida.

- Bsmima gentat Liero gravidion nom 4 cmiides.

CONCLLUIEA O Cuadny lesional o6 IRQUE B hemomagics, supestiv o doeni: ¥iNca Memomagho dos ondnns.

UEISPEA - Labomion o de Vinckogla < Av. da Repobica, Oulnia do Marques 2780157 Osiras

Ardllsss Foque ddas:
Maiods de Emsalo: " FPE-13-PESAVIR Pesgulsa dovinus da Misomaioss (Lepoipordinesl, por PR @m smpo real
Teonlco Responsivel pedo Ensale:  Teresa Fogulra Data de mallr agdo- 100G
Codigo @ Refs da amostra Fasulimda
PURAT-10-03EE8VIFRAI0A - Cocsdhao 1 - Caddmer Hagativa
Mota: Virsdgioo
- Processado & validado por Mauilus (T 0.3 sendo probédn & repeoduciio parcial e-sie dooumenin - pag 2/3
Imsituio Mackonal o8 Investigacio Agrarl & Ve rirdra, LR,
Mod. G053 B, da Fopobica, Cuinta do Masques ZTB0-157 Ogiras 3 ! moclenediinia pt
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InskiEves Naglonol de
Ieestigactio Bgrdio &
Veberindria, LR
Relatdrio de Ensaio
P-PAT-18-02633

Diats = hora de recspao da amestra: 200G 201 3 00:00:00 Diatn de= emissag: 02072019

UEISPEA - Labomiona o Vinoiagla - Av. da Ropoblica, Culnia dio Marqués. Zrel-i157 Oglras

Aralises Roqueridas:
Méiodo da Ersalo: "FE-20-P3AVIR Pesguiza do virus da Dosnca Homomdgica dos coslhos (RHDV L por RT-PCR

Tetnloo Responsael pedo Ensalo:  Teresa Fogulha Cata de malzacdo- plrpes e b
Codigo & Aefs da amostm Fesulimdo

P-FAT-19-D22Z3VIRDI - Cogdho 1 - Caddver Meqgativa

Mota: Virokdglco

UEISPEA - Labosmsiora de Virokagla «— Av. da Repoblica, Culnia do Marqués ZTB0-157 Osiras

Ardlises Requeridas:
Méiodo e Ersalo: " FE-Z1-PSAVIR Pesguiza do virus da Dosnca Hemomdgica dos cosdhos (RHDVIL por AT-PCA fempo sl

Tecnloo Responsdeel pebo Ensalo:  Teresa Fagulna Data de mallzagdo- plries e h L
Codigo & Aefs da amosbm Fasulizdc

PR T-10-03653V IR0 - Cogdho 1 - Caddwer Fosiiva

Mota: Virokigioo

UEISPEA - Labomiono o Baciericlogia @ Miookogi - Av. da Fopablica, Quints do Mem s ITBl-157 Dalms

Ardlises Aoqueridas: Bacierioldgion
Maicdo de Ersalo: ' Exame Bacieriokqgios

Temnloo Responsdeel pedo Ensalo:  TeRsabbusuerque Data de malEagdo- pasic e i b
Codigo & Aefs da amosbm Fesuliado
P-FAT-10-02833 DE 001 - Cosdho 1 - Cadéver Nio s Izclaram bacisras palogenicas o specficas em osrchinss
Moia: Backrioidgior
BAutorizmdo por
Cristina Ochoa

[em subsiRuicdo do Dinslor da LEIEPEA)

- PIDCeSsa0s & validaco por Mautius (TG 0.2, scndo probids & epeoducio parckll etk documentn - pag.2/3
Irestiturio Macional de Invesiigacio Agrariae Ve rindria, LP.
Muopd. G053 . da Fepdbica, Quinla do Morguss Z7B0-157 Osias HlEE " modlensinia o
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Captura n°0 / nula — causa de morte: predacéo.

inskikvke Naclenal de
Irwestigacto Bgrdiia &
Veberindria, LR
Realatdrio de Ensaio
P-PAT-10-02635

Data = hora de recepoo da amostra: 200G 201 3 00:00:00 Diata de emissao: D207/ 2019

DESCRICAD DA AMOETRA
Matrtz: Cadvar Animal: Coglho brvo

Eamo
ldmde-
N e amosiras: 1 RaCn:
Dot de colhafa: 215062010 Homs-
Amibito da andliss-  + DOELHD B8/ ID chip=
Fegato: LVT

MOE-

Localldade: Borovanis

CLIEMTE
Momg: INAY - Irsibuio Nackonal de Imestigacio A grina ¢ Vemrirany, P MIF - 510345571
Enderef:o Sscal- Avanida da Repdniica - Coirla do Margues - Oelras CGP : 3784505 Oolras
g=mall : Pois: Posfugal

AECUIEITANTE

Moma : Muno Sanins Cddula Profissional : 1970
e-mall : pygmgesPsapo pl Tl : TIOEETIE
PROPRETARIC! LOGAL de COLHEITA

Moma : Companhia das Leiiss

Endorags : Benmanic, Saniasm

DECLARACOEE
1. O resliados reporiam- -5 suchusvamenis &5 Anosins emingues ne Laborior.

2 A& inirmado inoluida na TESCRICAD DA AMOSTRE" & daexousia ssponsahildads do requisiams.
3 Oereaio assinalacs com [ ndo esid nolside no mbhe da sos-diacio.
4 & amosTageam (oolhela] sfoluada nie 56 enoonra induida no miniio da aomedEagdo.

- Prooessade & validado por Maudlus (TR 0.2 sendo prodbida & repoducio pancial desle dooumenio - pag 1/2
brestitunio Mooional e Invesiigacio Agraria & Ve risaria, LR,
Mod. 52053 v g Fepdblca, Cuinla do Margues Z7B0-157 Ooiras HaulZ=3 | moclericdiinias pt
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Inskitute Naglemnal de

Inrestigactio Bgrdarna «
eberindrio, LR
Ralatdrio de Ensaio
P-PAT-18-02635
Dakas = hora de recspao da smostra: 200G 2019 00:00:00 Diata d= emissao: 12072019

UEISPEA - Labomiono de Virnkogla < Av. da Repobliza, Cuinia do Marques 2780-157 Oelras

Ardllses Fequendas:
Maiodo e Erpaln: " FE-13-PEAVIR Pesguiza do vins da Mxomaiess (Lepoiponinsl. por FCR em Gmpo real

Tecnioo Responsdsl peba Ensalo:  Teresa Fagulna Dusta o mallzagio- V04N
Codigo & Aefs da amosbm Fasulimdo

PUFAT-19-D2635W IR - Coclho 3 - Cadéver Hegativa

Hota: Virkigioo

UEISPEMA - Labomiono de Virkogia - Av. da Repobliza, Cuini do Marques. 2T80-157 Oelras

Ardllses Requerddas:
Médodo de Ensalo: " PE-20-PSAVIF Pesguiza do vins da Dosnga Hemomigica dos oosdhos (RHOWL por RT-PCR

Tecnlco Responsavel pelo Ensalo:  Teresa Fagula Data oe malkr agdo- 1004 T
Codigo & Aefs da amostm Fasulizda

P-FAT-19-028357 IRV - Cogtdho 3 - Caddver MNagativa

Hota: Virokigloo

UEISPEA - Labomiono de Virsiogla «— Av. da Repablica, Duisia do Marguss 27800157 Oalras

Ardllsss Requerdas:
Méiodo de Exsalo: " FE-F-PEAVIR Pesguiza do vines da Dosnga Homomigica dos oosdhos (RHDVZL jpor AT-PCA fempo eal

Ternloo Responsavel pabo Ensalo:  Teresa Fogulra Daka de malk acdio- 100 S
Codigo & Refs da amosbma Fasulido

P-FAT-19-E2355357W IR - Coglho 3 - Cadéwr Megativa

Moia: Vinokdgloo

UEISPEA - Labomiono o Backriclogia s Mioologia = Av. da fepablica, Quinia do Mamques 2780-157 Delms

Ardlises Fequedidas: Baciericligloo
Maiodo da Ersado:  * Exame Backerniokqgios

Ternloo Responsdval pado Ensalo:  Tomsa b Busuenus Data de malk acdio- 2503A1T
Codigo & Aefs da amosbm Rasulizdo
P-FA T-19-025535 OB 001 - Cosdho 2 - Cadéver Mo 5¢ |zolaram bacirias palogenicas ¢ specficas om oerobinms:
Mota: Bacleriogios
Autorizndo por
Cristina Ochoa

[im subsiRuloho do Dirclor da LEIEPEA)

- Pinoessads & walidado por Mauilus (T 9.2 sendo proiéda & repeocugdo parcial desie dooumgnio - pag. 2/2
Imstituio Mackonal o8 Investigecio Agrari & Ve rinara, LR
Mod. G053 B, da Foplblca, Ouiria do Masgues Z7B0-157 Ogias S ! mlodlericdbiniar pt
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Anexo 4 — Publicagao, em formato de Pdster, dos resultados preliminares deste estudo,

apresentada em junho de 2019 no Congresso “Wildlife and Game Management Summit
2019".

at CIBID/InEID Campus

2.ClIsA= (:e&tmdemmmga o Interd
%I..w $ln|vel$ﬂd&ﬂ.e£ﬁma Parluf 2 :

-

INTRODUGAD |8 r

N Fig. 1. h Fig. 2. Captura Fig. 3. Analise em
o 'pi Activagdo de i de coelho- laboratério

B armadilhas " bravo = Flutuacio

-
= Isco alimentar - . s Fezes na = Sedimentacdo
e armadilha » McMaster

310(228-406) 160107,
| 24B(74-3000 954415
- 10(02-54) -
k3, (zaa %ﬁ)

CONCLUSOES ...“'w

Como conclusdo prelimi a prevalé elevada, sendo no entanto menor que

o Lspcmdo para estrongilideos gastrointestinais®, o que poderd ser devido ao clima

c i S ao de ovos e oocistos obtida

numero de capturas ter diminuido

de setembro, c re genciavel do ponto de

vista estatistico a prevaléncia obtida para os meses seguintes (de Novembro de 2018 a

Maio de 2019) nos quais foram capturados, no total, 3 coel No entanto, ima-se que

a prossecu¢do deste estudo a longo prazo permitird ar a contribui¢do direta e indireta

do parasitismo gastrointestinal para a morbilidade/mortalidade em populagdes naturais
de coelho bravc
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Anexo 6 — Dados recolhidos dos coelhos-bravos capturados em folha Microsoft Office Excel

inte.
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