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Novas Metodologias Aplicadas ao Estudo da Epidemiologia da Sarna
Sarcéptica em Carnivoros Silvestres
Resumo

A sarna sarcOptica, provocada pelo acaro Sarcoptes scabiei, € uma doenga cutanea
que afeta vérias populacdes de carnivoros silvestres. Em algumas populacdes de raposa
(Vulpes vulpes) a sarna originou consideraveis declinios populacionais. No lobo (Canis lupus),
apesar de a sarna ndo ser diretamente responsavel por elevada mortalidade, os animais
afetados sofrem de alteracdes fisiolégicas e comportamentais. A populacao lupina portuguesa
divide-se em subpopula¢6es fragmentadas e esta confinada a regido norte do pais, pelo que
esta doenca podera originar efeitos populacionais mais significativos.

Com o presente trabalho pretendeu-se, i) desenvolver um novo método de
monitoriza¢cdo ndo-invasiva através da detecdo molecular de S. scabiei em amostras fecais
de lobo ii) descrever a epidemiologia da sarna sarcéptica em carnivoros silvestres (lobo e
raposa) da regiao Noroeste de Portugal entre 1997 e 2019, combinando dados resultantes da
andlise laboratorial, utilizando métodos sorologicos para identificacdo de anticorpos
especificos, métodos moleculares para dete¢cdo de DNA de Sarcoptes sp. em amostras fecais
nao-invasivas e métodos de observacao direta para detecdo de Sarcoptes sp. em digestdes
de pele alopécica, bem como dados de campo constituidos por foto-armadilhas de populacdes
selvagens; iii) validar e avaliar o desempenho do método molecular ndo-invasivo através de
modelos multi-evento de captura-recaptura.

Foi possivel identificar S. scabiei por microscopia em 8/14 (57%, 1Cgs0 32,6-78,6%)
amostras de lobo e em 5/6 (83%, ICgsy 43,7-97%) amostras de raposa. Na sorologia, 28/81
amostras foram positivas (prevaléncia predita de 45,4%, 1Cgsy 30,3-60,5%). Nos métodos
moleculares, foi detetado DNA de S. scabiei em 71/843 amostras fecais de lobo (prevaléncia
predita de 7,2%, ICose 5,0-9,4%). Nas foto-armadilhas, 11/72 (15%, ICgss 8,8-25,3%) detecdes
de lobos e 33/369 (9%, ICgsy 6,4-12,3%) de raposas apresentavam lesdes compativeis com
sarna.

A combinacdo destes métodos permitiu um estudo epidemiologico mais completo da
sarna sarcoptica. Observou-se um periodo de alta prevaléncia em 2006-2009, com um pico
no ano 2008 por sorologia (94,8%), enquanto que nos métodos moleculares, o pico ocorreu
no ano 2009 (11,7%). Através das foto-armadilhas, a alopécia foi predominante entre fevereiro
e julho e observaram-se altera¢cdes no padrdo de atividade. Através do modelo multi-evento
foi estimado que lobos com sarna apresentam uma mortalidade 18,4% (ICgsy -15,2-49,6%)
superior a dos lobos nao infetados (ndo significativa) e foi estimada uma sensibilidade de
34,0% (ICgs% 15,9-58,4%) e uma especificidade de 100% para o nhovo método desenvolvido.

Palavras-chave: Carnivora; Sarcoptes scabiei; PCR; Sorologia; Foto-armadilhas.



New Methodologies for the Study of Sarcoptic Mange Epidemiology in Wild
Carnivores
Abstract

Sarcoptic mange, caused by the mite Sarcoptes scabiei is an enzootic skin disease
that affects several populations of wild carnivores. In some red fox populations (Vulpes vulpes)
mange have caused considerable population declines. Although in the wolf (Canis lupus),
mange seems not directly responsible for high mortality, the affected animals present
physiological and behavioural changes. The Portuguese lupine population is divided into
fragmented subpopulations and is confined to the northern region of the country, so this
disease may lead to more significant population effects.

This work aimed to i) develop a new method for non-invasive monitoring through
molecular detection of S. scabiei in wolf faecal samples ii) describe the epidemiology of
sarcoptic mange in wild carnivores (wolf and fox) in the North-Western region of Portugal
between 1997 and 2019 by combining data resulting from laboratory analysis, using
serological methods for the identification of specific antibodies, molecular methods for the
detection of Sarcoptes sp. DNA in non-invasive faecal samples and direct observation
methods for the detection of Sarcoptes sp. in alopecic skin digestions, as well as field data
from camera trapping of wild populations; iii) validate and evaluate the performance of the non-
invasive molecular method through multi-event capture-recapture models.

It was possible to identify the mite S. scabiei by microscopy in 8/14 (57%, Clgsey 32.6-
78.6%) wolf samples and in 5/6 (83%, Closy 43.7-97%) fox samples. In serology, 28/81
samples were positive (predicted prevalence of 45.4%, Clgsy 30.3-60.5%). In the molecular
methods, S. scabiei DNA was detected in 71/843 faecal samples of wolves (predicted
prevalence of 7.2%, Clgsy 5.0-9.4%). In camera trapping, 11/72 (15%, Clgss 8.8-25.3%) wolves
and 33/369 (9%, Clgse 6.4-12.3%) foxes with compatible mange lesions were detected.

The combination of different methods allowed a more complete epidemiological study
of sarcoptic mange. A period of high prevalence was observed in 2006-2009, with a peak in
the year 2008 by serology (94.8%) while in molecular methods, the peak occurred in the year
2009 (11.7%). By camera trapping, alopecia was found to be predominant between February
and July and changes in the activity pattern were observed. With the multi-event capture-
recapture model, it was estimated that wolves with mange showed a mortality rate 18.4%
(Clesw -15.2-49.6%) higher than non-infected wolves (non-significant), and a sensitivity of
34.0% (Clgse 15.9-58.4%) and a specificity of 100% for the new method developed were
estimated.

Keywords: Carnivora; Sarcoptes scabiei; PCR; Serology; Camera trapping.
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1. Artigo submetido a revista Scientific Reports (Anexo 2).

Julieta Rousseau, Monia Nakamura, Helena Rio-Maior, Francisco Alvares, Rémi
Choquet, Luis Madeira de Carvalho, Raquel Godinho, Nuno Santos. Novel method for non-
invasive molecular survey of sarcoptic mange in wildlife: diagnostic performance in

wolves evaluated by multievent capture-recapture models.

2. Participacdo como coautora em abstract submetido para as Jornadas de
Dermatologia de Paris 2020 (Anexo 3).

Charlotte Gary, Amaury Briand, Anne Lespine, Ludwig S. Aho, Arnaud Jannic, Julieta
Rousseau, Lucy Foucher, Thomas Lilin, Frangoise Botterel, Olivier Chosidow, Jacques Guillot,
Charlotte Bernigaud. Efficacité d’une forte dose d’ivermectine et d’'une dose unique de

moxidectine dans un modéle porcin de gale.

3. Os resultados preliminares deste estudo foram expostos, numa apresentacao oral
(Anexo 4), a equipa de investigagdo Dynamic no dia 17 de fevereiro de 2020, em Paris,
Franca, com o titulo New methodologies for the study of sarcoptic mange epidemiology

in wild carnivores.
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1. Atividades desenvolvidas durante o estagio
1.1. Estagio curricular

O ultimo ano do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinéria da Universidade de Lisboa (FMV-UL) contempla o estégio curricular e a
respetiva dissertacdo de mestrado que tém como objetivo principal a aprendizagem, treino e
aprofundamento dos conhecimentos numa area especifica das Ciéncias Veterinarias.

O estagio curricular foi realizado no Centro de Investigacdo em Biodiversidade e
Recursos Genéticos (CIBIO) pertencente a Universidade do Porto e localizado no Campus de
Vairdo, Vila do Conde, Porto, sob a orientagdo do Doutor Nuno Santos. Teve inicio a 2 de

setembro de 2019 e terminou a 29 de novembro de 2019.

1.1.1. Centro de Investigacdo em Biodiversidade e Genética (CIBIO)

O CIBIO é um centro de investigagdo reconhecido internacionalmente e que
desenvolve pesquisa nos trés principais componentes da biodiversidade: genes, espécies e
ecossistemas. E composto por varios grupos de investigacdo, estando este trabalho inserido
no grupo CONGEN (Conservation Genetics and Wildlife Management). A componente pratica
deste trabalho foi realizada no Centro de Testagem Molecular (CTM), que se insere no CIBIO
mas funciona como uma unidade independente, realizando investigacdo aplicada aos
recursos genéticos animais e vegetais e prestando servicos a comunidade com base na
aplicacdo de ferramentas genéticas e moleculares, especialmente no que diz respeito a

espécies domeésticas e variedades agricolas.

1.1.2. Atividades desenvolvidas

Inicialmente, foi recebida formacao tedrico-pratica em varias técnicas laboratoriais, das
quais: extracdo de DNA, realizacéo de PCR, testagem dos produtos de PCR por eletroforese
em gel de agarose e por eletroforese capilar em aparelho sequenciador e sequenciacdo por
método de Sanger, métodos de ELISA e digestédo de pele para observacédo direta de acaros
ao microscopio. Durante este periodo, foram consolidados os conhecimentos prévios e foram
realizadas as técnicas descritas. Numa segunda fase, os conhecimentos adquiridos foram
aplicados na execucao da componente laboratorial deste trabalho.

Foi ainda possivel o acompanhamento de outros projetos, nomeadamente de medicao
de cortisol em pelo de lobo, preparacdo de armadilhas e captura de coelhos (colheita de
amostras, avaliagdo morfolégica e colocagdo de microchip), sorologias para detecdo de
anticorpos em lebres e coelhos para doengcas como a Mixomatose e a Doenga Hemorragica
Viral, e 0 acompanhamento de necropsias realizadas a lobos e raposas nas instalacdes do
Instituto Nacional de Investigacéo Agréaria e Veterinéria (INIAV), Vairdo, Porto, com avaliacéo

morfoldgica dos animais, colheita de amostras e identificacéo da possivel causa de morte.

1



1.2. Estagio extracurricular

Foi também realizado um estagio extracurricular ao abrigo do programa de mobilidade
Eramus+ que permitiu aprofundar os conhecimentos e obter treino especializado nas areas
de parasitologia, micologia e dermatologia. O estagio foi realizado em Paris, Franca, na Ecole
Nationale Vétérinaire d’Alfort (EnVA), sob a orientacdo do Prof. Doutor Jacques Guillot, com
inicio a 6 de janeiro de 2020 e fim a 6 de margo de 2020.

1.2.1. Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort (EnVA)

A EnVA é uma das mais antigas faculdades de Medicina Veterinaria, fundada em 1765,
e uma das quatro existentes em Franca. Localiza-se em Maisons-Alfort, Paris, Franca.

Para além da instituicdo de ensino, propriamente dita, estdo também inseridos
hospitais (animais de companhia, equinos, animais de pecuaria e de fauna selvagem), um
laboratorio de analises (Biopble) e unidades de investigagdo, das quais o grupo de
investigacdo Dynamic, uma colaboragcdo com a Faculdade de Medicina de Créteil, Paris,
Franca, que se dedica ao estudo da dindmica das interagbes hospedeiro-patdégeno,

terapéuticas e resisténcias em micologia médica e veterinaria.

1.2.2. Atividades desenvolvidas

O estagio permitiu 0 acompanhamento da equipa de professores de parasitologia e
micologia nas suas atividades e projetos. Destaca-se a componente de investigacdo, com
participacdo num estudo experimental em sarna sarcOptica através da utilizagdo de um
modelo animal suino para avaliacdo clinica e farmacol6gica e posterior extrapolacédo para
medicina humana, acompanhando a fase de contamina¢éo e desenvolvimento da doenca e a
de tratamento e cura. Foi também possivel a participacdo em algumas aulas do curso de
Medicina Veterinaria e de Medicina Humana e em algumas reuniées/apresentacdes do grupo
de investigacdo Dynamic. Houve ainda uma componente laboratorial no Biopble, com a
realizacdo de diferentes técnicas de coprologia qualitativas e quantitativas, das quais,
sedimentacéo, flutuacao, técnica de Baermann e método de McMaster. E uma componente
clinica através da avaliagcdo e monitorizacdo de animais selvagens no hospital de fauna
selvagem (CHUV-FS). Outras atividades desenvolvidas incluiram a visita ao Mercado
Internacional de Rungis, o maior mercado grossista de produtos agroalimentares frescos do
mundo e a ida a Champignelles, um centro de aplicacdo para animais de pecuaria,
pertencente & EnVA, com visita a uma exploracéo de bovinos de carne, onde foi realizada a
avaliacdo dos animais e suas instalacdes e colheita de amostras fecais para posterior analise

parasitologica.



2. Reviséo bibliografica
2.1. Sarna sarcoptica

A sarna sarcéptica é uma doenca cutanea que afeta humanos e animais, altamente
contagiosa e globalmente difundida, sendo causada pelo acaro Sarcoptes scabiei (Bornstein
et al. 2001). A doenca é reconhecida desde tempos biblicos, sendo uma das primeiras
doencas humanas com etiologia conhecida (Roncalli 1987). Em 1687, o médico italiano
Giovan Cosimo Bonomo em colaboragdo com o farmacéutico Diacinto Cestoni, revelou a
relacdo entre o 4caro e a sarna, demonstrando pela primeira vez que um organismo
microscépico podia ser a causa de uma doenga, e iniciando assim uma nova era na medicina
(Roncalli 1987). Em 1746, Linnaeus, descreveu e denominou como Acarus humanus
subcutaneous o0 acaro nho Homem (Homo sapiens) e Acarus exulcerans nos animais. Em
1778, De Geer, fez a primeira boa descricdo de Acarus scabiei que recolheu de lesbes de
sarna, sendo que em 1802, Latreille estabeleceu o género Sarcoptes, ficando assim a
denominacgéo de Sarcoptes scabiei, que se mantém até aos dias de hoje. Dorfeuilles pode ser
considerado como o primeiro cientista a descobrir a presencga de acaros em gado afetado com
sarna. Em 1812, Jean Baptiste Gohier, professor na Escola Veterinaria de Lyon, recolheu
acaros de lesbes de sarna em cavalos e o0 seu colega St. Didier realizou a sua descri¢éo e
ilustracdo. No inicio do século XIX, apesar dos avancos na parasitologia veterinéria, muitos
médicos recusavam-se a aceitar a natureza parasitaria da doenca, até que em 1834, o
estudante de medicina Simon Renucci, “redescobriu” o Acarus scabiei a partir de lesdes de
um paciente afetado (Fain 1968; Roncalli 1987).

Como abordado por Fain (1968), o acaro do género Sarcoptes (Latreille, 1802),
espécie Sarcoptes scabiei (Linnaeus, 1758) é a espécie da qual surgiram varias variedades e
pensa-se que o hospedeiro primario foi o Homem, ocorrendo depois a transmissao para 0s
animais domésticos e destes para os selvagens, com adaptacdo das diferentes variedades

ao seu novo hospedeiro e diminuicdo da capacidade de reinfetar o Homem (Fain 1978).

2.1.1. Etiologia e ciclo biolégico
2.1.1.1. Classificagéo

O acaro da sarna da espécie Sarcoptes scabiei pertence ao reino Animalia, filo
Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acarina, ordem Sarcoptiformes (Astigmata),
superfamilia Sarcoptoidea, familia Sarcoptidae, subfamilia Sarcoptinae e género Sarcoptes
(Mullen and O’Connor 2019).



2.1.1.2. Morfologia

Com base na apreciacdo morfoldgica feita por Fain (1968), sdo 4caros microscopicos
(<500 pm), sendo o macho aproximadamente 2/3 da fémea, circulares ou ovais. O
gnatossoma € curto e com largura e comprimento semelhantes, com queliceras robustas e
pedipalpos. O idiossoma € convexo dorsalmente e achatado ventralmente. Nas fémeas e
acaros imaturos observam-se finas estrias transversais na cuticula enquanto que nos machos
estas sdo menos marcadas. As fémeas apresentam espinhos dorsais triangulares bem
desenvolvidos, ao passo que nos machos e acaros imaturos estes S80 menos NUMeErosos.
Além dos espinhos, possuem também pelos dorsais robustos. As patas séo curtas tendo as
larvas trés pares de patas e as ninfas e adultos quatro. O primeiro e segundo pares de patas
anteriores estendem-se para além da margem do corpo e terminam com uma ventosa. No
macho, o quarto par de patas termina também com uma ventosa. As outras patas terminam
com um longo pelo. Os pediculos tarsicos sdo longos e ndo-segmentados. Todos 0s

segmentos terminais das patas tém garras e o anus é terminal ou dorso-terminal.

2.1.1.3. Ciclo biolégico

O acaro passa por cinco fases de desenvolvimento: ovo, larva, protoninfa, tritoninfa e,
por fim, adulto macho ou adulto fémea, demorando todo este processo aproximadamente 2
semanas (Arlian and Morgan 2017). O seu ciclo biolégico é passado nas camadas exteriores
da epiderme, nas quais escavam tuneis/galerias, passando do estrato cOrneo para o
granuloso e deste para o espinhoso. As fémeas colocam 1 a 4 ovos por dia, nos tuneis, e as
larvas eclodem em cerca de 3 dias. A larva hexapode sai do tunel, desenvolve-se até adulto
e, posteriormente, a superficie da pele, vai procurar um parceiro para acasalar (Head et al.
1990; Bornstein et al. 2001; Elsheikha and Wright 2015; Arlian and Morgan 2017). A
penetracdo da pele pode ocorrer em qualquer fase do ciclo de vida e requer menos de 30
minutos de contacto direto, havendo a libertacdo de uma secrecdo que lisa o tecido corneo
do hospedeiro e permite que o &acaro forme tlneis mais profundos, utilizando as patas
anteriores (Arlian, Runyan, Achar, et al. 1984). Os acaros alimentam-se de células vivas e
linfa podendo, no entanto, sobreviver fora do hospedeiro 2 a 3 semanas em ambientes
hamidos e temperados (Bornstein et al. 2001; Elsheikha and Wright 2015).

2.1.2. Epidemiologia
2.1.2.1. Variabilidade e especificidade

S. scabiei é capaz de infetar um grande leque de hospedeiros em todo o mundo, no
entanto existe especificidade para cada espécie de hospedeiro e um baixo grau de infecdo

cruzada entre diferentes espécies de hospedeiros, pelo que as varias variedades séo



denominadas segundo a espécie do hospedeiro predominante, como por exemplo S. scabiei
var. canis (Pence and Ueckermann 2002; Bowman 2014). A grande variabilidade deste acaro
devera ser considerada como o resultado da continua reproducao cruzada entre estirpes que
afetam o homem e os animais (Fain 1978).

Quando num hospedeiro atipico, as infec6es sédo temporarias e a doenca autolimitante.
No entanto, estes hospedeiros podem servir de reservatorio temporario e veiculos de
transmissao para os hospedeiros preferenciais (Arlian et al. 1988). Estéo, contudo, reportados
véarios casos de infecdo cruzada com estabelecimento de infecdo permanente, como por
exemplo entre raposa (Vulpes vulpes) e lobo (Canis lupus) (Oleaga et al. 2013), raposa e
guaxinim (Procyon lotor) (Renteria-Solis et al. 2014), coelho (Oryctolagus cuniculus) e céo
(Canis lupus familiaris) (Arlian, Runyan, and Estes 1984), chita (Acinonyx jubatus) e gazela-
de-thomson (Eudorcas thomsonii) (Gakuya et al. 2012) e serow japonés (Capricornis crispus)
e cdes-guaxinim (Nyctereutes procyonoides) (Matsuyama et al. 2019).

A utilizacdo de técnicas moleculares permitiu investigar e compreender a biologia dos
acaros e as interacbes entre estes e 0os seus hospedeiros (Arlian and Morgan 2017).
Recorrendo a genotipagem a partir de microssatélites, Rasero et al. (2010) sugeriu a
existéncia de acaros derivados de 3 grupos diferentes, consoante o tdxon do hospedeiro
(carnivoro, herbivoro ou omnivoro) e que o fluxo genético ocorre dentro de cada grupo, mas
nao entre diferentes grupos. No entanto, outros trabalhos demonstram a existéncia de fluxo
genético entre diferentes taxa (por exemplo carnivoro e herbivoro) devido a relagdes to tipo
predador-presa (Gakuya et al. 2011; Matsuyama et al. 2019). Oleaga et al. (2013) sugere que
o lobo, espécie com uma distribuicdo geogréafica ampla e com um grande nimero de espécies
com as quais pode entrar em contacto, ora como predador, ora como necr6fago, pode estar
mais predisposto a infegBes repetidas com &caros geneticamente distintos de diferentes

espécies.

2.1.2.2. Transmisséo e sobrevivéncia

A transmissao ocorre principalmente por contacto direto entre um individuo afetado e
outro saudavel, mas também pode ocorrer pelo contacto com fomites contaminados (Arlian
and Morgan 2017). Nos animais com um comportamento mais social devera ocorrer
predominantemente a transmissdo direta, enquanto que em espécies mais solitarias a
transmissao indireta pode ter maior significado (Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al. 2019).

Todas as fases de vida do acaro saem dos tuneis e vagueiam na pele, o que torna
possivel que caiam, e, assim, fiquem deslocados do hospedeiro e possam contaminar o
ambiente ou fomites (Arlian and Morgan 2017). A transmisséo indireta esta, no entanto,
dependente do tempo de sobrevivéncia do acaro fora do hospedeiro (até 19 dias) e que

depende, por sua vez, das condicbes de humidade relativa (HR) e temperatura ambientais,
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sendo os acaros favorecidos por baixas temperaturas (10-15°C) e elevada HR (97%) (Arlian
and Morgan 2017; Niedringhaus, Brown, Ternent, et al. 2019). Assim, sera espectavel uma
maior sobrevivéncia do 4caro fora do hospedeiro durante certas alturas do ano, como o outono
e primavera, apesar de ser pouco provavel gue o ambiente seja um reservatério ou uma fonte

prolongada de infecdo (Niedringhaus, Brown, Ternent, et al. 2019).

2.1.3. Patogenia e sinais clinicos
2.1.3.1. Sinais clinicos e evolucado da doenca

Segundo Walker e Stachecki (2002), os acaros afetam a saldde dos animais das
seguintes formas: i) Dano tecidular que leva a dermatite; ii) Perda de sangue ou fluidos
corporais; iii) Reacbes alérgicas; iv) Criacdo de condi¢cbes para infecbes bacterianas
secundarias.

O periodo de incubacdo em canideos infetados experimentalmente varia entre 10 a 30
dias dependendo da dose infeciosa (Bornstein et al. 2001). As primeiras lesdes aparecem em
areas com relativamente pouco revestimento piloso, como o aspeto lateral do codilho, o
pavilhdo auricular e regido isquiatica nos canideos, que posteriormente coalescem e tornam-
se generalizadas (Nimmervoll et al. 2013; Bowman 2014).

Em carnivoros, a evolugdo da doenga parece ocorrer da seguinte forma: Numa
primeira fase, podem observar-se papulas 1 a 3 semanas ap0s exposicao e crostas 4 a 5
semanas apis a exposicdo (Samuel 1981; Nimmervoll et al. 2013). Apés 1 més, pode
encontrar-se pelo nas fezes, devido ao prurido que leva ao lamber constante das zonas
afetadas (Samuel 1981). A pelagem torna-se baca, surge alopécia no dorso, cauda, flancos,
orelhas, nariz e a volta dos olhos. Nesta fase, a carga parasitaria € baixa, os linfonodos
encontram-se ligeiramente aumentados e histologicamente observam-se numerosos
eosindfilos (Samuel 1981; Nimmervoll et al. 2013). Na segunda fase da doenca (7 a 9
semanas pos infe¢do), também denominada hiperqueratética ou crostosa e que pode revelar-
se fatal, as crostas coalescem, cobrindo a maior parte do corpo, ha exsudacao serosa extensa
e 0 animal ganha um odor intenso caracteristico. A ingestao de alimento diminui e o animal
fica inquieto passando muito do seu tempo a lamber e a cocar as regides do corpo afetadas,
0 que também pode ser responsavel pela disseminagdo das lesfes. Ocorre emaciagao,
desidratacdo, observa-se linfadenomegdlia grave, e a nivel histolégico observa-se grande
carga parasitaria, aumento do numero de linfécitos e mastocitos e complicacdes bacterianas
e fungicas secundérias (Samuel 1981; Pence and Ueckermann 2002; Nimmervoll et al. 2013).
Na terceira fase, que corresponde a cura, podendo seguir a segunda ou, por vezes, a primeira
fase, observa-se alopécia grave, lenhificacdo e hiperpigmentacdo, linfonodos raramente

aumentados, auséncia de &caros e infiltracao celular mista (Nimmervoll et al. 2013).



Apesar de na maioria dos casos as lesfes cutdneas serem uma combinacdo de
crostas e alopécia, foi reportado, que em raposas, nos meses mais frios do ano, devido a
maior espessura do pelo de Inverno, pode verificar-se a presenca de crostas sem alopécia.
Assim como pode ocorrer alopécia e auséncia de crostas, por exemplo numa fase de
recuperacao da doenca (Nimmervoll et al. 2013). A apresentacdo da doenca pode também
variar consoante a espécie, sendo que nos lobos se observa essencialmente a forma
alopécica (com baixa carga parasitaria) e na raposa e ungulados a forma hiperqueratética
(com elevada carga parasitaria) (Oleaga et al. 2012; Martinez et al. 2020).

Em carnivoros ndo sujeitos a tratamento ou sem cura espontanea, a morte ocorre
passados 2 a 4 meses apos infecao, estando no entanto dependente da dose infeciosa e da
resisténcia a infecdo do proprio individuo (Samuel 1981; Newman et al. 2002). Dependendo
da espécie afetada, a sarna grave pode resultar em 80% de mortalidade numa populagéo de
animais selvagens, sendo especialmente preocupante em espécies animais ameacadas, na
qual pode ser devastadora (Brewster et al. 2017). A forma cronica e potencialmente fatal
ocorre quando os acaros infetam um hospedeiro adequado e desenvolvem uma carga
parasitaria crescente, ocorrendo particularmente em animais imunocomprometidos ou em
populagcdes naives. Em contrapartida, quando o &caro infeta um hospedeiro ndo preferencial,
ocorre doencga temporéria e autolimitante (Nimmervoll et al. 2013; Kraabgl et al. 2015).

Em animais cronicamente infetados ocorrem alteragBes estruturais patoldégicas em
variados 6rgdos e nos parametros sanguineos, sendo que os produtos dos préprios acaros
como toxinas salivares e antigénios, imunocomplexos circulantes e infe¢cdes bacterianas
secundarias podem contribuir para tais alteracdes (Arlian et al. 1990). Esta reportada a
presenca de depositos amiloides no figado, rim, intestino, bago e lingua, edema hepatocelular
periportal, colangite, hipertrofia adrenocortical, abcessos corticais nos rins, abcessos
bronquicos e necrose do cortex da adrenal (Arlian et al. 1990; Espinosa et al. 2017). No
entanto, todas as alteracfes fisiopatol6gicas foram consideradas reversiveis (Arlian et al.
1990). Animais afetados podem desenvolver uma férmula leucocitaria inflamatoria
caracteristico de doenca crénica com eosinofilia marcada e neutrofilia. Pode ainda ocorrer
anemia, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hipoglicemia, e hipocalcemia, e aumento da
uremia, de aspartato aminotransferase, hiperbilirrubinemia, hipernatremia, hipercloremia e
hiperfosfatemia (Little et al. 1998; Skerratt et al. 1999; Newman et al. 2002; Kido et al. 2011).
Ademais, a desidratacdo e anorexia podem levar a insuficiente perfuséo renal, e a existéncia
de infecdo bacteriana secundaria grave predispde a bacteriemia e sepsis com consequente

morte do animal (Kido et al. 2011).



2.1.3.2. Hipersensibilidade e imunidade

Desenvolvem-se interacdes complexas entre S. scabiei que produz antigénios e o
hospedeiro, que constréi uma resposta imunitaria (Davis and Moon 1990). Sugere-se que
numa fase inicial, os acaros terdo a capacidade de modular a resposta imunitaria do
hospedeiro, através da secrecdo de moléculas imunomodeladoras, permitindo a proliferacdo
e o estabelecimento de uma populacdo de &caros e atrasando o aparecimento dos primeiros
sintomas (Arlian and Morgan 2017). Posteriormente, os sinais agudos de sarna sarcoptica
estdo relacionados com uma reacdo de hipersensibilidade aos &caros, uma vez que é
libertada na pele uma grande quantidade de material antigénico, que inclui excrecdes e
secrec¢Oes dos acaros vivos, acaros mortos e cascas de ovos (Pence and Ueckermann 2002).

Segundo o estudo imuno-histoquimico de Martinez et al. (2020), os animais infetados
com S. scabiei parecem montar uma resposta imunitaria inata, com o predominio de
macroéfagos e uma menor proporcao de linfocitos e plasmécitos. Em lobos, verificaram-se
elevadas contagens de macrdéfagos, o que se pode refletir numa resposta mais eficaz, com o
desenvolvimento de lesdes alopécicas. Por outro lado, nas raposas verificou-se um maior
namero de células inflamatérias e uma resposta humoral mais forte, mas que se pode revelar
pouco eficaz, resultando em lesdes hiperqueratéticas.

A resposta do tipo celular é caracterizada por infiltrados celulares nas lesdes cuténeas
ou a sua periferia, constituidos por linfécitos, mastécitos, neutréfilos e eosindfilos e a resposta
humoral pela producdo de anticorpos (produzidos por linfocitos B e plasmacitos) contra
antigénios de S. scabiei (Arlian and Morgan 2017; Lastuti et al. 2018; Martinez et al. 2020).
Em canideos, estes anticorpos sdo detetaveis no sangue 2 a 5 semanas ap0s infecdo
(Bornstein and Zakrisson 1993; Bornstein et al. 1995) e podem ser detetados entre 1 a 4,5
meses apoés tratamento (Lower et al. 2001).

Algumas espécies desenvolvem uma reacdo de hipersensibilidade imediata — tipo |
(com aumento de mastdcitos e eosinofilos), como € o caso da raposa, camurca (Rupicapra
rupicapra) e veado (Cervus elaphus), (Martinez et al. 2020). Outras espécies desenvolvem
uma reacdo de hipersensibilidade retardada - tipo IV (com aumento de linfécitos T) em
conjunto com o tipo I, como é o caso do Homem (Walton and Currie 2007), lobo (Oleaga et al.
2011; Martinez et al. 2020), porco (Sus scrofa domesticus) (Davis and Moon 1990) e wombat
(Vombatus ursinus) (Skerratt 2003). A medida que a reacéo de hipersensibilidade progride, a
carga parasitaria diminui. No entanto, a medida que o prurido aumenta, aumentam também o

namero e a gravidade das lesdes traumaticas (Pence and Ueckermann 2002).



2.1.3.3. Complicacbes

Infecbes secundérias estdo frequentemente associadas com sarna sarcéptica
(Bowman 2014), sendo facilitadas pela disbiose da microbiota cutanea que ocorre nos animais
afetados, onde se observa uma reduzida diversidade microbiana, uma composicdo da
comunidade microbiana alterada e maior abundancia de patégenos oportunistas, entre os
guais se destacam Staphylococcus pseudintermedius e Corynebacterium spp. (Decandia et
al. 2019). Além disso, o prurido intenso leva a automutilagdo, com consequentes escoriacoes,
e infecOes bacterianas e fungicas secundarias (Bornstein et al. 1995; Bowman 2014).

Os acaros gastam diretamente energia dos seus hospedeiros ao consumirem a sua
linfa e tecidos lisados e, indiretamente pela necessidade de proteina na producao de crostas
hiperqueratéticas e subsequente descamacao cutanea, pelo prurido constante, que provoca
inquietude nestes animais e utilizacdo das reservas energéticas e, adicionalmente, pela
reducdo da pelagem de cobertura, o que vai implicar maior gasto energético para a
manutencdo da temperatura, pelo que estes animais tém menor peso e menores reservas de
gordura, resultado de subnutricdo prolongada, e demonstram sinais clinicos de catabolismo
muscular aumentado (Newman et al. 2002).

A subnutricdo pode, por sua vez, reduzir a resisténcia e levar ao aumento da
fecundidade, crescimento e carga parasitaria dos acaros (Kraabgl et al. 2015). Pode ainda
ocorrer algum tipo de interacdo entre S. scabiei e endoparasitas, como demonstrado por
Balestrieri et al. (2006), no qual a prevaléncia de cestodes e nematodes foi superior em
raposas com sarna, sugerindo uma interagdo gue envolve respostas imunitarias. As infe¢cdes
concomitantes em animais com sarna podem aumentar de forma acentuada a taxa de
mortalidade (Kraabgl et al. 2015), sendo que, quer a sarna sarcOptica, quer a infecdo por
helmintes gastrointestinais, afetam a ingestdo/absorcdo de proteina, aumentando,
provavelmente, a suscetibilidade a infegcbes (Newman et al. 2002). Além disso, a coocorréncia
de sarna pode favorecer os helmintes, inibindo a expulsdo de adultos e aumentando a sua
producdo de ovos, 0 que resulta numa maior contaminacéo ambiental (Balestrieri et al. 2006).

Em termos reprodutivos, as fémeas afetadas podem ter um menor niumero de foliculos
ovaricos a desenvolver e a ovular devido ao défice de nutrientes e, assim, terem menor
namero de crias comparando com fémeas nao afetadas por sarna. Além disso, é provavel a
transmissao vertical das mées para as crias por contacto direto ap0s o nascimento (Fthenakis
et al. 2001). As génadas tornam-se inativas ou minimamente ativas (Skerratt et al. 1999) e
nos machos h4 reducéo da massa testicular (Sarasa et al. 2011).

Ao nivel da producédo animal, a sarna sarcoptica tem efeitos negativos na eficiéncia de
conversao alimentar, na producgéo leiteira, ganho de peso e qualidade do couro, originando

perdas economicas importantes (Elbers et al. 2000; Rehbein et al. 2003).



2.1.4. Diagnostico
2.1.4.1. Clinico

Os sinais clinicos, lesdes e sua localizagdo, ja abordados, podem suportar o
diagnoéstico de sarna sarcoptica. Contudo, o pelo abundante dos animais pode esconder
algumas lesdes, principalmente em casos ligeiros (Bowman 2014). Além do mais, as lesdes
podem ser distintas consoante o hospedeiro e assim haver necessidade de aplicar outro
método de diagnostico de forma a confirmar a suspeita (Bornstein et al. 2001).

No que diz respeito a fauna selvagem, a observagéo a distancia de lesGes, como
alopécia e crostas, € especialmente importante pois permite avaliar os animais sem recorrer
a sua captura (Fraser, Martin, et al. 2018). Como evidenciado por Fraser, Martin, et al. (2018)
h& uma correlagdo positiva entre a gravidade das lesdes e a carga parasitaria. No entanto,
guando o numero de &caros é reduzido, nas fases iniciais da doenca, as les6es podem néo
ser detetadas. Assim, em contexto de campo, a prevaléncia de sarna por este método deve
ser sempre considerada como uma subestimativa da prevaléncia real.

Em cées, um reflexo otopodal positivo, no qual a rapida friccdo do bordo da orelha leva
a que o animal execute movimentos de arranhar/cogar com o0 membro posterior ipsilateral,

aumenta a suspeita de sarna (Mueller et al. 2001).

2.1.4.2. Observacéao direta — raspagem/digestado cutanea

Técnicas de observacdo direta requerem a recuperacdo do acaro a partir do
hospedeiro, ante ou post mortem, e sua posterior observagdo com recurso a meios de
ampliagdo. No hospedeiro vivo, realizam-se raspagens cutaneas profundas com o auxilio de
um bisturi ou Idamina, até ao ponto de emergir liquido sero-sanguinolento. Antes da observacéo
microscopica, é importante aguecer ligeiramente as raspagens, de forma a que os acaros se
tornem mais ativos, e assim, mais facilmente observaveis. Para recuperar acaros de um
cadaver, devem recolher-se amostras de pele com lesfes e coloca-las numa placa de Petri.
E também importante fornecer uma fonte de calor previamente & observacéo, sendo esta
realizada num estereomicroscopio. Alternativamente, as raspagens ou os pedacos de pele
podem ser colocados numa solugéo de 10-20% de hidroxido de potassio (KOH), que fara a
digestdo da amostra, e, de seguida, realizar uma centrifugacdo e observacdo do sedimento
ao microscopio (Bornstein et al. 2001). De forma a maximizar a detecao de acaros, devem ser
realizadas raspagens cutaneas de varias areas afetadas (Peltier et al. 2018). Também se
pode observar a presenca de ovos ou fezes (scybala) dos acaros (Currier and Ceilley 2010).

Em cédes e lobos afetados por sarna, os acaros nao sdo faceis de encontrar,
inclusivamente em casos graves, contrastando com raposas, porcos e ursos (Ursus

americanus), onde se podem encontrar centenas a milhares de acaros, 0 que sugere
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diferentes evoluc¢des da doenca (Oleaga et al. 2011; Bowman 2014; Peltier et al. 2018). A
sensibilidade deste método depende ainda de varios fatores como a apresentacao clinica, a
amostragem de diferentes localizacBes ou 0 niumero de amostras recolhidas e a experiéncia
do operador (Walton and Currie 2007).

Em animais em que apesar dos sinais clinicos compativeis com sarna (prurido, crostas
e alopécia) obtiveram raspagens cutdneas negativas, pode tentar-se um diagndéstico

terapéutico, avaliando o resultado do tratamento com antiparasitarios (Mueller et al. 2001).

2.1.4.3. Histopatologia

As caracteristicas histoldégicas presentes em amostras de pele afetada por sarna
permitem reforcar ou confirmar o diagnostico. Destas caracteristicas destaca-se a existéncia
de dermatite eosinofilica ou linfocitica, acantose e hiperqueratose paraqueratética grave
(Mérner and Christensson 1984; Little et al. 1998; Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al. 2019).
E ainda possivel observar acaros ou partes destes, ovos e evidéncias de coinfeccdo com
outros microrganismos como bactérias e fungos (Head et al. 1990; Peltier et al. 2018). Em
ursos esté descrita a coinfecgdo com o nematode de vida-livre Pelodera strongyloides, visivel

em cortes histolégicos (Fitzgerald et al. 2008; Peltier et al. 2018).

2.1.4.4. Sorologia

A infecdo por S. scabiei induz uma resposta humoral no hospedeiro que origina
anticorpos circulantes (protetores ou nao) (Arlian and Morgan 2017). Podem, portanto, ser
utilizados testes sorolégicos para determinar se houve exposi¢édo ao acaro, néo diferenciando,
contudo, exposi¢cdo prévia de doenca clinica atual (Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al.
2019). A sorologia permite verificar se um animal com lesdes cutadneas compativeis com sarna
ou lesBes cuténeas atipicas foi ou ndo infetado com o acaro S. scabiei. Contudo, para
detecdes individuais precoces, a sorologia pode nédo ser fidvel dado o atraso na resposta
humoral, sendo, por outro lado, uma técnica Util em estudos epidemiolégicos (Bornstein et al.
2001).

Foram desenvolvidos e avaliados varios ensaios de imunoabsorgdo enzimatica
(ELISA) para utilizagcdo em diferentes espécies animais, das quais se incluem raposas
(Bornstein et al. 2006), lobos (Fuchs et al. 2016), porcos (Kessler et al. 2003), camurcas
(Casais et al. 2007) e ursos (Peltier et al. 2018). Na Europa, estédo disponiveis kits comerciais
ELISA para detecdo de anticorpos IgG contra S. scabiei: Sarcoptes-ELISA® 2001 Dog
(sensibilidade de 92,1% e especificidade de 94,6%, com detecdo de anticorpos 3 semanas
apos infecdo) para cdes e Sarcoptes-ELISA 2001® Pigs (sensibilidade de 95% e

especificidade de 97%, com detecdo de anticorpos 5 semanas apds infecdo) para porcos
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(Kessler et al. 2003; Afosa 2018). Segundo Arlian e Morgan (2017), apesar das diferentes
variedades de S. scabiei terem especificidade de hospedeiro, elas possuem moléculas
antigénicas semelhantes e, portanto, relacionam-se imunologicamente, sendo dessa forma
possivel a dete¢cdo de anticorpos contra S. scabiei com a utilizacdo de um ELISA baseado na
variante de outro hospedeiro (Lower et al. 2001; Peltier et al. 2018).

Em animais mortos, podem encontrar-se anticorpos em fluidos corporais do térax e
abdémen e em extrato de tecido pulmonar (LTE) (Mdrner et al. 1988; Ferroglio et al. 2000;
Jakubek et al. 2012). A concentragdo de anticorpos € 1 a 3 vezes menor no LTE em
comparagéo ao soro (Ferroglio et al. 2000). Se tal facto néo for tido em conta, poder&o ocorrer
mais resultados falsos negativos neste tipo de amostras comparativamente a amostras de
soro (Jakubek et al. 2012). Este tipo de amostra mostra-se conveniente pelo seu baixo custo,
facilidade de obtencado simplificando a colheita de amostras por cacadores ou outras pessoas
menos especializadas e pela possibilidade de analisar amostras de pulméo (armazenadas em
congelagdo) varios meses apos a sua colheita (Morner et al. 1988; Ferroglio et al. 2000;
Bornstein et al. 2006).

2.1.4.5. Foto-armadilhas

A utilizacdo de camaras remotas com captura de fotografias ou videos pode ser
utilizado como diagndstico ndo-invasivo de sarna sarcoptica em populacdes animais
selvagens pois permite identificar animais com lesées compativeis com sarna (LCS) e oferece
informacdes sobre os animais afetados ao longo do tempo e em diferentes lugares (Oleaga
et al. 2011). Pode ainda fornecer informacédo importante relativamente ao estilo de vida de
animais afetados com sarna, como por exemplo a sua distribuicdo espacial, e diminui o
enviesamento de animais afetados serem mais facilmente capturados (Carricondo-Sanchez
et al. 2017). Através da observacao dos principais sinais clinicos (alopécia, seborreia, crostas)
€ possivel identificar casos moderados a graves de sarna. No entanto, pode ser dificil
distinguir casos moderados de sarna de alteracdes sazonais do pelo, o que torna este método
de diagnéstico mais tardio comparativamente a outros, uma vez que deteta individuos em
fases mais avancadas da doenca (Brewster et al. 2017). Por outro lado, ndo permite identificar
a real etiologia da doenca cutdnea ou alopécia nem determinar a espécie de &caro
potencialmente envolvida (Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al. 2019).

A utilizacdo de termografia infravermelha fornece informac&o relativa ao gasto

energético acrescido em animais com sarna (Cross et al. 2016).
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2.1.4.6. Métodos moleculares

Os métodos moleculares surgiram como uma alternativa no diagndstico de sarna
sarcoptica e tém sido utilizados na caracterizacao e estudo da diversidade genética de S.
scabiei e andlise de fluxos genéticos entre varias popula¢cdes de hospedeiros (Arlian and
Morgan 2017; Peltier et al. 2018). Os marcadores moleculares utilizados incluem os genes de
DNA mitocondrial 12S (Skerratt et al. 2002), 16S (Angelone-Alasaad et al. 2015) e COX1
(Wong et al. 2015; Peltier et al. 2018), de DNA ribossomal ITS2 (Zahler et al. 1999; Peltier et
al. 2018) e de DNA de microssatélites (Soglia et al. 2007; Rasero et al. 2010).

Os acaros ndo tém de estar fisicamente presentes nas raspagens cutaneas para o seu
DNA ser detetado pela técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR), uma vez que o seu
DNA e excrecgdes sao incorporados nas células do estrato cérneo da pele e dessa forma
surgem nas raspagens cutaneas. Pelo que apesar de ser uma técnica mais dispendiosa, tem
uma sensibilidade superior permitindo identificar com maior facilidade casos de sarna com
apresentacgao atipica ou cuja microscopia foi negativa, incluindo casos iniciais da doenga com
baixa carga parasitaria, e assim implementar medidas de controlo e tratamento de forma
antecipada prevenindo a transmissao e minimizando o risco de surtos (Wong et al. 2015;
Fraser, Matrtin, et al. 2018).

Em 2013, Stephenson et al. elaborou um ensaio de PCR para dete¢cdo de DNA de
Notoedres cati em amostras fecais de lince-pardo (Lynx rufus). Tal descoberta permite detetar
a doenca de uma forma ndo-invasiva, evitando a captura e imobilizacdo de espécies
selvagens, 0 que requer tempo e recursos consideraveis e com potencial morbilidade e
implicagdes no bem-estar dos animais (Santos et al. 2017). Este método baseia-se no facto
da sarna notoédrica (tal como a sarcéptica) induzir prurido, passando os animais afetados
(carnivoros, principalmente) grande parte do seu tempo em atividades de grooming, o que
possibilita a ingestdo dos acaros e a sua excrecao nas fezes. Como mais-valia desta técnica
destaca-se a possibilidade de estudar a distribuicdo e dispersdo da doenca, assim como
identificar populacdes livres de sarna. Apesar das vantagens ja expostas, este método tem
também alguns inconvenientes como a degradacdo do DNA das fezes e a presenca de
inibidores de PCR, grooming realizado de forma inconsistente ou nimero insuficiente de
acaros ingerido, diluicdo dos acaros em grandes volumes de fezes e amostragem duplicada
caso nao haja informacao adicional quanto a identificacéo individual dos animais (Stephenson
et al. 2013; Peltier et al. 2018). Um modelo semelhante foi aplicado a fezes de urso, para
detecdo de DNA de S. scabiei, com utilizacdo de primers para os genes ITS2 e COX1 mas
com resultados insatisfatorios (Peltier et al. 2018).

Em 2018, foi desenvolvido um ensaio de amplificacdo isotérmica mediada por alca
(LAMP), que permite a rapida deteg&o (30 minutos) de DNA do 4caro S. scabiei proveniente

de raspagens cutaneas (Fraser, Carver, et al. 2018).
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2.1.4.7. Outros métodos

A utilizacao de cades detetores toma partido da notavel capacidade olfatéria da espécie,
em que estes sdo treinados para identificar animais afetados por sarna, através do
seguimento destes ultimos pelo seu odor caracteristico (Alasaad et al. 2012).

Profissionais de fauna selvagem e cacadores, podem também ser sensibilizados para
esta doenca e fornecerem informacgdes importantes quanto a sua distribuicdo e a alteracdes
da sua ocorréncia (Haas et al. 2018). A realizacdo de questionarios destinados a parceiros no
terreno € também uma opcgdo eficiente e de baixo custo para monitorizar a dispersdo
espaciotemporal da sarna sarcéptica (Trainer and Hale 1969; Pisano et al. 2019).

Durante a realizacdo de necropsias podem recolher-se amostras cutédneas para
posterior andlise e possivel detecdo de S. scabiei e pode observar-se um quadro
caracteristico da doenca com a presenca de dermatite, caquexia, estbmago com pouco
conteudo ou vazio e linfadenopatia em casos mais avangados da doenga (Nimmervoll et al.
2013).

Num estudo realizado em caes-guaxinim, foram utilizadas coleiras de rastreamento de
forma a estudar os efeitos espaciais e temporais da sarna sarcéptica nestes animais
selvagens, tendo sido demonstrado um declinio abrupto da sua atividade com a evolugéo da
doenca (Stld et al. 2017). Noutro estudo, a utilizag&o de radiotelemetria foi aplicada a lobos,
permitindo a detecdo de alteracbes comportamentais associadas a sarna, tais como o

aumento da necrofagia e longos periodos de inatividade (Shelley and Gehring 2002).

2.1.5. Tratamento, controlo e prevencgéo
2.1.5.1. Animais domésticos

Sendo a sarna sarcéptica altamente contagiosa, os animais afetados deverdo ser
isolados se possivel. O ambiente, camas e utensilios de escovagem devem ser tratados com
um acaricida ambiental (por exemplo que contenha permetrina) prevenindo a possivel
reinfecdo por estas fontes (Curtis 2004). Em cées, o tratamento com selamectina ou
moxidectina spot-on, com repeticdo do tratamento passadas 4 semanas, € normalmente
suficiente. Em casos cronicos ou severos, podera ser necessario o tratamento a cada 2
semanas. Banhos com amitraz sdo outra opcao terapéutica eficaz, mas as aplicacdes spot-
on sao preferiveis dada a maior facilidade de aplicagdo e o menor risco de reacfes adversas.
O spray de fipronil pode ser usado off-label em fases iniciais ou em individuos aos quais esta
contraindicada a utilizacdo de outros produtos (por exemplo fémeas gravidas ou em lactacao
ou animais muito jovens) ou como complemento nos casos mais graves. Em caso de infecéo
bacteriana secundaria, sera necessario um antibiético adequado por 4 a 6 semanas. Devido

ao potencial zoondtico, veterinarios e tutores dos animais deverdo aplicar regras de higiene e
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de protecéo individual quando em contacto com os animais afetados (Curtis 2004; Elsheikha
and Wright 2015).

Nas novas moléculas pertencentes ao grupo das isoxazolinas, a admnistracao off-label
de fluralaner a uma dose minima de 25 mg/kg, via oral, mostrou-se efetiva na eliminacédo da
infecdo (Romero et al. 2016). Também sarolaner administrado, via oral, em duas doses de 2
mg/kg cada, com intervalo de 1 més entre cada dose, foi eficaz no tratamento de caes
naturalmente infetados com S. scabiei (Becskei et al. 2016). A terapéutica sistémica off-label
com lactonas macrociclicas como ivermectina, milbemicina oxima, moxidectina e selamectina,
também demonstrou sucesso no controlo da sarna sarcéptica canina (Curtis 2004).

Caso a doenga ndo esteja confirmada e o animal ndo melhore em 3 a 4 semanas de
tratamento, este deve ser reavaliado e outros diagndsticos diferenciais, como dermatite
atopica, reacdo alérgica a picada da pulga, intoleréncia alimentar, piodermatite, dermatite a
Malassezia, queiletielose, sarna otodéctica e pénfigo foliaceo, devem ser tidos em conta. No
entanto os acaricidas modernos atuam em diferentes espécies de ectoparasitas, pelo que
uma resposta favoravel ao tratamento ndo oferece uma confirmagcdo absoluta de sarna
sarcéptica (Curtis 2004).

Em animais de produc¢éo, deve minimizar-se a transmissdo da doenca para as crias,
através do tratamento das maes antes do parto, realizagdo de vazios sanitarios e tratamento

seletivo ou abate dos animais gravemente afetados (Davis and Moon 1990).

2.1.5.2. Animais selvagens

Conforme abordado por Martin et al. (2019), o controlo de sarna sarcéptica em
populacdes selvagens é condicionado pelo pouco conhecimento da componente indireta de
transmissao, pela imunidade variavel do hospedeiro ao parasita que influencia a reinfecéo e
pelo risco de resisténcia do acaro apos utilizagcédo prolongada e generalizada de acaricidas.

Na fauna selvagem, a administracao de ivermectina é o tratamento mais comumente
utilizado: injecao subcutanea, manual ou por disparo de dardo a distancia, com uma dose de
200 a 400 pg/kg, repetida 1 a 4 vezes em intervalos de 10 a 14 dias. A administragdo de
terapéutica de suporte, como fluidos intravenosos, nutricao hipercal6rica e antibiéticos quando
necessario, parece ter um efeito significativo na taxa de recuperacdo (Rowe et al. 2019). A
auséncia de atividade ovicida da ivermectina faz com que os 4caros adultos sejam mortos no
primeiro tratamento, mas que 0s ovos se mantenham vidveis, com ecloséo posterior de novos
acaros, 0 que demonstra a importancia de um segundo tratamento (Bernigaud et al. 2018).
Por outro lado, a utilizacdo de farmacos com uma maior persisténcia no plasma e na pele (por
exemplo fluralaner e moxidectina), requer uma Unica administragdo, mesmo nao tendo efeito
ovicida, dado que este problema é ultrapassado uma vez que os acaros recém-eclodidos

ainda estardo expostos ao farmaco (Bernigaud et al. 2018; Van Wick and Hashem 2019).
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O estudo de Van Wick e Hashem (2019) demonstrou o tratamento eficaz de um urso-
negro afetado, através da utilizacdo de uma dose oral de 44 mg/kg de fluralaner. Esta opc¢éo
terapéutica € promissora no tratamento de animais selvagens afetados com sarna, pois requer
apenas uma dose, ndo havendo necessidade de transferéncia ou recaptura dos animais para
administracdo de doses adicionais e, aparentemente, confere protecdo contra ectoparasitas
por aproximadamente 3 meses (Rowe et al. 2019; Van Wick and Hashem 2019).

Os métodos nao-invasivos sdo ferramentas revolucionarias no tratamento e controlo
de doencas, no entanto o sucesso da administragdo é a sua maior limitagdo quando
comparados com métodos diretos (como capturar-injetar-libertar) em que a eficacia de
administracao é alta, mas que dependem, porém, da capacidade de captura dos animais e
sdo de carater invasivo (Martin et al. 2019). Em wombats foi desenvolvido um método de
tratamento ndo-invasivo com a utilizagdo das chamadas ‘burrow flaps’, correspondendo a
abas/portas colocadas a entrada das tocas, contendo um acaricida topico (1ml/10kg peso vivo
de moxidectina) que é dispensado quando os animais entram ou saem da sua toca (DPIPWE
2018). As principais limitagdes deste método séo o possivel tratamento de animais sem sarna,
a eficacia e sucesso da administracéo baixos e o tratamento parcial dos animais, com possivel
desenvolvimento de resisténcias, pelo que se sugere o aperfeicoamento do método e da
formulacdo (Martin et al. 2019). O controlo ambiental através da fumigacdo das tocas é
irrealista e levanta questdes éticas com a exposi¢cao dos animais aos produtos de fumigacao,
e logisticas uma vez que o0 acesso as tocas é dificil (Martin et al. 2019).

O controlo da doenga através da remocdo de animais afetados pode ser
contraproducente e resultar em mais casos de doenga devido ao maior movimento dos
animais para zonas “livres” de animais. Por outro lado, o tratamento individual de animais tem
normalmente pouco valor nas populagfes selvagens (Bornstein et al. 2001). No entanto, em
determinadas populacées nas quais a sarna esta a ter um forte impacto, especialmente
espécies ameacadas que vivem em popula¢cdes pequenas e isoladas, pode valer a pena a
sua captura, tratamento e libertacao (Bornstein et al. 2001). A integracao das duas estratégias
mostra-se, contudo, eficaz e reduz a intensidade média de infe¢édo para um nivel baixo, como
evidenciado por Skerratt et al. (2004), onde é sugerida a destruicdo e remocdo de animais
moderadamente a gravemente afetados e o tratamento da restante populagdo com um
acaricida eficaz de longa duragao, sendo possivel que a “imunidade de grupo” contra o acaro
previna o estabelecimento de infecBes em outros animais. Como abordado por Alasaad et al.
(2012) outro aspeto importante reside no facto da destruicdo e remocao seletiva depender de
um diagndstico a distancia nos animais selvagens. Tal diagndstico pode ser dificultado por
apresentacgdes ocultas da doenca e assim, originar falsos negativos. Neste caso, pode ser (til

recorrer a caes detetores de sarna que detetam, inclusivamente, casos iniciais da doenca.
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2.1.5.3 Prevencéo

Os acaricidas utilizados no tratamento da sarna sarcéptica tém efeitos tdxicos no
Homem e animais, conhecidos e desconhecidos, e a resisténcia as terapéuticas
convencionais tem aumentado ao longo dos anos, pelo que a vacinagdo surge como uma
alternativa atrativa com o objetivo de proteger populacdes suscetiveis e/ou limitar a
transmissao da doenga (Arlian and Morgan 2017; Khalil et al. 2017). Uma vez que a infe¢ao
por S. scabiei induz uma resposta imunitaria humoral, com aumento do titulo de anticorpos
(IgG), poderiam ser utilizadas proteinas antigénicas do &caro para o desenvolvimento de uma
futura vacina (Arlian et al. 1994, Lastuti et al. 2018). Ja se realizaram tentativas de imunizagéo
em que muitas das falhas relatadas podem ser atribuidas a adjuvantes, ao plano de
imunizacgédo, a dose de antigénio e ao método de administracao (Arlian and Morgan 2017).

Na fauna selvagem, a transmissdo podera ser reduzida diminuindo contactos néo
naturais entre individuos, nomeadamente, reduzindo locais de alimentagdo artificial - pois
promovem grandes densidades animais e consequentemente contribuem para um maior
contacto direto e indireto intra e interespecifico - ou substituicAo destes por locais de
alimentacdo com menor quantidade de alimento distribuidos por uma area maior, e
manutencdo de regras de biosseguranga durante a captura, manipulacdo e transporte de

animais (Sorensen et al. 2014; Siild et al. 2014; Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al. 2019).

2.1.6. Saude publica

No Homem, a sarna sarcéptica (escabiose) é causada pelo acaro S. scabiei var.
hominis, ocorre globalmente e afeta mais de 200 milhdes de pessoas, sendo considerada pela
Organizacdo Mundial de Saude como Doenca Tropical Negligenciada (WHO). A maior taxa
de infecdo ocorre em paises tropicais, especialmente em comunidades onde coexiste
pobreza, sobrepopulacdo e acesso limitado a tratamento (WHO). Em paises desenvolvidos,
a doenca ocorre principalmente em instituicbes, como centros de cuidados de idosos ou
criancas e hospitais (Bouvresse and Chosidow 2010), em pacientes imunodeprimidos (por
exemplo infetados com HIV-SIDA ou HTLV-1) (Brites et al. 2002), em comunidades
desfavorecidas (Arnaud et al. 2016) e pris6es (CDC 2010). Circunstancias demograficas como
as guerras e migracfes sdo também fatores importantes (Currier et al. 2011). Atualmente
observa-se um afluxo de imigrantes, provenientes maioritariamente do Norte de Africa e Médio
Oriente, que procuram asilo no continente Europeu. Estas sdo populac¢des vulneraveis uma
vez que sdo acomodadas em abrigos sobrelotados por longos periodos e com falta de
condi¢Bes, e apos terem viajado em barcos ou camides igualmente sobrelotados. Tais factos
tornam a sarna uma das doencas mais frequentemente observadas nas atuais populacdes de

refugiados (Bloch-Infanger et al. 2017).
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As lesbes cutaneas ocorrem tipicamente nos espacos interdigitais das maos,
cotovelos, genitais, axilas, peito e abdémen (Hengge et al. 2006). Nos pacientes afetados, a
doenca causa um impacto moderado na sua qualidade de vida pois sofrem de prurido
constante que leva a desconforto, privacdo de sono e falta de produtividade na escola ou
trabalho, de estigma social e ainda problemas econémicos relacionados com os custos do
tratamento (Hay et al. 2012). Além disso, a sarna €, frequentemente, complicada por infecdo
bacteriana secundéaria por Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, que pode
evoluir para sepsis, glomerulonefrite e febre reumatica agudas (Engelman et al. 2013). Ocorre,
no Homem, uma forma atipica de sarna, com potencial mortalidade elevada, denominada
sarna crostosa ou Norueguesa, que se caracteriza por uma superinfecdo de &caros,
usualmente encontrada em individuos imunocomprometidos ou com patologia mental como
deméncia ou trissomia 21 (Brites et al. 2002; Tsutsumi et al. 2005; Lee et al. 2019).

Estéo reportados vérios casos de transmisséo de S. scabiei de animais para humanos,
apesar da especificidade das varias variantes (Walton and Currie 2007). O contacto préximo
com animais de companhia leva a que a infecdo por S. scabiei var. canis seja uma das
zoonoses mais frequentes (Aydingdéz and Mansur 2011). Em zonas rurais, detentores de gado
e cacadores estdo mais propensos a doencga zoonética (Kraabgl et al. 2015) e o risco de
transmissao animal-Homem é também superior em determinadas atividades em que ocorre
contacto ocupacional (por exemplo veterinarios) com animais domésticos ou selvagens com
sarna (Currier and Ceilley 2010). No entanto, fora do hospedeiro preferencial, o acaro nao se
reproduz ativamente e a doenga ganha um carater autolimitante, com um periodo de
incubacdo menor, sintomas transitorios, lesdes localizadas nas areas de contacto com o0s
animais e sem 0s caracteristicos tlneis profundos (Bandi and Saikumar 2013; Pisano et al.
2019). A prevencdo deve incluir a identificagdo precoce dos animais afetados, e o seu
tratamento (Bandi and Saikumar 2013). Pode também ocorrer transmissdo zoonotica reversa
(Currier and Ceilley 2010).

2.2. Sarna sarcoptica na fauna selvagem

Mais de 100 espécies de hospedeiros, selvagens e domésticos, foram reportados com
sarna sarcoptica (Bornstein et al. 2001). O aumento do niumero de hospedeiros pode levar a
expansao do parasita com aparecimento da doenca em hospedeiros atipicos. Além disso,
mudangas ambientais de origem antropogénica, como as alteracdes climaticas e 0 aumento
do contacto entre humanos, animais domésticos e selvagens, podem aumentar a
suscetibilidade dos hospedeiros e contribuir para a ocorréncia de surtos (Niedringhaus,
Brown, Sweeley, et al. 2019).

A gravidade da sarna sarcoptica é altamente variavel nas populagbes de animais

selvagens, podendo ter um forte impacto em populagfes naives e suscetiveis (Niedringhaus,
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Brown, Sweeley, et al. 2019), sendo que em populacdes estaveis, epizootias de sarna néo
afetam a dimensdo da populacdo a longo prazo, mas em populacbes pequenas,
geneticamente comprometidas ou espécies ameacadas ou em vias de extincdo, os efeitos
podem ser devastadores. Verificaram-se epizootias em canideos silvestres na América do
Norte, Europa e Australia, em felideos na Europa e Africa, em ungulados na Europa, em
wombats e coalas na Australia e em macacos e varios bovideos selvagens em Africa (Pence
and Ueckermann 2002). Em certas espécies, a sarna é particularmente grave, como na
raposa (Soulsbury et al. 2007; Pisano et al. 2019), cabra-montés (Capra pyrenaica) (Espinosa
et al. 2017) e wombat (Skerratt et al. 1999; Martin, Burridge, et al. 2018).

A sarna sarcoptica € enzoodtica em varias populacdes de canideos selvagens,
tornando-se periodicamente epizodtica. Epizootias de sarna podem ocorrer devido a
introducdo externa de uma nova estirpe virulenta de S. scabiei, pela mutacdo de uma estirpe
ja existente com aumento da sua patogenicidade e/ou por uma maior suscetibilidade da
populagcdo hospedeira, e podem estar relacionadas com a densidade das populacdes (Pence
et al. 1983). No norte de Portugal (Parque Nacional da Peneda-Gerés), a sarna sarcoptica
enzodtica entre os canideos selvagens e domésticos, tendo sido registada uma epizootia
localizada geografica e temporalmente em lobos e raposas nos anos 2007 e 2008 (Santos et
al. 2012).

A raposa é afetada por uma forma letal de sarna sarcoptica, na qual a pele pode ficar
10 vezes mais espessa e com uma enorme carga parasitaria (Bowman 2014). Esta espécie
demonstra menor capacidade de montar uma resposta imunitaria apropriada a infecdo quando
comparada com outras espécies, ocorrendo reagdes de hipersensibilidade imediata que se
podem manter até 4 meses apos a completa resolucdo dos sinais clinicos (Little et al. 1998).
No entanto, Davidson et al. (2008), através de um estudo de dez anos em raposas ha
Noruega, sugere que ha uma adaptacdo hospedeiro-parasita, com existéncia de infecdes
subclinicas ou de baixo grau e ainda recuperacao de algumas raposas afetadas, o que
também demonstra a possibilidade desta espécie ser um reservatério de S. scabiei. Epizootias
de sarna em raposas tém causado, na Europa, importantes declinios populacionais (Mérner
1992; Soulsbury et al. 2007; Kraabgl et al. 2015), sendo provavel que as raposas infetadas
sobrevivam apenas um quinto do tempo comparativamente com um animal néo infetado da
mesma idade e sexo, independentemente de terem ou nao recebido uma dose de tratamento
(Newman et al. 2002). Segundo Mdrner e Christensson (1984), as raposas acabam por morrer
pouco antes dos 3 meses apos infecdo devido a fraqueza e dificuldade em obter alimento.
Noutro estudo, foi demonstrado que a sobrevivéncia é de cerca de 4 meses, mas pode variar
entre os 23 a 271 dias, neste Ultimo caso com implicacdes epidemiolégicas importantes

(Newman et al. 2002) e podendo ocorrer a transmissdo a outras espécies, nomeadamente
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espécies ameacadas como a raposa do artico (Vulpes lagopus) e lince euroasiatico (Lynx
lynx) (Morner 1992; Kraabgl et al. 2015).

A transmissdo pode ocorrer quer por contacto direto e/ou indireto, sendo o
comportamento social da espécie ef/ou a utilizacdo de esconderijos, respetivamente,
caracteristicas importantes na transmisséo da doenca entre individuos da mesma espécie ou
de espécies diferentes (Kotodziej-Sobocinska et al. 2014; Montecino-Latorre et al. 2019). Em
lobos, o tamanho da alcateia ndo parece ser um fator de risco para a transmissédo e
desenvolvimento da doenga, podendo mesmo ter um efeito protetor através da aquisicdo de
alimento e defesa de territorio por parte do grupo. Por outro lado, a prevaléncia dentro da
alcateia ja poderd influenciar positivamente o risco de transmissao (Almberg et al. 2015). De
forma semelhante, outro estudo sugeriu que a dinamica da sarna € melhor explicada pela
transmisséao dependente da frequéncia, do que dependente da densidade (Devenish-Nelson
et al. 2014). A prevaléncia de sarna pode aumentar em épocas de maior stress ambiental,
como o inverno (Jimenez, Bangs, Sime, et al. 2010; Almberg et al. 2015), ou durante as
estacfes mais secas (Zumpt and Ledger 1973; Gakuya et al. 2012), dependendo da espécie
afetada e do seu habitat.

Ha também uma grande probabilidade de transmissdo de S. scabiei das presas para
0s seus predadores, durante o processo de caga e alimentacdo destes, o que leva a um fluxo
genético de Sarcoptes sp. na diregdo presa-predador por transferéncia direta de 4caros. Em
Masai-Mara, Quénia, foram demonstradas semelhancas genéticas entre populacdes de
acaros do género Sarcoptes sp. de ledo (Panthera leo) e gnu (Connochaetes taurinus), de
gazela-de-thomson e chita e de gnu e chita, estando este fluxo de genes dependente das
preferéncias de presas por parte do predador. Além disso, as presas infetadas podem ter uma
resposta de fuga reduzida e por isso serem mais facilmente predadas (Gakuya et al. 2011;
Gakuya et al. 2012). Por outro lado, a dire¢éo da transmisséo pode ocorrer no sentido oposto,
com os predadores a transmitirem a doenca as suas presas, 0 que pode acontecer pelo
contacto direto das presas com carcacgas dos seus predadores com sarna ou pela partilha de
habitats intensivamente utilizados pelas duas populacbes de mamiferos, com consequente
transmisséo indireta (Matsuyama et al. 2019). A doenga envolve maiores necessidades de
energia e provoca alteracbes comportamentais, pelo que os predadores podem compensar
os elevados custos energéticos cacando presas com maior frequéncia, através de necrofagia
mais frequente ou consumindo as carcacas de forma mais completa. Podem, portanto,
observar-se efeitos secundarios da infecdo por Sarcoptes sp. nas taxas de consumo de
presas, na dindmica da teia alimentar, nas interagdes presa-predador e nas comunidades de
necréfagos (Shelley and Gehring 2002; Cross et al. 2016).

A medida que a sarna sarcOptica progride, origina efeitos fisiologicos e

comportamentais no hospedeiro, que tém interagbes complexas, influenciando-se ou
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amplificando-se mutuamente e resultando numa “cascata” de impactos no animal (Matrtin,
Fraser, et al. 2018). Animais afetados por sarna e em estadios avancados da doenca, tornam-
se fracos e subnutridos (Morner and Christensson 1984; Skerratt et al. 1999), tém menores
reservas de gordura e demonstram sinais clinicos de catabolismo muscular acelerado
(Skerratt et al. 1999; Newman et al. 2002). Além disso, a falta de pelo compromete a
termorregulacdo, o que leva a gastos energéticos aumentados para a manutencdo da
temperatura corporal, especialmente durante a noite e em condi¢des ventosas (Murray et al.
2015; Cross et al. 2016). A perda de calor para o ambiente através da pele pode ser
particularmente impactante quando a alopécia € consideravel (>50%) (Martin, Fraser, et al.
2018). Lobos afetados por sarna sarcoptica podem abandonar a sua alcateia e refugiarem-se
em zonas de menor altitude (Jimenez, Bangs, Sime, et al. 2010). Assim, estes animais tém
pior sucesso na cacga e na competicao por carcagas, e devido a dificuldade em obter alimento
sdo obrigados a procurar alimento “facil”, como restos da alimentacdo humana, principalmente
no inverno em que a alimentacdo natural € escassa e as condi¢cdes sdo exigentes em termos
energéticos, aproximando-se de povoagfes humanas. Tal facto pode aumentar os encontros
com humanos, animais domésticos e outros animais selvagens e representar uma fonte de
contagio e conflito (Sild et al. 2014; Murray et al. 2015; Carricondo-Sanchez et al. 2017). Por
outro lado, para animais afetados, locais de alimentacdo artificial podem ser recursos
essenciais, especialmente no inverno, facilitando a dispersdo da doenca entre animais da
mesma espécie ou de espécies diferentes (Sild et al. 2014).

Os carnivoros selvagens sdo menos ativos durante o dia, 0 que permite a coexisténcia
entre estes e 0s humanos em areas desenvolvidas (Murray et al. 2015). No entanto, a
atividade passa a ser mais diurna em animais com sarna e estes podem, inclusivamente,
perder o medo dos humanos (Trainer and Hale 1969; Borchard et al. 2012). O aumento da
atividade diurna pode ser justificado pela capacidade termorreguladora estar comprometida
havendo uma preferéncia para se movimentarem em alturas mais quentes do dia, pela
necessidade continua de procura de alimento de forma a satisfazer as elevadas necessidades
energéticas e pela incapacidade de competirem com animais saudaveis durante a noite
(Skerratt et al. 1999; Borchard et al. 2012; Murray et al. 2015; Cross et al. 2016).
Adicionalmente, ndo conseguem manter-se ativos por muito tempo (Shelley and Gehring
2002; Cross et al. 2016), e paralelamente, sao incapazes de descansar por longos periodos,
provavelmente devido ao prurido constante (Martin, Fraser, et al. 2018). Num estudo realizado
em cédes-guaxinim foi demonstrado que a atividade diaria dos animais doentes diminuiu de
forma abrupta, provavelmente devido a sepsis e consequente faléncia organica (Suld et al.
2017).

A capacidade reprodutiva é também afetada, sendo que as gonadas tornam-se

inativas ou minimamente ativas (Skerratt et al. 1999), ha reducdo da massa e

21



degenerescéncia testicular em machos (Little et al. 1998; Soulsbury et al. 2007; Sarasa et al.
2011), fémeas afetadas tém menor nimero de crias, incapacidade de levar a gravidez até ao
fim ou ndo se reproduzem (Pence et al. 1983; Fthenakis et al. 2001; Soulsbury et al. 2007) e
a mortalidade juvenil é superior em fases enzodticas de sarna (Soulsbury et al. 2007).

Ha, desta forma, a criacdo de um ciclo vicioso, no qual a doenca pode ser a causa ou
efeito da deterioracdo do individuo. Por exemplo, um animal com uma pobre condic&o corporal
€ mais propenso ao desenvolvimento da doenca e € mais suscetivel desta ser grave, o que
resulta na deterioragdo crescente da sua condicdo, afetando o seu desempenho e
sobrevivéncia. Ao nivel da populacdo, uma grande propor¢ao de individuos em mas condicbes
levard a um grande numero de infecBes e infecBes mais graves, o0 que resulta numa maior
exposicao aos patdgenos e consequentemente um maior impacto na dinamica do hospedeiro

(Beldomenico and Begon 2010).

2.3. Carnivoros silvestres
2.3.1. Lobo (Canis lupus)
2.3.1.1. Taxonomia

O lobo pertence ao reino Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, ordem Carnivora,
familia Canidae, género Canis, espécie Canis lupus (Linnaeus, 1758), ocorrendo na peninsula
ibérica uma subespécie endémica, o lobo ibérico, Canis lupus signatus (Cabrera, 1907)
(Boitani 2018).

2.3.1.2. Caracteristicas morfoldgicas

Sendo uma espécie amplamente distribuida e com habitats muito variados, a sua
variacao fenotipica € elevada (Boitani 2000). Assim, no lobo ibérico o peso médio varia entre
25 e 55 kg (fémeas sdo as mais pequenas), tém um comprimento de 130 a 180 cm (incluindo
a cauda) e altura ao garrote de 60 a 80 cm. A cabeca € volumosa e as orelhas rigidas e
triangulares. Os olhos séo frontalizados e cor de topazio. Os membros séo fortes e robustos.
Sao digitigrados, possuindo 4 dedos nos membros posteriores, e 5 nos membros anteriores
com o primeiro dedo sem contacto com o chdo. A pelagem tem uma coloracdo dominante
cinzenta e amarela acastanhada com manchas brancas evidentes e caracteriza-se pela
existéncia de faixas longitudinais negras na superficie anterior dos membros anteriores e por
uma lista negra dorsal que vai do garrote a cauda. A pelagem é densa durante o Inverno (inicio
da muda em outubro), com mais pelos lanosos (subpelo) e pelos de revestimento mais longos,
o que lhe confere maior resisténcia as condicdes meteorolégicas e uma aparéncia mais

corpulenta, mas mais rala no Verao (inicio da muda em marco/abril), com os pelos lanosos
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gquase inexistentes e 0s de revestimento mais curtos com tons mais amarelados, conferindo-

Ihe um aspeto mais magro (Grupo Lobo 2016).

2.3.1.3. Distribuicéao

O lobo é o segundo maior predador da Europa, ficando somente atras do urso-pardo
(Ursus arctos). E o mamifero terrestre que teve a maior area de distribuicdo, tendo ocupado
todo o hemisfério Norte acima do paralelo 20° N. Atualmente, devido ao exterminio da espécie
por parte do Homem, a sua distribuicdo € muito mais reduzida, restando na Europa pequenas
populacdes remanescentes em Portugal, Espanha, Italia, Grécia e Finlandia e populacdes
mais numerosas na Europa de Leste. H4, no entanto, uma recuperacdo natural da espécie
em alguns paises como Franca, Alemanha, Suica, Suécia e Noruega (Boitani 2000). Podem
ser encontrados desde o nivel do mar até 2.500 m de altitude (Boitani 2018).

Em Portugal, a populagéo de lobos esta reduzida a uma éarea de cerca de 20% em
relagdo a area que ocupava no inicio do século XX em que correspondia a quase totalidade
do territorio nacional (Petrucci-Fonseca 1990). Ocupa nos dias de hoje cerca de 20.000 km?
no Norte e Centro do pais e divide-se em duas subpopulagdes, separadas pelo rio Douro, em
gue a gque se encontra a norte deste rio ocupa uma area de 13.600 km?, com 54 alcateias (45
confirmadas e 9 provaveis) e estd em contacto com a populagédo espanhola, e a que se
encontra a sul ocupa 6.800 km?, com 9 alcateias (6 confirmadas e 3 provaveis) e estando
aparentemente isolada. A subpopulagdo a norte do rio divide-se em trés nucleos
populacionais estaveis: Peneda-Gerés no Noroeste, Braganga-Montesinho no Nordeste e
Vila-Real-Alvdo na regido central do Norte de Portugal (Pimenta et al. 2005; Alvares et al.
2015). A populacao lupina em Portugal representa cerca de 15% da populacgéo ibérica (Cabral
et al. 2005).

2.3.1.4. Habitat e alimentacao

O lobo adapta-se a uma grande variedade de habitats, mesmo em condi¢cdes
extremas, naturais ou antropogénicas, preferindo &reas com pouca perturbacdo humana e
com presas disponiveis, por exemplo ungulados selvagens (Eggermann et al. 2011; Boitani
2018). E geralmente encontrado em floresta, montanha, mato e campo, mas também em
paisagens aridas e tundra artica (Smith 2002; Boitani 2018). Em Portugal, as regides
montanhosas do Norte e Centro do pais, favorecem esta espécie, dado que a densidade
humana é inferior, h4 maior disponibilidade alimentar e uma utilizacdo agricola menos
intensiva (Rio-Maior et al. 2019).

A sua dieta inclui grandes presas mas também pequenos mamiferos, aves,
invertebrados, vegetacao, carcagas e restos alimentares do Homem, requerendo 2,5 a 6,3 kg

de alimento por dia (Mech and Boitani 2004; Boitani 2018). Dada a maior facilidade para cacar
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presas débeis ou doentes, o lobo pode ser responsavel pela diminuicdo da ocorréncia de
doencas nas espécies de que se alimenta (Tanner et al. 2019).

Em Portugal, a escassez de presas selvagens (veado, cor¢o — Capreolus capreolus,
javali - Sus scrofa e cabra-montés) fazem com que o lobo se alimente de gado doméstico
(cabras - Capra aegagrus hircus, ovelhas - Ovis aries, vacas - Bos taurus e cavalos - Equus
caballus), sendo esta a sua fonte de alimento principal e originando desta forma prejuizos na
pecudria (Alvares et al. 2015). Os lobos consomem ainda, de forma regular, outros carnivoros,
como cdes domésticos, raposas e gatos (Felis catus), controlando dessa forma as populacdes
de carnivoros de médio porte, nomeadamente de cies errantes e assilvestrados (Alvares et
al. 2015).

2.3.1.5. Organizagéo social e ciclo anual

Os lobos vivem em unidades sociais (alcateias), com aproximadamente 7 individuos
(2-15) em que o casal dominante, e monogamico, se reproduz e estabelece o seu territério, e
ocorre cooperacao na caga, reproducao e defesa de territorio. No Verdo, a alcateia apresenta
0 huimero maximo de individuos e no Inverno o nimero minimo, sendo por isso uma fase mais
desafiante. Nas fémeas, o estro dura 5 a 7 dias e ocorre uma vez por ano, geralmente entre
janeiro e marco (em Portugal marco/abril). A gestagédo dura 60 a 62 dias e tém em média 6/7
(1 a 11) crias que nascem entre abril e junho (em Portugal maio/junho) (Boitani 2000; Smith
2002; Grupo Lobo 2016). Durante e apds o parto utilizam esconderijos, e, posteriormente,
rendez-vous que sao locais de criagcdo onde os jovens aprendem a cacar (lliopoulos et al.
2014). No Inverno seguinte ao seu nascimento, com aproximadamente 10 meses, 0s lobos
jovens comecam a cacar com a alcateia. Permanecem nesta até aos 2 anos de idade,
podendo depois dispersar e procurar um parceiro para formar uma nova alcateia e se fixarem
num novo territorio (fendémeno de dispersdo) ou permanecer na alcateia tentando conquistar
niveis de dominancia superiores, estando esta escolha dependente da densidade das presas,
da densidade de lobos e da existéncia de territérios livres. Também aos 2 anos de idade, as
fémeas atingem a maturidade sexual, o que ocorre aos 3 anos no caso dos machos. No estado
selvagem vivem em média 5/6 anos (elevada mortalidade de juvenis e subadultos), mas
podem chegar aos 13 e em cativeiro aos 17 anos (Boitani 2000; Smith 2002; Grupo Lobo
2016).

O nivel hierarquico é comunicado através de linguagem corporal e facial e as
vocalizagdes, como uivos, sédo utilizadas na comunicacéo entre os membros da alcateia ou
como marcacao de territério para outras alcateias. S&o animais noctivagos com areas vitais
de 130 a 13.000 km? (Smith 2002). A atividade noturna dos lobos parece seguir um padrdo
bimodal, com dois picos de atividade, um durante a primeira metade da noite a que se seque

um curto periodo de repouso e outro pico durante a madrugada (Grupo Lobo 2016).
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Em Portugal, deverdo existir 200 a 400 individuos dos quais aproximadamente 90%
ocorrem a norte do rio Douro e cerca de 10% a sul deste rio (Pimenta et al. 2005; ICN 2006a).
Os numeros médios de individuos por alcateia sao de 4 adultos e 3,3 crias a norte do Douro
e 4,2 adultos e 2,3 crias a sul. O seguimento de lobos tem sido possivel gracas a utilizacdo
de radiotelemetria, e, mais recentemente, telemetria GPS, 0 que possibilita obter a sua
localizacdo e informacdo sobre as suas areas vitais e movimentos de disperséo. As areas
vitais variaram de 47 a 1.082 km? com os valores mais elevados a corresponderem a lobos
dispersantes (Alvares et al. 2015). Tém também sido implementados outros métodos de
monitoriza¢do, tais como foto-armadilhas e métodos moleculares néo-invasivos, que
permitem monitorizar e estudar a estrutura e dindmica das alcateias e a saude corporal dos
individuos (Pimenta et al. 2005; Galaverni et al. 2012).

2.3.1.6. Ameacas e estatuto de conservacao

A nivel global, a espécie tem o estatuto de ‘Pouco Preocupante’ (LC) e a populacdo
ibérica o estatuto de ‘Quase Ameagada’ (NT) (Boitani 2018). A nivel nacional, o seu estatuto
de conservagédo é considerado, desde 1990, como ‘Em Perigo’ (EN) uma vez que a espécie
tem uma populacdo com menos de 250 individuos maduros. E, em Portugal, uma espécie
estritamente protegida tendo legislagdo especifica (Lei n°90/88, de 13 de agosto e Decreto-
Lei n°139/90, de 27 de abril) que regulamenta o sistema de compensacdes financeiras aos
proprietarios de efetivos pecuarios que foram alvo de prejuizos causados por lobos e proibe
0 seu abate, captura, detencao, transporte, comercializacdo, exposicdo de exemplares e a
perturbacéo ou destruicdo do seu habitat (Cabral et al. 2005; Grupo Lobo 2016). Ademais, em
termos comunitarios, esta espécie encontra-se incluida no Anexo Il da Convencao
Internacional de Espécies de Fauna e Flora Selvagens Ameacadas de Extin¢cdo (CITES) como
espécie potencialmente ameacada, no Anexo Il da Convencdo de Berna como espécie
estritamente protegida, e nos Anexos Il e IV da Diretiva Habitats como espécie prioritaria
(Pimenta et al. 2005).

Em Portugal as suas principais ameacas sao i) a escassez de recursos alimentares,
guer por escassez de presas selvagens quer pela diminuigdo da criagcdo de gado em regime
extensivo; ii) a escassez de areas de refugio devido a destruigédo ou substituicdo da vegetagéo
autéctone; iii) a destruicdo do habitat por exemplo devido a incéndios que comprometem a
disponibilidade de locais de repouso e criacdo e em que as suas presas sao também afetadas;
iv) a fragmentacg&o do habitat por exemplo devido & implementagéo de grandes infraestruturas
como barragens e autoestradas; v) a perseguicdo humana direta ou indireta, por exemplo com
caca furtiva, envenenamento e atropelamento; vi) as doencas infeciosas como a esgana; vii)
as doencas parasitarias como a sarna sarcoptica que compromete a resisténcia fisica e a

sobrevivéncia dos animais, principalmente durante o Inverno; viii) os atrasos no pagamento
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dos prejuizos atribuidos ao lobo que contribuem para a perseguicdo humana desta espécie;
ix) a auséncia de medidas para a protecdo dos animais domésticos face a ataques de lobo,
como colocacdo de cercas elétricas ou distribuicdo de cdes de gado a criadores; X) e a
existéncia de caes errantes ou assilvestrados que competem com os lobos por territério e
alimento, podendo ser os responsaveis pelos atagues ao gado, mas cujos prejuizos sao
atribuidos ao lobo, e a possibilidade de hibridac&o (Oliveira and Carmo 2000; ICN 2006a; Rio-
Maior et al. 2008; Miller et al. 2011; Grupo Lobo 2016). Na subpopulacéo a sul do Douro, 0
isolamento e fragmentag&o condicionam a sua sobrevivéncia (Cabral et al. 2005).

Em 1999 foi implementado pelo Instituto da Conservacao da Natureza e das Florestas
(ICNF) o Sistema de Monitorizacdo de Lobos Mortos (SMLM) com o objetivo de conhecer as
principais causas de morte e recolher amostras para o desenvolvimento de estudos cientificos
para a conservacdo da espécie. O atropelamento surge como a causa de morte mais
frequente, seguindo-se o tiro, laco, doengas infeciosas, veneno, traumatismos de origem
desconhecida e agress&o por outros canideos (Pimenta et al. 2005; Alvares et al. 2015). A
mortalidade é superior no Outono/lnverno, provavelmente por nesta altura os animais
utilizarem mais as zonas marginais da sua area vital e pelo fendmeno de dispersdo em que
os lobos podem frequentar areas desconhecidas e eventualmente mais humanizadas, logo
com maiores riscos (Pimenta et al. 2005). A mortalidade registada teve um racio de 1 macho
para 0,53 fémeas, o que pode ser explicado pelo fenémeno de dispersdo, mais comum em
machos. Além disso, nas diferentes classes etarias, a mortalidade foi de 31% em adultos (> 2
anos), 20% em subadultos/adulto jovem (1-2 anos) e 49% em juvenis/crias (< 1 ano), sendo
que a maior percentagem destes Ultimos pode estar relacionada com a sua inexperiéncia e
com o abandono do local de cria (Pimenta et al. 2005). A populacdo a sul do rio Douro
apresenta maior instabilidade pois trata-se de uma populacdo marginal, sem comunicagéo
com a restante populacdo ibérica e com mortalidade de origem antropogénica superior
(Pimenta et al. 2005).

2.3.2. Raposa (Vulpes vulpes)
2.3.2.1. Taxonomia

A raposa pertence ao reino Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, ordem
Carnivora, familia Canidae, género Vulpes e espécie Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758)
(Hoffmann and Sillero-Zubiri 2016).

2.3.2.2. Caracteristicas morfoldgicas
O seu peso adulto varia de 3 a 14 kg, o comprimento (cabeca e corpo) de 45,5 a 90

cm e o comprimento da cauda de 30 a 55,5 cm. A coloracdo do pelo é castanha avermelhada,
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mas pode variar entre o0 castanho, vermelho, cinzento e amarelo. A parte inferior dos membros
€ geralmente negra e a ponta da cauda é branca ou preta. Os olhos sdo amarelados e o nariz
€ preto ou castanho escuro. As orelhas sédo grandes, pontiagudas, eretas e negras
dorsalmente. Os membros anteriores tém 5 dedos, sendo o primeiro rudimentar e sem
contacto com o chao e os membros posteriores 4 dedos (Macdonald and Reynolds 2004; Fox
2007).

2.3.2.3. Distribuicéao

A raposa é o mamifero terrestre com a maior distribuicdo geografica, cobrindo quase
70 milhdes de km? (Schipper et al. 2008) . Pode ser encontrada em todo o hemisfério Norte,
desde o Circulo Polar Artico & América do Norte, Europa, Norte de Africa, estepes Asiaticas,
india e Jap&o. N&o é encontrada na Islandia, ilhas do Artico, algumas partes da Sibéria e em
desertos extremos, e na Republica da Coreia é considerada como extinta. A subespécie
europeia foi introduzida no Leste dos Estados Unidos e no Canada no final do século XVII, na
Australia no inicio do século XIX e na Tasmania nos anos 1990 (Macdonald and Reynolds
2004; Hoffmann and Sillero-Zubiri 2016). Tem, no territério continental portugués, uma
distribuicdo ubiqua e é considerada espécie cinegética (Decreto-Lei n°227-B/2000, de 15 de

setembro) (Alvares et al. 2019).

2.3.2.4. Habitat e alimentacao

S&o0 animais muito adaptaveis que podem ser encontrados desde o nivel do mar até
4.500 m de altitude em diversos habitats como tundra, deserto ou duna, floresta, montanha e
centro de cidades, sendo o0 seu habitat natural seco com paisagem mista como matagal,
campo, mato ou terrenos agricolas. Adaptam-se de forma satisfatéria a areas urbanas e em
muitos habitats parecem estar intimamente associados a populagdo humana, mesmo em
areas de agricultura intensiva (Hoffmann and Sillero-Zubiri 2016).

Sao considerados omnivoros oportunistas, alimentando-se dos recursos mais
abundantes no seu territério e requerendo aproximadamente 500 g de alimento por dia
(Macdonald and Reynolds 2004). Geralmente os mamiferos constituem a base da sua dieta,
(maioritariamente lagomorfos, dos quais coelho-bravo, ou micromamiferos, como roedores).
Na sua auséncia, a raposa também se alimenta de aves, insetos como ortépteros e
coledpteros, e frutos (Pires 2001). Tém também comportamento necr6fago e aproveitam

restos de comida humana (Macdonald and Reynolds 2004).
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2.3.2.5. Organizacéo social e ciclo anual

A unidade social basica é o par, mas grupos com até 6 individuos, geralmente 1 macho
adulto e 2 a 5 fémeas, podem partilham o territério, dependendo do habitat (Macdonald and
Reynolds 2004).

O comportamento de acasalamento varia entre i) macho e fémea monogamicos; ii)
machos com mais que uma companheira; iii) € uma Unica fémea dominante com outras
fémeas submissas a ajudar na criagdo dos seus filhos. Os juvenis dispersam entre 0os 6 e 0s
12 meses de idade, entre outubro e janeiro, e os machos dispersam para zonas mais distantes
comparativamente as fémeas (Macdonald and Reynolds 2004). Nas fémeas, o estro ocorre
uma vez por ano e dura 1 a 6 dias, sendo a ovulagdo espontanea. Os machos tém um ciclo
de fecundidade em que a espermatogénese completa s6 ocorre entre novembro e marco. O
periodo de acasalamento varia consoante a latitude sendo de dezembro a janeiro no Sul,
janeiro a fevereiro em regides centrais e fevereiro a abril no Norte. A gestagéo dura 51 a 53
dias e ttm em média 5 (1 a 13) crias, que nascem entre mar¢co e maio, permanecem com 0S
seus pais e/ou grupo de fémeas pelo menos até ao Outono e atingem a maturidade sexual
entre os 9 e 10 meses de idade (Macdonald and Reynolds 2004; Fox 2007). A longevidade
em cativeiro é de 10 a 12 anos, mas em estado selvagem podera ser inferior devido a causas
nao naturais de mortalidade (Fox 2007).

A marcacdo de territério € efetuada através da urina, fezes, secrecdes dos sacos anais,
glandula supracaudal e glandulas em torno dos labios, no dngulo da mandibula e entre as
almofadas plantares. Além disso, comunicam através de vocalizagdes e expressdes faciais
(Macdonald and Reynolds 2004). A sua atividade é maioritariamente noturna e crepuscular e
geralmente séo solitarios e independentes durante a caca (Macdonald and Reynolds 2004).
A sua area vital depende da qualidade do habitat mas pode ser entre 5 a 12 km?, ou superior
em habitats mais pobres (20 a 50 km?) (Fox 2007).

2.3.2.6. Ameacas e estatuto de conservacao

A raposa tem predadores naturais como &guias, coiotes, lobos, ursos, pumas e
humanos, sendo as raposas jovens as mais predadas. O Homem € o predador mais
significativo, que as caca para obter a sua pele ou para reduzir grandes populagbes
consideradas como pestes (Fox 2007). A caca e captura para obtencdo da sua pele,
envenenamentos, atropelamentos, doengas infeciosas e parasitarias, como a raiva e sarna
sarcOptica, e degradacao, perda e fragmentacao do habitat séo as suas principais ameacas
(Macdonald and Reynolds 2004; Hoffmann and Sillero-Zubiri 2016).

O seu estatuto de conservacgao € classificado como ‘Pouco Preocupante’ (LC) em

Portugal e globalmente (Hoffmann and Sillero-Zubiri 2016; Alvares et al. 2019).
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3. Objetivos

Este trabalho teve como principais objetivos: i) Implementacdo de um novo método
laboratorial para detecdo molecular de Sarcoptes scabiei em amostras fecais de lobo; ii)
Descricao da epidemiologia da sarna sarcoptica em carnivoros silvestres (lobo e raposa) no
Noroeste de Portugal entre 1997 e 2019, combinando dados resultantes da utilizagdo de
métodos soroldgicos para identificacao de anticorpos especificos, métodos moleculares para
detecdo de DNA de Sarcoptes sp. em amostras nao-invasivas e métodos de observacdo
direta para detecdo de Sarcoptes sp. em digestbes de pele alopécica, com dados de
armadilhas fotogréaficas de populagbes selvagens; iii) Validagéo e avaliacdo do desempenho
do método molecular ndo-invasivo para a detecdo de DNA de Sarcoptes scabiei em lobos,

através de modelos multi-evento de captura-recaptura.

4. Material e métodos
4.1. Area de estudo

Os carnivoros silvestres estudados pertencem a regido do Alto Minho, no Noroeste de
Portugal. A area de estudo abrange uma paisagem montanhosa (até 1430 m acima do nivel
médio do mar), com um clima temperado atlantico-mediterranico caracterizado por verdes
guentes e invernos chuvosos, com uma precipitacdo média anual de 1200 mm e com pouca
neve (<30 dias/ano) e uma temperatura média anual de 14°C (IPMA 2012; INE 2013). A
paisagem é dominada pelo Homem (Rio-Maior et al. 2019) e habitada por uma populacdo
lupina aparentemente estavel dividida em 15-20 alcateias (Pimenta et al. 2005). A raposa €,
nesta area, um canideo abundante (Alvares et al. 2019).

4.2. Método de observacéao direta

Durante as necrépsias de lobos e raposas recolheram-se amostras de pele quando
estava presente alopécia ou outras lesGes compativeis com sarna (LCS). Para observacéo
direta de &caros ou respetivos ovos ao microscopio foi realizado um protocolo de digestéo de
pele (Bornstein et al. 2006): cortou-se aproximadamente 2 cm? de pele em 10 pedacos, que
se colocaram num copo com 20 mL de agua e 3,8 g de Hidroxido de Sédio (NaOH), seguindo-
se uma incubacgéo a 36°C durante 2 horas. Ap0Os a incubacéo, os pedacos de pele digerida
foram desprezados e colocou-se o liquido em tubos Falcon, ao que se seguiu uma
centrifugacdo a 600 g durante 10 minutos. Desprezou-se o sobrenadante e, por fim, efetuou-
se o esfregaco do depdsito em lamina de microscopio, seguido de observacdo na ampliacéo
de 100x. Os &caros S. scabiei foram identificados de acordo com as suas caracteristicas

morfolégicas (Fain 1968).
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Previamente (2002-2011), ja haviam sido analisadas 15 amostras. No presente
trabalho, este protocolo foi aplicado a mais 5 amostras de pele (2014-2019), recolhidas
aguando da respetiva necropsia. Os animais em questdo eram uma raposa (Vulpes vulpes —
18-001) e quatro lobos (Canis lupus — SMLM 126; SMLM 130; SMLM 132; SMLM 135). No
total foi efetuada necrépsia a 20 animais com LCS, dos quais 14 eram lobos e 6 eram raposas.
Nos lobos, 9 eram machos (2 juvenis, 3 subadultos e 4 adultos) e 5 eram fémeas (2 juvenis,
e 3 adultos). Nas raposas, 4 eram machos (4 adultos) e 2 eram fémeas (1 subadulto e 1
adulto).

4.3. Foto-armadilhas

Os videos resultantes de armadilhas fotograficas foram cedidos pelo autor Jorge Costa
e pelo CIBIO. Estes videos dizem respeito a um intervalo de tempo que vai desde maio de
2018 a outubro de 2019. As camaras foram colocadas na regido de Paredes de Coura,
pertencente ao sitio de importancia comunitaria Corno do Bico onde o coberto vegetal é
constituido por uma extensa e bem preservada mancha florestal. Na area agricola
predominam 0s sistemas pecuarios extensivos (pequenos ruminantes, equinos e bovinos
autoctones) (ICN 2006b).

As camaras permaneceram no mesmo local por 15 dias, estando em diferentes locais
2 a 3 camaras em simultaneo. De forma a atrair 0s animais para perto das camaras era
colocado um isco alimentar na sua proximidade, sendo este renovado passados 7 dias. Foram
utiizadas camaras para armadilhas fotograficas das marcas Moultrie, Keep Guard,
StealthCam e Bushwhacker. As camaras estavam ligadas 24h/dia, sendo ativadas pelo
movimento e fazendo uma gravacéo de 30 segundos ou tirando uma fotografia, dependendo
da camara. Todos os videos/fotografias foram analisados individualmente por trés pessoas
diferentes (o autor incluido), e classificados quanto a espécie observada (raposa ou lobo),
namero de individuos observados e nimero de individuos com LCS, tendo-se chegado a um
consenso quanto a classificacdo de cada video/fotografia. As lesdes classificadas como
compativeis com sarna foram a presenca de alopécia (Meek et al. 2014). Considerou-se que
registos fotograficos obtidos com menos de 30 minutos de intervalo entre si correspondiam a
mesma detecao, ou seja, ao mesmo individuo, excetuando os casos em que, apesar de 0s
registos terem menos de 30 minutos entre si, os individuos eram de espécie diferente (Meek
et al. 2014). Foram eliminados do estudo os videos/fotografias néo classificaveis, em que
devido a fraca qualidade de imagem por adversidades meteorologicas ou pela né&o
observacao da totalidade do corpo do animal, era impossivel concluir quanto a presenca ou
ndo de alopécia. No caso dos lobos, as camaras situavam-se no territorio das alcateias
Boulhosa e Cruz Vermelha. Estas alcateias sao consideradas instaveis, sendo a da Cruz

Vermelha constituida por um reduzido nimero de animais, sujeito a grande mortalidade e com
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ocorréncia de reproducao bastante irregular (Pimenta et al. 2005). A localizacdo das camaras
e a percentagem de animais com LCS observados para cada cémara encontra-se

representado na figura 4 (capitulo 5.2.).

4.4. Método sorologico

4.4.1. Amostras

As amostras utilizadas nos métodos soroldgicos correspondiam a soro ou a extrato de tecido
pulmonar (LTE) de lobos e raposas capturados para fins cientificos ou encontrados mortos,
respetivamente. O nimero e tipo de amostras por cada ano esté representado no gréfico 1.

Grafico 1 Distribuicao do nimero e tipo de amostras analisadas por sorologia por cada ano
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Estas amostras foram colhidas de 1997 a 2019, sendo que 39 amostras ja haviam sido
analisadas em 2010, compreendendo o periodo de 1997-2010, e 42 amostras foram
analisadas em 2019, no decorrer do presente trabalho, e compreendem o periodo de 2010-
2019. Portanto, é considerado um total de 81 amostras, em que 27 (33%) sdo soros (22 de
lobo e 5 de raposa) e 54 (67%) LTE (39 de lobo e 15 de raposa).

Para a colheita de soro (ndo realizado pelo autor), os animais foram capturados com
lagos de perna Belisle® (Edouard Belisle, Saint Veronique, Quebec, Canada) e imobilizados
guimicamente com uma injecdo intramuscular de uma mistura de quetamina (4,71+1,17
mg/kg) (Imalgene®, Merial, Lyon, France) e medetomidina (0,10+0,03 mg/kg) (Domitor®,
Merial, Lyon, France) com base numa estimativa do peso dos animais capturados, e
dependendo da situacéo, por injecdo com seringa manual, injecdo com seringa de bastéo ou
zarabatana. A colheita de sangue fez-se por venopuncdo das veias cefalica ou safena e
preservacdo em tubos sem anticoagulante, com posterior separacdo do soro por
centrifugacao a 1430 g durante 10 minutos e armazenamento a -20°C até a sua utilizacdo. A
reversdo da imobilizacdo foi efetuada com uma injecdo intramuscular de atipamezol
(0,40+0,01 mg/kg) (Revertor®, Merial, Lyon, France) (Santos et al. 2017).
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Para colher o extrato do tecido pulmonar, realizou-se um protocolo adaptado de
Ferroglio et al. (2000). O pulméo foi colhido aguando da realizacdo das necrdpsias e
armazenado a -20°C até ao processamento. Colheu-se aproximadamente 1 g de tecido
pulmonar, dividindo essa quantidade em 4/5 partes e colocando num tubo Falcon. Foi
adicionado 1 mL de PBS, seguido de agitacdo durante 4 minutos. Por fim, foi realizada uma
centrifugacdo a 800 g durante 10 minutos com posterior recolha do sobrenadante e seu

armazenamento a -20°C até a sua utilizacao.

4.4.2. ELISA

Foi utilizado o kit Sarcoptes-ELISA 2001® Dog (AFOSA GmbH, Dahlewitz, Germany)
que se trata de um ELISA indireto com a detecdo de anticorpos (IgG) contra antigénios do
acaro, tendo uma sensibilidade e especificidade em céo de 92,1% e 94,6%, respetivamente
(Afosa 2018).

Para a sua realizagdo foram seguidas as instru¢cdes do fabricante, com pequenas
adaptacbes. Todas as amostras e controlos foram testados em duplicado. Inicialmente, as
amostras foram diluidas com a solugéo de diluicdo, mas tendo em consideragéo a espectavel
menor concentragdo de anticorpos nos LTE (Ferroglio et al. 2000), este tipo de amostra foi
diluido a 1:50 e o soro a 1:100. Posteriormente, adicionou-se 100 pL de cada amostra diluida
ao respetivo pogo da placa de ELISA, assim como os controlos positivo e negativo fornecidos
no kit. Seguiu-se uma incubacdo de 60 minutos a temperatura ambiente (18-25°C) apos a
qual foi realizada a lavagem da placa com 300 pL de solugcdo de lavagem, 4 vezes, com
recurso ao equipamento de lavagens automatico (ELx50, BioTek®, France). Adicionou-se 100
pL da solugdo com o conjugado a cada pogo e incubou-se novamente durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Seguiu-se a segunda lavagem, repetindo-se o que foi descrito na
primeira. Foram, depois, adicionados 100 pL de solugcdo com o substrato a cada poco e feita
uma incubacéo de 15 minutos a temperatura ambiente e com colocacdo da placa em local
escuro. Para finalizar, adicionou-se 100 pL de solucdo de paragem a cada poco e foi efetuada
a leitura da densidade Optica a 450 nm no leitor de microplacas (iMark™, Bio-Rad, Portugal).

Tal como indicado pelo fornecedor, para verificar que o procedimento ocorreu
corretamente foram calculadas as médias das densidades Opticas dos controlos negativo (CN)

e positivo (CP) (DOcn e DOcp, respetivamente), assim como a percentagem (P) da densidade

DOcn x 100

. O teste é validado se DOcp
DOcp

Optica do controlo negativo com a seguinte formula: P =

>0,8<2,8, e P<20. De seguida, DOcy foi subtraida & média das densidades Opticas de cada
amostra (DOamostra, cor) € @ Mmédia das densidades 6pticas do controlo positivo (DOcp, corr). POr

fim, para obtencdo do resultado do teste (RT), foi aplicada a seguinte férmula:

DOAmostra,corr X 100

RT =
DOcp,corr
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4.5. Métodos moleculares
4.5.1. Amostras invasivas
4.5.1.1. Extracao de DNA total

Extraiu-se DNA da amostra de pele com lesdes, colhida aquando da necrépsia, de
uma raposa (18-001) infetada com sarna (confirmado por observagdo de S. scabiei ao
microscopio apés digestdo com NaOH), para posterior utilizacdo como controlo positivo.

Foram realizados dois métodos de extracao diferentes que serdo de seguida detalhados.

4.5.1.1.1. Método salino

Na extracao de DNA pelo método salino (acetato de amadnia) colocou-se um pequeno
volume de tecido triturado (aproximadamente 30 mg) em 600 pL de solucdo de lise num
eppendorf (temporério) e adicionou-se 20 uL de proteinase K, seguido de homogeneizacdo
no vortex e incubacgdo a 55°C durante a noite. Apds a incubagédo, 0s passos que se seguem
foram repetidos duas vezes: adicionou-se 700 uL de acetato de amodnia, homogeneizagéo no
vortex e centrifugacgéo a frio (10°C) a 12300 g durante 14 minutos passando o sobrenadante
(800 a 1000 pL) para outro eppendorf (definitivo). Os passos que seguem foram, também,
repetidos duas vezes: adicionou-se 600 pL de isopropanol frio, seguindo-se de mistura por
inversdo do tubo e centrifugac¢édo a 12300 g durante 12 minutos com rejei¢do do sobrenadante
tendo o cuidado de néao rejeitar a pellet (geralmente no fundo do eppendorf). De seguida,
adicionou-se 1000 pL de etanol 70% frio e misturou-se por inversao do tubo. Posteriormente,
realizou-se uma centrifugacéo a 12300 g durante 15 minutos e rejeitou-se o etanol, novamente
com o cuidado de nédo perder o pellet de DNA. Deixou-se a secar a temperatura ambiente
durante a noite para que evaporasse todo o etanol e, posteriormente, hidratou-se 0 DNA com

50 pL de tampdo de eluicao, ficando aproximadamente 2 horas em agitagéo suave.

4.5.1.1.2. EasySpin®

Na extracdo de DNA pelo kit de colunas EasySpin® Genomic DNA (Citomed, Lisbon,
Portugal) para tecido foram seguidas as instru¢des do fabricante, em que cerca de 30 mg de
tecido passaram pelas fases de lise, de digestéo, de lavagens e de eluicbes, com a realizacdo
de duas eluigdes.

No total foram realizadas quatro réplicas da mesma amostra (em cada método de
extracdo) de forma a aumentar a probabilidade de pelo menos numa delas haver DNA do
acaro. Todas as réplicas (quatro do método salino, quatro da 12 elui¢cdo e quatro da 22 eluicao
do método EasySpin®) foram posteriormente submetidas a eletroforese em gel de agarose a
0,8% corado com GelRed™ avaliando-se a presenca do DNA total. Para tal, 2 uL de DNA de

cada réplica, com 3 pL de azul de bromofenol (marcador de cor), correu em gel de agarose
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em Tris-Borato-EDTA a 300 V. A visualizacdo foi feita através de um transiluminador de
ultravioletas (UV) Universal Hood Il (Bio-Rad, Segrate, Milan, Italy).

Foi também realizada a extracdo de DNA as amostras de pele de lobo (SMLM 126 e
130) recorrendo apenas ao kit EasySpin®, com a realizacdo de duas e trés réplicas,

respetivamente.

4.5.1.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase

Foram realizadas duas rea¢gfes em cadeia da polimerase (PCR) distintas. Numa delas,
amplificou-se um fragmento de 262 pb do gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COX1) de
S. scabiei com a utilizacdto de um primer forward especifico, scabFl1 (5
CTTATTATTCCTGGATTTGGRTA 3’) e de um primer reverse especifico scabR2 (5
CTAATTTTCCTCCTAATATTGTWGA 3’) (adaptado de Wong et al. 2015). Na outra reacdo de
PCR, amplificou-se um fragmento de 132 pb do gene mitocondrial 16S rDNA utilizando um
primer forward especifico, SSUDF (5° GGGTCTTTTTGTCTTGGAATAAA 3’) e um primer
reverse especifico SSUDR (5" CTAAGGTAGCGAAATCATTAGC 3’) (adaptado de Angelone-
Alasaad et al. 2015). Em ambos os PCRs, foi implementado um protocolo de marcacao
fluorescente (M13-tail — FAM) para permitir a identificagdo do tamanho dos fragmentos
amplificados num sequenciador automatico (Blacket et al. 2012).

Foi utilizado DNA extraido pelos dois métodos, com a realizacdo de 4 réplicas em
cada. No DNA extraido pelo kit EasySpin® foi utilizada a 12 eluicéo.

Considerando um volume final de reacdo de 13 L, foram utilizados 5 pL de MyTag™
HS Mix (Bioline, London, UK), 0,04 pL de primer forward, 0,4 uL de primer reverse, 0,4 pL de
fluorescéncia M13-tail e 3,16 uL de agua. Os primers foram utilizados a 10 uM. Realizaram-
se 8 réplicas (4 com o DNA do kit EasySpin® e 4 do método salino) para cada gene, sendo
que em cada réplica foram utilizados volumes e concentrac6es de DNA diferentes. Assim:
réplica 1 e 2 com 4 uL de DNA diluido 1:4; e réplica 3 e 4 com 4 pL de DNA diluido 1:6.

A amplificacdo do DNA foi realizada num termociclador T100™ (Bio-Rad, Hercules,
California, USA) com os seguintes protocolos: 1) Para o COX1, desnaturagéo inicial de 10
minutos a 95°C, 45 ciclos de amplificacéo (1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C, 1 minuto a 72°C)
e extensdo final de 10 minutos a 72°C, com manutencdo a 10°C apds o fim da reacdo
(adaptado de Wong et al. 2015). 2) Para o 16S, desnaturacéo inicial de 10 minutos a 95°C,
45 ciclos de amplificag&o (30 segundos a 95°C, 45 segundos a 53°C e 1 minuto e 30 segundos
a 72°C) e extensdo final de 10 minutos a 72°C, com manutenc¢&o a 10°C apos o fim da reagéo
(adaptado de Angelone-Alasaad et al. 2015).

O produto da reacdo de PCR foi testado em gel de agarose a 2% corado com
GelRed™. Para tal, 2 uL de produto de PCR de cada réplica, com 3 pL de azul de bromofenol

correu em gel de agarose em Tris-Borato-EDTA a 300 V. Como marcador de pesos
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moleculares foi utilizado 2 uL de NZYDNA ladder V (NZYTech). A visualizacéo foi feita através
de um transiluminador de UV Universal Hood Il (Bio-Rad, Segrate, Milan, Italy). Por fim, foi
realizada uma eletroforese capilar no aparelho sequenciador ABI3130xI Genetic Analyser
(Applied Biosystems®, Foster City, California, USA) para averiguar o tamanho em pares de
base do fragmento amplificado através da utilizacdo de uma fluorescéncia com tamanho
padrdo GeneScan™ - 500 LIZ™ (Applied Biosystems®, Foster City, California, USA). Os
resultados foram analisados manualmente e identificados os tamanhos dos fragmentos com
recurso ao GeneMapper 5 (Applied Biosystems®, Foster City, California, USA).

Foram também realizados PCRs ao DNA extraido da pele dos lobos SMLM 126 e
SMLM 130, recolhida aquando das respetivas necrépsias, apenas para o gene 16S.

4.5.2. Amostras néo-invasivas
4,5.2.1. Amostras

As amostras de dejetos de lobo analisadas foram colhidas (ndo realizado pelo autor)
ao longo de treze anos (2006 a 2018) para outros fins cientificos. No total, foram analisadas
843 amostras, sendo a sua distribuicdo ao longo dos anos representada no gréfico 2.

Grafico 2 Distribuicdo do nimero de amostras néo-invasivas analisadas por cada ano
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Eram colhidas aproximadamente 10 g de fezes e colocadas num frasco de 125 mL
com etanol a 95% (proporcao de 1 para 4) e tomando as medidas necessarias para evitar
qualquer contaminacdo (Nakamura et al. 2017). Até ao seu processamento, as amostras
fecais foram mantidas a temperatura ambiente. Cerca de dois tercos das amostras (559/843)
foram colhidas em percursos sistematicos ou nao sistematicos, sendo considerada um tipo de
colheita aleatoria. As amostras do terco restante (284/843) foram colhidas em rendez-vous,
gue correspondem a locais de agregacao sazonal de uma alcateia, e nos quais existe grande

guantidade de amostras dos lobos que a compdem. A localizacdo das amostras ndo-invasivas
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analisadas e 0 seu resultado ao PCR para S. scabiei encontra-se representado na figura 10
(capitulo 5.4.2.).

4.5.2.2. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de fezes de lobo e posteriores amplificagcbes para certos
marcadores moleculares foi realizada, anteriormente, por técnicos de laboratorio pertencentes
ao CTM do CIBIO. As amostras ndo-invasivas apresentam uma quantidade de DNA reduzida
em comparacdo com amostras invasivas, e a sua contaminacdo com outras fontes de DNA
pode impossibilitar a sua utilizacdo (Rio-Maior et al. 2008). Tendo isto em conta, as amostras
foram manipuladas em instalacdes proprias (laborat6ério com ventilagdo estéril com presséo
positiva e luz UV ligada nos intervalos de utilizacdo e camara de extracdo de DNA também
com luz UV e esterilizagdo do material) e foram tomadas medidas para prevencdo de
contaminagdes (técnico especializado e equipado com bata, luvas, touca, mascara e protecdo
de sapatos) (Rio-Maior et al. 2008). Apods a extracdo, o DNA foi mantido a -20°C.

O protocolo utilizado foi o da Guanidina-Tiocianato/Silica sendo uma adaptacdo de
Gerloff et al. (1995) no qual se remove a camada exterior do excremento (contém células
epiteliais da mucosa intestinal do lobo) e se realizam varias lavagens com o objetivo de obter
as células e lisa-las para libertagdo do DNA, que se liga, de seguida, a particulas de silica,
precipitando por centrifugacéo. Por fim, realiza-se a purificagdo do DNA com colunas Microcon
YM-30 (Milipore, Billerica, Massachusetts, USA) (Godinho et al. 2015).

Posteriormente & extragdo e com o objetivo de identificacdo de espécie, de género e
individual, o DNA de cada amostra foi processado de forma independente para cada tipo de
marcadores moleculares: loci DBX e DBY para sexagem, DNA mitocondrial para identificacdo
de espécie e microssatélites autossomicos (quatro reagdes multiplex utilizando o kit QIAGEN
Multiplex PCR) para identificacdo individual (Rio-Maior et al. 2008; Nakamura et al. 2017). Na

andlise que se segue soO foram utilizadas amostras que se confirmou pertencerem a lobos.

4.5.2.3. Reacao em Cadeia da Polimerase

Tal como para a extracdo de DNA de amostras ndo-invasivas, também na preparagéo
do PCR foram utilizadas instalacdes proprias e medidas de prevencdo de contaminagéo,
como o equipamento de protecéo individual.

Para a realizacdo das reacdes de PCR com as amostras ndo-invasivas, optou-se por
amplificar o fragmento de 132 pb do gene mitocondrial 16S rDNA uma vez que fragmentos
mais longos sdo mais dificeis de amplificar quando se lida com DNA de baixa qualidade
proveniente de amostras fecais (Beja-Pereira et al. 2009). De forma a reduzir os custos,

utilizaram-se quatro fluorescéncias (M13-tail) diferentes (FAM, VIC, NED e PET), o que
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permitiu a realizacdo de um multiloading aquando da eletroforese capilar. Assim, foram
utilizados o primer forward SSUDF e o primer reverse SSUDR acima descritos.

Os volumes utilizados na reacdo de PCR foram também os descritos para as amostras
invasivas (gene 16S), a excecdo da agua (2,16 uL), sendo que para as amostras nao-
invasivas foi utilizado um volume de DNA de 2,5 uL. Em todas as placas foi incluido um
controlo negativo (incluia todos os reagentes exceto o DNA) e um controlo positivo (com
volume de DNA entre 2 e 2,5 pL). Tratando-se de amostras ndo-invasivas, realizaram-se 2
réplicas para cada amostra, aumentando desta forma a probabilidade de amplificacéo.

A amplificacdo do DNA foi realizada como descrito para as amostras invasivas (gene
16S). O controlo positivo e 0 negativo e uma amostra selecionada aleatoriamente foram
testados em gel de agarose a 2% (com realizagdo dos mesmaos procedimentos e utilizacéo
dos mesmos equipamentos descritos para as amostras invasivas). Por fim, os produtos
amplificados foram separados por uma eletroforese capilar (com realizagdo dos mesmos
procedimentos e utilizagdo dos mesmos equipamentos descritos para as amostras invasivas).

Com base nos resultados obtidos, foram feitas repeticbes para o gene COX1, com a
amplificacdo de um fragmento de 262 pb deste gene. Foram utilizados o primer forward
scabF1 e o primer reverse scabR2 acima descritos.

Os volumes utilizados na reacdo de PCR foram os descritos para as amostras
invasivas (gene COX1) a excecdo da agua (2,16 pL). Tal como anteriormente referido, para
as amostras nao-invasivas utilizou-se um volume de DNA de 2,5 uL e incluidos os controlos
positivo e negativo. Tratando-se de amostras ndo-invasivas, e de um gene que em
amplificacdes anteriores se mostrou mais dificil de amplificar, realizaram-se 3 réplicas para
cada amostra. A amplificacdo do DNA foi realizada como descrito para as amostras invasivas
(gene COX1). Tal como para o0 gene 16S, foi feita a testagem dos controlos por eletroforese
em gel de agarose e, para a totalidade das amostras e controlos, a eletroforese capilar.

As amostras foram classificadas como positivas se pelo menos uma das réplicas

amplificasse a sequéncia de DNA pretendida.

4.6. Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software RStudio 3.6.1 (RStudio
Team 2019), com excec¢do da analise do método molecular ndo-invasivo através de modelos
multi-evento de captura-recaptura (capitulo 4.5.4), que foi realizada nos softwares U-CARE
(Choquet, Lebreton, et al. 2009) e E-SURGE (Choquet, Rouan, et al. 2009). Para dados de
prevaléncia bruta, os intervalos de confianga de 95% de Wilson foram estimados usando o
package epitools (Aragon 2020). Os gréficos foram efetuados em Microsoft Excel para

Microsoft 365 (https://www.microsoft.com/pt-pt/microsoft-365/excel) e no software RStudio
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3.6.1 (RStudio Team 2019). Os mapas foram efetuados no programa QGIS 3.10.0 (QGIS
Development Team 2019).

4.6.1. Comparacdao da atividade diaria entre animais com e sem lesdes
compativeis com sarna detetados por foto-armadilhas

Através dos dados de foto-armadilhas, obteve-se um registo da distribuicdo da
atividade dos animais ao longo do dia, sendo que as detecdes sdo mais frequentes quando
0S animais estdo ativos e menos frequentes quando estes estdo inativos. Com esta
informacéo, € possivel analisar o nivel de atividade de uma determinada populacdo amostrada
(Rowcliffe et al. 2014). Para tal, utilizou-se a package Activity (Rowcliffe 2019). Nesta analise
os dados temporais foram convertidos em radianos e foram utilizadas fungdes kernel para
dados circulares. Os dados foram analisados de forma separada para lobos e raposas, sendo
que cada espécie foi dividida em dois grupos (animais sem LCS e animais com LCS). Foram
utilizadas as fun¢des compareAct (de forma a comparar a atividade diaria dos animais com e
sem LCS) compareCkern (calcular a probabilidade dos dois grupos de observagdes (com e
sem LCS) terem origem na mesma distribuicdo) e compareTimes (comparar a atividade ao

longo do dia - em diferentes horas - dentro do mesmo grupo).

4.6.2. Determinacédo dos pontos de corte para o método soroldgico

Para a analise dos resultados sorolégicos, a informacao relativa a presenca de LCS
aquando do exame externo, ora nas necropsias (LTE), ora nas capturas (soro) e a observagao
microscopica de S. scabiei em amostras de pele digeridas foram tidas em conta para o calculo
dos pontos de corte. Assim, para cada animal obteve-se o RT e a classificacdo do exame
externo/microscopico. Foi utilizada a package OptimalCutpoints (Lopez-Raton et al. 2014)
para a determinag&o do ponto de corte do teste de ELISA, com maximizacao da especificidade
(sp) e sensibilidade (se), tendo sido aplicado de forma independente para as amostras de soro
e de LTE. Posteriormente, cada animal foi classificado em seropositivo ou seronegativo

consoante os pontos de corte estimados.

4.6.3. Utilizacdo de modelos binomiais mistos lineares generalizados nos
métodos sorologico e molecular

Foram utilizados modelos binomiais mistos lineares generalizados (GLMM), com o
objetivo de identificar as variaveis relacionadas com os resultados da sorologia e método
molecular ndo-invasivo e corrigir a influéncia de eventuais fatores de confusao relacionados
com o processo de amostragem. As varidveis independentes analisadas no GLMM da

sorologia foram o tipo de amostra (soro e LTE) e a espécie animal (lobo e raposa) como efeitos
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fixos, e 0 ano de recolha da amostra (1997 a 2019) como efeito aleatério. As classes de
referéncia foram estabelecidas com base no tamanho da sua amostra e propor¢cdo de
positivos: soro e lobo. No GLMM do método molecular n&o-invasivo, as variaveis
independentes analisadas incluiram o tipo de recolha (recolha aleatoéria e rendez-vous) e o
sexo dos animais (feminino e masculino) como efeitos fixos, e 0 ano (2006 a 2018) como
efeito aleatério. As classes de referéncia foram tipo de recolha aleatéria e fémea pelas raz6es
supramencionadas. Nos dois modelos, alguns anos foram agrupados (1997-2003 no GLMM
da sorologia e 2006-2008 no GLMM molecular) de forma a atingir um tamanho de amostra
adequado (Grafico 1 e 2).

A partir do GLMM e para se obter a prevaléncia predita serol6gica e molecular de sarna
em lobos geral e para cada ano e os correspondentes intervalos de confianca de 95% para
os efeitos aleatorios, foi utilizada a package merTools (Knowles and Frederick 2016). Os
valores-p foram calculados segundo o método de graus de liberdade de Satterthwaite
utilizando a package ImerTest (Kuznetsova et al. 2017).

4.6.4. Modelo multi-evento de captura-recaptura aplicado ao método molecular
nao-invasivo

Os modelos multi-evento de captura-recaptura (CR) foram aplicados a cerca de
metade das amostras ndo-invasivas (445/843 (53%) correspondendo a 219 lobos individuais
entre 2006 e 2018), nas quais estava disponivel informacao adicional relativa a identificacédo
individual. Para a maioria das amostras (432/445 (97%)) também estava disponivel
informacé&o relativa ao sexo dos individuos.

A histéria de encontros de um determinado individuo pode ser apresentada como
dados de CR (Choquet, Rouan, et al. 2009). Estes dados podem, por sua vez, ser analisados
através de modelos multi-evento de CR, que consideram estados e observacdes geradas a
partir do estado subjacente de um individuo, tendo em conta a incerteza na atribuicdo do
estado e as probabilidades de detecdo <1 (Pradel 2005). Os estados (geralmente néo
observaveis) estéo ligados por matrizes probabilisticas a eventos (observaveis) (Pradel 2005).
Assim, em cada ocasido de captura, um evento é observado e registado num histérico de
encontros. Estes modelos séo importantes ferramentas no estudo de doencas infeciosas e
parasitarias em animais selvagens, permitindo estimar parédmetros epidemiolégicos
relacionados com taxas de infecdo e sobrevivéncia (Lachish et al. 2011; Chambert et al. 2012).

Os estados individuais considerados foram: lobos vivos infetados com sarna (S+),
lobos vivos ndo infetados com sarna (S-) e os lobos mortos (M). Numa dada amostragem, um
animal pode estar vivo nas classes S+, S- ou pode estar morto. Os eventos considerados

foram: lobo genotipado ndo detetado num determinado ano (0), lobo genotipado detetado com
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PCR a S. scabiei negativo (1), lobo genotipado detetado com PCR a S. scabiei positivo (2) ou
lobo genotipado detetado, mas néo testado para S. scabiei (3).

Os modelos de CR podem ser influenciados por efeitos de transiéncia, que significa
que individuos detetados pela primeira vez (“novos individuos”) ttm uma menor probabilidade
de serem detetados de novo no futuro, em comparacdo com individuos que tinham sido
detetados anteriormente (“individuos antigos”) (Choquet, Lebreton, et al. 2009). Para verificar
a existéncia de efeitos de transiéncia significativos foi utilizado o programa U-CARE (Choquet,
Lebreton, et al. 2009). Dada a atual indisponibilidade de testes Goodness-Of-Fit (GOF) para
modelos multi-evento, os dados foram convertidos para estados Unicos (0 — auséncia; 1 —
presenca). Os testes GOF indicaram efeitos de transiéncia significativos, com p=0,034. Na
sequéncia dos resultados dos testes GOF, a transiéncia foi incluida na matriz de sobrevivéncia
em todos os modelos (Genovart and Pradel 2019). Isto € conseguido através da modelizagéo
separada da sobrevivéncia dos lobos detetados pela primeira vez (idade 1) e dos que foram
detetados subsequentemente (idade 2) (Genovart and Pradel 2019).

Os modelos multi-evento foram implementados no programa E-SURGE (Choquet,
Rouan, et al. 2009). Inicialmente, os dados sdo carregados e é especificado o nimero de
estados (3), eventos (4), grupos (3 - fémea, macho ou sexo desconhecido), classes de idade
(2 - primeiro encontro e encontros subsequentes) e covariaveis (1 - seroprevaléncia).
Posteriormente, o procedimento de especificacdo do modelo consiste em i) implementar a
forma estrutural basica das matrizes utilizando a interface GEPAT, ii) definir um modelo linear
de cada parametro utilizando a interface GEMACO e iii) fixar os valores iniciais dos parametros
utilizando a interface IVFV. No anexo 1 encontram-se as matrizes utilizadas (Tabela Al), e a
parametrizacdo do GEMACO e IVFV para cada modelo (Tabela A2).

O modelo incluia as seguintes matrizes: estado inicial, sobrevivéncia, transicdo entre
S+ e S- dependente da sobrevivéncia, detecéo, probabilidade de ser testado e incerteza na
atribuicdo do estado. Na interface GEMACO (Choquet 2008), séo utilizados atalhos pré-
definidos para especificar quais os parametros que devem ser tempo-constantes, tempo-

nn

especificos ou estado-especificos (em que, "i* significa constancia, "t" significa efeito
temporal, "f" significa que os parametros ndo sdo iguais em cada linha da matriz e "to" significa
que os parametros ndo sdo iguais em cada coluna da matriz). Em seguida definiu-se um
conjunto de modelos candidatos incorporando combinagdes biologicamente relevantes de
efeitos sobre a sobrevivéncia, transicao entre estados, probabilidades de detecao e incerteza.
A seroprevaléncia de sarna, para cada ano, predita pelo GLMM e estandardizada, foi incluida
como uma covariavel temporal para estimar a transicédo entre os estados nao infetado (S-) e
infetado (S+). Para os eventos, a probabilidade de detecdo no primeiro encontro é 1 porque o
histérico do encontro esta condicionado a primeira captura e as probabilidades de detecéo

seguintes dependem do estado e da ocasido temporal. Assim, a formulacdo para o evento €
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"firste+nexte" e na interface IVFV, ao especificar os valores dos parametros iniciais, deve-se
restringir o valor beta associado a primeira detecdo a 1 antes de executar o modelo. A
probabilidade de ndo ser testado para S. scabiei foi estabelecida em todos os modelos como
sendo igual a proporgdo de amostras com genotipagem individual que ndo foram testadas
para a detecdo de sarna (0,247). Relativamente & incerteza na atribuicdo do estado, a
probabilidade de um lobo nédo infetado ser testado positivo foi consistentemente estimada
como proxima de 0, tendo sido fixada neste valor nos modelos 1-3 e 5 (Anexo 1 - tabela A2).
Em relacdo a outras definicdes do programa, utilizou-se o calculo Hessian dos intervalos de
confianca das estimativas dos parametros, EM(20)+Quasi-Newton nonlinear solver e 50
valores iniciais aleatérios multiplos. Para escolher entre modelos e avaliar o efeito da sarna
na sobrevivéncia e a sensibilidade e especificidade do teste de diagndstico molecular ndo-
invasivo, foram selecionados os modelos com o critério de informacédo Akaike corrigido para

o tamanho da amostra (AICc) mais baixo (Burnham and Anderson 2002).

5. Resultados
5.1. Método de observacéao direta

As amostras de pele de lobos e raposas, cujo exame externo durante a necropsia
revelou LCS (Figura 1), evidenciaram, em alguns casos, a presenc¢a de acaros S. scabiei apos

a digestéo e observacdo do sedimento ao microscopio (Figura 2).

Legenda: A) Lobo SMLM 132. B) Lobo SMLM 135. C) Lobo SMLM 130.
Figura 1 Aspeto externo de animais necropsiados com LCS

Legenda: A) S. scabiei (raposa 18-001); Ampliagéo de 45x. B) S. scabiei (lobo SMLM 135); Ampliacéo de 34x

Figura 2 Observacéo de S. scabiei ao microscépio apos digestdo cutanea
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No caso dos lobos, em 57% (8/14, 1Cgsy 32,6-78,6%) das amostras de pele com LCS,
foi possivel observar o 4caro S. scabiei (Grafico 3A), sendo que 88% (7/8) dos positivos eram
machos e 12% (1/8) fémeas (Gréfico 3B). Nesta espécie, 0s positivos eram 38% (3/8) juvenis,
25% (2/8) subadultos e 38% (3/8) adultos (Grafico 3C). A causa de morte foi atribuida a sarna
em um dos animais (7% (1/14)), mas nao isoladamente, sendo que nesse caso também se

verificou a existéncia de um traumatismo. Este animal era um macho subadulto (SMLM 135).

Gréfico 3 Resultados do exame microscdpico em lobos

Lobo (com LCS) Lobo - Sexo Lobo - Classe etaria
0, 0,
100% 1206 100%
80% 80% 38%
0, 0,
60% 67% 60% - 67%
43% o
° 57% 40% 88% 40%
20% 33% 20% 38% Lo
17%
0% 0% .
Positivo Negativo Positivo Negativo
Positivo ' Negativo B Macho = Fémea c Juvenil = Subadulto = Adulto

Legenda: A) Percentagem de amostras positivas e negativas a digestdo cutdnea em lobos com LCS. B) Percentagem
de amostras positivas e negativas com especificacao do sexo dos animais. C) Percentagem de amostras positivas e
negativas com especificagdo classe etaria.

No caso das raposas, foi possivel observar o acaro S. scabiei em 83% (5/6, 1Cos0,43,7-
97%) das amostras (Grafico 4A), sendo que 80% (4/5) dos positivos eram machos e 20% (1/5)
fémeas (Grafico 4B). Nesta espécie ndo foram analisados juvenis e os positivos eram 100%
(5/5) dos adultos (Gréafico 4C). A causa de morte foi atribuida a sarna em 33% (2/6) das

raposas. Estes dois animais eram adultos, uma fémea (17-0114) e um macho (08-0127).

Grafico 4 Resultados do exame microscopico em raposas

Raposa (com LCS) Raposa - Sexo Raposa - Classe etaria

100% 100%
20%
80% 80%
17%

60% 60%

100% 100% 100%
40% 80% 40%
83% 20% 20%
0% 0%

Postivo Negativo Positivo Negativo
A Positivo - Negativo B Macho = Fémea c Subadulto © Adulto

Legenda: A) Percentagem de amostras positivas e negativas a digestdo cutanea em raposas com LCS. B)
Percentagem de amostras positivas e negativas com especificacdo do sexo dos animais. C) Percentagem de amostras
positivas e negativas com especificagdo da classe etéaria.
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5.2. Foto-armadilhas

No total, foram realizadas 518 detecBes das espécies-alvo, em que 441 (85%) eram
raposas e 77 (15%) lobos. No entanto, em 77/518 detecdes nédo foi possivel estabelecer uma
classificagéo relativa a presenca de LCS dada a qualidade do video/fotografia ou devido ao
aparecimento fugaz do animal. Assim, foram classificadas 441 dete¢Bes quanto a presencga
ou auséncia de LCS (e s0 estes serao considerados na analise seguinte), em que 369 (84%)
eram raposas e 72 (16%) eram lobos. A maioria (304/441) destas detecdes ocorreram em
2018. Nao foram detetadas raposas em junho de 2019 nem lobos em maio, outubro, novembro
e dezembro de 2018 e janeiro de 2019 (Gréfico 5). Destes animais classificaveis, 44/441 (10%,

[Coso 7,5-13,1%) apresentavam LCS, sendo que 33 (75%) eram raposas e 11 (25%) eram
lobos.

Grafico 5 Distribuicdo do nimero de dete¢cdes de lobos e raposas por foto-armadilhas entre
maio de 2018 e outubro de 2019
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As lesdes alopécicas foram observadas na cauda, regido dorso-lombar e membros, ou

por todo o corpo. Em certos casos, também foi possivel observar hiperpigmentagéo cutanea
(Figura 3).

Legenda: A) Lobo com alopécia generalizada e hiperpigmentacao cuténea. B) Raposa com alopécia na cauda.
C) Raposa com alopécia na cauda e regido dorso-lombar. Créditos: Jorge Costa/CIBIO

Figura 3 Exemplos de fotografias de animais exibindo LCS, captadas por foto-armadilhas

Através dos registos de foto-armadilhas, foi calculada a prevaléncia de alopécia/LCS

ao longo de dois anos (2018 e 2019) (Grafico 6). Esta é definida como o niumero de animais
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detetados com LCS sobre o numero total de animais detetados. A prevaléncia foi calculada
de forma independente para raposas e para lobos, sendo que em raposas, a prevaléncia
média de LCS foi de 9% (33/369, ICgs% 6,4-12,3%) e em lobos de 15% (11/72, ICgs% 8,8-
25,3%). Os meses com maior percentagem de casos positivos foram, no caso das raposas,
maio e julho de 2018 (50% (1/2) e 22% (14/65), respetivamente) e fevereiro e abril de 2019
(18% (2/11) e 20% (1/5), respetivamente). No caso dos lobos, os meses com maior
percentagem de casos positivos foram marco e abril de 2019 (50% (8/16) e 33% (2/6),

respetivamente).

Grafico 6 Prevaléncia de LCS detetadas por armadilhas fotograficas em raposas e lobos durante
dois anos consecutivos
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Legenda: ICgse% representado pelo sombreado verde (lobo) e laranja (raposa).

Agrupando as dete¢des de animais com LCS por més, a altura do ano onde se verifica
um aumento das dete¢des de animais com LCS vai desde fevereiro a julho, com os meses de
marcgo (20% (9/45)), abril (27% (3/11)) e julho (20% (14/70)) a terem a maior percentagem
(Gréfico 7).

Grafico 7 Prevaléncia de LCS detetadas por armadilhas fotograficas em raposas e lobos por més
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Legenda: 1Ces% representado pelo sombreado verde.
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No que diz respeito a atividade diaria (Graficos 8 e 9), e segundo a analise estatistica
realizada, os lobos sem LCS foram menos ativos que os lobos com LCS. Nas raposas,
verificou-se 0 oposto, sendo que as raposas sem LCS foram mais ativas. Nas duas espécies,
a diferenca nao foi significativa (p>0,05). Verificou-se ainda uma sobreposicao das atividades
diarias dos dois grupos, que foi de 67% nos lobos e de 64% nas raposas. No entanto, no caso
das raposas observou-se que o padrao de atividade dos dois grupos (com e sem LCS) nao
pertencem a mesma distribuicdo (p<0,05), ou seja, 0 seu padrao de atividade é diferente.
Paralelamente, pela observacéo das atividades ao longo do dia, verificou-se que ha diferencas
significativas (p<0,05) para os animais sem LCS em ambas as espécies (Tabela 1).

Grafico 9 Distribuigdo da atividade de lobos com ou sem LCS detetados por armadilhas
fotograficas ao longo do dia
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Grafico 8 Distribuicao da atividade de raposas com ou sem LCS detetadas por armadilhas
fotograficas ao longo do dia
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Assim, o padrdo de atividade nos lobos é diferente para os alopécicos (uniforme ao

longo do dia), e a sua atividade total é maior (ambas as diferencas ndo séo significativas).
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Nas raposas, 0 padrdo de atividade é significativamente diferente para as alopécicas

(uniforme ao longo do dia) e a sua atividade total € menor (ndo significativamente) (Tabela 1).

Tabela 1 Resultados da analise estatistica referente a atividade diaria de lobos e raposas

detetados por foto-armadilhas

Lobos

Raposas

Resultado Erro-padrédo Valor-p Resultado Erro-padrao Valor-p
compareAct
SemvscomLCS |-0,16 0,12 0,21 | 0,06 0,11 0,58
compareCkern
SemvscomLCS | 0,67 0,07 0,17 | 0,64 0,04 0,00 *
compareTimes —sem LCS
Oh vs 6h -0,19 0,07 6,20e-03 * | -0,05 0,04 2,13e-01
Oh vs 12h 0,13 0,04 1,65e-03* | 0,23 0,02 0,00 *
Oh vs 18h 0,13 0,04 1,46e-03* | 0,21 0,03 1,44e-15*
6h vs 12h 0,32 0,06 1,02e-08 * | 0,27 0,03 0,00 *
6h vs 18h 0,32 0,06 8,59e-09 * | 0,25 0,03 9,99e-16 *
12h vs 18h 0,00 0,00 8,25e-01 | -0,2 0,02 1,94e-01
compareTimes —com LCS
Oh vs 6h 0,07 0,14 0,63 0,04 0,08 0,62
Oh vs 12h 0,19 0,10 0,07 0,00 0,09 0,99
Oh vs 18h 0,18 0,11 0,10 -0,07 0,09 0,41
6h vs 12h 0,12 0,11 0,26 -0,04 0,09 0,63
6h vs 18h 0,11 0,11 0,33 -0,11 0,08 0,17
12h vs 18h -0,01 0,05 0,79 -0,07 0,09 0,44

Legenda: ‘ * ‘ p<0,05.

No territorio da alcateia Boulhosa ndo foram feitas dete¢fes de LCS em nenhuma das

camaras. No territério da alcateia da Cruz Vermelha, a percentagem de dete¢bes com LCS

em cada camara variou entre 0 e 20% (Figura 4).

Figura 4 Representacao geogréafica da % de LCS por camara de foto-armadilhas
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5.3. Método soroldgico

O teste de ELISA foi validado, pois DOcp=1,3 ([0,8 e 2,8]) e P=9,1 (<20).

Dos animais cujas amostras foram analisadas sorologicamente, 30% (24/81)
apresentavam les6es compativeis com sarna. Dentro deste grupo, 83% (20/24) foi positivo na
sorologia. Por outro lado, 70% (57/81) ndo apresentava LCS, e dentro deste grupo, 14% (8/57)
foi positivo na sorologia (Gréfico 10A, 10B e 10C).

Grafico 10 Associacdo entre presenca/auséncia de LCS e positividade ou negatividade sorolégica

Com LCS Sem LCS
30% 17% 14%
70%
83% 86%
A ComLCS = SemlLCS B Positivo - Negativo C Positivo - Negativo

Legenda: A) Percentagem de animais com e sem LCS analisados sorologicamente. B) Percentagem de amostras
positivas e negativas de animais com LCS. C) Percentagem de amostras positivas e negativas de animais sem LCS.

Obtiveram-se pontos de corte distintos para os dois tipos de amostra, sendo que para
0 soro este foi de 558 (sp=78,9%, |Cgse 54,4-93,9%; se=87,5%, |Cgse 47,3-99,7%) € para o
LTE foi de 126 (sp=89,5%, ICqs 75,2-97,1%; se=87,5%, I1Cgsy 61,7-98,4%). A area sob a curva
ROC (AUC) foi estimada em 84,2% (ICgs¢69,2-99,2%) para 0 soro e 90,5% (ICgs0,81,7-99,2%)
para o LTE. Os animais foram considerados positivos ou negativos consoante o seu RT foi
superior ou inferior, respetivamente, ao ponto de corte estabelecido para o tipo de amostra
em questao.

No total, 21/61 (34,4%, 1Cesx 23,8-47%) lobos e 7/20 (35%, ICos0 18,1-56,7%) raposas
foram positivos na sorologia.

Dada a grande variabilidade dos dados, foi necessario corrigir o efeito dos diferentes
fatores de enviesamento na obtencdo da estimativa da prevaléncia. Assim, 0 GLMM permite
indicar quais os fatores (espécie, amostra e/ou ano) que estdo relacionados com a
seroprevaléncia e obter uma estimativa desta Ultima para cada ano (1997-2019), tendo em
linha de conta a informacdo das duas espécies (raposa e lobo) e dos dois tipos de amostra
(soro e LTE).

47



O GLMM demonstrou uma tendéncia n&do-significativa para uma menor
seroprevaléncia nas raposas comparativamente aos lobos (p=0,085) e uma menor proporcao

de amostras LTE positivas comparativamente ao soro (p=0,277) (Tabela 2).

Tabela 2 Resultados do GLMM dos dados seroldgicos em lobos e raposas

Variavel Estimativa  Erro-padrdo  Valor p

Efeitos fixos
Intercept -0,357 0,796 0,654
Tipo de amostra

LTE -0,848 0,781 0,277
Espécie

Raposa -1,667 0,966 0,085
Efeito aleatdrio
Variancia 3,957
Desvio-padréao 1,989
N anos 17
N amostras 80

A seroprevaléncia geral de sarna sarcéptica estimada pelo GLMM entre 1997 e 2019
foi de 45,4% (ICgs% 30,3-60,5%). A seroprevaléncia predita em lobos variou entre 11,6% (ICgs0
1,0-65,1%) em 2016 e 94,8% (ICes% 75,7-98,9%) em 2008 e demonstra a existéncia de um
pico entre 2006 e 2009 (Grafico 11).

Gréafico 11 Seroprevaléncia predita de sarna em lobos, utilizando soro como amostra, de 1997 a
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Legenda: ICose% representado pelo sombreado verde.

48



5.4. Métodos moleculares
5.4.1. Extracdo de DNA e PCR de amostras invasivas

De forma a confirmar o sucesso da extracdo de DNA, pelos dois métodos utilizados,
da amostra de pele (raposa 18-001), realizou-se uma corrida por eletroforese em gel a 0,8%
com verificacdo da presenca de DNA total (Figura 5).

A - EasySpin® B - Metodo
Salino

12 Eluicdo

1 2 3
22 Eluicéo

Legenda: A) EasySpin® com 12 e 22 elui¢do. B) Método Salino. 1,2,3,4 — Réplicas.

Figura 5 Resultado da observacdo do gel de eletroforese (a 0,8%) com avaliacdo do DNA total
extraido por dois métodos diferentes

Posteriormente, realizaram-se duas reacdes de PCR. A primeira com amplificacéo de
um fragmento de 262 pb do gene COX1 de S. scabiei e a segunda com amplificacdo de um
fragmento de 132 pb do gene mitocondrial 16S rDNA de S. scabiei, com realizagdo de 8
réplicas para cada gene (4 com o DNA do kit EasySpin® e 4 do método salino). Pelo kit
EasySpin® houve detecdo de bandas de interesse por observacdo do gel de eletroforese
(para ambos o0s genes), enquanto que para o método salino estas bandas ndo foram

detetadas. Na figura 6 encontram-se os resultados das eletroforeses em gel.
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Legenda: A) Marcador de pesos moleculares NZYDNA ladder V. B) COX1. C)16S. L — Marcador de pesos
moleculares NZYDNA ladder V. 1, 2, 3, 4 — Réplicas. Circulo vermelho — Fragmento de 280 pb do gene COX1.
Circulo amarelo — Fragmento de 150 pb do gene 16S.

Figura 6 Resultado da observacdo do gel de eletroforese do controlo positivo (raposa 18-001)
para os dois métodos de extracao e para os dois genes
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De forma a determinar o tamanho exato em pares de base, realizou-se uma
eletroforese capilar (com utilizacdo dos produtos de PCR correspondentes ao DNA extraido
pelo kit EasySpin®). O tamanho em pb do fragmento amplificado varia consoante a
fluorescéncia utilizada (FAM, VIC, NED ou PET). Neste caso, foi utilizada a fluorescéncia FAM
(18 pb) pelo que o tamanho do fragmento amplificado foi de 280 pb (280-18=262 pb) para o
gene COX1 e 150 pb (150-18=132 pb) para o gene 16S (Figura 7).

Figura 7 Resultado da eletroforese capilar do controlo positivo (raposa 18-001) para os dois genes

Sample File Sample Name _Panel | Marker_0S SHP OBA SPA SP_BIN PHR LPH SPU AN BD DP N8 CC_OVL GQ [Sample Fie Sample Name Pane _Marker_0S_SHP_OBA_SPA| 5P_EIN PHR_LPH SPU_AN 8D DP_NB_CC_OVL GO
G0 CP cp Sama Cox! H B B NN E N AN [H12 cr Cr Sama 165 W W W | [ ]
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Legenda: A) Fragmento de 262 (280-18) pb do gene COX1. B) Fragmento de 132 (150-18) pb do gene 16S.

Relativamente aos lobos SMLM 126 e SMLM 130, o resultado do PCR, confirmado por

eletroforese em gel de agarose, foi negativo para ambos (Figura 8).

L 1 2 3 B il 2 g
16S SMLM 126 16S SMLM 130

Legenda: A) SMLM 126. B) SMLM 130. L — Marcador de pesos moleculares NZYDNA ladder V. 1, 2, 3 —
Réplicas. B — Controlo negativo

Figura 8 Resultado da observacéo do gel de eletroforese dos lobos SMLM 126 e SMLM 130 para o
gene 16S

5.4.2. PCR de amostras ndo-invasivas

Para as amostras ndo-invasivas optou-se por utilizar os primers relativos ao gene 16S
de S. scabiei, pois tendo um tamanho em pares de base inferior, seria mais facilmente
distinguido de fragmentos inespecificos eventualmente amplificados e com tamanhos
superiores.

Obtiveram-se 39/843 amostras ndo-invasivas positivas. No entanto, noutras 32/843
amostras, o fragmento amplificado tinha um tamanho 1-2 pb inferior ou superior ao controlo

positivo. Observando o formato das curvas de detecao (Figura 9), ha semelhancgas entre as
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curvas correspondentes a amostras positivas e as curvas correspondentes a amostras com
um fragmento amplificado com tamanho 1-2 pb de diferenca do controlo positivo. Tais
diferencas deverdo ser o resultado de polimorfismos (inser¢cdes ou supressdes) nas regides

hipervariaveis do gene 16S rDNA.

(i CP

Al ———l [ B | T

Legenda: A) Amostra positiva. B) Amostra positiva cujo fragmento amplificado apresentou um tamanho 1-2
pb diferente do controlo positivo. CP — Controlo positivo.

Figura 9 Resultado da eletroforese capilar de uma amostra positiva e de uma amostra positiva
com um fragmento amplificado com tamanho 1-2 pb de diferen¢ca do controlo positivo

Assim, 71 amostras foram classificadas como positivas ao DNA de S. scabiei. Em 48
das 71 (68%) amostras, os resultados foram concordantes entre réplicas. A estas 71 amostras
com resultado positivo foi, ainda, realizado um segundo PCR, com 0s primers para o gene
COX1 de S. scabiei. Nesse caso apenas se obtiveram 6/71 amostras positivas.

Dada a grande variabilidade dos dados, foi necessario avaliar o efeito dos diferentes
fatores de enviesamento na obtencéo da estimativa da prevaléncia. Assim, o GLMM permite
indicar quais os fatores (tipo de colheita, sexo e/ou ano) que estdo relacionados com a
prevaléncia e obter uma estimativa desta Ultima para cada ano (2006-2018), tendo em linha
de conta a informacao dos dois tipos de colheita de amostra (aleatéria ou rendez-vous) e do
sexo dos animais (fémea ou macho). O GLMM demonstrou que o tipo de recolha néo teve um

efeito significativo (p=0,471) e que ndo houve diferencas entre sexos (p=0,405) (Tabela 3).

Tabela 3 Resultado do GLMM dos dados moleculares nao-invasivos de lobos

Variavel Estimativa  Erro-padrdo  Valor p

Efeitos fixos
Intercept -2,710 0,399 <0,001
Sexo

Masculino 0,309 0,371 0,405
Tipo de recolha

Rendez-vous -0,317 0,440 0,471
Efeito aleatdrio
Variancia 0,519
Desvio-padréo 0,721
N anos 11
N amostras 442
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A prevaléncia geral de sarna sarcéptica em lobos através das amostras fecais nao-
invasivas de 2006 a 2018, estimada pelo GLMM, foi de 7,2% (ICes% 5,0-9,4%). A prevaléncia
predita foi superior em 2009 (11,7%, 1Cos% 5,1-26,9%) e inferior em 2017 (2,6% [Cosy% 0,9-
8,3%), indo ao encontro dos resultados obtidos pelo GLMM da sorologia (Gréfico 12).
Gréfico 12 Prevaléncia predita de sarna por métodos moleculares com amostras ndo-invasivas

recolhidas aleatoriamente de 2006 a 2018
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Legenda: 1Cos% representado pelo sombreado verde.
Na figura 10 podem observar-se os varios locais correspondentes a colheita das

amostras nao-invasivas analisadas e o resultado do respetivo PCR.
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Figura 10 Representacéo geogréafica do resultado molecular das amostras ndo-invasivas
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5.4.3. Modelo multi-evento de captura-recaptura aplicado ao método molecular
nao-invasivo

No melhor modelo, 25/50 cadeias globais convergiram para o minimo e o AlCc foi de
1114,40 (Anexo 1 - tabela A2). Este modelo considerou néo existir diferenga na mortalidade
entre lobos infetados e lobos néo infetados com sarna e estimou que 34,0% (ICos% 15,9-
58,4%) dos lobos infetados testaram positivo, o que corresponde a sensibilidade do método
de diagndstico molecular ndo-invasivo. Estimou também que 100% dos lobos nao infetados
testaram negativo, o que corresponde a especificidade do método de diagnéstico molecular
ndo-invasivo. Esta Ultima estimativa foi consistente entre modelos, mesmo naqueles em que
este parametro foi estimado em vez de fixado (Modelo 4, anexo 1 - tabela A2).

Apesar do melhor modelo nao incluir o efeito da sarna sarcGptica na sobrevivéncia, o
segundo melhor modelo (AAICc=0,48, modelo 2, anexo 1 - tabela A2) inclui esse efeito, tendo
estimado uma mortalidade 18,4% (ICgs0-15,2-49,6%) mais elevada nos lobos individualmente
identificados infetados com sarna, em comparagdo aos lobos nao-infetados. Além disso, o
terceiro melhor modelo (AAICc=1,47, modelo 3, anexo 1 - tabela A2) apoia a existéncia de um
efeito diferencial da sarna sarcoptica na sobrevivéncia entre os dois sexos, tendo estimado
uma mortalidade 19,6% (ICgs% -35,5-64,5%) mais elevada nos lobos machos individualmente

identificados infetados do que nas fémeas infetadas.

6. Discussao

6.1. Método de observacéao direta

O exame microscépico revelou-se pouco sensivel no caso dos lobos, uma vez que em
apenas 57% (8/14, 1Cqs9, 32,6-78,6%) das amostras de pele com LCS foi possivel identificar o
acaro S. scabiei. Por outro lado, nas raposas, em 83% (5/6, ICgsy 43,7-97%) das amostras
com LCS, o acaro foi identificado. Tal diferenca pode ser explicada por diferentes evolugdes
da doenca nas duas espécies, sendo que os lobos podem controlar melhor a doencga, tendo
dessa forma, menor carga parasitaria comparativamente as raposas, cuja doenca evolui,
frequentemente, para a forma hiperqueratotica, com elevada carga parasitaria (Oleaga et al.
2012; Martinez et al. 2020), e por outros fatores como a apresentacao clinica, a amostra
colhida e a experiéncia do operador (Walton and Currie 2007). Relativamente a apresentacdo
clinica, a medida que a reacdo de hipersensibilidade progride, a carga parasitaria diminui,
sendo que em animais com lesfes essencialmente alopécicas (forma de apresentacao mais
comum em lobos e forma caracteristica da fase de recuperacéo) o nimero de &caros isolados
é inferior (Pence and Ueckermann 2002; Nimmervoll et al. 2013; Martinez et al. 2020).

Em ambas as espécies, a maioria das amostras positivas pertenciam a machos (88%

nos lobos e 80% nas raposas). Estes podem passar mais tempo a explorar fora da sua area
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vital e dispersar mais que as fémeas, assim como dispersar para zonas mais distantes, o que
pode implicar um maior contacto com outros animais, e dessa forma, mais possibilidades de
se infetarem (Pence et al. 1983; Macdonald and Reynolds 2004; Pimenta et al. 2005).

A sarna foi a causa de morte em 33% (2/6) das raposas submetidas a necropsia, sendo
que nesta espécie a doenca pode frequentemente revelar-se fatal, tendo os animais afetados
um tempo de sobrevivéncia 5 vezes inferior comparativamente a animais saudaveis (Newman
et al. 2002; Bowman 2014). Nos lobos, a sarna contribuiu para a causa de morte em apenas
um dos animais submetidos a necrépsia (7% (1/14)). E, no entanto, importante referir que
apesar da sarna nao ter sido atribuida nos restantes animais como a causa de morte, esta €
uma doenca debilitante, que origina uma “cascata” de impactos no animal, dos quais fraqueza
e subnutricdo (Skerratt et al. 1999; Martin, Fraser, et al. 2018), e eventualmente maior
aproximacao a povoag¢des humanas, e aumento da atividade durante horas diurnas, de forma
a obter alimento (Borchard et al. 2012; Murray et al. 2015; Carricondo-Sanchez et al. 2017).
Estas alteracdes comportamentais podem levar a um maior conflito com o Homem e assim
ocorrerem mais mortes por causas antropogénicas, tais como atropelamentos, tiro, laco e

envenenamentos.

6.2. Foto-armadilhas

As foto-armadilhas destacam-se pelo seu caracter ndo-invasivo, por nao ser um
método enviesado (ao contrario de outros métodos que envolvem a captura dos animais e
nos quais os animais afetados podem mais facilmente ser capturados) e pela possibilidade de
tirar conclusdes sobre a doenca ao longo do tempo e em diferentes lugares e sobre o estilo
de vida dos animais afetados (Oleaga et al. 2011; Carricondo-Sanchez et al. 2017). No
entanto, oferece apenas informagdo sobre a existéncia de LCS, ndo havendo uma
confirmacdo laboratorial da doenga, e 0s casos iniciais passam, provavelmente,
despercebidos (Brewster et al. 2017; Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al. 2019). Neste
estudo, os animais foram classificados unicamente quanto & presenca de alopécia, sendo que
esta foi observada principalmente na regido posterior do corpo, e em alguns casos de forma
mais generalizada. Pela observacdo de videos e fotografias de armadilhas fotograficas,
obteve-se uma prevaléncia média de LCS de 15% (11/72, ICgys% 8,8-25,3%) nos lobos e 9%
(33/369, ICos% 6,4-12,3%) nas raposas, para os anos de 2018 e 2019.

Pode observar-se uma diferenca de aproximadamente um ano entre o primeiro pico
de LCS em raposas (maio a julho de 2018) e o pico de LCS em lobos (marc¢o a abril de 2019),
e uma sobreposicdo deste Ultimo com o secundo pico de LCS das raposas (fevereiro a abril
de 2019). Deve referir-se, no entanto, que entre maio e julho de 2018 (primeiro pico de LCS
em raposas) sdo poucas as detecdes de lobos. De forma semelhante, no estudo de Oleaga

et al. (2011), com andlise de dados de foto-armadilhas, observou-se um atraso de um ano
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entre as detecbes de LCS em raposas e em lobos. A raposa, podera entao ser a espécie que
mantém a doenca e a transmite para outras espécies, sendo que esta hipétese ja foi colocada
noutros estudos (Oleaga et al. 2011; Renteria-Solis et al. 2014). Davidson et al. (2008) sugere
a possibilidade de as raposas serem um reservatério de S. scabiei com a existéncia de
infecBes subclinicas ou de baixo grau e a recuperacéo de alguns animais.

A maioria das detec¢des de animais com LCS ocorreu entre os meses de fevereiro e
julho, com os principais picos nos meses de marco (20% (9/45)), abril (27% (3/11)) e julho
(20% (14/70)). Verificou-se, portanto, alguma sazonalidade da doenga, sendo que se
verificaram mais animais com LCS no final do Inverno, durante a Primavera e no inicio do
Verdo. A escassez de alimento durante o inverno torna esta estacdo uma época de maior
stress ambiental, o0 que pode aumentar a prevaléncia de sarna (Almberg et al. 2015). Os
meses de Inverno (tempo frio e ventoso) podem ser particularmente dificeis para animais
afetados por sarna pois tém gastos energéticos acrescidos e a alopécia compromete a sua
capacidade termorreguladora (Cross et al. 2016). Também no Inverno, ocorre o fenébmeno de
dispersdo e a alcateia apresenta um nuamero minimo de individuos (Pimenta et al. 2005), o
que pode diminuir o efeito protetor da alcateia (aquisicdo de alimento e defesa de territorio)
(Almberg et al. 2015). Por outro lado, a maior prevaléncia durante a Primavera e inicio do
Verédo pode estar relacionada com o maior tempo de sobrevivéncia do acaro no exterior (até
19 dias com temperaturas de 10 a 15°C e elevada HR) (Arlian and Morgan 2017)
possibilitando a transmisséo indireta entre individuos da mesma espécie ou de espécies
diferentes por partilha de tocas/esconderijos (Kotodziej-Sobocihska et al. 2014; Montecino-
Latorre et al. 2019). Paralelamente a transmisséao indireta, a transmissao direta podera ser
facilitada durante os periodos de acasalamento (com transmissao entre os machos e as
fémeas ou entre machos durante eventuais lutas) e de nascimento das crias (com transmissao
dos progenitores ou outros animais do grupo para as crias/juvenis), periodos estes que
ocorrem, quer em lobos, quer em raposas, do final do Inverno até ao inicio do Verdo
(Fthenakis et al. 2001; Smith 2002; Fox 2007). No estudo de Pérez et al. (2017) em cabras-
montesas, foi sugerida a existéncia de alguma sincronizacdo entre os ciclos reprodutivos do
hospedeiro e do acaro, sendo este Ultimo beneficiado pela imunossupressdo associada a
gravidez. E também proposta a possibilidade de as ninfas terem um papel importante na
transmisséo vertical de sarna aquando do nascimento das crias.

Os carnivoros selvagens séo ativos essencialmente durante a noite (Smith 2002; Fox
2007). No entanto, a sarna induz alteracfes comportamentais nos animais afetados, podendo
ocorrer uma alteracdo deste padrdo, com os animais a tornarem-se mais diurnos (Borchard
et al. 2012). No presente estudo, verificou-se que o padrdo de atividade foi diferente nos
animais alopécicos, tendo sido uniforme ao longo dia, ao contrario do padréo de atividade dos

animais nao alopécicos. No caso das raposas, a diferenca foi significativa. No caso dos lobos,
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nao significativa, o que pode estar relacionado com o pequeno tamanho da amostra. Esta
alteracdo no padréo de atividade pode estar associada com a op¢ao dos animais com sarna
se movimentarem em horas mais quentes do dia, dada a termorregulagéo estar comprometida
e pela necessidade continua de procura de alimento de forma a satisfazerem as elevadas
necessidades energéticas (Borchard et al. 2012; Murray et al. 2015; Cross et al. 2016). Pode
também ser explicada pela incapacidade de descansarem por longos periodos de tempo
devido ao prurido constante ou resultar de um mecanismo de segregacao temporal, pela
incapacidade de competirem com 0s animais saudaveis durante a noite (Borchard et al. 2012,
Murray et al. 2015; Martin, Fraser, et al. 2018).

O aumento das necessidades energéticas atribuidas a sarna, pode ser compensado
por um aumento das taxas de consumo ou pela diminuicAo de outras necessidades
energéticas (Cross et al. 2016). A atividade total foi maior nos lobos com LCS e menor nas
raposas com LCS (ndo significativamente), em comparacdo com os animais sem LCS da
mesma espécie. Poderiamos esperar o contrrio, ja que os lobos sdo uma espécie que vive
em comunidade, pelo que poderiam ter um maior suporte da sua alcateia (Almberg et al.
2015), e as raposas uma espécie mais solitaria, e assim necessitarem de despender mais
tempo a procura de alimento. No entanto, as raposas séo afetadas por sarna sarcéptica de
uma forma mais exuberante e, mais frequentemente, desenvolvem doenga grave (Bowman
2014), pelo que podem, desta forma, tornar-se menos ativas. Por outro lado, também esta
reportado que lobos com sarna podem abandonar a sua alcateia (Jimenez, Bangs, Sime, et
al. 2010), o que poderd, por sua vez, levar a um aumento da sua atividade a procura de

alimento e de um territério para se fixarem.

6.3. Método soroldgico

Para detecdo de anticorpos contra S. scabiei em lobos e raposas foi aplicado um kit
comercial de ELISA para cées, uma vez que a existéncia de moléculas antigénicas
semelhantes entre diferentes variedades de S. scabiei torna possivel a dete¢do de anticorpos
contra o 4caro, utilizando um ELISA baseado na variante de outro hospedeiro (Lower et al.
2001; Arlian and Morgan 2017; Peltier et al. 2018). Apesar de no kit comercial utilizado, a
solucdo do conjugado conter anticorpos anti-cdo, foi possivel detetar anticorpos contra S.
scabiei nas amostras de raposa e lobo, tal como verificado noutros estudos em carnivoros
selvagens (Bornstein et al. 2006; Peltier et al. 2018).

Pelo facto de a concentracdo de anticorpos ser 1 a 3 vezes menor no LTE
comparativamente ao soro (Ferroglio et al. 2000), realizou-se uma menor diluicdo nas
amostras de LTE (1:50) relativamente as amostras de soro (1:100) e o ponto de corte do teste

de ELISA foi calculado de forma independente para cada tipo de amostra.
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Em 4/24 (17%) dos animais que apresentavam LCS quando observados durante
necropsia ou captura, ndo foram detetados anticorpos contra S. scabiei. Tal facto pode
corresponder a animais em fases iniciais da doenc¢a, uma vez que se verifica um atraso da
resposta humoral, com a seroconversdo a ocorrer 2 a 5 semanas apoés infecdo, havendo
tempo para se formarem as primeiras lesbes de sarna (Bornstein and Zakrisson 1993;
Bornstein et al. 1995). Além disso, e apesar da sarna sarcoptica ser a doenca cutanea,
causada por um ectoparasita, com maior significado em lobos e raposas (Soulsbury et al.
2007; Oleaga et al. 2011), também se poderd pensar noutros diagnésticos diferenciais, tais
como pediculose causada pelo piolho mordedor Trichodectes canis (Jimenez, Bangs, Drew,
et al. 2010) e sarna demodécica causada pelo acaro Demodex canis (Elston CA and Elston
DM 2014). Por outro lado, em 8/57 (14%) dos animais que ndo apresentavam LCS no exame
externo, foram detetados anticorpos contra S. scabiei. Neste caso, pode dever-se a individuos
na fase de recuperacao da doenca, sendo que ha persisténcia dos anticorpos (até 4,5 meses
apos tratamento, em caes) apesar da resolucdo das lesbes (Lower et al. 2001), ou,
eventualmente, a ndo detegdo de lesbes aquando do exame externo (por exemplo, em
animais com pelagem de Inverno e lesBes dificilmente visiveis) ou falsos positivos por
contaminacao laboratorial. De facto, os testes sorolégicos aplicados a amostras de campo de
animais selvagens estdo longe de ser perfeitos, como demonstrado pela precisdo de
diagnéstico estimada em 84,2% (ICgse 69,2-99,2%) para o soro e 90,5% (ICgs0 81,7-99,2%)
para o LTE. No entanto, num estudo de sarna sarcéptica em raposas, o0 teste soroldgico
apresentou um melhor desempenho (Bornstein et al. 2006). A natureza multiespécie (lobo e
raposa) e o tamanho limitado do conjunto de dados do presente estudo, pode ter afetado o
desempenho da sorologia.

Com base no GLMM, a seroprevaléncia predita média de sarna foi de 45,4% (ICos%
30,3-60,5%). Verificou-se um pico em 2006-2009, com o valor maximo no ano 2008 (94,8%,
ICos0 75,7-98,9%). Os resultados das amostras de 1997 a 2010 ja haviam sido incorporados
noutros estudos, tendo sido revelada a presenca de uma epizootia de sarna sarcoptica em
lobos e raposas nos anos de 2007 e 2008, localizada geografica e temporalmente e ocorrendo
nos outros anos de uma forma enzodtica (Santos et al. 2012). Curiosamente, nas Astlrias
(norte de Espanha e a aproximadamente 200 km da presente area de estudo), foi também
verificado um pico de sarna em lobos em 2007-2008 e, na regido oeste, uma seroprevaléncia
global entre 2004 e 2008 de 35% (ICgs% 15,4-59,2%) (Oleaga et al. 2011). Em contrapartida,
a seroprevaléncia global reportada nos lobos da Escandinavia entre 1998 e 2013 foi inferior
(10,1%, ICos% 6,4-15,1%) a da Peninsula Ibérica (Fuchs et al. 2016). Fuchs et al. (2016)
considerou que tal diferenca pode estar relacionada com a existéncia, na Peninsula Ibérica,
de densidades de animais selvagens mais elevadas e um maior contacto dos lobos com

animais domésticos.
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6.4. Método molecular ndo-invasivo e modelos multi-evento de captura-
recaptura

O prurido caracteristico da sarna sarcoptica faz com que os animais afetados se auto-
mutilem com as unhas ou dentes (Pence and Ueckermann 2002). Nos carnivoros, o
comportamento de grooming aumenta nos animas com sarna (com aparecimento de pelos
nas fezes, inclusivamente) o que possibilita a ingestdo dos &caros, com posterior excrecdo
fecal (Samuel 1981; Stephenson et al. 2013). Assim, torna-se possivel a amplificacdo e
detecdo de DNA do acaro através da técnica de PCR, com utilizacdo de amostras fecais
(Stephenson et al. 2013). Do conhecimento do autor, o presente estudo é o primeiro a detetar,
com sucesso, DNA de S. scabiei através de métodos moleculares nao-invasivos.

Esta técnica permite detetar S. scabiei de uma forma ndo-invasiva (evitando a captura
e imobilizacdo de espécies selvagens, 0 que requer tempo e recursos consideraveis e
acarreta implicagbes no bem-estar animal (Santos et al. 2017)), estudar a sua distribuicdo e
dispersao e identificar populacdes livres de sarna (Stephenson et al. 2013). Também facilita
a obtencdo de amostras de maior dimenséo e a amostragem repetida ao longo do tempo,
essencial para estudos epidemioldgicos longitudinais. No entanto, algumas desvantagens
deste método sdo a amostragem duplicada, a menos que se realize a identificacdo dos
individuos (por métodos moleculares, por exemplo) e a necessidade de identificagdo de
espécie (igualmente por métodos moleculares), de forma a ter a certeza da espécie a qual a
amostra fecal pertence.

Algumas situacfes podem levar a ocorréncia de falsos negativos como a degradacao
do DNA das fezes e presenca de inibidores de PCR, o grooming realizado de forma
inconsistente, namero insuficiente de acaros ingeridos (por exemplo em espécies que
apresentam baixa carga parasitaria, como é o caso do lobo, ou em fases iniciais ou de
recuperacao da doenca) ou excrecao de acaros intermitente e a diluicdo dos acaros/DNA em
grandes volumes de fezes (Stephenson et al. 2013; Peltier et al. 2018). Tais situagdes,
contribuem, provavelmente, para uma moderada sensibilidade do método, tal como estimado
pelos modelos multi-evento de CR (34,0%, [ICoss% 15,9-58,4%). No estudo semelhante de
Stephenson et al. (2013) em sarna notoédrica em linces também se verificou uma
sensibilidade moderada (52,6%), mas ainda assim, um tanto superior a sensibilidade obtida
neste estudo. No entanto, a tipica evolugdo da sarna sarcoptica nos lobos devera ser um fator
ater em conta, uma vez que se caracteriza por baixas cargas parasitarias (Oleaga et al. 2012),
e, portanto, poderé esperar-se um menor nimero de 4caros ingerido durante a atividade de
grooming, pelo que nesta espécie, este método podera ter uma menor sensibilidade. Assim
sendo, a sensibilidade do método molecular ndo-invasivo podera depender da patologia da

sarna nas diferentes espécies hospedeiras, assim como do seu comportamento de grooming.
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Podem também ocorrer falsos positivos por contaminacao laboratorial, ou se as presas
das quais 0s animais se alimentaram tinham sarna, ou se animais saudaveis realizaram
allogrooming a animais que estejam parasitados com S. scabiei. No entanto, os resultados
obtidos (especificidade de 100%) sugerem que estas situacdes ndo sdo frequentes uma vez
gue a probabilidade de DNA de S. scabiei ser amplificado em amostras fecais de lobos nédo
infetados foi estimada como nula em todos os modelos multi-evento de CR selecionados.

Em média, a prevaléncia de sarna com este método, predita pelo GLMM, foi de 7,2%
(ICos% 5,0-9,4%). Tal como anteriormente relatado em lobos ibéricos (Oleaga et al. 2011), ndo
foram encontradas diferengas significativas na prevaléncia entre sexos. A prevaléncia predita
de sarna em lobos pelos métodos moleculares variou ao longo dos anos, com um valor minimo
em 2017 (2,6%, 1Cos% 0,9-8,3%) e um valor maximo em 2009 (11,7%, ICgsy% 5,1-26,9%). Esta
tendéncia temporal, em que se verifica uma menor prevaléncia nos ultimos anos, €
semelhante & obtida através do método soroldgico.

Os modelos multi-evento de CR indicaram que lobos individualmente identificados
infetados com sarna apresentam uma mortalidade 18,4% (ICoss -15,2-49,6%) superior,
comparativamente aos lobos nao infetados com sarna. Na América do Norte, o risco de
mortalidade foi também superior (27-34%) em lobos infetados com sarna (Niedringhaus,
Brown, Sweeley, et al. 2019), embora atenuado pelo aumento do tamanho da alcateia (maior
suporte nutricional e de defesa de territorio) (Almberg et al. 2015). No caso da populagéo
lupina ibérica, a existéncia de uma baixa diversidade genética no complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe Il (Rocha et al. 2019), que esta envolvido na resposta
imunitaria a parasitas extracelulares (Schwensow et al. 2007), como é o caso de S. scabiei,
pode levar a uma maior suscetibilidade a sarna sarcoptica.

Curiosamente, para os lobos individualmente identificados infetados com sarna foi
estimada uma mortalidade superior nos machos comparativamente as fémeas. Apesar de
existir, em muitas espécies de animais selvagens, uma tendéncia geral para cargas
parasitarias mais elevadas nos machos do que nas fémeas, existe pouca evidéncia de que a
mortalidade seja diferente entre sexos (Klein 2004; Zuk 2009). O aparente aumento da
suscetibilidade dos lobos machos a sarna sarcoptica pode estar relacionado com diferencas
imunoldgicas, hormonais ou comportamentais entre os sexos (Klein 2004).

Embora o intervalo de confianca destas estimativas ndo exclua uma diferenca nula na
mortalidade, deve ter-se em conta que em Portugal a espécie tem uma populagdo com menos
de 250 individuos maduros, dividida em subpopulacfes fragmentadas e confinada a regido
Norte do pais (Pimenta et al. 2005). Sabendo que os efeitos da sarna podem ser mais notorios
em populacdes pequenas, geneticamente comprometidas ou espécies ameacadas (Pence
and Ueckermann 2002) e que as mudancas ambientais de origem antropogénica (por

exemplo alteracdes climaticas e aumento do contacto entre humanos, animais domeésticos e
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selvagens) podem aumentar a suscetibilidade dos hospedeiros e contribuir para a ocorréncia
de surtos (Niedringhaus, Brown, Sweeley, et al. 2019), este aumento da mortalidade pode ter

impactos na conservacédo da espécie requerendo, no entanto, mais investigacao.

6.5. Consideracdes finais

Foi desenvolvido e validado um novo método de monitorizacdo de sarna sarcéptica
em lobos, através da detecdo molecular de DNA de S. scabiei de uma forma n&o-invasiva.
Embora tenha sido desenvolvido e validado utilizando amostras de lobos, este método
também devera ser (til em outras espécies selvagens e destaca-se pela sua elevada
especificidade e pelo seu caracter ndo-invasivo.

Os vérios métodos apresentados tém conhecidas vantagens e desvantagens (Tabela
4 - adaptado de Mounsey et al. 2013), sendo que a utilizagdo de dois ou mais métodos em
paralelo fornece informacdo complementar no estudo da sarna sarcoptica em populacdes
selvagens. Além disso, a sua escolha deve basear-se na espécie animal alvo, no objetivo do
estudo (por exemplo, diagnéstico individual ou estudo epidemioldgico), no equipamento
laboratorial e de campo disponiveis e nos custos inerentes a cada método.

Tabela 4 Vantagens e desvantagens dos varios métodos de diagnéstico de sarna sarcéptica
em carnivoros silvestres

Método Vantagens Desvantagens
Exame externo - Sensivel - Baixa especificidade
(capturas, necrépsias) - Simples (manifestagdes atipicas ou
- Baixo custo diagndsticos diferenciais)
- Enviesado
Exame Microscéopico - Elevada especificidade - Baixa sensibilidade (dificuldade
(raspagem/digestdo de - Simples em encontrar acaros)
raspagem cutanea) - Baixo custo - Depende de um operador
tecnicamente qualificado
Sorologia - Boa sensibilidade e especificidade - Necessidade de captura (soro) e
- Estudos epidemioldgicos possivel enviesamento dos animais
capturados

- Equipamento laboratorial

- Casos iniciais sem Ac detetaveis
devido a atraso da resposta
humoral

Foto-armadilhas - Ndo-invasivo - Baixa especificidade (dificuldade
em diagnosticar casos
ligeiros/iniciais; diagnosticos
diferenciais)

Método molecular - N&o-invasivo - Baixa sensibilidade (DNA tem de
néo-invasivo - Elevada especificidade (detecdo estar presente)
de pequenas quantidades de DNA) - Amostragem duplicada
- Estudos epidemiolégicos - Requer identificacéo de espécie
- Maior amostragem - Equipamento laboratorial e custo

Adaptado de Mounsey et al. (2013)
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7. Concluséao e perspetivas futuras

A sarna sarcoptica € uma doenca cutanea causada pelo 4caro S. scabiei, globalmente
difundida e altamente contagiosa, afetando humanos e animais. Apesar da especificidade de
hospedeiro, h& possibilidade de infecdo temporéria, ou mesmo permanente, com variantes de
outro hospedeiro. Os principais sinais clinicos sdo alopécia, crostas e prurido, sendo uma
doenca na qual os individuos afetados perdem qualidade de vida e origina efeitos secundarios
variados, fisiol6gicos e comportamentais. Em certas espécies (como a raposa) ou populagdes
suscetiveis (isoladas e/ou fragmentadas), esta doenca pode ser particularmente grave e ter
um grande impacto, levando a declinios populacionais ou mesmo extingdes locais. Em
Portugal, nas populacdes de lobo e raposa, a doenca é considerada enzodtica, com
ocorréncia de epizootias esporadicamente. Torna-se por isso essencial implementar sistemas
de vigilancia da doenca, utilizando preferencialmente métodos nédo-invasivos. Neste trabalho
foram aplicados e analisados diferentes métodos de detecao e estudo da sarna sarcoptica em
lobos e raposas da regido Noroeste de Portugal, dos quais, necrdpsias e digestdo cutanea
com visualizagdo do &caro ao microscopio, foto-armadilhas, sorologia e métodos moleculares.
Foram abordadas vantagens e desvantagens dos varios métodos e foi realizada uma
avaliacdo da situacao epidemioldgica da sarna sarcoptica nas duas espécies-alvo.

Este trabalho permitiu aplicar pela primeira vez (do conhecimento do autor) um método
molecular ndo-invasivo para dete¢do de DNA de S. scabiei em lobos, que demonstrou ter uma
elevada especificidade, que se destaca pelo seu caracter ndo-invasivo, e que podera vir a ser
um meétodo inovador na monitorizagcdo de sarna em populagdes selvagens. A aplicagdo do
modelo multi-evento CR combinando os resultados moleculares com os soroldgicos revelou-
se fundamental para estimar para@metros de mortalidade nos lobos infetados com sarna e para
a avaliacdo do desempenho deste novo método.

No futuro, seria interessante estudar a sarna sarcOptica abrangendo nédo s6 o nucleo
populacional de lobos do Alto Minho, mas também os outros nucleos a norte do rio Douro,
assim como a populacédo de lobos a sul deste rio (onde a sarna podera ter efeitos mais
devastadores dada a maior fragilidade e isolamento desta populacdo), e comparando com as
raposas da mesma regido. A aplicacdo do método molecular ndo-invasivo a raposas nao foi
realizada no decorrer deste trabalho, mas acrescentaria informagcdo importante quanto a
epidemiologia da doenca nesta espécie e quanto ao funcionamento do método. A
genotipagem do acaro detetado, quer nas fezes, quer na pele, permitiria descobrir a variante
de S. scabiei envolvida, concluindo acerca da sua origem, transmissdo e fluxos genéticos
existentes. No decorrer de necrépsias também seria interessante colher fezes diretamente do
intestino grosso/reto do animal e aplicar a reacédo de PCR descrita, colher LTE para dete¢&o
de anticorpos e realizar o exame externo e digestdo cutanea de lesdes alopécicas, e, desta

forma, comparar, para o mesmo animal, os resultados dos varios métodos de diagndstico.
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Anexos

Anexo 1. Abordagem metodoldgica e parametrizacdes utilizadas nos modelos
multi-evento de captura-recaptura

Definiu-se o vetor de estado inicial IS, a matriz de sobrevivéncia S, a matriz de
transi¢éo T, a matriz de detec¢do D, a matriz de teste M e a matriz de eventos B. Se 11 denota
a proporc¢do de novos individuos no estado S+ e 1 - 1 no estado S-, ¢ a probabilidade de um

9 individuo sobreviver de t para t+1, y a probabilidade de este mudar de estado, p a
10 probabilidade de detecdo de um individuo, m a probabilidade de uma amostra individual ser
11 testada para a presenca de DNA de S. scabiei e b a probabilidade de lhe ser atribuida uma
12  determinada observacéao, temos (Tabela Al):

OO UL WN -

5’1 Tabela A1 Representacdo dos estados iniciais e das matrizes de transicdes e eventos
Estados iniciais
IS = [1Ts+ 1-1rs+ O]
Transicdes
S+ S- M S+ S- M
S+ () 0 1-0 S+ 1-y W 0
S=  S- ® 1-o T= S- U] -y O
M 0 1 M 0 0 1
Eventos
ND S+ S-
S+ 1-p p 0
D= & 1-p 0 p
M 1 0 0
ND Testado S+ Testado S- N&o |0 1 2 3
testado ND 1 0 0 0
ND |1 0 0 0 B= Testado S+ | 0 1-b b 0
M= S+ |0 1I-m® 0 m @ Testado S- | O 1-b® p® 0
S- 0 0 1-m @ m @ N&o testado | O 0 0 1
15 Legenda: ND — Lobo n&o detetado; @ m= 0,247; ® b=0 (valores fixados no melhor modelo)
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1 Tabela A2 Parametrizacdes do melhor modelo e modelos com AAICc<4. As diferengas em relagdo ao melhor modelo sédo destacadas em negrito.
Parametrizacdo dos modelos nP Desvio AlCc AAICc
# Sobrevivéncia Transicao entre Detecédo Teste paraasarna Atribuicdo de estado
estados
Idade 1: constante  Prob. S+ para S- Constante Prob. ndo ser Prob. S- testar positivo
Idade 2: constante  constante testado = 0,247 =0
Prob. S- para S+ GEMACO:
covariavel temporal - , ' GEMACO:" GEMACO: £
GEMACO: seroprevaléncia do firste+nexte -1 .
1 a(l)+a(2) mesmo ano IVFV: IVFV: £(3) .to(3)=0 8 1,097.96  1,114.40 0
£f([2:3]).to(4)
=0.247
GEMACO:
f(1).to(2)+f(2) .to
(1) . [i+t*x]
Idade 1: constante  Prob. S+ para S- Constante Prob. ndo ser Prob. S- testar positivo
Idade 2: efeito da  constante testado = 0,247 =0
sarna Prob. S- para S+ GEMACO:
covariavel temporal - , ' GEMACO: ; GEMACO: £
seroprevaléncia do flrsternexte o '
2 GEMACO: mesmo ano IVFV: IVFV: £(3) .to(3)=0 9 1,096.33 1,114.88 0.48
a(l)y+a(2).f £([2:3]).to(4)
=0.247
GEMACO:
f(l).to(2)+£f(2) .to
(1) . [i+t*x]
Idade 1: constante  Prob. S+ para S- Constante Prob. ndo ser Prob. S- testar positivo
Idade 2: efeito da  constante testado = 0,247 =0
sarna e do sexo Prob. S- para S+ GEMACO:
covariavel temporal - fjystetinexte  GEMACO: i GEMACO: £
GEMACO: seroprevaléncia do VeV VeV
3 (1)4a(2).[£(1 MesmMo ano : : 10 1,095.20 1,115.87 1.47
) .to(l).g(1,2) £([2:3]).to(4) £(3).to(3)=0
=0.247
+f£(2).to(2)] GEMACO:

£f(1).to(2)+£(2) .to

(1) . [1+t*x]

75



Idade 1: constante  Prob. S+ para S- Constante Prob. ndo ser Sem restricdes
Idade 2: constante  constante testado = 0,247
5502},2'56;;% Sp;ral GEMACO: GEMACO: £
) variav - firste+nexte GEMACO: i
GEMACO: seroprevaléncia do .
a(l)+a(2) mesmo ano IVFV: 9 1,097.96 1,116.51 2.11
£f([2:3]).to(4)
=0.247
GEMACO:
f(1).to(2)+f(2) .to
(1) . [i+t*x]
Idade 1: efeito da  Prob. S+ para S- Constante Prob. ndo ser Prob. S- testar positivo
sarna constante testado = 0,247 =0
Idade 2: efeito da  Prob. S- para S+ GEMACO:
sarna covariavel Eem_poral - firste+nexte GEMACO: i GEMACO: f
seroprevaléncia do
. mesmo ano IVFV: IVFV: 10 1,096.22 1,116.90 2.50
GEMACO: £([2:3]).to(4) £(3).to(3)=0
a(l).f+a(2).f =0.247
GEMACO:

f(1l).to(2)+£(2) .to
(1) . [1+t*x]

Legenda: nP - numero de parametros estimados; AAICc - diferenca entre o AICc do modelo actual e o do melhor modelo
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Anexo 2. Abstract Scientific Reports

Novel method for non-invasive molecular survey of sarcoptic
mange in wildlife: diagnostic performance in wolves evaluated by
multievent capture-recapture models

Corresponding Author: Julieta Rousseau
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Novel method for non=invasive molecular survey of sarcoptic mange in wildlife:
diagnostic performance in wolves evaluated by multievent capture-recapture
maodels

Julieta Roussean "5+, Mania Nakamura = , Helena Rio-Maior %, Francisco Alvares %, Rémi
Choguet *, Luis Madeira de Carvalho =, Ragquel Godinho >, Nuno Santos *
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? CIBMWINBIO — Centro de Investizagio em Biodiversidade ¢ Recursos Genéticos, Universidade do
Porto, Campus de Vairdo, 44835-661 Vairdo, Portugal.

* Department of Biology, Faculty of Sciences, University of Porto, 4169-007 Porto, Portagal_

* CEFE — Centre dEmlug:ic Fonctionnelle et lf_vn]uli'rc, UMR 3175, CHNRS, University of
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ABSTRACT

Sarcoptic mange is glohally enzootic and non-invasive methods for its surveillance in wildlife with
high diagnostic specificity are lacking. We deseribe the molecular detection of 5 seabied in non-
invasively collected faccal samples, targeting the 165 rDMA gene. We apply this method to 843
wolf Canis lupus faccal samples collected from 2006-2018 in north-western Pomugal. We integrate
this data with wolf and red fox Fulpes vulpes serological data (81 samples from 1997-2019) in
multievent capiurc-recapiure models. Mean predicted prevalence in wolves by non-imvasive
molecular analysis from 2006-2018 was 7.2% (Clas 5.0-9.4%:; range: 2.6-11.7%), highest in 20009
The mean predicted seroprevalence in wolves was 45 4% (Clas 30 3-6005%:; range: 11.6-94.8%),
peaking  inm 2006-2009. Multievent capiurc-recapture models estimated moderate diagnostic
sensitivity (34.0%, Clas 159-58.4%) and no false positive results for the molecular method.
Individually identified wolves infected with sarcoptic mange showed a tendency for higher
martality compared to uninfected wolves (AMortality 0,184, Cles -00152-0.496). Long-tenm
scrology data highlights the endemicity of sarcoptic mange in wild canids bui uncovers mulii-year
epidemics. This study developed and evaluated a novel method for surveying sarcoptic mange in
wildlife populations by the molecular detection of 5. seabiel in faccal samples, standing out for its
high specificity and non-invasive character.
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Efficacié d'une forle dose d'ivermectine el d'une dose unique de moddectine dane un modéle porcin de gale

Charlotte Gary” 1.2, Amaury Briand® 2, Anne Lespine®, Ludwig 5. Aho®, Amsaud Jannic?, Julieta Rousseau?, Lucy Fouchert
, Thomas Lilin®, Frangoise Botteral™ ", Olivier Chosidow', Jacques Guillot® 3, Chardotte Bemigaud'-?

Dermatiogie, AP-HP, Hopital Henri Mondor, Faculté de Santé, UPEC, Créteil, 2EA 7380, DYNAMYC, Université Paris-
Est Créteil, Ecole nationale véténinaire d'Alfort, USC Anses, SParmasitologie, Mycologie et Dermatologie, Ecole nationale
wétérinaine d'Alfort, Maisons-Alfort, “INTHERES, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Toulowss, 3E pidémiologie et
hygiéne hospitaliére, CHU Le Bocage, Dijon, 8Centre de recherche biomédicale (CREM), Ecole nationale wétérinzire
d'Alfort, Maisons-Alfort, "Microbdologie, Parssitologie st Mycologie, AP-HP, Hépital Henri Mondor, Faculté de Santé,
UPEC, Crateil, France

Chaob du type da présentation: Indifférant (Communication orale ou poster)

&l volre absiract est refusd aux Journdes Dermaiclogiques de Parls, accepbez-vous de le présenter lors d'une

slance des jeudis de la Soclité Frangalss de Dermatologle?: Oui

Introducion: L 'arsenal thérapeutique de la gale reste limité. L'ivermectine (V). disponible par vole orale, a une

gfficacité limitée et est possiblemant utilisde sous-dosée & 200pakg. Aucune Sude n'a &valué la dose efficace chez
I'homme pour la gale. Son usage d une forte dose de 400pgkg & montré la preuve de son efficacitd pour d'autres
ecioparasitoses (e, pousx de téte). La mosddectine (MOX) en dose unigue de 300pg/ikg a moniré une sctivité acaricide
supérieure et plus rapide que 'V 200pgfkg dans le modéle porcin et est en cours de développement chez homme.
L'objectif de notre &tude était de comparer I'efficacité de I'TYM forte dose et de la MOX par rapport & I''VM dose standard
dans le modéle porcin de gale.

Matérlel ot Méthodes: Des porcs ont &té expérimentalemsent infeatés par Sarcopies scabiel var. sws, aprés avia éthigque.
A 511 postinfestation, 12 porcs ont &té randomisés en 4 groupes de 3 et traités 3 l'insu des observatewrs. Le 1= groupe &
regu I'TVM orale (Ivermectine®) & la dose de 400pgikg (M0 et J8), le 2% |3 MOX orale (Equest®) a 300pgikg (J0), e 3==
' orale (Ivermectined) & 200pg/kg (M0 et JB) et le 45 groupe, non breité, & send de contrdle. Powr suivee llinfestation,
les sarcoptes ont &té compéés dans des reclages cutanés | des ascores cliniques et de prunt ont &té utilisés. Le critére de
Jugement principal &était Fabsence de sarcoptes & JB. Le critére secondaire était la diminution du score dinique et du pourit
analysée par un modéle de régression non linégains.

Réssullats: 5 38, sucun sarcople n'a pu &tre mis en Svidence dans les raclages provenant des porcs des groupes [V
400pg'kg et MOX slors qu'un des 3 porcs du groupe IV 200pakg &tait encore parasité (différences ME). Le score
clinique & diminué pour les porcs des 3 groupes traités slors qu'il est resté élevé chez les contréles, de fagon
significativernent plus importante pour le groupe MOX que pour les groupes VM 200pakg (p=0,001) et VM 400pakg (p
=0.011). Aucun effet secondsire n'a &8 obaarvé.

Diacusslon: L=s résultats montrent I'absence de sarcoptes 3 J8 chez les porcs raités par une forte dose d'TVM et une
seule dose de MOX et la présence d'un faible nombre chez 173 des porcs fraités par une dose standard d'TVM. La
phameacocinétique de ces 2 laciones macrocycligues différe @ la MOX plus lipoghile, a une absomption rapide &t une demi-
viie plasmatique et cutanés longus ; VM administrée & une forte dose est aussi efficace, possiblement par accumulation
dans le strafum comewm. Cette hypothése est en cours de vérification par une &ude pharmacologique.

Concluslon : Cette éude permet de justifier des nouvelles alternatives pour optimiser le raitement de la gale © une forte
dose d'TVM est en cours d'évaluation pour les gales séveres (MCTO2841215) et la MOX est en cours d'évaluation chez
I'homme dans une étude de phase I (MCTOIG05265).
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