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Resumo

Interacfes espacio-temporais numa comunidade de mamiferos no sudeste

de Portugal: relevancia para o risco de transmisséao da tuberculose bovina

A tuberculose bovina € uma doenca infeciosa que € mantida por comunidades
multi-hospedeiras na Peninsula Ibérica, onde o gado bovino e mamiferos selvagens
estabelecem redes de interacdo que contribuem para a sua transmissao e persisténcia.
Este estudo visa quantificar as interacdes espacio-temporais entre bovinos e mamiferos
selvagens, utilizando armadilhagem fotografica em diferentes pontos de atracéo animal
e habitats. Os resultados evidenciam que as interagfes diretas entre o gado bovino e
os mamiferos selvagens séo raras, quando comparadas com as indiretas, o que sugere
que o ambiente partiihado desempenha um papel crucial na transmissdo de
Mycobacterium bovis. As interac¢des indiretas com o gado bovino foram mais frequentes
nos pontos de 4gua e as espécies selvagens mais frequentemente envolvidas foram a
raposa, o veado e o javali. E fundamental estudar as diversas areas da epidemiologia e
ecologia da tuberculose bovina para aumentar a sua compreensao e, assim, aplicar

medidas preventivas eficazes.

Palavras-chave: interacdo animal; M. bovis; ecologia espacial; hospedeiro; risco de

transmissao



Abstract

Spatio-temporal interactions in a mammal community in southeastern

Portugal: relevance to the risk of transmission of bovine tuberculosis

Bovine tuberculosis is an infectious disease that is maintained by multi-host communities
in the Iberian Peninsula, where cattle and wild mammals establish interaction networks
that contribute to its transmission and persistence. This study aims to quantify the
spatio-temporal interactions between cattle and wild mammals, using camera trapping
at different animal attraction points and habitats. The results show that direct interactions
between cattle and wild mammals are rare compared to indirect interactions, suggesting
that the shared environment plays a crucial role in Mycobacterium bovis transmission.
Indirect interactions with cattle were more frequent at water points and the wild species
most frequently involved were red fox, red deer and wild boar. It is essential to study the
different areas of bovine tuberculosis epidemiology and ecology to increase

understanding and thus apply effective preventive measures.

Keywords: animal interaction; M. bovis; spatial ecology; host; risk of transmission
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Doencas infeciosas nas interfaces fauna selvagem-

-pecuaria-humano

Uma doenca infeciosa decorre da presenca e atividade de microorganismos
patogénicos, tais como bactérias, virus, fungos e parasitas (World Health Organization
[WHQO], 2023). Estes microorganismos, comumente denominados de agentes
patogénicos, tém o potencial de invadir um hospedeiro, desencadeando uma variedade
de sintomas clinicos e perturbacdes fisioldgicas, podendo, em casos extremos, levar a
sua morte (van Seventer & Hochberg, 2017). A transmissao de agentes patogénicos
pode ocorrer por dois mecanismos distintos: transmissdo vertical e horizontal
(Xue & Scoglio, 2013). A primeira refere-se a passagem de agentes patogénicos da mae
para a sua prole, enquanto a segunda pressupde a transmissao entre individuos de uma
dada comunidade, através de um animal ou pessoa infetada, ou do ambiente

contaminado para um hospedeiro suscetivel (Parratt et al., 2016).

O numero de doengas infeciosas causadas por agentes patogénicos
provenientes de espécies selvagens tem vindo a aumentar, revelando um risco
crescente e altamente significativo ndo s6 para a saide animal, como também para a
saude humana e ambiental (Jones et al., 2008; Gortazar et al., 2015b). Mundialmente,
cerca de 67% das doengas infeciosas humanas conhecidas sdo compartilhadas com
espécies animais, sendo que as mais expressivas surgiram apés o aparecimento da
agricultura e, em particular, desde a domesticagéo animal (R. J. White & Razgour, 2020;
Secretariat of the Convention on Biological Diversity, 2020). Este panorama de saude
partilhado enfatiza a relagdo entre animais e humanos, sendo as zoonoses — doengas
infeciosas transmissiveis de animais vertebrados para humanos — um exemplo
especialmente relevante (WHO, 2020). Neste sentido, o papel e a importancia da
interface fauna selvagem-pecuaria-humano na ecologia das doencgas infeciosas tem
vindo a ser foco de investigacdo, principalmente no que diz respeito a doencas
emergentes e reemergentes de origem animal e que tenham graves implicacdes na
saude publica, bem como em atividades e setores econdmicos (Rhyan & Spraker, 2010;
Wiethoelter et al., 2015).

Varios fatores interativos de origem antropogénica sustentam o surgimento e a
persisténcia de doencas infeciosas em interfaces compartilhadas, tais como: (1) o

crescimento populacional a par com a incursdo humana (e dos seus animais



domésticos) de habitats naturais e consequente alteracdo da paisagem, que levam a
destruicdo desses habitats e de nichos ecoldgicos; (2) a intensificacao e industrializacdo
da producdo animal, com medidas de exploracdo pecuaria e de biosseguranca
inadequadas ou inexistentes; e (3) o aumento de viagens internacionais, incluindo a
crescente manipulacéo, transporte e comércio (legal e ilegal) de espécies e produtos de
origem animal (R. J. White & Razgour, 2020; United Nations Environment Programme
and International Livestock Research Institute, 2020; Meurens et al., 2021). Estes fatores
conduzem a perturbacBes na estrutura e composicdo das comunidades e cadeias
troficas, resultando em alteracGes nas dindmicas ecoldgicas das interfaces existentes,
bem como na criacdo de novas, onde multiplas espécies podem ocorrer
(Reis et al., 2021). Desta forma, surgem novas oportunidades de contacto em interfaces
fauna selvagem-pecuaria-humano amplificadas, sendo assim potenciada a ocorréncia

e 0 risco de transmissao de zoonoses.

1.2 — Tuberculose bovina

A tuberculose bovina (doravante TB, também usualmente referida como
tuberculose animal) é um dos exemplos mais difundidos de uma zoonose prevalente
tanto na pecuaria como em animais selvagens, em diferentes contextos epidemiolégicos
em todo o mundo (Ramos et al., 2020; Reis et al., 2021). A TB € uma doenca infeciosa
cronica e contagiosa causada, predominantemente, pelo agente patogénico bacteriano
Mycobacterium bovis e, em menor grau, por outros membros também pertencentes ao
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), como Mycobacterium caprae e
Mycobacterium tuberculosis (World Organisation for Animal Health [WOAH)], 2023). Esta
doenca caracteriza-se pela formagéo de lesdes granulomatosas situadas, em grande
parte dos casos, nos pulmdes e ganglios linfaticos, embora a localizag&o da leséo possa
variar de acordo com a espécie hospedeira e a via primaria de infecédo
(A. C. Pereira et al., 2020).

Mycobacterium bovis, que originalmente infetava sobretudo o gado bovino (Bos
taurus) (Michel et al., 2010; Payne et al., 2017), acredita-se ter sido introduzido na vida
selvagem por meio de bovinos domésticos infetados (Fitzgerald & Kaneene, 2013).
Atualmente, € um agente patogénico adaptado a uma ampla variedade de espécies
hospedeiras, principalmente de mamiferos (Palmer, 2013). Por conseguinte, o controlo

da TB torna-se dificil de efetivar, causando constrangimentos a nivel econémico, de



saude publica e ecoldgico (Rodriguez-Campos et al., 2014), impactando tanto o

bem-estar social (Michel et al., 2010), como o bem-estar animal (Sainsbury et al., 1995).

Nos paises desenvolvidos, o principal motivo para o controlo desta doenca é
economico (Gortazar et al., 2015a), uma vez que prejudica ou incapacita a producao e
comércio de bovinos e respetivos produtos derivados, levando a perdas monetarias
significativas, assim como a quebras e blogqueios nos mercados nacionais e
internacionais (Cunha et al., 2011). Adicionalmente, em muitos casos, 0 prejuizo
também advém da gestdo da doenca no gado bovino e da consequente compensacao
dos proprietarios afetados (Campbell et al., 2019). Deste modo, as politicas que regulam
o controlo da TB visam a efetiva erradicagdo da doenca nos rebanhos como parte de
uma abordagem integrada de seguranca alimentar (Michel et al., 2010). Para além
disso, a TB pode ainda ter um impacto econémico nas atividades cinegéticas, como

também no turismo baseado na vida selvagem (Michel et al., 2006).

Na maioria dos paises desenvolvidos, a preocupacdo sanitaria sobre esta
doenca levou as autoridades de saude publica e outros grupos de interesse a exigirem
a pasteurizagéo do leite, bem como a melhoria nas condigbes de maneio pecuario e o
estabelecimento de programas de controlo da TB em bovinos (Palmer, 2013). No
entanto, apesar das medidas aplicadas que contribuiram para diminuir a transmissao e
prevaléncia da doenca, continuam a ser reportados casos de tuberculose humana de
origem zoondtica em paises europeus todos os anos (Mdiller et al., 2013; Cunha et al.,
2019c). O risco zoondtico é especialmente maior para aqueles que se encontram na
interface animal-humano, como é o caso de produtores pecuarios, agricultores,
veterinarios, cacadores, entre outros trabalhadores (Matos et al., 2014b; Cunha et al.,
2019c). Por outro lado, nos paises em desenvolvimento, a TB é considerada uma
zoonose negligenciada (Michel et al., 2010), continuando a apresentar uma grande
incidéncia e mortalidade em humanos, muitas vezes associada ao consumo de produtos
de origem animal contaminados ou ao contato préximo com animais, domésticos ou
selvagens, infetados (Dirr et al., 2013; Cunha et al., 2019c). Nestes paises, praticas
culturais e religiosas, bem como fatores socioeconémicos, foram identificados como
contribuintes adicionais para uma ocorréncia aumentada de infecbes em humanos,
comprometendo, para além de questdes relacionadas com a saulde, o fornecimento

sustentavel de alimentos, o rendimento e o estatuto social (Michel et al., 2010).

No que se refere aos problemas de cariz ecolégico, a TB pode representar uma
ameaca a conservacdo de espécies de fauna selvagem e, consequentemente, ao

equilibrio do funcionamento dos ecossistemas. Esta doenca pode levar a reducédo do



fithess e do vigor fisico, ao aumento da mortalidade, e a alteracdo dos padrdes de
dispersdo e de movimento dos animais (Scott, 1988; Miller, 2015). Esta situacdo
agrava-se no caso de espécies ameacadas, como € o exemplo do lince-ibérico (Lynx
pardinus), que é suscetivel a infecdo por M. bovis (Gortazar & Boadella, 2014). As
graves consequéncias que uma epidemia pode ter nas populacdes remanescentes
desta espécie, juntamente com outras ameacas, podem colocar em causa a viabilidade
e manutenc¢ao das popula¢des locais (Aranaz et al., 2004; Millan et al., 2009). Em alguns
paises, também se recorre (ou jA se recorreu) ao abate de espécies hospedeiras
selvagens (Carstensen & DonCarlos, 2011; O’Brien et al., 2011; Campbell et al., 2019),
0 que, aliado aos impactos escassamente identificados da doenca em populacdes

infetadas, torna-se uma preocupac¢ao que nao deve ser desvalorizada.

1.3 — Obstaculos a erradicacdo da TB

Em vérios paises do mundo, os esforcos de erradicacdo da TB resultaram na
diminuicdo da incidéncia e prevaléncia desta doenca, através da realizacdo de
campanhas de testagem e abate, e da implementacdo de programas de controlo
regionais e/ou nacionais no gado bovino (Ramos et al., 2020). Contudo, em alguns
casos na Europa, a prevaléncia em rebanhos de bovinos tem vindo a aumentar, estando
maioritariamente associada a presenca de mamiferos selvagens infetados e a
consequente transmissao para o gado bovino, comprometendo, assim, 0 sucesso

destas estratégias (Cunha et al., 2012; Santos et al., 2020; Meurens et al., 2021).

Embora a detecao de agentes patogénicos causadores de TB numa espécie seja
importante, ndo implica necessariamente que a infecdo esteja estabelecida nessa
espécie em particular (Santos et al., 2009). Em acréscimo, nem todas as espécies
suscetiveis a infecdo desempenham o mesmo papel na transmissdo e manutencéo da
doenca (Rhyan & Spraker, 2010; Gortdzar et al.,, 2015a). Neste sentido, s&o
identificados como epidemiologicamente mais significativos para as dindmicas de
infecdo os hospedeiros reservatério, dado serem o0s principais impulsionadores na
transmissdo da TB para outras espécies, assim como na sua persisténcia e
disseminacdo geografica (Gortadzar et al., 2008; Roberts & Heesterbeek, 2020). Esta
caracteristica ndo é intrinseca nem absoluta de cada espécie, pois depende do contexto

ecoldgico e epidemiolégico em que os individuos se inserem (Palmer, 2013).

Atualmente, os hospedeiros reservatorio selvagens reconhecidos da TB incluem:

o cusu-comum (Trichosurus vulpecula) na Nova Zelandia (Fitzgerald & Kaneene, 2013),



o veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus) nos Estados Unidos da América
(EUA) (Gortazar et al., 2015a), o bufalo-africano (Syncerus caffer) e o cudo-maior
(Tragelaphus strepsiceros) na Africa do Sul (Renwick et al., 2007), o texugo-euroasiatico
(Meles meles) no Reino Unido e na Republica da Irlanda (O’Connor et al., 2012), e o
javali-euroasiatico (Sus scrofa) e o veado-vermelho (Cervus elaphus) na Peninsula
Ibérica (Duarte et al., 2008; Naranjo et al., 2008; A. C. Pereira et al., 2020). Para além
destes, segundo Michel et al. (2010), a data do estudo, tinham sido relatados casos de
infecdo por M. bovis em mais de 40 espécies selvagens, incluindo mamiferos
carnivoros, ungulados, marsupiais, primatas, roedores e lagomorfos, e ainda aves
necrofagas (Delahay et al., 2002; Cunha et al., 2019c; Reis et al., 2021).

As diferentes contribuiges de cada hospedeiro na transmissdo da TB, num dado
cenario epidemiolégico com dadas condigbes ambientais e de gestdo, podem ser
determinadas por varios parametros. A titulo de exemplo, esses parametros podem ser
relativos: a densidade populacional local da espécie hospedeira e a respetiva taxa de
prevaléncia da doenca na populagdo, assim como a sua suscetibilidade a infecao,
patologia induzida, genética, ecologia e comportamento (Power & Mitchell, 2004;
Gortazar et al., 2011; Palmer, 2013; Cowie et al., 2016; Madeira et al., 2017; A. C.
Pereira et al., 2020). Embora tais fatores estejam identificados, a sua importancia e o
papel que desempenham em distintas situacbes carece de clarificacdo. Ademais, a
compreensdo da TB torna-se ainda mais complexa perante a existéncia de uma
diversidade de hospedeiros simpatricos, tanto domésticos como selvagens, que por
estarem ecolégica e epidemiologicamente conectados, formam comunidades
multi-hospedeiras, nas quais 0 agente patogénico persiste (Haydon et al., 2003;
Cowie et al., 2016).

1.4 - Processos de transmissdo da TB: interacdes

espacio-temporais entre hospedeiros

Individuos infetados podem excretar bacilos dos agentes patogénicos
causadores da TB por meio de aerossois, saliva, expetoracdo, secrecdes de feridas,
urina, fezes e leite materno (Corner et al., 2011; Borham et al., 2022). Por sua vez, a
infecAdo pode ocorrer através da inalagdo, ingestdo e transmissdo transcutanea de
micobactérias infeciosas provenientes das excre¢cdes mencionadas, e ainda, com menor
frequéncia, pela via sexual e transplacentaria da gestante para o feto

(Kaneene & Pfeiffer, 2006; Cunha et al., 2019c). Considera-se que a principal via de



transmissdo aconteca pela inalacdo de aerossoOis contaminados, no decorrer de
contatos sociais diretos e proximos entre 0s animais (Cunha et al.,, 2012;
Campbell et al., 2019; Borham et al., 2022; Mtetwa et al., 2022).

Os processos de transmissao, tanto intra como interespecificos, podem ocorrer
de duas formas: direta ou indiretamente. A transmissao direta refere-se ao contacto
fisico ou de grande proximidade entre individuos (L. A. White et al., 2017). Casos em
que um hospedeiro infetado expira, tosse ou espirra e aerossOis sao absorvidos
diretamente por um hospedeiro ndo infetado, sdo exemplos de interacdes diretas que

podem levar a transmisséo de agentes patogénicos (Kaneene & Pfeiffer, 2006).

Por sua vez, a transmissao indireta ocorre quando individuos usam o mesmo
espaco em momentos diferentes, servindo o ambiente partilhado como mediador do
processo de transmissdo (Cowie et al., 2016). Especificamente, pode suceder-se
perante o consumo de carcacas infetadas (Fitzgerald & Kaneene, 2013;
Carrasco-Garcia et al., 2018) ou quando um hospedeiro nado infetado entra em contacto
com matrizes ambientais contaminadas, tais como pastagens, alimentos, 4gua ou solos,
como consequéncia da excregdo e transferéncia para o ambiente de material infecioso,
decorrente da utilizacdo prévia por individuos infetados (Santos et al.,, 2015;
Barasona et al., 2017). Tém vindo a ser cada vez mais os estudos relacionados com a
contaminacao, infeciosidade e sobrevivéncia ambientais de micobactérias do CMT,
porém os seus resultados permanecem bastante variaveis (A. C. Pereira et al., 2020).
Uma revisdo da literatura identificou estimativas do tempo de sobrevivéncia ambiental
de M. bovis, as quais variaram entre nenhuma recuperagdo de M. bovis a sua
recuperacao apoés 730 dias, em diferentes tipos de substratos e localiza¢des geograficas
(ver Kukielka et al., 2013). Apesar da falta de precisédo, resultante das dificuldades e
limitacdes no diagnodstico do tempo de sobrevivéncia ambiental bacteriana, a sua
variacdo parece estar relacionada com as condi¢bes ambientais, nomeadamente com
a temperatura, humidade, radiacao ultravioleta e pH (Rodriguez-Hernandez et al., 2016;
Barasona et al.,, 2017; A. C. Pereira et al., 2020). Ademais, é reconhecido que as
micobactérias tendem a ser resistentes a condicbes ambientais adversas, como

demonstrado por Fine et al. (2011).

As interacdes entre a fauna selvagem e a pecuaria tém-se mostrado como um
dos principais promotores na manutencdo da TB, particularmente em sistemas
agroflorestais (Payne et al., 2017; Reis et al., 2021). Investigacdes cientificas em
diferentes contextos epidemioldgicos (e.g. Espanha, Franca, EUA) sugerem que as

interacbes diretas interespecificas entre hospedeiros de TB sao escassas,



comparativamente a ocorréncia de interacdes indiretas (Drewe et al., 2013; Kukielka et
al., 2013; Carrasco-Garcia et al., 2016; Cowie et al., 2016). Porém, ambas tendem a
ocorrer com maior frequéncia em locais com recursos disponiveis, principalmente em
areas de alimentacao e pontos hidricos (Carrasco-Garcia et al., 2016; Martinez-Guijosa
et al., 2021). Esta utilizacdo partilhada no espaco e/ou no tempo de determinados
recursos na interface fauna selvagem-pecuéria tem sido especialmente favorecida pelo
crescimento populacional e expansao territorial de algumas espécies selvagens, como
também pela sobreposi¢do de habitats entre estas e 0os animais domésticos criados em
regime extensivo (Gortazar et al.,, 2006, 2007). Deste modo, estes locais de
convergéncia e concentracdo animal conduzem a um aumento na probabilidade de

transmissao e circulacdo de M. bovis (Barasona et al., 2017).

Outros fatores de risco promovem a interacdo intra e interespecifica entre
individuos, em virtude das consequentes transformagfes na distribuicdo, agregacao,
densidade e comportamento das espécies (A. C. Pereira et al., 2020; Reis et al., 2021).
E o caso de fatores ambientais, alusivos a influéncia das condi¢bes climaticas e da
estrutura e configuracdo dos habitats, e de fatores socioculturais, relacionados, por
exemplo, com a interferéncia humana, segundo praticas de maneio que incluam
alimentacédo suplementar, bebedouros artificiais, translocacéo de populagdes selvagens
e movimentagcdo de animais domeésticos entre rebanhos (Gortdzar et al., 2012;
Fitzgerald & Kaneene, 2013; Gortazar & Boadella, 2014; Carrasco-Garcia et al., 2016).

1.5 -TB no contexto ibérico

Na Peninsula Ibérica, acredita-se que a TB seja mantida por uma complexa
comunidade multi-hospedeira composta pelos seguintes animais domésticos criados em
regime extensivo — bovinos, caprinos (Capra aegagrus hircus), suinos (Sus scrofa
domesticus) e ovinos (Ovis aries) — e pelos seguintes animais selvagens — javali, veado,
gamo (Dama dama) e texugo (Gortazar et al.,, 2015a; A. C. Pereira et al., 2020;
Santos et al., 2020, 2022). Para além das espécies referidas, foi também identificada a
presenca de M. bovis no cor¢co (Capreolus capreolus), muflao (Ovis aries), fuinha
(Martes foina), geneta (Genetta genetta), lince-ibérico, lontra (Lutra lutra), raposa
(Vulpes vulpes) e sacarrabos (Herpestes ichneumon) (Matos et al., 2013, 2014b;
Gortazar & Boadella, 2014). Apesar de ter sido confirmada a suscetibilidade a TB destas
espécies, sao desconhecidas as potenciais contribuicdes na transmissédo da doenca.

Por outro lado, esta cada vez mais documentada a relevancia epidemioldgica do javali



e do veado na manutencdo da TB no panorama ibérico, sendo descritos como
hospedeiros reservatorio, como anteriormente mencionado (Cunha et al., 2012; Madeira
et al., 2017; Reis et al., 2020; Santos et al., 2022).

Portugal tem um programa nacional de erradicacdo da TB no gado bovino em
curso desde 1987 (Cunha et al.,, 2019c). Atualmente, este programa consiste na
realizacdo de testes imunolégicos de controlo rotineiros para a detecdo de bovinos
infetados, seguida do abate sanitério dos efetivos considerados clinicamente suspeitos
de TB, em conjunto com uma inspecao veterinaria oficial (European Commission, 2015;
S. Gongalves et al., 2022). Foram ainda aplicadas medidas complementares, como a
realizacdo de testes de pré-movimento e subsequente rastreamento dos bovinos, a
notificagcdo e classificacdo sanitaria obrigatérias dos efetivos e regides, e a
sensibilizacdo dos intervenientes envolvidos (European Commission, 2015;
Cunha et al., 2019c).

Para além dos esforgcos mencionados dirigidos ao gado bovino, em 2011 a
Direcdo-Geral de Alimentacdo e Veterinaria (DGAV), através da publicagdo do Edital
n°1/2011, definiu a “Area Epidemioldgica de Risco para a Tuberculose dos Animais de
Cacga Maior”, com o objetivo de monitorizar e controlar a transmissdo de TB por e em
espécies de caca maior (DGAV, 2011). Esta area compreende os concelhos das
unidades territoriais das regibes do Centro e Alentejo, estendendo-se ao longo da
fronteira com Espanha ( ) (Cunha et al., 2019c). A aplicacdo do Edital obriga a
medidas especificas dirigidas a avaliagdo sanitaria de ungulados cinegéticos cacados
(DGAV, 2011). A sua emissao surgiu no seguimento da emergéncia da TB em
ungulados selvagens, assente em evidéncias crescentes de infecdo em javalis e
veados, e no reconhecimento da propaga¢do da doenca a partir do nucleo de alta
prevaléncia no centro-sudoeste da Peninsula Ibérica (Santos et al., 2009; Cunha et al.,
2011, 2019c; Vieira-Pinto et al., 2011). Complementarmente, nessa mesma area, foram
registadas prevaléncias mais elevadas de TB no gado bovino, abrindo a suspeita de

transmissao entre bovinos e fauna selvagem (Cunha et al., 2012).

A aplicagcéo abrangente e rigorosa destes instrumentos conduziu a uma melhoria
sustentada nos indicadores epidemioldgicos, isto é, nas taxas de incidéncia (animal) e
prevaléncia (animal e em exploragdo) (Cunha et al., 2019c). Em 2012, a regido do
Algarve foi reconhecida como uma area sem transmisséo de TB, tendo-lhe sido atribuida
0 estatuto de regido oficialmente indemne de TB e, consequentemente, aplicado um
plano de vigilancia especifico para a manutencao deste estatuto (Cunha et al., 2019c).

No entanto, continua a verificar-se uma forte heterogeneidade regional nas taxas de



prevaléncia no resto do pais, com destaque na regido do Alentejo, a qual apresenta

anualmente os valores mais elevados a nivel nacional (DGAV, 2023).
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Figura 1 — Localizagdo da Area Epidemioldgica de Risco para a Tuberculose dos Animais de
Caca Maior (Edital n°1/2011). Indicacdo das cinco regides de Portugal Continental, de acordo com
Nomenclatura das Unidades Territoriais para Fins Estatisticos (NUTS) II: Norte, Centro, Area
Metropolitana de Lisboa, Alentejo e Algarve. Particio ao nivel da freguesia da Area Epidemioldgica de
Risco para a TB dos Animais de Caca Maior.

Os contrastes geograficos podem estar relacionados com diferengas no tamanho
dos rebanhos e nas praticas de maneio, como também com a presenca e abundancia
de animais selvagens infetados com TB (Cunha et al., 2011; Triguero-Ocafia et al.,
2019). Nas regifes mais afetadas predominam: (1) os rebanhos de maior dimensao; (2)
a criacao de animais domésticos em regime extensivo e em grandes areas de pastoreio,
onde as propriedades pecuarias se sobrepdem com habitats de fauna selvagem; e (3)

a sobreabundéancia de ungulados amplamente distribuidos e/ou geridos artificialmente



para fins de caca, nomeadamente o javali e o veado, resultando na coexisténcia das
atividades de exploracdo pecudria e cinegética (Cunha et al., 2011; Reis et al., 2020).
Para além disso, na Peninsula Ibérica, o gradiente norte-sul na prevaléncia da TB na
fauna selvagem pode refletir um gradiente de agregacéo de hospedeiros, mediado pelo
clima, particularmente durante a época seca (Gavier-Widén et al.,, 2012;
Abrantes et al., 2021).

Estudos moleculares de isolados de M. bovis de bovinos, javalis e veados
confirmam a transmissao entre estas espécies na Peninsula Ibérica (Duarte et al., 2008,
2010; Cunha et al., 2012; Madeira et al., 2017). Por outro lado, j& foi comprovado que
populagbes de javalis e veados, que ocorram em altas densidades e nas circunstancias
particulares dos ambientes mediterranicos, sdo capazes de manter a circulacdo de
M. bovis na auséncia de gado doméstico e de outros hospedeiros selvagens
(Gortazar et al., 2011). Adicionalmente, foi evidenciada a disseminacdo de forma
endémica de TB em populac¢des de ungulados selvagens e domésticos, com elevada
prevaléncia em determinadas regibes, nomeadamente ao longo da fronteira
luso-espanhola, nos territérios de Idanha-a-Nova (regidao Centro) e Moura-Barrancos
(regido do Alentejo), sendo estes considerados focos de TB a nivel nacional
(Cunha et al., 2012, 2019a; Barasona et al., 2017; Reis et al., 2020).
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1.6 — Objetivos

Para que seja possivel desenvolver e otimizar estratégias eficazes para o
controlo direcionado da TB, é necessario compreender as varias dimensfes desta
doenca, através da realizacdo de estudos nas diferentes areas relevantes. Neste
sentido, € essencial a caracterizacdo e quantificacdo da composicdo das diferentes
comunidades hospedeiras, em conjunto com a descricdo, numa perspetiva eco-
epidemioldgica, dos padrdes espaciais e temporais das intera¢des nas interfaces fauna
selvagem-pecudria, com potencial relevancia para as dindmicas da TB. Este
conhecimento é particularmente importante em regides com elevada prevaléncia de TB
e onde ocorram hospedeiros reservatorio, dado o papel reconhecido que desempenham

na transmissao da doenga.

Em vista disso, o presente trabalho tem como principal objetivo contribuir para a
identificacdo e compreensdo de uma comunidade multi-hospedeira de mamiferos
(ungulados e carnivoros), particularmente a partir da quantificacdo espacio-temporal de
interacBes entre bovinos e espécies selvagens, numa regido com elevada prevaléncia

de TB em animais de pecudria e selvagens.
Especificamente, pretende-se:
e (1) Caracterizar a comunidade de mamiferos selvagens na area de estudo;

¢ (2) Avaliar a influéncia de diferentes recursos atrativos e habitats na frequéncia

de visitas de diferentes espécies suscetiveis a TB;

¢ (3) Quantificar os padrdes de interacdes (diretas e indiretas) entre o gado bovino

e as espécies selvagens suscetiveis a TB mais frequentes na comunidade;

e (4) Avaliar a influéncia de diferentes recursos atrativos, habitats e tipos de
hospedeiros na frequéncia de interagfes indiretas entre o gado bovino e as

espécies selvagens suscetiveis a TB mais frequentes na comunidade.
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2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Area de estudo

Este estudo foi realizado na Herdade da Coitadinha, localizada no municipio de
Barrancos (distrito de Beja, regidao do Alentejo, 38° 10°28"N 7° 02’18"W), no sudeste de
Portugal (Figura 2a). Esta propriedade compreende uma area de, aproximadamente,
1000 hectares e é delimitada, em grande parte da sua extensao, pela ribeira de Murtega
a sul e pelo rio Ardila a norte, sendo este ultimo o limite fronteirico com Espanha (Figura
2b). A este é contigua com trés outras propriedades locais. Esta 4rea insere-se numa
das regibes epidemiolégicas de risco de TB definida pela DGAV em 2011
(Edital n.° 1/2011), justificada pela maior prevaléncia de infe¢cdes por M. bovis em gado
domeéstico e animais de caga maior (Cunha et al., 2011, 2019c). Os dados mais recentes
da DGAV (2018), alusivos a 2017, indicaram uma prevaléncia e incidéncia em
exploracdo de 1,24% e 0,88%, respetivamente, na regido do Alentejo. Embora na
Herdade da Coitadinha néo tenha sido registado nenhum caso de incidéncia de TB no
gado bovino entre 2017 e 2021, foi conhecida a ocorréncia de bovinos infetados em

outras propriedades locais durante o periodo de amostragem (2021).
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Figura 2 — Localizacdo da area de estudo (Herdade da Coitadinha).

a) Localizagdo da area de estudo no contexto nacional: concelho de Barrancos, localizado no distrito de
Beja, em Portugal Continental. b) Delimitacdo geogréafica da area de estudo: Herdade da Coitadinha,
inserida no concelho de Barrancos e delimitada a norte pelo Rio Ardila, o qual faz fronteira com Espanha,
e a sul pela Ribeira de Murtega.
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Em oposicdo a paisagem predominante do Alentejo, Barrancos apresenta um
relevo acidentado, com declives acentuados (Municipio de Barrancos & Unidade de
Acao Sociocultural, 2019). A Herdade da Coitadinha é caracterizada maioritariamente
por florestas densas, matos e montados, sendo a azinheira (Quercus rotundifolia) o
povoamento dominante nos diferentes habitats (Figura 3). Também se verificam
algumas areas agricolas de olival tradicional, zonas de pastagem, e ainda linhas e
pontos de 4guas permanentes e temporarios (Figura 3). O padrdo de uso do solo
mencionado também se observa na envolvéncia da area de estudo. Relativamente ao
montado, este é um ecossistema seminatural exclusivo da regido mediterranica e
emblemético da Peninsula Ibérica, onde as praticas agro-silvo-pastoris promovem a
heterogeneidade da paisagem, criando padrbes complexos de habitat e de

disponibilidade de recursos (Pinto-Correia & Voss, 2005).

| I
0 0,5 1 km

Carta de Uso e Ocupacgio do Solo de Portugal Continental Tipo de ponto de amostragem
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Figura 3 — Caracterizagdo do uso e ocupacao do solo na area de estudo através da Carta de Uso e
Ocupacédo do Solo de Portugal Continental para o ano de 2018 (Dire¢do-Geral do Territério, 2019).
Distribuicao dos pontos de amostragem pela area de estudo. As figuras distinguem os diferentes tipos de
pontos de amostragem e as cores distinguem os diferentes tipos de habitats classificados no &mbito deste
trabalho.

(MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos)
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A &rea de estudo insere-se num clima mediterranico, definido por cerca de 4
meses consecutivos de stress hidrico durante a época mais quente do ano, na qual se
regista uma temperatura média maxima de 33,3°C durante o més de julho (Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera [IPMA], 2022). Nessa altura, verifica-se uma menor
disponibilidade de recursos hidricos e alimentares para Vvarias espécies
(Barasona et al., 2014b). O inverno é frio e chuvoso, atingindo uma temperatura média
minima de 5,4°C em janeiro e valores médios de precipitacdo total maxima equivalentes
a 97,1 mm no més de dezembro (IPMA, 2022). A precipitacdo total anual &€ de 555 mm,
que ocorre sobretudo entre o outono e a primavera (IPMA, 2022). Os niveis de
precipitacdo afetam de forma significativa a produtividade das pastagens e a sua
irregularidade (intra e inter-anual) reflete a flutuacdo na disponibilidade de alimento para

a fauna (Fonseca, 2004).

Na Herdade da Coitadinha da-se a criacdo de gado bovino em regime extensivo
das racgas Mertolenga e Garvonesa, com um encabegamento aproximado de 133 e 30
vacas adultas, respetivamente. Os bovinos ocorrem em grande parte da extensao da
propriedade, dando-se, ocasionalmente, a rotacdo entre parcelas de pastagem. Estas
parcelas sdo cercadas, tornando dificil o seu atravessamento por bovinos, todavia, sdo
permedaveis a espeécies selvagens. Para além da agropecuaria, a caga maior tem um
importante papel econémico e estruturador nesta propriedade, assim como na regiao,
em que ungulados selvagens ocorrem paralelamente com a gestdo dos bovinos.
Especificamente na area de estudo, as atividades de cariz cinegético existentes séo a
espera ao javali e as montarias, embora mais pontuais, direcionadas ao javali e ao
veado. Ambas as espécies ocorrem abundantemente na regido, a qual corresponde a
um refagio histérico do javali e contem uma das duas maiores populacdes de veado em
Portugal (Vingada et al., 2010; Cunha et al., 2019b).

Relativamente a fauna selvagem, no que se refere a mamiferos ungulados e
carnivoros relevantes ou potencialmente relevantes no contexto da TB, encontram-se
documentados na area de estudo 14 espécies (ordem Artiodactyla (n=5) e Carnivora
(n=9) (Bencatel et al., 2019) ( ). Todas as espécies de carnivoros com ocorréncia
identificada nesta &rea correspondem a mesocarnivoros, isto &, carnivoros de médio e
pequeno porte (<15kg), sendo que 10 das 14 espécies de mesocarnivoros que residem
em Portugal estdo associadas a habitats de montado (Santos-Reis & Correia, 1999;
Roemer et al., 2009). Entre estas, o gato-bravo (Felis silvestris), o lince-ibérico e o toirdo
(Mustela putorius) apresentam um estatuto de conservacdo preocupante a nivel
nacional, estando classificados como “Em Perigo” pelo Livro Vermelho dos Mamiferos
de Portugal Continental (Mathias et al., 2023) ( ).
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2.2 — Armadilhagem fotogréfica

A amostragem foi realizada de 21 de abril a 21 de outubro de 2021, sendo restrita
a época seca, de acordo com o indice de seca PDSI (Palmer Drought Severity Index)
(Agéncia Portuguesa do Ambiente [APA], 2023; IPMA, 2023). Devido a limitagdes
logisticas, ndo foi possivel incluir um periodo de amostragem referente a época humida.
Recorreu-se a metodologia de armadilhagem fotografica para obter dados de frequéncia
de ocorréncia de bovinos, e de ungulados e carnivoros selvagens presentes na area de
estudo. A amostragem foi feita através de camaras digitais com sensores infravermelhos
passivos, acionadas por objetos em movimento que apresentassem uma temperatura
superficial contrastante com a do ambiente de fundo (Apps & McNutt, 2018). Este
método € considerado nao invasivo (Pauli et al., 2010) e tem sido amplamente
empregue em estudos de ecologia aplicada, tendo um foco mais recente no ambito de
interagdes ecoldgicas no contexto de transmissdo de agentes patogénicos, bem como
de efeitos comportamentais (Payne et al., 2017; Rasambainarivo et al., 2017,
Varela-Castro et al., 2021).

De forma a selecionar os pontos de amostragem, sobrepds-se uma grelha
espacial de 1x1 km sobre a area de estudo (Monterroso et al.,, 2014b;
Santos et al., 2018; Curveira-Santos et al., 2019; Kumar et al., 2021; Zanni et al., 2021).
Apos o reconhecimento e avaliacdes prévias da area de estudo, foram selecionados,
primeiramente, 0s tipos de pontos de amostragem com recursos atrativos e, como tal,
favoraveis a agregacao de espécies (pontos de agua e pontos de alimentacdo), que se
localizassem em quadriculas distintas e separados entre si por uma distancia minima
de 500 m, de forma a assegurar a independéncia espacial dos registos (Rasambainarivo
et al., 2017; Triguero-Ocafa et al., 2020). Posteriormente, foram estipulados os pontos
de controlo (locais sem recursos-chave e, por isso, menos provaveis a agregacao de
espécies) nas células vazias da grelha, tendo-se utilizado o centroide das células como
forma sisteméatica na sua selegcdo. Deste modo, foi definido um total de 12 pontos de
amostragem na area de estudo, divididos por trés tipos: seis pontos de agua, um ponto
de alimentacéo e cinco pontos de controlo ( ). Todos os pontos de agua
corresponderam a charcos naturais, com dimensdes que variaram entre 0 m? (porém
com solo humido) e 1661 m? ao longo do periodo de amostragem. O teor de agua foi
estimado com base na area coberta por agua, utilizando indicadores in situ para obter
estimativas durante as visitas de campo. Por sua vez, o ponto de alimentacdo
localizava-se num local com um comedouro, permitindo a colocacdo de alimento

suplementar (feno) para o gado bovino.
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Figura 4 — Exemplificagdo dos diferentes tipos de pontos de amostragem: a) Ponto de agua;
b) Ponto de alimentagéo; c) Ponto de controlo.

Os pontos de amostragem foram distribuidos proporcionalmente, de modo a
refletir a representatividade real de trés tipos de habitats distintos, definidos no decorrer
do estudo: montado fechado com matos (MF), montado aberto sem matos (MA) e habitat
misto (HM; presenca dos dois anteriores) (Figura 3). O MF assemelha-se a habitats
naturais mediterranicos, com povoamentos concentrados de azinheira e sub-bosque
bem desenvolvido e denso, com baixos ou ausentes niveis de pastoreio. Por outro lado,
0 MA corresponde a um habitat intervencionado pelo humano, com povoamentos de
azinheira esparsos e pouco densos, e sub-bosque reduzido ou ausente (por efeito da
presséo de pastoreio e/ou atividades de desmatacéo), e ainda com pastagens naturais
e/ou cultivadas. Por sua vez, os pontos classificados como HM tinham a presenca
simultanea dos dois habitats anteriores. A caracterizacdo do MF e do MA foi baseada
nas descricbes apresentadas por Curveira-Santos et al. (2017) e adaptada para este

estudo.

Em cada ponto de amostragem foi instalada uma camara de armadilhagem
fotogréfica (modelos Bushnell Trophy Cam HD Aggressor e Reconyx Hyperfire) em
locais potencialmente acessiveis a bovinos e espécies selvagens, a fim de maximizar a
detetabilidade dos mesmos. Cada camara foi colocada em suportes verticais, como
troncos de arvores, vedacgOes e estacas artificiais, a uma altura de 30-40 cm do solo.
Foram programadas para operar durante 24 horas por dia e para tirar trés fotografias
consecutivas por disparo, com um tempo de recuperacgéo de 30 segundos entre disparos
sucessivos. A data e a hora encontravam-se exibidas em cada fotografia. Em média, a
cada 15 dias, foi feita uma substituicdo das baterias e cartbes de memoria.

2.3 — Organizacao e processamento dos dados

As imagens obtidas foram armazenadas em pastas separadas por ponto de

amostragem numa base de dados digital e, posteriormente, triadas, eliminando-se as
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fotografias desfocadas, impercetiveis e sem espécies de relevancia para o estudo. As
espécies selvagens consideradas foram ungulados e carnivoros, reconhecidos ou néo
como hospedeiros de TB. No que diz respeito a animais domésticos, o Unico grupo de

interesse foi o gado bovino.

Todas as informacgdes relativas a cada registo fotografico com importancia para
o presente trabalho foram registadas e organizadas numa base de dados no programa
Microsoft Office Excel (versdo 2016). As informagbes em questdo eram relativas: a
espécie identificada, apés observacgdo individual de cada imagem; & data (dd/mm/aa) e
hora inicial e final (hh:mm:ss) de cada série de imagens; a identificacdo do ponto de
amostragem; ao tipo de ponto de amostragem (agua, alimentacéo e controlo); ao tipo
de habitat (MF, HM e MA); ao tipo de hospedeiro; e a possibilidade de acesso do gado

bovino.

Para cada ponto de amostragem foi caracterizado o tipo de habitat dominante na
sua envolvéncia e a respetiva verificagdo através da interpretagéo visual no campo. Esta
caracterizacao foi feita a partir da avaliacdo do habitat com maior proporgédo em buffers
circulares de 250 m de raio em redor de cada ponto de amostragem, realizados com
base na Carta de Uso e Ocupacédo do Solo de Portugal Continental para o ano de 2018
(Direcdo-Geral do Territério, 2019) no software QGIS (versdo 3.28.0)
(QGIS Development Team, 2009). Relativamente ao papel eco-epidemioldgico no
contexto ibérico das espécies em estudo, consideraram-se dois tipos de hospedeiros
possiveis: hospedeiros reservatorio (espécies reconhecidas com este estatuto — javali e
veado (A. C. Pereira et al., 2020)) e hospedeiros suscetiveis (espécies que apresentam
casos reportados de TB) ( ). Por ultimo, o acesso de gado bovino nos diferentes
pontos de amostragem foi reconhecido através da observacgdo de bovinos e indicios de
presenca recentes no campo (dejetos e pegadas), complementado com a comunicagao
pessoal com os colaboradores da Herdade da Coitadinha sobre a movimentacao destes

animais.

2.4 — Analise estatistica

Apoés a organizagdo dos dados, foram realizadas estatisticas descritivas para
relatar os resultados dos registos das camaras fotograficas no Excel. De seguida, a base
de dados foi integrada na plataforma de linguagem R (versdo 1.1.463) (R Core Team,
2022), a partir da qual se realizou a restante analise estatistica e a construgao de

graficos, recorrendo-se a utilizagdo dos pacotes “dplyr” (Wickham et al., 2022), “lattice”
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(Sarkar, 2008), “ggplot2” (Wickham, 2016), “overlap” (Ridout & Linkie, 2009), “activity”
(Rowcliffe et al., 2014), “MuMIn” (Burnham & Anderson, 2002), “Ime4” (Bates et al.,
2015), “car” (Fox & Weisberg, 2019) e “MASS” (Venables & Ripley, 2022).
Complementarmente, utilizou-se o software QGIS para a constru¢cédo, em SIG (Sistema
de Informacéo Geogréfica), de um mapeamento georreferenciado da area de estudo e

da localizac&o dos pontos de amostragem, bem como para a producdo de mapas.

2.4.1 — Quantificacdo e Modelacao das Visitas Independentes

Para responder ao 1° objetivo deste trabalho, foram aplicados critérios aos dados
para definir as visitas independentes (VI's) das espécies, a fim de evitar a contagem
multipla do mesmo evento de detecao entre imagens consecutivas de individuos da
mesma espécie. Deste modo, s6 foram consideradas como VI's para uma dada espécie
numa mesma camara, as fotografias com mais de 15 minutos de intervalo temporal entre
si (Kukielka et al., 2013; Martinez-Guijosa et al., 2021). A comunidade foi caracterizada

ao nivel da sua composicao e da frequéncia de VI's ocorrentes.

Por sua vez, para ir de encontro ao 2° objetivo, calculou-se a taxa de VI's para o
gado bovino, assim como para as espécies selvagens reconhecidas como suscetiveis
a infecdo no contexto ibérico ( ). Esta taxa correspondeu ao numero de VI's de
cada espécie por ponto de amostragem e por semana. Apés a verificacdo da existéncia
de valores extremos nas variaveis analisadas, foram aplicados modelos lineares
generalizados mistos (GLMM) para testar o efeito do tipo de ponto de amostragem e do
tipo de habitat (variaveis explicativas) na taxa de VI's de cada espécie selecionada
(variavel resposta). As espécies selecionadas para modelagdo foram, para além do
gado bovino, as espécies selvagens que apresentaram taxas de VI's mais frequentes,
isto é, aquelas com uma taxa de auséncias semanais por ponto de amostragem inferior
a 75% das observagbes da matriz de dados. Complementarmente, o ponto de
alimentacédo foi excluido desta analise, dado que durante o periodo de amostragem

nunca foi colocado alimento suplementar nas devidas instalacoes.

Para cada GLMM foi assumida uma distribuicdo Poisson (frequentemente
utilizada para expressar a probabilidade de ocorréncia de um determinado nimero de
eventos num intervalo fixo de espaco ou tempo) (Hayat & Higgins, 2014; Turney, 2022)
e considerou-se o ponto de amostragem como fator aleatério, de forma a considerar
multiplos registos pertencentes a um mesmo local ao longo do periodo de amostragem,

abrangendo, deste modo, uma potencial dependéncia temporal e espacial.
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Adicionalmente, uma vez que o tempo de amostragem de cada camara variou durante
o periodo de estudo devido a imprevistos (e.g. descarga das baterias e cartdes de
memodaria cheios), foi incorporado nos modelos o logaritmo do esforco de amostragem
semanal. O esfor¢co de amostragem semanal foi calculado através da soma do numero
de horas operacionais por semana de cada camara, sendo que “horas operacionais”
equivalem as horas em que cada camara esteve ativa € a monitorizar o ponto de
amostragem correspondente. Para avaliar se existiam problemas de multicolinearidade
entre as variaveis explicativas, calculou-se o fator de inflacdo da variancia (VIF < 4)
(Zuur et al., 2010).

Os modelos com melhor poder explicativo foram obtidos por comparacédo do
Critério de Informacdo de Akaike (AIC), aplicando a metodologia de Inferéncia de
Multi-Modelo (Burnham & Anderson, 2002; Symonds & Moussalli, 2011). Para uma
mesma espécie, nos casos em que se verificaram modelos com um AAIC<2 em relagao
ao melhor modelo, calculou-se e apresentou-se o modelo médio, a partir do qual se
realizaram inferéncias (Burnham & Anderson, 2002; Bandeira et al., 2018). O modelo
médio corresponde & média ponderada (de acordo com a adequagédo aos dados) de um
conjunto de modelos candidatos semelhantes. A qualidade de ajuste dos modelos foi
avaliada através da andlise do padrdo de residuos dos mesmos e foram consideradas
como significativas as variaveis cujo intervalo de confianga a 95% dos coeficientes ndo
incluisse o zero. Por fim, com o intuito de obter uma estimativa do coeficiente de
determinacdo de cada modelo médio através do R? de Nakagawa e Schielzeth
(Johnson, 2014; Payne et al., 2017), calculou-se a média ponderada da proporcédo de
variancia explicada de cada modelo integrado na construcdo dos respetivos modelos

médios.

2.4.2 — Quantificacdo e Modelacao das Interacdes Diretas e Indiretas

De modo a responder ao 3° objetivo, obteve-se o nUmero de interacdes diretas
e indiretas interespecificas. Uma interacéo direta foi registada sempre que se verificou
a presenca de individuos de diferentes espécies-alvo na mesma fotografia.
Adicionalmente, para compreender melhor a probabilidade de interagdes diretas,
calculou-se para toda a é&rea de estudo a sobreposi¢cdo temporal (e respetivos
coeficientes) entre o padréo de atividade média diaria do gado bovino e das espécies
selvagens que interagiram diretamente com este. O coeficiente de sobreposicéo
temporal mede a extensdo da sobreposi¢cdo entre duas estimativas de densidade de

kernel, sendo uma medida quantitativa que varia entre 0 (sem sobreposicédo) e 1
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(padrdes de atividade idénticos) (Ridout & Linkie, 2009). Dado que o tamanho da menor
amostra de observacées utilizada foi superior a 75 registos, utilizou-se o estimador A,
(Meredith & Ridout, 2014).

Por sua vez, uma interacdo indireta foi definida, para um dado ponto de
amostragem, como uma VI do gado bovino seguida de uma VI de uma espécie
selvagem, ou vice-versa, dentro de uma janela temporal critica (JTC) pré-estabelecida.
A JTC esta relacionada com a sobrevivéncia ambiental de M. bovis, em que um
determinado hospedeiro pode entrar em contacto com o0 agente patogénico depositado
no ambiente durante um certo intervalo de tempo. Especificamente, utilizou-se uma JTC
de trés dias, previamente aplicada no contexto da TB em sistemas mediterraneos, com
foco nos periodos estivais/secos, tendo em conta as similaridades da regido e do

periodo amostral com o presente estudo (ver Kukielka et al., 2013).

Dado o numero reduzido de observacdes correspondentes as interacdes diretas
recolhidas, sé foram aplicados modelos as interagfes indiretas. Para além disso, na
guantificacdo e modelagcdo das interagfes indiretas voltou a excluir-se o ponto de
alimentacdo e consideraram-se apenas os dados referentes aos pares de espécies
compostos entre 0 gado bovino e as espécies selvagens suscetiveis a TB com maior

numero de VI's.

No seguimento do 4° objetivo, para determinar a potencial influéncia do tipo de
ponto de amostragem, do tipo de habitat e do tipo de hospedeiro (variaveis explicativas)
na taxa de interacdes indiretas (frequéncia de interacdes indiretas por ponto de
amostragem e por més; variavel resposta) foi ajustado um GLMM com distribuicao
Poisson ao conjunto de dados definido. O fator aleatério voltou a ser o ponto de
amostragem e, uma vez que a variavel resposta foi calculada em termos mensais, 0
logaritmo do esforco de amostragem foi incluido nos modelos para esse periodo
temporal como fator de corregdo. O restante protocolo de modelagédo das interagdes

indiretas foi semelhante ao anteriormente descrito para os dados das VI’s.
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3 - RESULTADOS

O periodo de amostragem correspondeu a 184 dias e, em média, foram
monitorizados, aproximadamente, 166 + 16 dias por camara. A amostragem originou,

apos triagem, 47 726 registos fotograficos.

As espécies-alvo identificadas corresponderam a bovinos, a ungulados
selvagens (n=2: javali e veado) e a carnivoros selvagens (n=7: doninha (Mustela nivalis),
fuinha, geneta, lontra, raposa, sacarrabos e texugo), resultando num total de 10
espécies capturadas pelas camaras. Nos registos fotograficos excluidos verificou-se
também a ocorréncia na area de estudo da lebre-ibérica (Lepus granatensis; n=801
registos), coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus; n=6), cdo (Canis lupus familiaris; n=6),

gato doméstico (Felis catus; n=6) e ourico-cacheiro (Erinaceus europaeus; n=3).

3.1 — Quantificacao das Visitas Independentes

Obteve-se um total de 4674 VI's, das quais mais de metade corresponderam a
visitas do gado bovino (n=2464; 52,72%) ( ). As espécies selvagens
para as quais se registou maior numero de VI's foram, por ordem decrescente: a raposa
(n=597; 12,77%), o veado (n=561; 12,00%), o javali (n=331; 7,08%), o texugo (n=271;
5,80%) e o sacarrabos (n=260; 5,56%). A geneta e a fuinha manifestaram uma menor
frequéncia de VI's (n=101; 2,16% e n=79; 1,69%, respetivamente), porém ocorreram de
forma generalizada pela area de estudo (detecdo de ambas em 75% dos pontos de
amostragem). No caso da lontra e da doninha, as VI's registadas foram poucas
(n=9; 0,19% e n=1; 0,02%, respetivamente) e espacialmente restritas a um nimero

reduzido de pontos de amostragem ( ).

O gado bovino ndo ocorreu em dois pontos de amostragem (C3 e C4), os quais
apresentaram um numero reduzido de VI's das espécies selvagens ( ).
Por sua vez, foram observadas espécies selvagens em todos os pontos de amostragem
( )- Os pontos com maior frequéncia total de VI's foram o A6
(n=1117), B1 (n=1040) e A4 (n=538), enquanto o C3 (n=70), C5 (n=56) e C4 (n=20)
apresentaram os valores mais baixos ( )- No que diz respeito as VI's
exclusivas das espécies selvagens, verificaram-se frequéncias mais elevadas nos
pontos A6 (n=585), A4 (n=409), C2 (n=238), A3 (n=233) e A5 (n=230) (

).
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Considerando apenas os mamiferos selvagens, obteve-se uma riqueza média
de 6 = 1,5 espécies por ponto de amostragem ( ). Os pontos que
exibiram uma maior rigueza especifica selvagem (n=8) corresponderam a trés pontos
de &gua (pontos de amostragem A3, A5, A6), 0s quais se encontram na zona
centro-norte da area de estudo. Em oposicéo, outros trés pontos de amostragem (pontos
Al, B1, C5), assim como 0 ponto A2 registaram 0s menores niveis de riqueza de
espécies selvagens (n=4 e n=3, respetivamente), todos localizados na zona sudeste da
area de estudo. A raposa foi a Unica espécie selvagem registada em todos os pontos de

amostragem ( ).

Ao nivel do tipo de ponto de amostragem, todas as espécies amostradas
ocorreram nos pontos de agua (n=2965, 63,44% face ao total de VI's), salvante a
doninha, registada unicamente num ponto de controlo ( ). Cada
uma dessas espécies ocorreu com maior frequéncia em pontos de agua, exceto a
geneta e a fuinha, que demonstraram uma frequéncia ligeiramente mais elevada de VI's
nos pontos de controlo. O ponto de alimentagao teve um total de 1040 VI's (22,25%),
sendo que 976 corresponderam a VI's de bovinos e as restantes a VI's de quatro
espécies (raposa: n=54; texugo: n=6; fuinha: n=3; geneta: n=1). O tipo de ponto menos
visitado foi 0 ponto de controlo (n=669; 14,31%) ( ).

Relativamente ao tipo de habitat, foram registadas mais VI's no MA (n=3558;
76,12%), seguido do HM (n=636; 13,61%) e do MF (n=480; 10,27%) (

). Verificou-se uma maior ocorréncia de todas as espécies no MA, a excecao
da doninha, que teve a sua Unica VI no MF, e da geneta, que foi mais frequente também
neste ultimo tipo de habitat, embora tenha registado um valor muito préximo de VI's no
MF e no MA ( ). Para além da doninha e da lontra, as restantes
espécies foram detetadas nos trés tipos de habitats. Todas as espécies ocorreram no
MF ( ).
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Figura 5 — Nimero total de VI's (indicado no topo de cada barra) de cada uma das espécies-alvo
selvagens identificadas durante o periodo de amostragem.
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Figura 6 — Distribuicdo espacial na area de estudo das VI's do gado bovino e das espécies selvagens
pelos pontos de amostragem.

(MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos)
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Figura 7 — Distribuicdo espacial na area de estudo das VI's de cada uma das espécies selvagens
pelos pontos de amostragem.

(MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos)
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3.2 — Modelacao das Visitas Independentes

As espécies selvagens consideradas para analise que cumpriam 0s critérios
definidos foram: o javali, 0 veado, a raposa e o texugo ( ). Os resultados dos
diferentes modelos mostraram que para todas as espécies analisadas, exceto para a
raposa, as taxas de VI's estavam positivamente associadas aos pontos de agua
(javali: coef. = 0,75 [0,07 — 1,43 1C95%]; veado: coef. = 2,10 [0,24 — 3,96 1C95%];
texugo: coef. =2,20[0,56 — 3,84 IC95%]; gado bovino: coef. =2,41[0,33 — 4,49 IC95%)]),
refletindo um maior numero de VI's neste tipo de ponto em comparagao com os pontos
de controlo ( ). Contudo, uma vez que o modelo médio ajustado aos dados do

javali incluiu o modelo nulo, deve ser interpretado com cautela ( )

Os modelos do gado bovino e do javali permitiram inferir que a variavel tipo de
habitat teve um efeito significativo nas respetivas taxas de VI's. No caso dos bovinos, o
modelo demonstrou que a taxa de VI's foi significativamente mais elevada no HM e no
MA (coef. = 3,01 [0,39 — 5,63 IC95%] e coef. = 2,53 [0,09 — 4,97 IC95%)],
respetivamente), quando comparados com o MF. No que se refere ao javali, a taxa de
VI's foi mais elevada no HM em relagdo ao MF (coef. = 0,77; [0,01 — 1,53 1C95%])

( ).

Os residuos dos modelos apresentados nao revelaram padrées preocupantes e
indicaram um ajuste satisfatério-bom dos modelos aos dados ( ). O modelo
com maior poder explicativo foi o do gado bovino (eR? = 68,94%), seguido pelos modelos
do texugo (eR? = 44,61%) e do veado (eR? = 42,76%) ( ). O modelo da raposa
explicou, em média, 28,83% da variabilidade dos dados testados, enquanto o do javali

apresentou a menor capacidade explicativa (eR? = 6,80%).
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Tabela 1 — Resultados dos modelos médios obtidos aplicados as taxas de VI's do gado bovino, javali, veado, raposa
e texugo.

Para cada variavel explicativa, a tabela apresenta as respetivas categorias, coeficientes estimados (Coef.) e intervalos de
confianga (IC) a 95% obtidos. As categorias de referéncias para as variaveis “Tipo de ponto de amostragem” e “Tipo de
habitat” foram, respetivamente, o “Ponto de controlo” e a “MF”. A significancia encontra-se destacada a negrito. Indicagédo do
peso das variaveis explicativas nos modelos (SPV), da variancia explicada (VEA) e respetivo desvio-padrédo (DP) pelo efeito
aleatdrio, e da estimativa da variancia explicada pelo modelo médio (eR?).

IC
L Variaveis explicativas e VEA 5
Eejpeeies respetivas categorias Coet: SR (DP) s
25% 97,5%
Tipo de ponto de Po,nto de 241 0.33 4.49 1
amostragem adgua
Gado 2,01 o
bovino HM 3,01 0,39 5,63 (1.42) 68,94%
Tipo de habitat 0,71
MA 2,53 0,09 4,97
Tipo de ponto de Po,nto de 075 0.07 1.43 0.83
amostragem adgua
: 0,16
Javali HM 0,77 0,01 1,53 (0.41) 6,80%
Tipo de habitat 0,43 ’
MA 0,11 -0,64 0,87
Tipo de ponto de Po’nto de 210 0.24 3.96 1
amostragem adgua
1,61
Veado HM 1,08 -1,07 3,22 (1.27) 42,76%
Tipo de habitat 0,28 '
MA -0,50 -2,65 1,65
Tipo de ponto de Pqnto de 1,04 0,49 258 0.53
amostragem agua
0,87
Raposa HM -0,61 -2,31 1,09 (0.94) 28,83%
Tipo de habitat 0,76 '
MA 1,37 -0,17 2,91
Tipo de ponto de Po’nto de 220 0.56 3.84 075
amostragem agua
1,36
Texugo HM -1,32 -3,18 0,55 (1.17) 44,61%
Tipo de habitat 0,59 1
MA 1,41 -0,20 3,02

MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos; Coef. — Coeficientes estimados;
IC — Intervalos de Confianga; SPV — Soma do peso das variaveis; VEA — Variancia do efeito aleatério; DP — Desvio-padrao;
eR? — Estimativa da variancia explicada pelo modelo médio
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3.3 — Quantificacao das Interacdes Diretas

Foram identificadas 15 interacdes diretas interespecificas entre as espécies-alvo
( ). Contudo, unicamente trés ocorreram entre o gado bovino e espécies
selvagens: sacarrabos, veado e raposa ( ). Todas as interagdes
diretas foram registadas em pontos de agua. Relativamente ao tipo de habitat, apenas
a interacdo entre o gado bovino e o veado se sucedeu no HM, enquanto as restantes
deram-se no MA. O veado e a raposa foram os mamiferos envolvidos em mais
interacBes diretas (ambas com 10 eventos de interacdes diretas com outras espécies)
€ que interagiram com mais espécies (com quatro e trés espécies diferentes,

respetivamente) ( ).

O gado bovino manifestou uma atividade maioritariamente diurna, registando
trés picos de atividade entre as 7h-9h, 12h-15h e 17h-19h ( ). O sacarrabos
exibiu um padrao de atividade dominantemente diurno, com um pico de atividade entre
as 13h e as 16h ( ). Por sua vez, o veado revelou maior atividade a partir das
20h até as 9h, demonstrando alguma atividade diurna, enquanto a raposa esteve ativa
preeminentemente das 21h até as 7h ( ). A andlise da sobreposicdo
temporal dos padrdes de atividade demonstrou que o sacarrabos apresentou maior
sobreposi¢cdo com o periodo de atividade do gado bovino (coeficiente de sobreposigcéo
temporal = 77,19%), enquanto o veado e a raposa obtiveram valores de sobreposigéao
mais baixos (35,00% e 13,66%, respetivamente) ( ).

Tabela 2 — Namero de interagdes diretas interespecificas descritas por par de espécies, tipo de ponto de
amostragem e tipo de habitat.

— = . .
Par de espécies N° de interacdes Tipo de ponto Tipo de

diretas de amostragem habitat
Gado bovino — Veado 1 Ponto de agua HM
qug bovino Gado bovino — Raposa 1 Ponto de agua MA
Espécie selvagem
Gado bovino — Sacarrabos 1 Ponto de 4gua MA
Veado — Javali 1 Ponto de agua MA
. Veado — Texugo 2 Ponto de 4gua MA
Espécie selvagem —
Espécie selvagem .
Raposa — Texugo 3 Ponto de agua MA
Raposa — Veado 6 Ponto de 4gua MA
Total 15

HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos
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Figura 8 — Registo de interacdo direta entre o gado bovino e o sacarrabos. Na imagem,
destacado a vermelho, encontra-se circulado um bovino. A sua presenga foi identificada com

base nas observacdes anteriores e posteriores da sequéncia de imagens.

Figura 9 — Registo de interagdo direta entre o gado bovino e o veado.
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Figura 10 — Registo de interagao direta entre o gado bovino e a raposa.
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Figura 11 - Perfil de atividade diaria do gado bovino e do sacarrabos

na Herdade da Coitadinha durante o periodo de estudo. Estimativa do
coeficiente de sobreposicdo temporal de atividade = 77,19%.
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Figura 12 — Perfil de atividade diaria do gado bovino e do veado na

Herdade da Coitadinha durante o periodo de estudo. Estimativa do
coeficiente de sobreposicdo temporal de atividade = 35,00%.
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Figura 13 — Perfil de atividade diaria do gado bovino e da raposa na
Herdade da Coitadinha durante o periodo de estudo. Estimativa do
coeficiente de sobreposi¢éo temporal de atividade = 13,66%.
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3.4 — Quantificacao das Interacdes Indiretas

Foram obtidas 666 interacdes indiretas entre o gado bovino e as espécies
selvagens com maior numero de VI's — javali, veado, raposa, texugo e sacarrabos
( ). No caso das interac6es entre 0 gado bovino e as espécies
selvagens analisadas, verificou-se que as interacdes indiretas foram, em média, 222

vezes mais frequentes do que as interacdes diretas.

O par de espécies que registou um maior numero de interac@es indiretas foi o
gado bovino-raposa (n=208; 31,23%), acompanhado do gado bovino-veado (n=193;
28,98%) ( ). O gado bovino-javali foi o terceiro par de espécies com mais
interacdes indiretas (n=120; 18,02%) e para o qual se registaram interacées em todos
0s pontos de amostragem passiveis de ocorrerem ( ). A menor
frequéncia de interacdes indiretas observou-se para o0s pares de espécies
gado bovino-texugo (n=83; 12,46%) e gado bovino-sacarrabos (n=62; 9,31%)
( ):

Relativamente a distribuicdo espacial das interacdes indiretas pela area de
estudo, uma vez que nos pontos de amostragem C3 e C4 nao foi constatada a presenca
do gado bovino, ndo houve interagdes indiretas entre esta espécie e as restantes (

). Por sua vez, nos pontos de amostragem A4, A5, A6 e C2, todos localizados na zona
centro-norte da propriedade, foram verificadas interacdes indiretas dos cinco pares de
espécies designados para andlise, tendo-se obtido as frequéncias mais elevadas de
interagBes indiretas nos pontos A6 (n=238), A4 (n=191) e C2 (n=81) ( ).
Contrariamente, nos pontos C1 (n=16), A5 (n=10), Al (n=9) e C5 (n=4) obteve-se um

total de interac¢des indiretas mais reduzido.
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Tabela 3 — Niumero de interagdes indiretas interespecificas descritas por par de espécies, tipo de ponto de
amostragem e tipo de habitat. Indicagdo dos tipos de hospedeiros pertencentes a cada par de espécies com o gado
bovino.

N° de interagdes indiretas

Tipo de Par de Tipo de ponto de amostragem  Tipo de habitat Total
hospedeiro especies Ponto d Ponto d
onto de onto de ME HM MA
agua controlo
Gado bovino 84 36 16 46 58 120
— Javali
Reservatério
Gado bovino 162 31 32 56 105 193
—Veado
GadF? bovino 188 20 28 14 166 208
— Raposa
Suscetive]  >ado bovino 77 6 2 5 76 83
— Texugo
Gado bovino
— Sacarrabos 2 £ g € ek ee
Total 565 101 101 124 464 666

MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos
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E Espanha Tipo de ponto de amostragem  Tipo de habitat  N° de interagdes indiretas

[ Portugal Continental QO Pontode sgua (A) w MF Gado bovino - Javali
[ Herdade da Coitadinha A Ponto de alimentagéo (B) AV HM Gado bovino - Veado
D Ponto de controlo (C) i MA Gado bovino - Raposa

Gado bovino - Sacarrabos

Gado bovino - Texugo

Figura 14 — Distribuicdo espacial das interagcfes indiretas na area de estudo relativamente aos pares de espécies
(gado bovino-javali, gado bovino-veado, gado bovino-raposa, gado bovino-texugo e gado bovino-sacarrabos) pelos pontos
de amostragem.

(MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos)
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3.5 — Modelacao das Interacdes Indiretas

O GLMM médio obtido ( ) e aplicado aos dados dos cinco pares de
espécies selecionados ( ) previu que as interagBes indiretas foram mais

abundantes nos pontos de agua (coef = 2,30 [0,25 — 4,35 IC95%)]) e, ao nivel do tipo de

hospedeiro, mais abundantes para 0s hospedeiros reservatorio
(hospedeiros suscetiveis: coef = - 0,29 [- 0,44 — - 0,13 IC95%)]) ( ). N&o foram
reveladas diferencas estatisticas ao comparar os diferentes tipos de habitat. Este
modelo encontra-se bem ajustado aos dados ( ) e explica, aproximadamente,
45,58% da variabilidade dos mesmos ( ).

Tabela 4 — Resultados do modelo médio obtido aplicado a taxa de interagdes indiretas dos cinco
pares de espécies selecionados (gado bovino-javali, gado bovino-veado, gado bovino-raposa,
gado bovino-texugo e gado bovino-sacarrabos).

Para cada variavel explicativa, a tabela apresenta as respetivas categorias, coeficientes estimados (Coef.)
e intervalos de confiancga (IC) a 95% obtidos. As categorias de referéncias para as variaveis “Tipo de ponto
de amostragem”, “Tipo de habitat” e “Tipo de hospedeiro” foram, respetivamente, o “Ponto de controlo”, a
“MF” e “Reservatoério”. A significAncia encontra-se destacada a negrito. Indicacdo do peso das variaveis
explicativas nos modelos (SPV), da variancia explicada (VEA) e respetivo desvio-padrdo (DP) pelo efeito
aleatério e da estimativa da variancia explicada pelo modelo médio (eR?).

IC
v 1 e
P 9 25% 97,5%
Tipo de ponto de Po,nto de 2.30 0,25 4,35 1
amostragem agua
HM 2,07 -0,84 4,98
Tipo de habitat 0,3 (2i25€; 45,58%
MA 1,43 -1,26 411
Tipo de Suscetivel  -029  -0,44 -013 1
hospedeiro

MF — Montado Fechado com matos; HM — Habitat Misto; MA — Montado Aberto sem matos;
Coef. — Coeficientes estimados; IC — Intervalos de Confianga; SPV — Soma do peso das variaveis;
VEA - Variancia do efeito aleatério; DP — Desvio-padrédo; eR? — Estimativa da variancia explicada pelo
modelo médio
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4 — DISCUSSAO

A realizacdo deste estudo permitiu caracterizar a comunidade de ungulados e
carnivoros selvagens da Herdade da Coitadinha, localizada numa regido hotspot de TB
em Portugal. Complementarmente, possibilitou a descricdo e comparacao dos padrées
espacio-temporais de visitas de diferentes espécies suscetiveis a TB e a quantificacdo
de interacdes entre 0 gado bovino e espécies selvagens. Deste modo e uma vez que as
interacdes entre individuos sao dos principais fatores que podem conduzir a transmissao
de agentes patogénicos, foi possivel aumentar a compreensdo relativa a estes
processos, na perspetiva de percecionar o risco epidemiolégico na transmissédo de TB

numa comunidade multi-hospedeira.

Em fung&o dos objetivos definidos, os resultados obtidos mostraram que:

s

e (1) A comunidade de mamiferos selvagens €& dominada por espécies
ecologicamente generalistas e com comportamento noturno/crepuscular, com
destaque da raposa, do veado e do javali, dado o nimero elevado de visitas e a

sua distribuicdo generalizada pela area de estudo;

o (2) A frequéncia de visitas foi significativamente maior em pontos de agua para
0 gado bovino, o veado, o texugo e o javali, quando comparado com 0s pontos

de controlo;

e (3) As interacdes diretas entre o gado bovino e as espécies selvagens foram
raras, quando comparadas com as indiretas. As espécies selvagens mais
frequentemente envolvidas em interacdes indiretas foram a raposa, o veado e 0

javali;

e (4) Ao nivel da comunidade, a frequéncia de interacdes indiretas foi
significativamente maior em pontos de agua e quando o0s hospedeiros

reservatorio estavam envolvidos.

4.1 — Caracterizacado da comunidade

A comunidade alvo de mamiferos selvagens identificada ao longo do estudo foi
composta por um total de nove espécies: duas de ungulados (javali e veado) e sete de
carnivoros (doninha, fuinha, geneta, lontra, raposa, sacarrabos e texugo). Todas as
espécies mencionadas sdo nativas de ecossistemas mediterranicos europeus, a

excecdo da geneta e do sacarrabos, que s&o nativas de Africa e exéticas, naturalizadas,
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na Peninsula Ibérica (Gaubert, 2016). De todas as espécies observadas durante o
periodo de amostragem, ndo se encontra documentada na area de estudo a doninha
(Bencatel et al.,, 2019; Mathias et al., 2023). As espécies obtidas neste trabalho,
excluindo a doninha, representam cerca de 57% das espécies de ungulados e
carnivoros inicialmente descritas como ocorrentes na area de estudo
(Bencatel et al., 2019). A comunidade de mamiferos observada € consistente com a
descrita num estudo anterior realizado na mesma regido (Peixoto, 2015).
Complementarmente, assemelha-se a comunidades reportadas para areas com
caracteristicas climéticas, de habitat e de gestéo idénticas, como € o caso da Charneca
do Infantado, na Companhia das Lezirias (P. Gongalves et al., 2012; Alves et al., 2022),

e da Herdade da Ribeira Abaixo, em Grandola (Santos-Reis et al., 1999).

Neste sentido, a area de estudo sustenta uma comunidade diversa, dominada
por espécies generalistas no contexto mediterrédnico (Rosalino et al., 2005a, 2005c;
Carrasco-Garcia et al.,, 2016). Todas as espécies observadas sao consideradas
abundantes no territério continental portugués (a exce¢éo da doninha) e encontram-se
amplamente distribuidas pelo pais, estando todas classificadas como “Pouco
Preocupante” a nivel nacional (Mathias et al., 2023). A abundancia e a ampla
distribuicdo destas espécies podem estar associadas a plasticidade ecologica
especifica das mesmas, resultante da adaptacdo a sazonalidade e a imprevisibilidade
das condi¢cbes climéaticas mediterrénicas e, consequentemente, da disponibilidade
(quantidade e diversidade) de recursos alimentares e de habitat (Virgds et al., 1999;
Rosalino et al., 2005a; Verdade et al., 2011).

Relativamente aos ungulados, as espécies registadas vdo de encontro ao
esperado, em virtude dos elevados niveis de abundancia reconhecidos do javali e do
veado na regido de Moura-Barrancos (Vingada et al., 2010; Cunha et al., 2019b). No
que diz respeito aos mesocarnivoros, foram identificadas sete das 10 espécies que
ocorrem nas areas de montado da regido Sul de Portugal (Santos-Reis et al., 1999).
Esta diversidade pode ser justificada pela heterogeneidade da paisagem que se verifica
na area de estudo, favoravel a suportar altos niveis de biodiversidade. Verdade et al.
(2011) e Curveira-Santos et al. (2017) sugerem que paisagens heterogéneas, alteradas
e geridas pelo ser humano, como é o caso do montado, podem promover a abundancia
e a expansdo de mesocarnivoros generalistas, ao proporcionarem uma maior
disponibilidade de recursos troficos, assim como de diferentes condigdes de habitat.
Deste modo, surgem combinacdes particulares de recursos ecolédgicos favoraveis aos
requisitos de cada espécie, podendo, potencialmente, otimizar a coexisténcia entre

carnivoros (Rosenzweig, 1987; P. Pereira et al., 2012; Curveira-Santos et al., 2017).

36



Assim como neste trabalho, no qual a raposa foi a espécie mais frequentemente
identificada, o mesmo foi verificado em estudos anteriores, abrangentes de diferentes
ordens de mamiferos (Varela-Castro et al., 2021) e exclusivos da ordem Carnivora
(Grilo et al., 2016; Curveira-Santos et al., 2017, 2019). O veado e o javali foram as
espécies que registaram o0 segundo e o0 terceiro maior numero de visitas,
respetivamente. A maior frequéncia de observacdes destas trés espécies pode estar
relacionada com a maior abundancia das mesmas, refletindo a realidade a nivel
nacional, como resultado de uma expansao demogréfica e geogréfica (Apollonio et al.,
2010; Gortazar et al., 2012; Alves et al., 2022). Estas expansdes tém sido impulsionadas
por alteracdes no uso do solo, e pelo declinio e auséncia a longo prazo de predadores
de topo, nomeadamente, do lince-ibérico e do lobo-ibérico (Canis lupus signatus), bem
como por fatores intrinsecos destas trés espécies (e.g. potencial reprodutivo)
(Acevedo et al., 2011; Santos et al., 2012; Curveira-Santos et al., 2019). Para além
disso, no caso do javali e do veado, determinadas praticas de gestédo, como alimentacao
suplementar, reintroducdes, repovoamentos e translocacoes, inicialmente para fins de
conservacao e, atualmente, para fins cinegéticos, favorecem o aumento populacional e
de area de distribuicio de ambas as espécies (Apollonio et al., 2010;
Gortazar & Boadella, 2014).

4.2 — Descricao dos padrdes espacio-temporais:
4.2.1 - Visitas Independentes

No que diz respeito a taxa de visitas de cada espécie analisada, o estudo revelou
que o gado bovino, o veado, o texugo e o javali ocorreram mais frequentemente nos
pontos de agua em comparagcdo com 0s pontos de controlo. Trabalhos anteriores
mostraram padrdes semelhantes no que concerne ao uso de recursos hidricos por estas
espécies (Kukielka et al., 2013; Barasona et al., 2014a; Carrasco-Garcia et al., 2016;
Payne et al., 2017), bem como a funcdo desempenhada pelos respetivos pontos na
distribuicdo espacial de espécies (Barasona et al., 2014b; Curveira-Santos et al., 2017;
Triguero-Ocafia et al., 2019). A selecdo dos pontos de &gua pelas espécies
mencionadas pode refletir a necessidade vital deste tipo de recurso para hidratacdo e a
sua relevancia na termorregulacdo corporal, especialmente durante o periodo em que
decorreu o estudo, ou seja, na época seca (Carrasco-Garcia et al., 2016). Durante esta
época, para além da maior demanda, a disponibilidade de &gua é limitada, em virtude

da baixa precipitacdo e elevada taxa de evaporacdo (Tramblay et al., 2020). A
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importancia e a escassez de recursos hidricos tendem a promover uma maior frequéncia
de visitas, 0 que, por sua vez, aumenta a probabilidade de contaminacdo ambiental,
assim como potencia a agregacao intra e interespecifica nestes locais (Triguero-Ocafia
et al., 2019). Complementarmente, os resultados sugeriram valores mais elevados de
riqgueza especifica nos pontos de 4gua ao longo deste estudo, revelando a ocorréncia

de um grande nimero de espécies nesses locais.

Neste sentido, no Centro-Sul de Espanha, Vicente et al. (2007) relataram um
maior risco de detecao de lesbes compativeis com TB em espécies selvagens quando
estas se agregavam em pontos de &gua. Ademais, na mesma regido,
Barasona et al. (2017) descreveram uma associagao positiva entre a taxa de amostras
positivas para 0 CMT em pontos de 4gua com a ocorréncia de visitas a esses pontos de
individuos com sinais de caquexia, isto é, que apresentassem enfraquecimento geral
das suas fungdes vitais. Individuos visivelmente caquéticos podem corresponder a
individuos infetados com TB generalizada e num estado avancado da doenca, 0s quais
sdo capazes de contribuir desproporcionalmente mais para a excre¢cdo de agentes
patogénicos do CMT e, consequentemente, para a contaminacdo do meio envolvente e
de outros animais (A. C. Pereira et al., 2020). Este maior potencial de excreg¢édo €
importante, uma vez que a detecdo de M. bovis tem sido associada, ndo s6 ao namero
de excretores, como também a frequéncia de excrecdo por individuos infetados
(Courtenay et al., 2006).

Os modelos do gado bovino e do javali sugeriram uma influéncia do tipo de
habitat no numero de visitas. Primeiro, foi possivel identificar que o gado bovino visitou
com maior frequéncia o habitat misto, seguido do montado aberto (sem matos), o que
se pode dever a sua preferéncia alimentar por vegetacao herbacea (Schoenbaum et al.,
2017). As pastagens existentes tanto no montado aberto, como também, em menor
propor¢do, no habitat misto, s&o dominadas por vegetacdo herbacea. No entanto, os
padrées de forrageamento dos bovinos em regime extensivo sdo influenciados pela
disponibilidade e qualidade nutritiva da vegetacdo, sendo que na época seca, em
habitats mediterranicos, verifica-se uma diminuicdo de ambas no que diz respeito a
vegetagdo herbacea (Bugalho & Milne, 2003; Rivero et al., 2021). Perante este cenario,
estudos indicam que durante a época em questdo o gado bovino tende a aumentar o
seu consumo de vegetacao lenhosa (Brosh et al., 2006; Schoenbaum et al., 2017), a
qual pode estar mais acessivel e existir em maior quantidade nos habitats mistos. Para
além disso, este tipo de habitat apresenta zonas ensobradas, as quais sdo necessarias
para facilitar a termorregulagéo dos animais em condigdes de temperaturas quentes,

sendo que as temperaturas mais elevadas se registam na época seca.
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O modelo aplicado ao javali mostrou uma relacdo significativamente positiva
entre o nimero de visitas e o0 habitat misto, comparativamente com o montado fechado
(com matos). Apesar da plasticidade ecolégica do javali, que o permite colonizar
diversos ambientes, alguns estudos indicam uma preferéncia por areas florestais que
fornecam alimento e refugio, em oposicdo a habitats abertos (Acevedo et al., 2006;
Gonzalez-Crespo et al., 2018; Keuling et al., 2018). N&o obstante, Laguna et al. (2021)
referem que os javalis sdo normalmente cacados em areas florestais e mostram que a
pressédo cinegética pode ter uma influéncia na selecdo de habitat por esta espécie, ao
evitar zonas de bosque e selecionando zonas de matos. Deste modo, ao considerar que
0s javalis evitam areas abertas devido a reduzida oferta de abrigo e menor
disponibilidade de alimento, assim como areas fechadas em resposta a um potencial
risco de caca, é compreensivel que o habitat misto seja 0 mais visitado. Este habitat
apresenta uma combinacao de areas abertas e fechadas que se encontram proximas e,
como tal, pode oferecer um equilibrio mais favoravel entre a disponibilidade de recursos

e a protecao perante a pratica ativa de caga ao javali na area de estudo.

O maior nimero de visitas do gado bovino e do javali no habitat misto pode
também ser justificado pela presenca da espécie oposta nesse mesmo habitat.
Carrasco-Garcia et al. (2016) e Martinez-Guijosa et al. (2021) revelaram uma
associacao positiva entre a presenca destas duas espécies na regido Centro-Sul de
Espanha. Neste seguimento, tem vindo a ser sugerido que estas espécies nao se evitam
mutuamente e que até podem exercer algum tipo de atracdo sobre a outra
(Carrasco-Garcia et al., 2016). Um exemplo disso é a procura por parte do javali de
minhocas e outros invertebrados em locais onde bovinos defecaram previamente
(Baubet et al., 2003; Bueno & Jiménez, 2014). Assim, o habitat misto pode ser o principal
tipo de habitat que promove interacdes entre estas espécies, tanto no espago, como no

tempo.

Relativamente aos resultados alusivos ao javali, € importante observar que o
modelo nulo, ao ter integrado o modelo médio, foi incluido na analise, indicando que
outros fatores ndo capturados pelo modelo podem influenciar a ocorréncia de visitas
desta espécie. Esta observacdo € sustentada pelo baixo valor de estimativa do
coeficiente de determinacéo obtido, sugerindo uma explicac&o limitada da variabilidade
dos dados pelas variaveis independentes consideradas. Isto ressalta a complexidade
da relac&o entre os animais e 0 ambiente em que se inserem, e destaca a necessidade
de se considerar uma diversidade de variaveis na andlise para uma compreensao

abrangente dos padrBes de ocorréncia.
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4.2.2 — Interagdes Diretas

No que concerne as interacfes diretas interespecificas, estas foram pouco
comuns, tal como evidenciado em pesquisas anteriores e através de diferentes métodos
de amostragem, como armadilhagem fotogréfica (Kukielka et al., 2013; Carrasco-Garcia
et al., 2016; Barasona et al., 2017; Payne et al., 2017; Martinez-Guijosa et al., 2021),
dispositivos de registo de proximidade (proximity loggers) (Drewe et al., 2013), colares
GPS (GPS collars) (Barasona et al., 2014a; Triguero-Ocafia et al., 2019) e combinacdo
das duas tecnologias anteriores (Cowie et al., 2016). Apesar de reduzidas, todas as
interacBes diretas observadas foram documentadas em pontos de agua, ressaltando a
relevancia desses locais como potenciais pontos de encontro entre as espécies. Noutra
perspetiva, apenas trés das 15 interacdes diretas interespecificas obtidas neste estudo
corresponderam a interacdes entre o gado bovino e espécies selvagens. E possivel que
0 numero reduzido de interagbes gado bovino-espécies selvagens possa ter sido
influenciado: (1) pelo efeito negativo da presencga de bovinos na ocorréncia de algumas

espécies selvagens e (2) pela diferenca nos padrdes de atividade diarios.

Em referéncia a primeira hipotese, foi demonstrado que alguns carnivoros, como
o texugo (Drewe et al., 2013; Hipdlito et al., 2016a; Campbell et al., 2019), a raposa
(Curveira-Santos et al., 2017; Alexandre et al., 2020) e a fuinha (Teixeira et al., 2023)
tendem a evitar o gado bovino, restringindo os seus padrées ecoldgicos, de modo a
evitar a perturbacdo causada por este ultimo (Oberosler et al., 2017; Ferreira et al.,
2023). Esta perturbacéo pode ser direta ou pode estar ligada, por exemplo, a pressao
do pastoreio, uma vez que a pecudaria molda a estrutura e a composicdo da vegetacao
local. Consequentemente, os padrdes de provisdo de alimentos sofrem alteraces,
como é o caso da diminui¢cdo da abundancia e diversidade de micromamiferos, os quais
sdo importantes na determinacdo das preferéncias de habitat dos mesocarnivoros
(Mufoz et al., 2009; P. Goncalves et al., 2012; Curveira-Santos et al., 2017).

Similarmente, a presenca do gado bovino pode afetar negativamente a
ocorréncia de ungulados selvagens simpatricos, através da competicdo por recursos
partilhados (Latham, 1999), resultando em possiveis segregacfes espaciais e temporais
(Hibert et al., 2010; Zanni et al., 2021). A adocédo destas estratégias, ao evitar que as
diferentes espécies se encontrem, possibilita a reducdo de interac6es competitivas,
facilitando a coexisténcia. Estas adaptacdes foram observadas por alguns autores, em
gue ungulados selvagens ajustaram o0s seus padrdes espaciais (Barrett, 1982;
Hibert et al., 2010) e temporais (Kie et al., 1991) consoante a presenca, abundancia ou

atividade do gado bovino.
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Quanto a segunda hipétese, os padrbes de atividade diaria de cada espécie sao
dependentes de ritmos estabelecidos endogenamente, 0s quais sdo regulados por
relégios bioldgicos, assim como por estimulos abi6ticos e bibticos externos
(Kronfeld-Schor & Dayan, 2003; Zanni et al., 2021). De todas as espécies observadas
neste estudo, apenas o gado bovino e o sacarrabos sdo considerados espécies diurnas,
contrastando com as restantes, que demonstram uma preferéncia pelo periodo noturno
e crepuscular (Clavero et al., 2010; Monterroso et al., 2014a; Rossa et al., 2021,
Rosalino et al.,, 2022). Assim, tendo somente em conta a dimensdo temporal, a
probabilidade de encontro entre o gado bovino e todas as espécies, a excecdo do

sacarrabos, podera ser reduzida.

Para além dos fatores mencionados, outros aspetos podem também contribuir
para explicar as poucas interacdes diretas obtidas entre o gado bovino e as espécies
selvagens. Como exemplo, as diferentes preferéncias de habitat entre os bovinos e as
espécies selvagens podem levar a uma segregacdo espacial natural, reduzindo as
oportunidades de encontro. Por outro lado, distlrbios antropogénicos associados ao
gado bovino, tais como 0 aumento da presenca e ruido humano nas areas de pastagem
para a realizacao de atividades de maneio (e.g. alimenta¢do, movimentacao, transporte,
marcagao e vacinacdo dos animais) podem fazer com que as espécies selvagens se

afastem dos locais onde os bovinos se encontram (Oberosler et al., 2017).

Considerando as trés interacbes diretas que envolviam o gado bovino,
observou-se, primeiramente, que tanto o gado bovino quanto o sacarrabos
apresentaram um padrdo de atividade diurna e uma elevada sobreposi¢éo de atividade
entre si, resultados que estdo em conformidade com pesquisas anteriores
(Palomares & Delibes, 1991; Ferreiro-Arias et al., 2021). Para além dos habitos diurnos
reconhecidos e obtidos destas duas espécies, 0 sacarrabos foi observado mais vezes
no montado aberto, habitat este que esta estatisticamente associado as visitas de
bovinos, podendo, de certa forma, potenciar a ocorréncia de interacdes diretas, tendo

em conta as similaridades circadianas demonstradas.

Em contrapartida, o veado e a raposa exibiram uma preferéncia pelo periodo
noturno e crepuscular, com perfis de atividade semelhantes aos descritos na literatura
em sistemas mediterranicos (Carranza et al., 1991; Monterroso et al., 2014a). De acordo
com este estudo, foi durante os periodos crepusculares que ambas as espécies
revelaram niveis mais altos de sobreposicao temporal com o gado bovino, através das
tendéncias opostas de atividade. Estes resultados realgam que estes periodos podem

ter uma determinada importancia em eventuais interacfes diretas entre estas espécies.
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Por outro lado, tendo em conta os periodos de atividade idénticos, ndo é
surpreendente que a maioria das interacfes diretas registadas tenham ocorrido entre
espécies selvagens com habitos noturnos/crepusculares (Carranza et al., 1991,
Rosalino et al., 2005b; Monterroso et al., 2014a; Brivio et al., 2017). Estes resultados
evidenciam que, mesmo em menor escala, as interacbes diretas devem ser
eguacionadas aquando do estudo da transmissdo de TB em comunidades hospedeiras,
inclusive as interacdes interespecificas que nédo envolvam o gado bovino, tendo em
conta o papel que as espécies selvagens atualmente desempenham em termos
epidemioldgicos em alguns cenarios (Santos et al., 2020). E ainda importante mencionar
que o veado e a raposa se destacaram por participar em mais interacdes diretas e por
interagir com um maior nimero de espécies, 0 que pode indicar um possivel
envolvimento na transmissédo da TB para animais domésticos e selvagens na area de

estudo, bem como na conexao epidemiolégica entre espécies.

4.2.3 — Interacdes Indiretas

Como destacado em estudos anteriores, as interacdes indiretas interespecificas
entre o gado bovino e as espécies selvagens analisadas foram consideravelmente
superiores as diretas (Kukielka et al., 2013; Carrasco-Garcia et al., 2016; Cowie et al.,
2016; Payne et al., 2017; Triguero-Ocafia et al., 2019; Varela-Castro et al., 2021). Estes
resultados sugerem que, na interface fauna selvagem-pecuaria da area de estudo, as
interag@es indiretas poderdo ter um papel significativo na transmissdo e manutengéo da
TB. Contudo, ndo devem ser negligenciadas as possiveis consequéncias que as
interagBes diretas possam ter quando animais infetados estao envolvidos, uma vez que
este tipo de contacto implica uma exposi¢cdo maior a agentes patogénicos, assim como

uma maior eficiéncia na transmisséo (Gavier-Widén et al., 2012; Drewe et al., 2013).

As interacdes indiretas entre o gado bovino e o javali, 0 veado, a raposa, o texugo
e o0 sacarrabos, analisadas ao nivel da comunidade, mostraram-se significativamente
mais frequentes nos pontos de agua em relacao aos pontos de controlo. Este resultado
apoia a hipétese de que os pontos de agua desempenham um papel importante e
estruturador em contextos epidemioldgicos, ao potenciarem contactos espaciais e
espacio-temporais intra e interespecificos e, como tal, aumentando as oportunidades de

transmisséo e disseminac¢éo de doencas infeciosas em ambientes partilhados.

Estas observacdes vao de encontro as de outras pesquisas, as quais realcam

ainda um aumento de interacdes na época seca, particularmente em sistemas
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mediterranicos, relacionado com o desprovimento de recursos hidricos caracteristico da
época (Gavier-Widén et al., 2012; Kukielka et al., 2013; Gortazar & Boadella, 2014;
Carrasco-Garcia et al., 2016; Cowie et al., 2016; Payne et al., 2017; Triguero-Ocafia et
al., 2019). Isso ocorre devido a reduzida disponibilidade de locais com agua, que pode
forcar os individuos a visitarem os mesmos locais, aumentando as oportunidades de
transmisséo indireta (e direta). De facto, foi demostrado que, em propriedades de
criacdo de gado bovino em regime extensivo, a densidade de pontos de agua se
encontrava inversamente associada a detecdo de TB em bovinos (Cowie et al., 2014) e
animais selvagens (Barasona et al., 2014b). Por sua vez, Barasona et al. (2017)
apontaram uma relacdo negativa entre o tamanho dos pontos de agua e a presenca
ambiental do CMT, sendo que em pontos de agua menores, ha maior probabilidade de
contacto animal, bem como maior concentracdo de matéria organica na agua, o que
pode explicar a relacdo precedente (Barasona et al., 2017; A. C. Pereira et al., 2020).
Estas condi¢fes resultam em maiores niveis de contaminacao do ambiente e exposi¢ao

ao mesmo e, consequentemente, num maior risco de transmissao de TB.

Para além dos pontos de Adgua serem recursos atrativos para as diferentes
espécies e potenciarem interagdes indiretas, apresentam também condic¢des favoraveis
a sobrevivéncia ambiental do CMT (Barbier et al., 2017), principalmente as amostras de
lama de margens de charcos (Fine et al., 2011; Barasona et al., 2017). Deste modo, 0s
pontos de agua tornam-se um fator de risco a varios niveis. Todavia, é importante
mencionar que as condi¢des climaticas registadas na area de estudo durante a época
seca, apesar de levarem a um aumento da taxa de contaminacdo ambiental (caso o
agente patogénico esteja presente), levam também a uma menor taxa de sobrevivéncia
ambiental bacteriana, devido aos baixos teores de humidade, elevadas temperaturas e

altos niveis de radiagéo solar (A. C. Pereira et al., 2020).

Em termos de comunidade, a taxa de interagfes indiretas foi significativamente
maior para os pares de espécies entre o gado bovino e os hospedeiros reservatério
(javali e veado) do que para os hospedeiros suscetiveis (raposa, sacarrabos e texugo).
O numero consideravel de interacdes indiretas gado bovino-javali/veado esta em
concordancia com trabalhos prévios (Kukielka et al., 2013; Carrasco-Garcia et al., 2016).
Assim, este resultado enfatiza o papel epidemiolégico que as populacdes de javali e
veado podem ter na &rea de estudo, dado que para além de serem considerados os
hospedeiros responsaveis pela manutengdo da TB na Peninsula Ibérica
(Madeira et al.,, 2017; Santos et al., 2020), foram o0s que, enquanto grupo, mais

interagiram indiretamente com o gado bovino neste estudo.
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Varias investigacdes tém destacado as relacdes eco-epidemioldgicas entre o
gado bovino e o javali, algumas das quais demonstraram uma associa¢ao positiva entre
a variacado espacial na incidéncia de TB em bovinos e a prevaléncia da doenca em
javalis em cenérios ibéricos (Barasona et al., 2014a; LaHue et al., 2016). O javali tem
sido descrito como a espécie selvagem epidemiologicamente mais relevante no
contexto da TB na Europa, com maior énfase na Peninsula Ibérica (Naranjo et al., 2008;
Santos et al., 2009; Gortazar et al., 2012; Hardstaff et al., 2014; Triguero-Ocania et al.,
2019), e de acordo com Santos et al. (2022) é o principal hospedeiro de manutencédo da
TB na regido deste estudo. Esta espécie é considerada altamente suscetivel a infecdo
por M. bovis e M. caprae, o que faz com que a dose necessaria para que a infecao se
estabeleca possa ser baixa (Santos et al., 2018). Para além disso, determinados
comportamentos do javali, tais como fossar no solo a procura de alimento (rooting),
consumir carcacgas (scavenging) e revolver na lama ou na agua (wallowing), aumentam
a sua exposicao aos agentes patogénicos referidos e, consequentemente, a
probabilidade de contracdo de TB (Palmer, 2013; Carrasco-Garcia et al., 2018;
Santos et al., 2018b). Por outro lado, estes comportamentos podem contribuir também
para a contaminagdo ambiental das areas circundantes caso o javali esteja infetado,
criando, assim, oportunidades de transmissdo para outros individuos
(Cooper et al., 2010; Barasona et al., 2017; Payne et al., 2017).

Por sua vez, diversos estudos realizados em Portugal tém vindo a apontar que
a infecdo em javalis esta correlacionada com a presenga e elevada densidade de
veados (Santos et al., 2009, 2018; Vieira-Pinto et al., 2011), com Madeira et al. (2017)
sugerindo que o veado pode ser o hospedeiro responsavel por impulsionar a
transmissdo de TB ao javali. Deste modo, para além de ambas as espécies serem
consideradas hospedeiros reservatorio, as relacdes epidemiologicas entre si tém
consequéncias graves na manutencdo da doenca. No caso do veado, note-se ainda que
certas caracteristicas (e.g. a infecao nesta espécie poder durar anos e, quando infetado,
tende a apresentar lesGes mais abertas e purulentas, o que potencia a excre¢cdo de uma
grande quantidade de micobactérias infeciosas) fazem com que este hospedeiro seja
particularmente relevante na manutencao e transmissao da TB para outras espécies
suscetiveis (Cunha et al., 2012; Gavier-Widén et al., 2012; Gortazar et al., 2015a).
Ademais, a prevaléncia de TB em veados e a sua densidade foram identificadas como
fatores de risco para a ocorréncia da doenca em comunidades de mamiferos

multi-hospedeiras (Cunha et al., 2019a; Santos et al., 2022).

No que diz respeito aos hospedeiros suscetiveis considerados, as trés espécies

corresponderam a carnivoros e existem poucas informacfes disponiveis sobre a
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prevaléncia e potencial implicacdo destas espécies nas dindmicas da TB em Portugal
(Matos et al., 2014b; Pérez de Val et al.,, 2022). Na Peninsula Ibérica, a raposa é
considerada um hospedeiro de disseminacéao (spillover host) da TB, ou seja, € capaz de
manter a infecdo por um determinado periodo, mas requer a entrada regular de outra
fonte (Rhyan & Spraker, 2010; Gortazar et al., 2011). Tém sido cada vez mais 0s casos
reportados de raposas infetadas com M. bovis, com prevaléncias estimadas para
regides endémicas de TB no Reino Unido, Franca e Portugal equivalentes a 4,52%,
9,00% e 26,90%, respetivamente (Delahay et al.,, 2007; Matos et al., 2014b;
Richomme et al., 2020). Richomme et al. (2020) sugeriram ainda que, em areas onde a
transmisséo de TB se d& de forma ativa em sistema multi-hospedeiros, as raposas

tendem a estar envolvidas nesses processos.

A nivel ecoldgico, a raposa apresenta um comportamento alimentar oportunista,
cuja dieta inclui espécies suscetiveis a doenga, como o coelho-bravo e micromamiferos,
e ainda carcagas de ungulados (Cunha et al., 2011; Matos et al., 2014b). Acredita-se
gue o consumo dessas carcacas infetadas com TB seja a principal fonte de infecéo para
a raposa (Millan et al., 2008; Matos et al., 2014a). Alternativamente, as raposas ao
habitarem tocas de texugos abandonadas ou ocupadas em partes vazias, podem
adquirir a infecdo através do ambiente contaminado ou podem infetar os texugos e
outras espécies que se encontrem nestes sistemas subterraneos (Corner et al., 2011;
Michelet et al., 2018). Por sua vez, entende-se que a principal via de transmisséo de TB
pela raposa a outras espécies seja através de excrecdo fecal de M. bovis
(Delahay et al., 2007; Richomme et al., 2020), tendo ja sido observadas raposas a
defecar, e também a urinar, em comedouros artificiais, 0 que constitui um risco de
infecdo, principalmente para o gado bovino (Payne, 2014). No contexto do presente
estudo, a raposa foi a espécie que registou o0 maior nimero de interagdes indiretas com

0 gado bovino e, como tal, 0 seu contributo nas dindmicas da TB nédo deve ser descurado.

Quanto ao texugo, foi registado um menor numero de intera¢des indiretas com
0 gado bovino. Este resultado foi obtido num contexto ibérico mediterraneo, onde ha
escassa informacdo sobre a contribuicdo epidemiologica do texugo, apesar de se
suspeitar que esteja envolvido na manutencdo da TB (Santos et al., 2012, 2020;
Gortéazar & Boadella, 2014). No entanto, no Reino Unido e na Republica da Irlanda (onde
0s texugos sdo reconhecidos como reservatorios de TB) (Gortazar et al., 2012), e no
contexto ibérico atlantico, mais especificamente nas Astlrias (onde se sugere que 0s
texugos possam desempenhar um papel semelhante) (Acevedo et al., 2019), foram
registadas interagdes indiretas frequentes entre estas duas espécies, principalmente em

latrinas e tocas de texugos (Drewe et al., 2013; Varela-Castro et al., 2021). Isto pode
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estar relacionado com as maiores densidades populacionais do texugo nestas regides
(Balseiro et al.,, 2013; Vazquez et al.,, 2021), em contraste com 0s ecossistemas
mediterranicos, onde densidades mais baixas tém sido observadas (Rosalino et al.,

2004; Silva et al., 2021), o que pode limitar o seu envolvimento na epidemiologia da TB.

Na Espanha atlantica ja foram detetados os mesmos isolados de M. bovis no
gado bovino e texugo, o que confirma a transmissdo de TB entre estas espécies
(Acevedo et al., 2019; Vazquez et al., 2021). Para além disso, quando infetados, os
texugos tém alta capacidade de excre¢do de M. bovis e de disseminacdo da doenca
(Sobrino et al.,, 2008; Gavier-Widén et al., 2012). Complementarmente, algumas
particularidades ecolégicas e comportamentais dos texugos podem favorecer o risco de
contrac&o e transmiss&o de TB. E o caso: (1) das suas estruturas sociais, que permitem
contacto prolongado e repetido uns com os outros (Delahay et al.,, 2000); (2) da
longevidade dos individuos infetados (Corner et al., 2011); e (3) de se alimentarem de
besouros coproéfilos associados a fezes de bovinos, os quais sdo um dos principais
recursos alimentares do texugo na regido mediterranica, assim como de carcagas de
ungulados, o que facilita a interagdo com membros do CMT de ungulados infetados
(Martin-Atance et al., 2006; Hipdlito et al., 2016b; Silva et al., 2021).

Por fim, o sacarrabos foi a espécie analisada que menos interagiu indiretamente
com o gado bovino. Até ao momento deste estudo, tinham sido reportados poucos casos
de infecdo de M. bovis em Portugal (Matos et al., 2013, 2014b) e em Espanha
(Ferreras-Colino et al., 2023). Como tal, a participacdo desta espécie na epidemiologia
da TB na Peninsula Ibérica € pouco compreendida, carecendo de investigagdo. Porém,
na Africa do Sul ha sugestdes de que o mangusto-listrado (Mungos mungo) pode ser
exposto a M. bovis através do consumo de fezes, carcacas e restos de matadouro
contaminados (Bruns et al., 2017). Pesquisas adicionais sdo necessarias para confirmar

a fonte e rota de infecdo do sacarrabos no mundo e na Peninsula Ibérica.

Em suma, os resultados desta andlise destacaram a importancia dos pontos de
adgua, dos hospedeiros reservatorio e da raposa na promocao de interacdes indiretas
com o gado bovino, apontando para uma possivel contribuicdo significativa na
transmissdo da TB. Além disso, considerando as potenciais implicacdes
epidemioldgicas de cada espécie estudada, com base em atributos e comportamentos
recolhidos da literatura, é possivel entender a complexidade subjacente aos fatores que
podem influenciar a dindmica da doenca. Essa complexidade inclui também a relagéo

entre as diferentes espécies e com o ambiente em que se inserem.
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4.3 — Avaliacéo dos dados e perspetivas futuras

Embora o presente estudo tenha proporcionado resultados robustos e
confiaveis, contribuindo para a compreensdo de uma comunidade de mamiferos e das
suas interagbes no contexto da epidemiologia da TB, é importante destacar algumas
limitacbes e consideragbes para uma andlise mais integra e que possam ser
acomodadas em pesquisas futuras. Uma das limitacfes refere-se ao periodo limitado
de recolha de dados, o qual se focou exclusivamente numa época seca. Para uma
compreensdo mais completa das dinAmicas da TB, deve-se nao s6 incluir outras épocas
do ano, particularmente em ecossistemas sazonalmente varidveis, como também
investigar um conjunto de anos consecutivos. Deste modo, sera possivel capturar as
alteracbes sazonais e acompanhar as tendéncias a longo prazo dos padrbes
espacio-temporais das espécies e da relacdo entre estas. Por outro lado, uma érea de
estudo mais extensa poderia oferecer uma visdo mais abrangente e representativa das

interagdes entre os hospedeiros, e entre estes e o ambiente.

Neste seguimento, é importante notar que os resultados e interpretacdes deste
estudo ndo devem ser extrapolados para outras épocas do ano ou ecossistemas, uma
vez que cada contexto é unico, dinamico e influenciado por caracteristicas especificas.
Essas caracteristicas podem incluir a densidade populacional das espécies, a fase do
ciclo de vida (como a época de reprodugédo e de criagdo), bem como as relagdes
espécie-habitat, as quais dependem da variabilidade ambiental, fenologia das espécies
e pressdes humanas (como a caga, a criacdo de pecuaria e atividades de silvicultura).
Esses aspetos podem levar a altera¢cdes comportamentais e exercer influéncia sobre a
atividade espacio-temporal dos individuos. No futuro, a analise pode ser aprimorada
com a incluséo de outros preditores potencialmente relevantes no contexto da TB, tais
como: temporais (e.g. estagdo do ano e periodo do dia), ambientais (e.g. temperatura,
precipitacao, relevo, altitude e tipo de vegetagéo) e paisagisticos (e.g. distancia a corpos
de agua, distancia a manchas de floresta e outros pontos de agregacdo animal). Além
disso, seria interessante replicar este estudo em outras regides reconhecidas como
focos de TB, como é o caso de Idanha-a-Nova. Investigar esta doenca em diferentes
contextos geograficos e ambientais € fundamental para entender melhor a sua

distribuicdo e epidemiologia.

Adicionalmente, ao se definir as “intera¢des indiretas”, apenas se considerou a
época do ano aquando da estipulacdo da janela temporal critica para a sobrevivéncia
de M. bovis. Seria relevante incorporar outros fatores, como o tipo de substrato em que

as interagdes ocorrem, pois poderdo proporcionar condi¢des distintas que levam a

a7



manutencédo da viabilidade do CMT no ambiente. Apesar dos esfor¢cos de investigagédo
em curso, a quantificacéo rigorosa da sobrevivéncia ambiental de agentes patogénicos
permanece desafiadora, especialmente em escalas mais refinadas, como ao nivel local.
Desta forma, é crucial aprofundar o conhecimento sobre a sobrevivéncia ambiental de
micobactérias causadoras de TB, assim como de outros parametros que influenciam a
transmissao (e.g. contaminacdo e infeciosidade ambientais), a fim de obter estimativas

precisas e aplicaveis em diferentes contextos e estudos.

Por fim, este estudo refere-se exclusivamente as interacdes interespecificas
entre o gado bovino e as espécies selvagens. Como tal, ndo deve ser tomado como um
modelo de transmissdo, mas sim como uma indicacdo de potenciais oportunidades de
transmissao de M. bovis no espacgo, no tempo e por que espécies. Complementarmente,
revela-se crucial investigar ndo apenas as interagfes entre animais domésticos e
selvagens, mas também entre espécies selvagens, assim como a contribuicdo de cada
hospedeiro. Esta abordagem é fundamental devido ao reconhecimento crescente do

papel significativo dos hospedeiros selvagens na epidemiologia da TB.
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5 - CONCLUSAO

Este estudo contribuiu para a compreensédo de uma comunidade de mamiferos
potencialmente hospedeira de TB num contexto agroflorestal. Para a area de estudo e,
pelo menos, para a época seca, determinou-se que 0s pontos de 4gua desempenham
um papel proeminente na interface gado bovino-espécies selvagens, e que as
interacdes indiretas sdo o principal tipo de contacto que se estabelece nesta interface.
Desta forma, evidencia-se o potencial risco associado a contaminacdo do ambiente
partilhado. Adicionalmente, os hospedeiros reservatério (javali e veado) e a raposa
destacaram-se como as espécies mais relevantes nas dindmicas de interacfes neste
sistema multi-hospedeiro, devido aos seus padrdes espacio-temporais que potenciam
ou resultam em interagbes com o gado bovino, aumentando, assim, as oportunidades

de transmissdo de TB.

7

Diante dos resultados obtidos, € imperativo implementar medidas de gestdo
direcionadas aos pontos de agua, e aos hospedeiros reservatorio e raposa, que
previnam ou impossibilitem interagcbes com o gado bovino, nestes locais e envolvendo
estas espécies. No entanto, € fundamental ndo subestimar ou negligenciar outros
fatores de risco ainda desconhecidos ou pouco compreendidos, como outros tipos de
locais atrativos para as diferentes espécies, ou outros hospedeiros com possivel
envolvimento na transmissdo da TB. Neste sentido, reforca-se a necessidade de
investigacdo nas diversas areas da TB, adotando uma abordagem integrada que
englobe tanto a epidemiologia quanto a ecologia da doenga. Esta perspetiva visa
preencher as lacunas no conhecimento e orientar politicas de gestdo biosseguras,
eficazes e adequadas, que previnam a transmissao e manutencédo da TB. Concluindo,
acredita-se que o presente trabalho possa representar uma contribuicdo para o avango

do conhecimento sobre a doenga em Portugal.
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Anexos

Anexo A — Apresentacdo das espécies de ungulados e carnivoros relevantes ou potencialmente relevantes no contexto da TB documentadas na area de
estudo, segundo o Atlas de Mamiferos de Portugal (Bencatel et al., 2019). Indicacdo dos respetivos estatutos de conservagao. Designagao das espécies
que apresentam casos reportados de TB e das espécies reconhecidas como hospedeiros reservatério (R), até ao momento do presente estudo, na

Peninsula Ibérica.

O “Estatuto de Conservagdo IUCN” corresponde ao estatuto de conservagédo a nivel global, de acordo com a Lista Vermelha da Uni&o Internacional para a
Conservacao da Natureza (IUCN, 2024) enquanto o “Estatuto de Conservacao LVMPC” corresponde ao estatuto de conservacao a nivel nacional, de acordo com o

Livro Vermelho dos Mamiferos de Portugal Continental (Mathias et al., 2023).

Os estatutos de conservacao seguem a nomenclatura internacional da [IUCN: LC — Pouco Preocupante, NT — Quase Ameacado, VU — Vulneravel, EN — Em Perigo,

CT - Criticamente em Perigo, DD — Dados Insuficientes, NA — N&do Aplicavel.

Estatuto de

Espécie reconhecida como suscetivel a

Ordem Nome comum Nome cientifico Conservacéao TB na Peninsula Ibérica e referéncias de
IUCN LVMPC apoio
Corco Capreolus capreolus LC LC Sim (Gortazar & Boadella, 2014)
Gamo Dama dama LC NA Sim (Gortazar & Boadella, 2014)
Artiodactyla Veado Cervus elaphus LC LC Sim (R) (Vieira-Pinto et al., 2011)
Javali Sus scrofa LC LC Sim (R) (Santos et al., 2009)
Muflao Ovis aries NC NA Sim (Gortdzar & Boadella, 2014)
Fuinha Martes foina LC LC Sim (Matos et al., 2014)
Gato-bravo Felis silvestris LC EN Nao
Geneta Genetta genetta LC LC Sim (Matos et al., 2014)
Lince-ibérico Lynx pardinus EN EN Sim (Gortazar & Boadella, 2014)
Carnivora Lontra Lutra lutra NT LC Sim (Matos et al., 2014)
Raposa Vulpes vulpes LC LC Sim (Matos et al., 2014)
Sacarrabos Herpestes ichneumon LC LC Sim (Matos et al., 2013)
Texugo Meles meles LC LC Sim (Gortdzar & Boadella, 2014)
Toirdo Mustela putorius LC EN N&o
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Anexo B — Numero de VI's de cada espécie, assim como apresentagao da riqueza especifica das espécies selvagens
(Rig. Esp. Sp. Selv.), por ponto de amostragem. Os pontos de amostragem designados por “A(...)", “B(...)" e “C(...)"
identificam os diferentes tipos de pontos de amostragem, correspondendo a “Ponto de agua”, “Ponto de alimentagéo” e “Ponto
de controlo”, respetivamente.

N° de Visitas Independentes por ponto de amostragem

Espécies
Al A2 A3 A4 A5 A6 Bl Cl1 C2 C3 C4 C5 Total
Gado
bovino 211 177 157 129 74 532 976 97 98 0 0 13 2464
Javali 49 25 44 35 39 29 0 5 58 11 6 30 331
Veado 25 40 71 65 77 126 0 0 117 30 0 10 561
Doninha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Fuinha 0 0 8 6 18 4 3 25 9 1 0 79
Geneta 0 0 28 2 5 9 1 29 7 16 4 0 101
Lontra 0 0 1 0 6 2 0 0 0 0 0 0 9
Raposa 42 2 41 118 26 247 54 21 33 4 7 2 597
Sacarrabos 0 0 25 44 19 155 0 8 7 0 1 1 260
Texugo 45 0 15 139 40 13 6 2 7 3 1 0 271

Total 272 244 390 538 304 1117 1040 187 336 70 20 56 4674

Riqg. Esp.

Sp. Selv. 4 3 8 7 8 8 4 6 7 7 6 4

Anexo C — Numero de VI's de cada espécie por tipo de ponto de amostragem e tipo de habitat.

N° de Visitas Independentes

Espécies Tipo de ponto de amostragem Tipo de habitat
Pontode Pontode Pontode v v A Total
agua alimentacdo controlo

Sado 1280 976 208 157 288 2019 2464
Javali 221 0 110 61 113 157 331
Veado 404 0 157 101 167 293 561

Doninha 0 0 1 1 0 0 1

Fuinha 36 3 40 14 9 56 79
Geneta 44 1 56 48 7 46 101

Lontra 9 0 0 1 0 8 9
Raposa 476 54 67 52 37 508 597
Sacarrabos 243 0 17 26 8 226 260
Texugo 252 6 13 19 7 245 271
Total 2965 1040 669 480 636 3558 4674
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Anexo D — Proporgao de auséncia de VI's de cada
espécie selvagem, suscetivel a TB, numa determinada
semana e ponto de amostragem. S6 foram modeladas as
espécies em que se registou menos de 75% de auséncia
de VI's semanais por ponto de amostragem. A vermelho
encontram-se destacadas as espécies que nao
respeitaram o critério definido.

% de auséncia de VI's

Espécies por ponto de amostragem
por semana

Javali 52,53
Veado 54,21
Fuinha 82,49
Geneta 83,84
Lontra 97,31
Raposa 56,90
Sacarrabos 78,45
Texugo 73,40
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Anexo E — Apresentacao dos modelos integrantes com um AAIC<2 na construgdo do modelo médio para o gado bovino
e para as espécies selvagens analisadas. Indicagédo dos AIC e pesos de cada modelo.

Modelos
L integrantes Respetivas variaveis Peso dos
SETREEE do modelo independentes ac ALS modelos
meédio

Tipo de ponto de amostragem

Gado 1 + Tipo de habitat 3061,13 0 0,71
bovino

2 Tipo de ponto de amostragem 3062,89 1,76 0,29

Tipo de ponto de amostragem
. + Tipo de habitat UESE B A
Javali 2 Tipo de ponto de amostragem 768,49 0,16 0,40
3 1 (Modelo nulo) 770,14 1,81 0,17
1 Tipo de ponto de amostragem 1164,06 0 0,72

Veado Tipo de ponto de amostragem
2 + Tipo de habitat 1165,9 1,84 0.28
1 Tipo de habitat 919,47 0 0,47

Tipo de ponto de amostragem
Raposa 2 + Tipo de habitat 920,43 0,96 0,29
3 Tipo de ponto de amostragem 920,79 1,31 0,24
1 Tipo de ponto de amostragem 688,78 0 0,41

Tipo de ponto de amostragem
Texugo 2 + Tipo de habitat 689,14 0,35 0,34
3 Tipo de habitat 689,79 1 0,25
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Anexo F — Representacdo grafica da distribuicdo dos
residuos do modelo de aproximagao do modelo médio para
explicar a taxa de VI's do gado bovino:

glmer(taxa VI's ~ tipo de ponto de amostragem + tipo de habitat +
(1|ponto de amostragem), data= gado bovino, family="poisson",
offset=log(esforgco amostragem semanal))
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Anexo H — Representagdo grafica da distribuicdo dos
residuos do modelo de aproximagdo do modelo médio para
explicar a taxa de VI's do veado:

glmer(taxa VI's ~ tipo de ponto de amostragem + tipo de habitat +
(1|ponto de amostragem), data= veado, family="poisson",
offset=log(esfor¢co amostragem semanal))
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Anexo G — Representacdo gréafica da distribuicdo dos
residuos do modelo de aproximagédo do modelo médio para
explicar a taxa de VI's do javali:

glmer(taxa VI's ~ tipo de ponto de amostragem + tipo de habitat +
(1lponto de amostragem), data= javali, family="poisson",
offset=log(esforgo amostragem semanal))
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Anexo | - Representacdo grafica da distribuicdo dos

residuos do modelo de aproximagao do modelo médio para
explicar a taxa de VI's da raposa:

glmer(taxa VI's ~ tipo de ponto de amostragem + tipo de habitat +

(1|ponto de amostragem), data= raposa, family="poisson",
offset=log(esfor¢co amostragem semanal))
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Anexo J - Representacdo gréfica da distribuicdo dos
residuos do modelo de aproximagao do modelo médio para
explicar a taxa de VI's do texugo:

glmer(taxa VI's ~ tipo de ponto de amostragem + tipo de habitat +
(1|ponto de amostragem), data= texugo, family="poisson",
offset=log(esfor¢co amostragem semanal))
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Anexo K —Numero deinteragdes indiretas de cada par de espécies analisado por ponto de amostragem.
Os pontos de amostragem designados por “A(...)", “B(...)" e “C(...)” identificam os diferentes tipos de pontos
de amostragem, correspondendo a “Ponto de agua”, “Ponto de alimentacdo” e “Ponto de controlo”,

respetivamente.
N° de interac@es indiretas por ponto de amostragem
Par de
especies Al A2 A3 A4 A5 A6 Cl1 C2 C3 Total
Gado bovino— 4 12 16 21 3 29 2 33 1 120
Javali
Gado bovino — 0 25 32 37 1 67 0 28 3 193
Veado
Gado bovino — 3 2 28 57 2 96 8 12 0 208
Raposa
Gado bovino — 3 0 2 51 2 19 1 5 0 83
Texugo
Gado bovino — 0 0 25 2 27 5 3 0 62
Sacarrabos
Total 9 39 78 191 10 238 16 81 4 666

Anexo L — Apresentacdo dos modelos integrantes com um AAIC<2 na construcdo do modelo médio para o
conjunto de dados referente aos cinco pares de espécies selecionados (gado bovino-javali, gado bovino-
veado, gado bovino-raposa, gado bovino-texugo e gado bovino-sacarrabos), assim como os respetivos

AIC e pesos.
Modelos
integrantes Respetivas variaveis AIC AAIC Peso dos
do modelo independentes modelos
meédio
1 Tipo de_ponto de amostragem + 1334.6 0 0.54
Tipo de hospedeiro
Tipo de ponto de amostragem +
2 Tipo de habitat + 1336,3 1,73 0,29

Tipo de hospedeiro
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Anexo M - Representagdo grafica da distribuicdo dos
residuos do modelo de aproximagédo do modelo médio para
explicar a taxa de interagdes indiretas dos cinco pares de
espécies selecionados: gado bovino-javali, gado bovino-
veado, gado bovino-raposa, gado bovino-texugo e
gado bovino- sacarrabos:

glmer(taxa interagdes indiretas ~ tipo de ponto de amostragem + tipo
de habitat + tipo de hospedeiro + (1|ponto de amostragem), data=
cinco pares de espécies selecionados, family="poisson",
offset=log(esforgco amostragem mensal))

resid(., type = "pearson”)

fitted(.)
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