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Summary

Rabies is a viral zoonotic disease caused by Lyssavirus, with bats representing important natural reservoirs in Europe. Despite the
absence of endemic rabies in Portugal, surveillance of wild bat populations remains epidemiologically relevant. This study aimed to
characterize biometrically insectivorous bats admitted to wildlife rehabilitation centres in mainland Portugal and to contribute to
passive rabies surveillance. A total of 103 bat carcasses from six species were collected between 2016 and 2023 from three
rehabilitation centres. Body weight, body length and wing length were recorded and compared with reference values. Many
individuals presented reduced body weight, suggesting compromised body condition, while body and wing measurements were
generally within expected physiological ranges. Rabies screening by RT-PCR was performed on brain tissue from 20 individuals,
with all samples testing negative. These findings contribute to the biometric characterization of bats in Portugal and highlight the
importance of passive surveillance programmes for zoonotic diseases such as rabies.
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Resumo

A raiva € uma doenca viral zoondtica causada por virus do género Lyssavirus, sendo os morcegos importantes reservatorios
naturais na Europa. Apesar da auséncia de raiva endémica em Portugal, a vigilancia das populagdes de morcegos silvestres
continua a ser epidemiologicamente relevante. O presente estudo teve como objetivo caracterizar biometricamente morcegos
insetivoros admitidos em centros de recuperagao de fauna selvagem em Portugal Continental e contribuir para a vigilancia passiva
da raiva. Foram analisados 103 cadaveres pertencentes a seis espécies de morcegos, recolhidos entre 2016 e 2023 em ftrés
centros de recuperacgéo. Foram registados parametros biométricos, incluindo peso corporal, comprimento do corpo e comprimento
das asas, posteriormente comparados com valores de referéncia. Muitos individuos apresentaram pesos inferiores aos valores
fisioldégicos esperados, sugerindo condigédo corporal comprometida, enquanto as restantes medigdes biométricas se encontravam
geralmente dentro dos intervalos descritos para cada espécie. A pesquisa do virus da raiva foi realizada por RT-PCR em tecido
encefalico de 20 individuos no INIAV, tendo todas as amostras apresentado resultados negativos. Os resultados obtidos
contribuem para a caracterizagdo biométrica de morcegos em Portugal e reforcam a importancia dos programas de vigilancia
passiva de doengas zoondticas, como a raiva.
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Introducao

frequentemente associados a exposigdo a animais

A raiva é uma doenga viral zoonética causada por virus do silvestres, nomeadamente morcegos, considerados

género Lyssavirus, caracterizada por uma encefalite aguda
progressiva que afeta o sistema nervoso central e que, apos
0 aparecimento dos sinais clinicos, & quase invariavelmente
fatal. (Maio, 2019) Apesar de se encontrar erradicada na
maioria dos paises da Unido Europeia, incluindo Portugal,
continuam a ser reportados casos esporadicos,

importantes reservatérios naturais do virus (Banyard, 2020;
DGAV, 2020).

Na Europa, varias espécies de morcegos tém sido
identificadas como hospedeiros de diferentes variantes de
Lyssavirus, desempenhando um papel relevante na
epidemiologia da doenga. A transmissdo ocorre
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principalmente por contacto direto, através de mordeduras
ou arranhdes, embora a exposi¢do a aerossois em colonias
densas também tenha sido descrita. Apesar do reduzido
numero de casos reportados em humanos, o risco potencial
associado a interagdo com morcegos justifica a manutengéo
de sistemas de vigilancia ativa, particularmente em espécies
com maior proximidade a ambientes antropizados (Maio,
2019).

Em Portugal, a vigilancia da raiva em fauna selvagem é
limitada, sendo a testagem maioritariamente realizada em
animais mortos ou suspeitos. Neste contexto, os centros de
recuperagédo de fauna selvagem assumem um papel
fundamental, ndo s6 na reabilitacdo de animais, mas
também como fonte de informagdo epidemioldgica
relevante. Para além da detegdo do virus, a andlise de
parametros biométricos e do estado geral dos individuos
permite avaliar condigbes de saude, fatores de risco e
possiveis causas de mortalidade (DGAV, 2020).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
presenga do virus da raiva em morcegos provenientes de
centros de recuperagdo em Portugal Continental,
recorrendo a técnicas de biologia molecular, bem como
caracterizar biometricamente os individuos analisados. Este
trabalho pretende contribuir para o conhecimento da
situagéo epidemioldgica da raiva em morcegos em Portugal
e para a monitorizagdo do estado de saude destas
populagdes.

Materiais e métodos

O estudo foi conduzido entre fevereiro e junho de 2023, tendo
sido analisados 103 cadaveres de morcegos recolhidos em
Portugal Continental entre 2016 e 2023, provenientes de
centros de recuperagao de fauna selvagem (CRASM - Centro
de Recuperacdo de Animais Selvagens de Montejunto,
CERAS - Centro de Estudos e Recuperagdo de Animais
Selvagens e RIAS - Centro de Recuperacgao e Investigagéo de
Animais Selvagens). Foram incluidos individuos de diferentes
espécies, idades e sexos, sendo excluidos os cadaveres em
avangado estado de decomposigdo ou com condigdes
inadequadas para analise. As necropsias foram realizadas em
ambiente controlado, numa camara de fluxo laminar,
garantindo condicdes de biosseguranga. Foi utilizado
equipamento de protegao individual (bata, luvas e mascara),
sendo empregue um novo par de luvas e lamina de bisturi para
cada individuo, de modo a evitar contaminagdes cruzadas.
Antes da necropsia, os cadaveres foram descongelados a
temperatura ambiente durante aproximadamente 10-15
minutos. Para cada espécime, procedeu-se a recolha de
dados biométricos, incluindo peso corporal (com balanga de
precisao), comprimento do corpo e comprimento da asa (com
régua graduada) (Figura 1). Foi ainda realizada a identificagao
da espécie e sexagem com base em caracteristicas
morfoldgicas externas.
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Paralelamente, foi avaliado o estado geral dos individuos,
nomeadamente condigdo corporal, presenca de lesdes,
fraturas ou alteragdes macroscopicas. Durante a necropsia,
foram recolhidos 6rgdos como figado, pulmdes e intestinos,
quando viaveis, para estudos complementares. A cabeca
completa de cada individuo foi separada e acondicionada para
analise virolégica. Todas as amostras foram devidamente
identificadas e armazenadas a -20 °C até processamento
laboratorial. A detecdo do virus da raiva foi realizada no
laboratério de virologia através de técnicas moleculares. Apos
seccgdo sagital das cabegas, foi recolhido tecido encefalico,
seguido de extragédo de acidos nucleicos e realizagdo de RT-
PCR, de acordo com procedimentos recomendados.

Figura 1 Medicao da asa de P.pipistrellus

Resultados
Identificagdo taxonémica e por sexo

Foram analisados 103 individuos pertencentes a seis
espécies de morcegos, provenientes de trés centros de
recuperagdo de fauna selvagem em Portugal (Tabela 1). A
espécie mais representada foi Pipistrellus pipistrellus
(Morcego-anao) seguida de Eptesicus serotinus (Morcego-
horteldo-escuro) e P. pygmaeus (Morcego-pigmeu). A
maioria dos individuos foi identificada quanto ao sexo, com
predominancia de machos, e distribuiu-se por diferentes
classes etarias, incluindo crias, juvenis, sub-adultos e
adultos.

Causas de admissiao nos centros de
recuperagao
As causas de admissdo dos morcegos nos centros de

recuperacgéao, registadas pelos respetivos centros de fauna
selvagem, encontram-se apresentadas na Figura 2.
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Tabela 1. Numero de individuos por espécie e sexo

Machos Fémeas Ind.? Total

Morcego-anéo
(Pipistrellus pipistrellus) 60 22 0 82
Morcego-hortel3o-escuro
(Eptesicus serotinus) S 4 0 9
Morcego-pigmeu
(Pipistrellus pygmaeus) 2 4 1 7
Morcego-de-peluche
(Miniopterus schreibersii) 2 1 0 3
Morcego-rabudo
(Tadarida teniotis) 0 1 0 1
Morcego-de-ferradura-pequeno

0 1 0 1

(Rhinolophus hipposideros)

1 Sexo indeterminado

Captura acidental
Debilidade
Desconhecida

Doenca

Predagao
B Queda de ninho/orfio

Trauma

Figura 2. Causas de admissdo dos morcegos
Caracterizacao biométrica

No que respeita aos dados biométricos, foram registados o
peso corporal, comprimento do corpo e comprimento das
asas (Tabela 2). De forma geral, os valores de comprimento
encontraram-se dentro dos intervalos descritos para cada
espécie. No entanto, observou-se que muitos individuos
apresentavam pesos inferiores aos valores fisiologicos de
referéncia, particularmente em P. pipistrellus. As médias e
desvios padrao foram calculados por espécie, sexo e classe
etaria, evidenciando variagbes consistentes com o
desenvolvimento dos individuos.

Resultados das necropsias

A avaliagdo macroscopica durante as necropsias revelou
que varios individuos apresentavam condigdo corporal
reduzida, bem como lesdes externas, incluindo fraturas e
danos nas membranas alares. A nivel interno, foram
observadas alteragbes como hemorragias toracicas e
abdominais, presencga de liquido livre e, em alguns casos,
rutura do diafragma.

Detecdao molecular de Lyssavirus
No ambito da analise molecular para detegao do virus da

raiva, foram testados 20 individuos através de RT-PCR em
amostras de tecido encefalico. Todos os exemplares
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analisados apresentaram resultados negativos, incluindo 19
individuos da espécie P. pipistrellus e um de P. pygmaeus.
Estes resultados n&o evidenciam a presenca do virus da
raiva nas amostras analisadas.

Tabela 2. Dados biométricos por espécie

Peso(g Corpo'(cm) Asa'(cm)

Espécie o ! )
P Media+DP Media+DP  Media+ DP
P. pipistrellus 82
d 47 255117 56120 6,2+231
Sexo
Q 35 258107 57=113 6,1=208
cha 22 183100 48103 42179
\dad juvenil 2 3010 6,4+ 014 7.7+09%
subadulto 1 218 6,5 82
adulto 34 350070 6,6+070 7.9+130
P. pygmaeus 7
d 2 480=0,66 6,1 6,5
Sexo
Q 4 344113 72114 7.7«040
subadulto 1 285 75 6,2
Idade
adulto 5 410=116 12117 7.5+«074
E. serotinus 9
d 4 20H =458 130=084 M7=186
Sexo
Q 5 2083 =51 145046 MB=12
idad subadulto 3 2081 603 129071 1M3=154
e
adulto 5 209 =423 142057 120=165
M. schreibersii 3
d 2 10,80 =051 107021 125127
Sexo
Q 1 9.9 10,5 122
|dade  adulto 3 10,50 =051 106=017 124 =092
T. teniotis 1
Sexo @ 1 22,98 125 138
R. hipposideros 1
Sexo @ 1 5% 6,0 8.0

" Comprimento do corpo e da asa (membro anterior)

Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo ndo evidenciaram a
presenga do virus da raiva nos morcegos analisados, uma vez
que todas as amostras testadas por RT-PCR apresentaram
resultado negativo. Este achado esta em consonancia com o
estatuto epidemiolégico de Portugal como pais indemne de
raiva, onde nao sao registados casos autéctones desde 1961.
No entanto, esta auséncia de detegdo ndo deve ser
interpretada como auséncia de risco, sobretudo considerando
que, na Europa, os morcegos constituem reservatérios
reconhecidos de diferentes variantes de Lyssavirus,
nomeadamente o European Bat Lyssavirus (EBLV) (Banyard,
2020). Assim, a vigilancia passiva, baseada na analise de
individuos mortos ou debilitados, continua a ser fundamental
para a detegdo precoce de eventuais introdugdes ou
circulagao viral.
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Importa salientar que apenas uma fragdo dos individuos
recolhidos foi efetivamente testada para a presenga do virus,
0 que limita a robustez das conclusées epidemiologicas. A
reduzida dimensdo amostral ao nivel da analise molecular,
aliada ao carater oportunista da recolha (centrada em animais
admitidos em centros de recuperagéo), pode introduzir viés de
selecdo, ndo sendo representativa da populagdo selvagem em
geral. Adicionalmente, a degradagcdo de algumas amostras
devido ao tempo de armazenamento ou as condigbes de
conservagao pode influenciar a qualidade do material
genético, afetando potencialmente a sensibilidade da técnica
de detecéo.

A distribuicdo das espécies analisadas revelou uma clara
predominancia de Pipistrellus pipistrellus, o que podera refletir
ndo s6 a sua elevada abundancia e ampla distribuicdo
geografica em Portugal, mas também a sua maior
proximidade a ambientes urbanos e periurbanos. Esta
proximidade aumenta a probabilidade de detegao por parte da
populagédo e subsequente encaminhamento para centros de
recuperagdo. Por outro lado, espécies como Miniopterus
schreibersii ou Rhinolophus hipposideros, com estatutos de
conservagcao mais sensiveis e habitos ecoldgicos mais
restritivos, encontram-se sub-representadas, o que pode
limitar a compreensao global da dindmica das populagdes de
morcegos em Portugal (Rainho, 2013).

Relativamente as causas de ingresso nos centros de
recuperagdo, a elevada propor¢do de casos classificados
como “desconhecidos” constitui uma limitagdo importante,
dificultando a identificacdo de fatores de risco especificos.
Ainda assim, a debilidade e o trauma surgem como causas
relevantes, sugerindo a influéncia de fatores ambientais e
antropicos (Razon, 2023). A debilidade, frequentemente
associada a desidratagdo e desnutrigdo, podera estar
relacionada com alteragdes na disponibilidade de alimento,
nomeadamente a diminuigdo de insetos (Delso, 2020),
consequéncia do uso de pesticidas e das alteragdes
climaticas. Por sua vez, os casos de trauma poderao resultar
de colisdes com infraestruturas humanas, como edificios,
veiculos e parques eolicos, bem como de predagéo por
animais domeésticos, como gatos (Birdlife, 2021).

Os dados biométricos obtidos reforgam esta interpretagéo,
evidenciando que muitos individuos apresentavam pesos
inferiores aos valores fisiolégicos de referéncia. Estes dados
sugerem que uma propor¢ao significativa dos morcegos
admitidos nos centros de recuperagao ja se encontrava num
estado comprometido antes da sua recolha. No entanto, é
importante considerar que fatores como o tempo decorrido até
a recolha, as condigbes de transporte e armazenamento,
nomeadamente a congelagdo prolongada, podem também
contribuir para a perda de massa corporal. Em contraste, os
comprimentos corporais e das asas apresentaram-se, de
forma geral, dentro dos intervalos esperados, indicando que
ndo existem alteragdes estruturais significativas e que as
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diferengas observadas ao nivel do peso sdo mais indicativas
de alteragdes fisiologicas do que morfoldgicas.

As observagbes macroscopicas realizadas durante as
necropsias, incluindo a presenca de lesdes traumaticas,
hemorragias internas e alteracdes nos 6rgéos, corroboram a
existéncia de multiplos fatores de stress e mortalidade nestas
populagées (ICNF, 2017). Estes dados evidenciam o papel
crucial dos centros de recuperagéo n&o apenas na reabilitagéo
de individuos, mas também como plataformas de recolha de
informacao cientifica relevante para a monitorizagdo da saude
das populagdes selvagens (Birdlife, 2021).

De um ponto de vista epidemioldgico, este estudo contribui
para o refor¢o do conhecimento sobre a auséncia aparente de
circulagcdo do virus da raiva em morcegos em Portugal. No
entanto, considerando a mobilidade destas espécies,
incluindo movimentos migratérios e a proximidade com
regidbes onde foram reportados casos de Lyssavirus,
como Espanha, é fundamental manter e reforcar os
sistemas de vigilancia. A implementagao de programas
de monitorizagdo mais abrangentes, incluindo
amostragem ativa e aumento do numero de individuos
testados, podera melhorar significativamente a capacidade de
detecao precoce.

Em concluséao, apesar de néo ter sido detetada a presenga do
virus da raiva, os resultados obtidos evidenciam a importancia
de uma abordagem integrada que combine vigilancia
viroldgica com avaliagéo do estado de saude dos individuos.
Esta abordagem é essencial para compreender melhor os
fatores que afetam as populagbes de morcegos e para
desenvolver estratégias eficazes de conservagdo e saude
publica.
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