UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

Prevaléncia de patdgenos relacionados a mastite bovina, identificados por

espectrometria de massas, em dipteros capturados no ambiente de ordenha

Amanda Bezerra Bertolini

BOTUCATU, SP
Abril, 2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

Prevaléncia de patdgenos relacionados a mastite bovina, identificados por

espectrometria de massas, em dipteros capturados no ambiente de ordenha

Amanda Bezerra Bertolini

Tese apresentada junto ao Programa de Pés-
graduacdo em Medicina Veterinaria para

obtencéo do titulo de Doutora.

Orientador: Prof. Associado Marcio Garcia
Ribeiro

BOTUCATU, SP
Abril, 2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Bertolini, Amanda Bezerra.

Prevaléncia de patdgenos relacionados a mastite bovina,
identificados por espectrometria de massas, em dipteros
capturados no ambiente de ordenha / Amanda Bezerra
Bertolini. - Botucatu, 2022

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia

Orientador: Prof. Associado Marcio Garcia

Ribeiro

Capes: 50502000

1. Mastite. 2. Espectrometria de massas por ionizacdo e
dessorcdo a laser assistida por matriz. 3. Microbiota. 4.
Dipteros. 5. Noxas.

Palavras-chave: Infec¢des mamdrias em vacas; MALDI-TOF MS;
Microbiota de moscas; Patdgenos ambientais e contagiosos.




Nome da autora: Amanda Bezerra Bertolini

Titulo: Prevaléncia de patdgenos relacionados a mastite bovina, identificados por
espectrometria de massas, em dipteros capturados no ambiente de ordenha

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Associado Méarcio Garcia Ribeiro

Presidente e Orientador

Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva
FMVZ - UNESP, Botucatu, SP

Prof. Ass. Dr. Juliano Goncalves Pereira

Membro Titular

Departamento de Producédo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva
FMVZ - UNESP, Botucatu, SP

Prof. Titular Helio Langoni

Membro Titular

Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva
FMVZ - UNESP, Botucatu, SP

Prof. Dr. Gabriel Augusto Marques Rossi

Membro Titular

Departamento Higiene e Inspecao de Produtos de Origem Animal
Universidade Vila Velha, ES

Dra. Maria Izabel Merino de Medeiros

Membro Titular

Departamento de Pesquisa

Unidade Regional de Pesquisa e Desenvolvimento
APTA/Bauru, SP

Data da defesa: 19 de abril de 2022.



Dedico esta tese aos meus pais Aromes José Bezerra e
Angeli Chagas Bezerra, que renunciaram de seus
sonhos para realizar os meus, que me ensinaram a

sonhar alto e sempre acreditaram no meu potencial.



Agradecimentos

Ao meu orientador, professor Marcio Garcia Ribeiro, por ter me aceitado como
orientada mesmo sabendo das minhas limitacdes de tempo e pela paciéncia e
dedicagdo em me ensinar.

A Patricia Thyssen, professora de entomologia da Unicamp e sua orientada Aline
Marrara pela recepcdo calorosa, treinamento e realizacdo da identificacdo dos
dipteros.

Ao técnico de laboratério Fernando José Paganini Listoni, por toda a ajuda e
ensinamento, sem duavidas, um profissional que faz toda diferenca na vida dos
alunos e pés-graduandos.

Ao meu marido Pedro Mady Bertolini pelo apoio e incentivo.

A todos os colegas de departamento, que sempre se mostraram dispostos a ajudar,
mesmo com as limitagdes do momento pandémicos em que vivemos.

A todos os professores e funcionarios do ensino publico, que mesmo com todas as
dificuldades da falta de recursos e investimentos na educacéo e na ciéncia, lutam

bravamente para manter a pesquisa e a qualidade do ensino superior.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Prevaléncia de micro-organismos de interesse em mastite, identificados
em dipteros capturados no ambiente de ordenha, diagnosticados por MALDI-
TOF MS* (2019-2020).. .uvveieeiiiieieesiiiiiieeeaaiieeeeessieeeeessnssneeeessssneeessasseeeeeannns 32

Tabela 2: Identificacdo entomoldgica de familias, géneros e/ou espécies de dipteros
capturados em ambiente de ordenha de vacas seguido dos micro-organismos
de interesse em mastite (2019-2020). .......ccoeiiiiiiiiiiiiire s 36

Tabela 3: Prevaléncia de familias de dipteros capturados em ambiente de ordenha
de vacas seguido dos micro-organismos de maior prevaléncia de interesse em

mastite correlacionados com as fazendas onde ocorreram as capturas (2019-



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Distribuigcdo de agentes de origem ambiental e contagiosa relacionados a
mastite bovina, e outros micro-organismos (miscelanea) isolados de dipteros

capturados no ambiente de ordenha de vacas (2019-2020)...........ccceeeeeennee. 34



SUMARIO

RESUIVIO ....ccoueiiinirnneenieeneeeeeeeseeessesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 11
ABSTRACT ... iiiiiiiiiiiiiiiiiiiisieisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 12
1. INTRODUGAO .....eeeeeiieienrittieeessressessesssesssesssesssessssssssssasssessesssesssesssesssesssesssesssessssssssssssssssssssesssanns 13
2. REVISAO DE LITERATURA .....c.uvteueeireeieeeseisseissseessesssesssesssesssesssesssesssessssssssssssssssesssesssesssesssesssesssesssssnnes 15
2.1 Caracteristicas gerais dOS AiPTEIOS .....ccuiiiiiiiieiieeceiee ettt e ee e e stee e s ste e e sae e e s bae e snaeeesnneeesnseeesnes 15

2 N A = T o 11 T [ ol T - =T ST PRt 16

D B o T o 11 1= T = Tol Y 1T = T USSR 16

R o o [T Y o] o F= Y= o Yo Y e =T U 16

2.1.4 Familia DroSOPhIlId@E......cccuueieiie ettt et e e e et e e e e te e e eata e e e baeeeenteeeenaeeesaeaens 17

2.1.5 FamMIilia SEPSIAAE ... .viieiie ettt ettt et e et e e et e e e ta e e e tb e e e e be e e eaae e e treeeenteeeenaeeeataeaans 17

S - T o 11 = T W o 11T - 1 PSSR 17

O A o T o 111 T3 o] [T - T S 17

2.1.8 Familia Calliphoridag .......cccuueeeiiie ettt e e e e et e e e te e e e ba e e ebaeeeeataeeeasaaessaeaens 17

2.1.9 Familia ChlOoropidag. ... .couei ittt sttt ettt s e st sat e e saeesateenbeeeaneeaee 18
2.1.10 Familia SArcoOPhagidae ........cccueeiciiiicee ettt e e et e et e e nee e e naeeens 18
2.1.11 Familia PIOPNITIAAE c....veiicieeeeeee ettt et et e et e e et e e eaa e e etaeeeeabeeeenaeeeenneeens 18

2.3 Dipteros COmMo VEtOres de PAtOZENOS. ....ccccuuiierriiirieeeiieeeeiteeseteeesreeeessteessaeeesseeeasseeessssesessseesssseeesnnes 18
2.5 Reflexos dos dipteros na Salde PUDBIICA........cocciiiiciiie ettt e et e e ere e e 21
2.2 Dipteros Nno ambiente de OrdeNNa..........coouiiieiii et e et e e e str e e e eare e e be e e e areeenes 22
2.4 Aspectos da etiologia, epidemiologia e controle da mastite bovina........ccccceviviiiiniiiiniiineee 23

3. OBJETIVOS ....uueuiiiiiiiiiiiiiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 25
KT8 R T | O PSP PTOPPOUPPTPN 25

R I A LY 1< 1 Tole LSRR USROSt 25
4.0 MATERIAL E IMIETODOS .....coouviiueiieiieeiseieseiessesssesssesssesssesssssssessssssssesssesssesssesssesssesssessssssssssssssssesssenns 25
4.1 COMISSTO A ELICA v.vvuveievereiiisieetetsiseete ettt ettt e sttt ss e et s st et s s et et et s st et et esssastetas s snantns 25
VA o 1 [olN] (o X [ s [o 1] 4 - | SRR 25
4.3 Caracteristicas das fazeNdas ........oceeriiirieiie et nans 26
4.4 Colheita e processamento das @MOSEIAS .......uiieiiieieieieiiee et e eetee e rtee e e treeeste e esareeessaeeesnseeesseeesseeeans 27
R o 1= oVt o Tor- o Xe [o e [{ o] {1 do LTRSS 27
4.6 CUltiVO DACLEIIOIOZICO . .eeeueeeiiieieeee ettt sttt s b e s re s b e st e e sneesaees 27
4.7 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry — MALDI-TOF MS........ 28
4.8 Estoque de iSOlados € dOS IPLEIOS ...iicuviieiiieeciieeceeeree e et e e stee e et e e e sate e e sareeessaeeesreeesaseeesnnseaans 29
4.9 ANAIISE ESTATISTICA. . eivieiuiieiiesit ettt s e et e st e e bt e st e e beesateebeesate e baesate e beesabeenbeesateebeeners 29

5. RESULTADOS ....cuuuiiiiiiiiiitnneiiiiiiiiieisseiiiiiiiiiesssssiiiiitiessssssiiiiittemssssssiiitttessssssiiiiittttssssssissstemmsssssssessn 29



5.1 1dentifiCagE0 dOS iPTEIOS. ...cccutiieeiiie et ettt e ettt e ettt e e et e e e ett e e eeaaeeesbeeeetaeesenseeesbesaesseeanns 29

5.2 Cultivo microbioldgico e identificagdo dos MiCro-0rganisSmos. ........coceevvierreeriieerienieenee et 30
5.3 Distribuigdo dos micro-organismos de interesse em mastite boving; ........ccccvevveeeeiiiecccee e 33
LT TN Y o o 1T - USSR PUPRTRNY 33

5.3.2 IVIISCRIANEA ..o evieeeiiee ettt ettt sttt e s sttt e s te e e s bt e e e s abe e e sabaeesabbeeensbeeesasaeesnbeeessteesnasaeesbaeeens 33

o T 001 01 - T=4 o 110 L3 PP P P PP OSPRPPPPTTPPRt 34

5.4 Relagdo entre dipteros e identificacdo microbiana com énfase em agentes de mastite bovina.......... 35
5.5 Prevaléncia de micro-organismos por fazenda..........cooueereeriieiienieeee et 38

6. DISCUSSA0 ..uuvvruennnnnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 38
7. CONCIUSA0....uuuueiisiiisisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49
8. REFERENCIAS™ ......coveueeteuentrsestesetssesessesessssessesessesessssessesessesessssessesassesessssssssssssssessssesesesessesesssnesesassenes 51

ANEXO 1: Prevaléncia, por fazenda, de micro-organismos identificados em dipteros capturados em

ambiente de ordenha de vacas, diagnosticados por espectrometria de massas®. .......ccccceeeeeiiiiiiiiiieeennnn. 63

Y2 1 L 66



BERTOLINI, A. B. Prevaléncia de patdégenos relacionados a mastite bovina,
identificados por espectrometria de massas, em dipteros capturados no
ambiente de ordenha. Botucatu, 2021. 95p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista - UNESP.

RESUMO

Séao conhecidas mais de 150 mil espécies de dipteros, que podem veicular cerca
de 200 micro-organismos patogénicos e mais de 65 doencgas para humanos e
animais, incluindo a mastite em animais domeésticos. A mastite bovina é a doenca
que acarreta maiores prejuizos econdémicos em animais destinados a producéo de
leite, cujos patdgenos sao tradicionalmente classificados em contagiosos e
ambientais. Apesar da complexidade de espécies e do potencial de transmisséo de
patdogenos, sdo escassos 0s estudos investigando bactérias relacionadas a
ocorréncia de mastite bovina em dipteros capturados no ambiente de ordenha,
tampouco utilizando métodos moleculares para a detec¢cdo dos micro-organismos.
Neste cenario, foram coletados 217 espécimes de insetos em nove diferentes
fazendas (24 amostras/fazenda) de manejo similar localizadas nos estados de
Minas Gerais e Sdo Paulo, Brasil. Os espécimes de dipteros foram submetidos a
identificacdo entomoldgica de familias e espécies. Foram identificadas 11 familias
de dipteros, com predominio da Muscidae (152/217=70%), seguida da Tachinidae
(23/217=10,6%). A totalidade dos espécimes de dipteros foi submetida ao cultivo
microbiolégico utilizando meios convencionais (agar sangue e MacConkey) e
seletivos (caldo EC e Onefarm SmartColor 2™) e os isolados foram identificados
por espectrometria de massas. A partir dos espécimes foram identificados 275
micro-organismos - isolados ou em associacdo. Considerando a classificacao
tradicional dos agentes de mastite bovina, foi identificado o predominio de isolados
de origem ambiental (166/275=60,4%) nos dipteros, com maior frequéncia de
Enterococcus spp. (70/275= 25,4%) e Escherichia coli (49/275= 17,8%) e menor
frequéncia de contagiosos (32/275=11,6%). Em 28% (77/275) dos isolados foram
detectados agentes nao tradicionais de mastite bovina (miscelanea), embora foram
identificados patdgenos relacionados a infec¢des/ intoxicacdes em humanos, como
Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophila e espécies de Acinetobacter. Na
familia Muscidae foram identificados 186 isolados, dos quais 66,1% (123/186)
ambientais, com predominio de Enterococcus spp. (47/186=25,3%) e Escherichia
coli (36/186=19,3%), enquanto na familia Tachinidae foram identificados 38
isolados identificados com maior frequéncia de miscelénea (20/38=52,6%); Infere-
se a elevada complexidade de micro-organismos que podem ser veiculados por
dipteros capturados no ambiente de ordenha de vacas, incluindo agentes de
mastite bovina principalmente de origem ambiental, bem como patégenos
associados a infeccbes e intoxicacdes alimentares de relevancia em saude
humana.

Palavras-chave: microbiota de moscas, MALDI-TOF MS, Infecgbes mamarias em
vacas, patdgenos ambientais e contagiosos.



BERTOLINI, A. B. Prevalence of pathogens related to bovine mastitis,
identified by mass spectrometry, in dipterans captured in the milking
environment. Botucatu, 2021. 95p, Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista -
UNESP.

ABSTRACT

More than 150,000 species of diptera are known, which can transmit about 200
pathogenic microorganisms and more than 65 diseases in humans and animals,
including mastitis in domestic animals. Bovine mastitis is the disease that causes
the greatest economic losses in animals intended for milk production, whose
pathogens are traditionally classified as “contagious” or “environmental”. Despite
the complexity of species and the potential for transmission of pathogens, studies
investigating bacteria related to the occurrence of bovine mastitis in dipterans
captured in the milking environment, are scarce, neither use molecular methods for
the detection of microorganisms. In this scenario, 217 flying insects specimens were
collected in nine different farms (24 samples/farm) of similar management located
in the states of Minas Gerais and Sao Paulo, Brazil. Diptera specimens were
submitted to entomological identification of families and species. Eleven families of
diptera were identified, with a predominance of Muscidae (152/217= 70%), followed
by Tachinidae (23/217=10,6%). All specimens of Diptera were subjected to
microbiological culture using conventional (blood agar and MacConkey) and
selective media (EC broth and Onefarm SmartColor 2™), and the isolates were
identified by mass spectrometry. From the specimens, 275 microorganisms were
identified - isolated or in association. Considering the traditional classification of
bovine mastitis agents, was observed a predominance of isolates from
environmental origin (166/275=60.4%) in Diptera, with a higher frequency of
Enterococcus spp. (70/275=25.4%) and Escherichia coli (49/275=17,8%) and lower
frequency of contagious (32/275=11.6%). In 28% (77/275) of the isolates, non-
traditional agents of bovine mastitis (miscellaneous) were detected, although
pathogens related to infections/intoxications in humans, such as Bacillus cereus,
Stenotrophomonas maltophila and Acinetobacter species were identified. In the
Muscidae family, 186 isolates were identified, of which 66.1% (123/186) were
environmental, with a predominance of Enterococcus spp. (47/186=25.3%) and
Escherichia coli (36/186=19,3%), while in the Tachinidae family 38 isolates were
identified, with the highest frequency of a miscellaneous of microorganisms
(20/38=52,6%). Here we observed complexity of microorganisms that can be
transmitted by Diptera captured in the dairy enviroment, including mastitis agents
from the environmental origin, as well as pathogens of relevance in human health,
from the related to infections and toxi-infections of food origin.

Keywords: fly microbiota, MALDI-TOF MS, mammary infections in cattle,
environmental and contagious pathogens.
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1. INTRODUCAO

Sao conhecidas mais de 153 mil espécies de dipteros em todo o mundo,
compreendidos em 10 mil géneros e 188 familias de moscas, mutucas e mosquitos,
das quais cerca de 8,7 mil estdo amplamente distribuidas em todo territério
brasileiro (BioSystematic Database of World Diptera- BDWD, 2021).

Os dipteros se caracterizam pela alta capacidade de voo, atingindo até 22
km de distancia a partir do ponto de origem. Esta peculiaridade, aliada a alta
prolificidade e acesso a ambientes contaminados por micro-organismos,
caracteriza os dipteros como potenciais veiculadores de mais de 200 patdgenos,
incluindo virus, bactérias, fungos, protozoarios e ovos de helmintos, associados a
mais de 65 doencas em humanos e animais (LEVINE e LEVINE, 1991; NAZNI et
al., 2005; CASTRO et al.,, 2008), incluindo enterite, dermatite, conjuntivite e
infeccbes mamarias (BRAVERMAN et al., 1999; FORSTER et al., 2009; ALMEIDA
et al., 2014).

Nas fazendas destinadas a criacdo de vacas leiteiras, o esterco eliminado
pelos animais constitui substrato adequado a proliferacédo de varias espécies de
dipteros. Em particular, as espécies Musca domestica e Stomoxys calcitrans sao
conhecidas por servirem como vetores de patdgenos bacterianos relacionados a
mastite bovina, nos quais predominam Escherichia coli e Staphylococcus spp.
(ALMEIDA et al., 2014; CASTRO et al., 2013, 2016).

A mastite bovina € a doenca que mais onera a criacdo de vacas destinadas
a producéo leiteira, em virtude da redugcdo na producdo e qualidade do leite e
derivados, descarte precoce e aumento na reposicdo de animais, e gastos com
medicamentos e honorarios veterinarios (GONCALVES et al., 2018).

Os agentes de mastite bovina sdo tradicionalmente subdivididos em
contagiosos e ambientais, com base na origem ou habitat dos micro-organismos e
vias de transmissdo. Os patégenos contagiosos sao transmitidos comumente entre
vacas no momento da ordenha, enquanto os ambientais sdo veiculados a partir do
ambiente contaminado, principalmente nas entre ordenhas (COBIRKA et al., 2020).

No entanto, mais recentemente, tem-se observado patdégenos de perfil misto, e.g.,
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Klebsiella pneumoniae e Streptococcus uberis, tradicionalmente de origem
ambiental, mas com comportamento contagioso nas infecces mamarias em vacas
(ZADOKS, 2013; CHENG et al., 2020). Os casos de mastite em animais sao
classificados também como clinicos e subclinicos. As infec¢des clinicas se
caracterizam por alteracdes no leite, sinais de inflamacao na glandula maméria e,
ocasionalmente, até sistémicas. Nas infec¢cdes subclinicas, ocorre somente a
reducdo na producdo, sem sinais visiveis de alteracdo no leite ou nos animais
(RUEGG, 2017).

Estudos que compararam rebanhos com e sem controle de dipteros
concluiram que houve reducado significativa da presenca de mastite clinica e
subclinica (por Staphylococcus spp.), e na redu¢éo da contagem células somaticas,
apos o controle populacional destes insetos, sugerindo que podem ser importantes
vetores de micro-organismos causadores de mastite (ARSENOPOULOS et al.,
2021).

Apesar da complexidade de espécies de dipteros (BDWD, 2021) e do
potencial de transmissao de patdgenos para os humanos e animais (NAZNI et al.,
2005; FORSTER et al., 2009; ALMEIDA et al., 2014), sdo escassos 0s estudos
investigando bactérias relacionadas a ocorréncia de mastite bovina em dipteros
capturados no ambiente de ordenha (CARDOZO et al., 2009; CASTRO et al.,
2016). Ainda, a maioria dos estudos envolvendo o diagndstico de micro-organismos
em dipteros, capturados no ambiente de ordenha de vacas, tém firmado o
diagnostico utilizando testes fenotipicos convencionais (ALMEIDA et al., 2014,
ALVES et al., 2018).

Neste cenario, o0 presente estudo investigou a presenca de micro-
organismos relacionados a mastite em vacas, de origem ambiental ou contagiosa,
em dipteros capturados no ambiente de ordenha, utilizando meios convencionais e
seletivos no isolamento microbiolégico, bem como o diagndstico em nivel de género

e espécies dos isolados com base na espectrometria de massas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais dos dipteros

Insetos da ordem Diptera pertencem ao filo Arthropoda e classe Insecta. Séo
conhecidas mais de 150 mil espécies pertencentes a mais de 160 familias,
representando de 10 a 15% de toda a biodiversidade mundial. Porém, acredita-se
gque este numero de espécies seja maior do que o conhecido até o momento
(CARVALHO et al., 2012). No Brasil, sdo conhecidas 8.700 espécies, numero
provavelmente subestimado, devido a elevada riqueza de biomas incluindo areas
inexploradas do pais, estimando-se que possa atingir 60.000 espécies (RAFAEL et
al. 2009).

No Brasil, devido a grande area geografica e riqueza linguistica, recebem
grande variedade de nomes populares, como moscas, mosquitos, mutucas,
pernilongos entre outros. Caracterizam-se por apresentarem um par de asas
funcionais e membranosas situadas no mesonoto, além de antenas, aparelho bucal
picador-sugador ou lambedor, cerdas nas fossetas antenais (denominadas
vibrissas). Apresentam metamorfose completa (holometabolos), passando pelas
fases de ovo, larva, pupa, imago e adulto (FORTES ELINOR, 2004).

Vérias espécies sao vetores ou transmissores de micro-organismos
relacionados a doencas nos humanos e animais. Dentre essas espécies destacam-
se Musca domestica, Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans, tanto pela
possibilidade de veiculacdo de patégenos, quanto pela irritacdo e perda de peso
que ocasionam aos bovinos devido ao habito hematéfago das duas ultimas
espécies (BRITO et al., 2008; RUTZ e GEDEN, 2010). No entanto, varias espécies
sdo consideradas benéficas, pois sdo polinizadoras, enquanto outras s&o
predadoras atuando no controle populacional de outras espécies de dipteros (NIHEI
et al., 2017).
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2.1.1 Familia Muscidae

A familia Muscidae possui 5155 espécies conhecidas, apresentando habitos
extremamente variados, incluindo espécies predadoras. Os adultos da maioria das
espécies alimentam-se de matéria animal ou vegetal em decomposicéo.
Apresentam alta capacidade de voo, atingindo até 22 km de distancia a partir do
ponto de origem. Musca domestica é a espécie mais conhecida por sua importancia
médica humana, veterinaria e forense (COURI, 1999; PEREZ e CARVALHO, 2016).
Para a medicina veterinaria merecem destaque Haematobia irritans e Stomoxys
calcitrans (Mosca do chifre e Mosca do estabulo, respectivamente) devido serem
as pragas hematdéfagas que mais acarretam prejuizos a pecuaria brasileira
(ESPINOZA et al., 2021; SOUZA et al., 2021).

2.1.2 Familia Tachinidae

A familia Tachinidae € uma das maiores familias de dipteros, com 9.622
espécies conhecidas e 1 .628 géneros conhecidos em todo o mundo. As larvas séo
endoparasitas de outros insetos e 0s adultos parasitas de herbivoros representando
consideravel interesse para o controle biolégico (STIREMAN et al., 2006; NIHEI et
al., 2017).

2.1.3 Familia Sphaeroceridae

Sphaeroceridae possui 1.555 espécies dispostas em 142 géneros descritos.
Os estéagios larvais da maioria das espécies desenvolvem-se em matéria organica
em decomposicdo. No estagio adulto sdo encontrados em grande ndmero em
associagcdo com excrementos de mamiferos domésticos. Desse modo sédo
conhecidos popularmente como "mosca-de-fezes" ou "mosca pequena-de-fezes"”
(ARMORIM et al., 2002; TEPEDINO et al, 2017).
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2.1.4 Familia Drosophilidae

Drosophilidae possui 3.944 espécies conhecidas no mundo. As larvas
alimentam-se de grande variedade de micro-organismos em secrec¢des de plantas,
fungos e matéria orgéanica vegetal, como frutas e cactos em decomposi¢cédo
(CARVALHO et al., 2012; MENDES et al., 2021).

2.1.5 Familia Sepsidae

Sepsidae sdo cosmopolitas, com 375 espécies descritas pertencentes a 38
géneros. Sdo frequentemente encontrados em fezes e matéria organica em
decomposicéo, incluindo carcacas e material vegetal decomposto (ARMORIM et
al., 2002).

2.1.6 Familia Ulidiidae

Ulidiidae possuem 671 espécies conhecidas. Sdo saprofaga e em menor

frequéncia fitdfagas, podendo ser prejudiciais as plantas (KAMENEVA., 2004).
2.1.7 Familia Syrphidae

Na familia Syrphidae sdo conhecidas 5.905 espécies. Encontradas
principalmente em flores, onde obtém néctar e pélen como alimento. Esta familia é
considerada uma das mais importantes polinizadoras entre os dipteros. Algumas
espécies sdo predadoras de pulgdes e larvas de borboletas e mariposas, enquanto
outras sao prejudiciais a culturas, destruindo bulbos e tubérculos de plantas
ornamentais (MARINONI et al., 2007).

2.1.8 Familia Calliphoridae

Na familia Calliphoridae s&o conhecidas 1.526 espécies e 108 géneros,
incluindo as moscas conhecidas popularmente como varejeiras. A maioria das
espécies é de importancia em humanos e animais, devido a associacdo com
doencas e lesbes de pele. As larvas proliferam em matéria organica em

decomposicdo ou podem causar miiases em humanos e animais. Os adultos
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veiculam patégenos de materiais em decomposicdo para o ambiente humano e
animal (CARVALHO e RIBEIRO, 2000; CARVALHO e MELLO- PATIU, 2008).

2.1.9 Familia Chloropidae

A familia Chloropidae possui 2.863 espécies pertencentes a 205 géneros. A
maioria € saprofaga ou fitéfaga, alimentando-se de grande variedade de plantas ou
em matéria organica vegetal em decomposicdo. Podem ser prejudiciais aos
humanos e animais, alimentando-se de secrec¢des de feridas ou cavidades naturais.

Certas espécies séo vetores de bactérias e virus. (NARTSHUK et al., 2020)
2.1.10 Familia Sarcophagidae

Na familia Sarcophagidae sé@o descritas 3.073 espécies compreendidas em
355 géneros. Possuem habito variado, pois sdo parasitas de insetos e outros
artropodes. Outras larvas sdo encontradas em matéria organica, e em animais em
decomposicdo, bem como fezes de humanos. Machos de Sarcophagidae
frequentemente séo encontrados em flores (CARVALHO e MELLO- PATIU, 2008).

2.1.11 Familia Piophilidae

Piophilidae possuem 82 espécies conhecidas e agrupadas em 19 géneros.
Sao conhecidas como mosca-do-queijo ou saltdo. As larvas alimentam-se de
cadaveres e materiais em decomposicdo (PAPAVERO e PIMENTEL, 2002).

2.3 Dipteros como vetores de patdégenos

Diversos dipteros tem potencial de veiculacdo de mais de 200 micro-
organismos patogénicos, que estdo associados a mais de 65 enfermidades em
humanos e animais (CASTRO et al., 2008). Podem transportar bactérias nas patas,
asas, pecas bucais e abdémen. Estima-se que, uma Unica mosca é capaz de
transportar mais de 32 milhdes de bactérias no seu corpo ou 200 oocistos de
Cryptosporidium parvum (JACQUES et al, 2017). Tal fato merece preocupacao pois

entre 1940 e 2000, as bactérias representaram cerca de 50% dos patdgenos
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envolvidos nas doencgas infecciosas emergentes, das quais 22,8% transmitidas por
insetos (JONES et al., 2008).

Os dipteros se alimentam pelo menos duas a trés vezes por dia. As fémeas
depositam ovos em material organico de qualquer origem animal ou vegetal, que
também se constituem em locais de reproducdo. A transmissdo ocorre quando a
mosca estabelece contato com pessoas, animais e alimentos, podendo veicular
patdgenos relacionados a infeccdes entéricas, oculares, cutaneas, parasitarias e
mamarias bacterianas. O contato geralmente é direto com superficies externas
contaminadas dos dipteros ou os micro-organismos se multiplicam no aparelho

digestorio e sao expelidos pelo regurgitamento e defecacdo (SARWAR, 2015).

Ha crescente interesse em estudos sobre a microbiota associada aos
dipteros, que tém demostrado que as bactérias que colonizam os dipteros sao
adquiridas principalmente durante a alimentacéo e reproducéo, devido a isso existe
uma variacao entre as diferentes familias de dipteros (JUNQUEIRA et al., 2017).
As caracteristicas ambientais dos criadouros explicam também diferentes padrdes
de bactérias entres as fases larval e adulta. Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,
Aeromonas spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Lysinibacillus fusiformis, Escherichia coli tém sido frequentemente identificadas na
microbiota de dipteros independentemente do local de captura (GUEGAN et al.,
2018).

Diferentes patégenos de importancia para satde humana e animal, ja foram
isolados em dipteros, incluindo; Salmonella spp., Yersinia enterocolitica,
Edwardsiella tarda, Shigella sonnei, Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Staphylococcus aureus (meticilina-resistentes), Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis (RAHUMA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2014; ALVES et al.,
2018).

Outros patdégenos de relevancia em saude humana descritos sédo: Shigella
dysenteriae, Vibrio cholerae, Bacillus anthracis, Campylobacter sp., Entamoeba
sp., Giardia sp., e Microsporum sp. Dipteros podem transportar ovos de grande
variedade de helmintos dos géneros Taenia, Ancylostoma, Dipylidium,
Diphyllobothrium, Trichuris e Ascaris (SARWAR, 2015).
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Espécies das familias Muscidae e Calliphoridae, geralmente sédo abundantes
proximos a criacdo de bovinos, devido ao habito de se alimentar e reproduzir em
matéria organica, foram associados como veiculadores de E. coli 0157:H7. Foram
observadas, tendéncia sazonal de infeccdo de animais e contaminacdo de
alimentos, posto que os dipteros possuem maior atividade durante os meses mais
quentes do ano (ALEGBELEYE at al., 2018).

Vérias evidencias se referem que os dipteros sdo veiculadores de micro-
organismos causadores de mastite em vacas. Em moscas da Familia Calliphoridae,
foram isolados E.coli 33,3% (9/27) e espécies de Staphylococcus spp. em 29,6%
(8/27). Ambas bactérias sao frequentemente encontradas em casos de mastites
clinicas e subclinicas em vacas respectivamente. No mesmo estudo foi observado
que a maioria das propriedades rurais possuiam criagdes e aves e suinos proximas
as salas de ordenha (ALMEIDA et al., 2014), fato que poderia favorecer a

proliferacéo de insetos.

Isolados de E. coli obtidos a partir de Stomoxys calcitrans e de quartos
mamarios bovinos foram submetidos a tipagem molecular, que revelou elevado
grau de polimorfismo genético, sugerindo que estes micro-organismos tém uma
origem néao clonal (CASTRO et al., 2016).

Estudos que compararam rebanhos com e sem controle de dipteros com
deltametrina concluiram que no grupo tratado houve reducgdo significativa da
presenca de mastite clinica e subclinica (por Staphylococcus spp.), € na reducdo
da contagem de células somaticas das vacas ap0s o controle populacional de
dipteros (ARSENOPOULOS et al., 2018). Em estudo similar com ovelhas leiteiras,
a aplicacao de deltametrina revelou diminuicdo de casos mastite provocadas por
Staphylococcus spp., além reducédo de células soméaticas e das concentracées de
cortisol sérico e creatina quinase. Os autores concluiram que o uso de deltametrina
favorece o controle das moscas, contribuindo para a reducao dos casos de mastite
e do bem-estar das ovelhas (ARSENOPOULOS et al., 2021).

ALVES et al. (2018) concluiram que dipteros muscéides capturados em sala
de ordenha podem contribuir para a disseminacdo de isolados de E. coli

multirresistentes aos antibiéticos para os animais.
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2.5 Reflexos dos dipteros na Saude Publica

Varios patogenos de origem bacteriana, viral, micotica e ovos de helmintos
podem ser veiculados por dipteros (JACQUES et al., 2017). Neste contexto, Moriya
et al. (1999), investigaram a origem de surto de infec¢des por E. coli do sorotipo
0157:H7 produtora de verotoxina (VTEC) em escola infantil da zona rural do Japéo.
Foi observado relagéo clonal entre isolados de E. coli obtidas de M. domestica
capturadas na regido e as obtidas de humanos. Ao constatarem que as moscas
eram provavelmente provenientes de uma fazenda préxima, sugeriram, pela
primeira vez, que a contaminagdo poderia ter ocorrido pelo contato das moscas
com os alimentos ingeridos pelas criancas.

Estudo envolvendo Stomoxys calcitrans (mosca do estabulo), encontrou
genes de produgéo de Shiga toxina em 13,63% (8/56) de E. coli isoladas a partir da
superficie externa desses dipteros coletados nas fazendas leiteiras, alertando para
o0 risco destes insetos na transmissao de bactérias patogénicas (CASTRO et al.,
2010).

Helicobacter pylori foi identificado em alta prevaléncia em dipteros das
familias Muscidae e Calliphoridae. Esta bactéria € conhecida por colonizar o
estbmago dos humanos e causar gastrite, Ulceras pépticas e aumento no risco de
adenocarcinoma gastrico. Posto que a transmisséao de H. pylori e a colonizacdo dos
humanos nado é totalmente compreendida sugere-se que as moscas domeésticas
podem servir como reservatério do agente (JUNQUEIRA et al., 2017).

Isolados de Salmonella sp. podem sobreviver por até quatro semanas em
dipteros da familia Muscidae, indicando que estes insetos podem contribuir na
disseminagédo do patogeno (MIAN et al., 2002).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerado problema
emergente de ambito mundial. Estudos revelaram que os dipteros também podem
ser importantes veiculadores de bactérias patogénicas multirresistentes aos
antimicrobianos. Foi identificada em dipteros a presenca de S. aureus resistentes
a colistina, E. coli resistentes a tetraciclina e colistina, além de isolados de
Salmonella spp. e Shigella spp. resistentes a penicilina e de Klebsiella sp.
resistentes a tetraciclina (MOHAMMED et al., 2016). Na Alemanha, Schaumburg et
al. (2016) investigaram a resisténcia aos antimicrobianos em bactérias obtidas de

areas rurais e urbanas da cidade de Mulnster e compararam aos isolados de
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humanos. Em virtude da elevada similaridade dos isolados, sugeriram provavel

transmisséo de bactérias multirresistentes dos dipteros para os humanos.
2.2 Dipteros no ambiente de ordenha

Ambientes rurais e urbanos, possibilitam o desenvolvimento de dipteros
devido a grande quantidade disponivel de matéria orgéanica e outros substratos que
podem ser utilizados como alimentos. Estrume, matéria organica, secrecdes e
sangue de animais sao as principais fontes de alimento para larvas e insetos
adultos. Os dipteros também tém a capacidade de proliferagdo em ambientes
modificados pelos humanos denominados de sinantropia (CARVALHO et al., 2012;
ALVES et al., 2018).

O estrume produzido pelo animais € considerado fonte rentavel de nutrientes
para outras atividades agricolas produzidas nas fazendas, mas podem servir de
atrativo de dipteros, que carream grande quantidade de micro-organismos
patogénicos relevantes para humanos e animais, incluindo: E. coli O157: H7,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Rotavirus,
Coronavirus bovino, Cryptosporidium parvum e Giardia sp. foram isolados a partir
de estrume né&o tratado (ALEGBELEYE et al., 2018).

A irritacdo provocada pelas picadas dos dipteros geralmente interrompe a
alimentacdo normal dos animais e estimula reflexos e comportamentos defensivos
(Jogar a cabeca, contorcer a pele e a cauda e relutancia em pastar). Essa condi¢cao
estressante, pode reduzir a producdo de carne e leite. Algumas espécies como
Haematobia irritans, Hydrotaea irritans, Stomoxys calcitrans e Musca domestica
podem causar também irritacdes e lesdes na pele, principalmente no Ubere e nos
orgaos genitais. Outras espécies de dipteros, como Wohlfahrtia magnifica, Phormia
regina e Lucilia cuprina depositam ovos ou larvas em feridas ativas, causando
miiase (ARSENOPOULOS et al., 2021).

Devido ao ambiente propicio nas propriedades rurais para a proliferacédo de
dipteros, recomenda-se a¢cdes como: evitar depdsito de lixo, entulho, esgoto e focos
de agua parada. Ainda se faz necessario o tratamento dos dejetos, higienizacao e
desinfeccdo da sala de ordenha e outras dependéncias dos animais e colocacéo

de iscas fisicas e quimicas para o controle de pragas (BITTENCOURT., 2012).
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2.4 Aspectos da etiologia, epidemiologia e controle da mastite bovina.

Véarios autores tem mencionado que dipteros sao potencialmente
veiculadores de micro-organismos causadores de mastite em vacas (ALMEIDA et
al., 2014, CASTRO et al., 2016, ARSENOPOULOS et al., 2018). A mastite bovina
é conhecida como doenca de etiologia multipla principalmente de origem
bacteriana. Caracteriza-se por alteracdes fisico-quimicas e organolépticas no leite,
e patolégicas no Ubere (JAMALI et al., 2018). E a infeccdo mais frequente dos
animais destinados a producéo de leite e que mais onera a pecuéaria leiteira, devido
a reducédo na producao e qualidade do leite, descarte precoce de animais, aumento
da reposicdo de fémeas e gastos no tratamento e honorarios veterinarios
(GONCALVES et al., 2018). Ainda, varios patégenos de mastite possuem potencial
zoonotico e podem causar infec¢des e intoxicagdes apos o consumo do leite e
derivados, denotando reflexos diretos em saude Unica (ZOUHAROVA e RYSANEK,
2008; VIRPARI et al., 2013).

Convencionalmente, a mastite pode ser classificada como clinica e
subclinica. Os casos clinicos se caracterizam por sinais de inflamagé&o na glandula
mamaria, alteracdes no leite e, ocasionalmente, até sistémicas nos animais, bem
como mudancas na celularidade, composicéo fisico-quimica e microbiolégica do
leite. Em contraste, nas infec¢cdes subclinicas é possivel notar a reducdo na
producdo, além das alteracbes supracitadas na celularidade, composi¢éo fisico-
quimica e microbiolégica do leite (RUEGG., 2017).

A mastite € causada majoritariamente por agentes de origem bacteriana,
embora também pode ser provocada por fungos, leveduras e algas. Os patégenos
bacterianos que causam mastite sao tradicionalmente classificados como
contagiosos ou ambientais, com base no habitat dos agentes e vias de transmisséao.
As bactérias contagiosas causam predominantemente mastite subclinicas, sao
transmitidas principalmente entre vacas, e a glandula mamaria consiste no
reservatoério destes patdgenos. Em contraste, agentes de origem ambiental causam
principalmente mastite clinica, sao veiculados para a glandula mamaria a partir do
solo, barro, fezes e camas dos animais (COBIRKA et al., 2020). Apesar da
importancia epidemioldgica e nas acdes de controle/profilaxia baseada nesta

classificacdo, estudos recentes baseados em técnicas de biologia molecular, tém
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observado patégenos de perfil misto ou intermediario, como Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus uberis e Streptococcus agalactiae (MUNOZ et al., 2007; KLAAS e
ZADOCKS., 2018), fato que pode dificultar o controle destes patdégenos.

Os principais agentes causadores de mastite contagiosa sdo espécies de
estafilococos, Streptococcus agalactiae, corinebactérias e Mycoplasma spp. Estes
micro-organismos sao bem adaptados a multiplicagdo na glandula mamaria,
causam geralmente infec¢cdes persistentes e subclinicas (RUEGG., 2017). Os
patdgenos ambientais, sdo considerados oportunistas, causam usualmente mastite
clinica transitoria, porém com maior frequéncia de casos clinicos graves. Entre os
ambientais, merecem destaque Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter sp., Proteus sp., Serratia sp., Pseudomonas aeruginosa,
estreptococos ambientais (exceto Strep. agalactiae), fungos e algas (SCHUKKEN

etal., 2012; RUEGG., 2017).

As principais medidas gerais de controle e profilaxia da mastite incluem
higienizacdo adequada dos utensilios e equipamentos de ordenha, treinamento de
ordenhadores, segregacdo e tratamento dos casos clinicos com base no cultivo
microbioldgico, testes de sensibilidade microbiana “in vitro”, descarte dos animais
com mastite cronica, nutricdo adequada dos animais e uso de selantes de testos
no momento da secagem (RIBEIRO et al., 2016; SANTOS E FONSECA., 2019).

Particularmente para agentes ambientais a limpeza diaria, descarte de
dejetos e matéria organica da sala de ordenha e ambientes das entre-ordenhas,
uso de pré-dipping, fornecimento de alimento pés-ordenha e manejo adequado da
cama dos animais se constituem nas principais acdes de controle e profilaxia
(RUEGG., 2017). Para agentes contagiosos, a manutencdo regular da
ordenhadeira, higiene do ordenhador, uso do pdos-dipping e terapia da vaca seca
representam as principais acfes de controle e profilaxia da mastite bovina
(RIBEIRO et al., 2016; SANTOS e FONSECA., 2019).

Considerando a complexidade de espécies de dipteros, o potencial de
insetos na transmissado de patdgenos para humanos e animais, incluindo na mastite
bovina, e o reduzido niumero de estudos investigando agentes de mastite em
dipteros capturados no ambiente de ordenha utilizando métodos moleculares no

diagnostico dos patdgenos; o presente estudo investigou a ocorréncia de
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patdgenos relacionados a mastite bovina, identificados por espectrometria de
massas, em dipteros capturados no ambiente de ordenha.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar a prevaléncia de patdgenos de origem bacteriana de interesse em
mastite bovina, diagnosticados por espectrometria de massas, isolados de dipteros

capturados em ambientes de ordenha.
3.2 Especificos

v Identificar as familias e/ou espécies dos dipteros capturados;

v Isolar micro-organismos de interesse em mastite bovina e de potencial
zoonotico nos dipteros capturados, utilizando meios de cultivo convencionais
e seletivos;

v Detectar em nivel de género e/ou espécie agentes causais de mastite
bovina, de origem contagiosa ou ambiental, e outros micro-organismos
pertencentes a microbiota dos dipteros;

v Comparar a prevaléncia de agentes contagiosos ou ambientais de mastite

bovina e a classificagdo entomoldgica dos dipteros.

4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Comisséo de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP), sob o protocolo numero CEUA 136/2017.

4.2 Célculo amostral

O célculo amostral foi baseado na prevaléncia de E. coli, posto que é a
bactéria mais comumente encontrada em dipteros (ALVES et al., 2018). Para uma
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prevaléncia estimada de isolamento de 17% de E. coli (NAZNI et al., 2005;
CASTRO et al, 2013; ALMEIDA et al, 2014), com margem de erro de 5% e intervalo
de confianca de 95%, seriam necessarios coletar 217 dipteros nas fazendas
amostradas (24 espécimes por fazenda) (DEAN et al., 2013). O calculo amostral foi
realizado utilizando o] programa Open Epi
(https:/lwww.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) [DEAN et al., 1994].

4.3 Caracteristicas das fazendas

Foram utilizadas nove propriedades leiteiras inclusas no projeto teméatico
FAPESP (2015/19688-8), intitulado “Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Enterococcus spp.: Impacto dos fatores de viruléncia e reflexos na Saude Publica”,
conduzido no Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva
da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, sob coordenacdo do Professor Titular Helio

Langoni.

Das propriedades utilizadas seis eram situadas na regido sul do Estado de
Minas Gerais (propriedades A, B, C, D, E e F) e trés no sudoeste do Estado de Séao
Paulo (propriedades H, | e J), que apresentavam condi¢des similares de producao,
sanitarias e de manejo similares. A propriedade G do projeto tematico foi excluida
do presente estudo devido ao impedimento de colheita dos dipteros no ambiente
de ordenha. Na sele¢céo das fazendas, foram adotados os seguintes fatores de
incluséo: (1) possuir programas de controle de mastite (com registro de dados em
softwares de gerenciamento), (2) contagem de células somaticas (CCS) < 400.000
cs/mL (valor adotado para celularidade de vacas pela IN 62- MAPA) (BRASIL,
2011), (3) animais da raga holandesa de alta produgcao > 20 litros/vaca/dia, (4)
minimo de 200 vacas em lactacdo e (5) animais em regime de ordenha mecanica
e (6) histérico de mastite, (7) acdes de controle/profilaxia de mastite (e.g., uso de
pré e pos-dipping, descarte de vacas com mastite crénica, ordenha higiénica e
manutencdo de ordenhadeira mecéanica, tratamento de casos clinicos,
terapia/profilaxia de vaca seca, teste periddicos de CMT, caneca telada e cultivo

microbiano de casos de mastite).
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4.4 Colheita e processamento das amostras

Os dipteros foram coletados de maneira aleatoria no ambiente de ordenha
(sala de ordenha e entorno, em no maximo de 200 metros) das nove fazendas,
dando preferéncia as moscas que estavam mais préximas aos animais (vacas e

bezerros). As coletas foram realizadas entre abril de 2019 a janeiro de 2020.

As capturas foram realizadas com o auxilio de pugcd entomoldgico,
previamente desinfetado com solucéo de hipoclorito de sédio 10%, por 30 minutos,
antes da visita nas propriedades. Entre as coletas era aspergido alcool 70% nos
pucas, a fim de evitar contaminacao cruzada. Os espécimes foram armazenados
individualizados em tubos tipo Falcon, transportados em temperatura de
refrigeracao (4-8°C) em caixas isotérmicas contendo elemento gelado, e estocados
no Laboratério de Microbiologia da FMVZ- UNESP, Botucatu, sp, em temperatura
de congelamento (-80°C) (ALVES et al., 2018).

Foram capturados 24 insetos em todas as fazendas, exceto em uma, na

qual foram capturados 25 espécimes, visando totalizar a amostragem proposta.
4.5 Identificacdo dos dipteros

Todos os espécimes de dipteros foram identificados em nivel de familia,
género e/ou espécies no Departamento de Biologia Animal da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) SP, sob a reponsabilidade da professora de

entomologia, Dra. Patricia J. Thyssen.

A identificacdo entomoldgica dos espécimes foi realizada com o auxilio de
pincas e placas estéreis, microscopio estereoscopio e chaves taxondmicas
especificas para as Ordens (RAFAEL et al.,2012), Familias (RAFAEL et al.,2012) e
espécies de dipteros (CARVALHO e RIBEIRO, 2000.; CARVALHO et al., 2002) e
coleoptera (ALMEIDA e MISE, 2009.; RAFAEL et al., 2012;).

4.6 Cultivo bacteriolégico

ApOGs o descongelamento, os espécimes foram transferidos para tubos de
vidro esterilizados contendo 3 mL de caldo infuséo cérebro e coracéo (BHI ™- Brain

Heart Infusion, KASVI, S&o josé dos Pinhais, PR, Brasil) e incubados a 37°C por 12
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horas (CASTRO et al, 2016). Apds a turvacéo, aliquotas de 10uL dos meios de BHI
contendo o0s espécimes foram semeadas, simultaneamente, nos meios
convencionais de agar acrescido de sangue bovino (5%) e agar MacConkey
(QUINN et al., 2011). Simultaneamente, aliquotas de 10uL do BHI contendo todos
0s espécimes foram semeadas em meio seletivo cromogénico comercial (Onfarm
SmartColor 2 ™, Piracicaba- SP, Brasil) para isolamento de agentes de mastite
bovina. Ainda, uma aliquota de 30uL do BHI - apés turvacéo - contendo todos os
espécimes foram adicionadas em tubos contendo 3mL de caldo EC ™ (Escherichia
coli, KASVI, Séo josé dos Pinhais, PR, Brasil), para isolamento seletivo de E. coli
(ALVES et al., 2018). Todos os meios supracitados foram mantidos em condi¢des
de aerobiose, a 37°C, avaliados a cada 24 horas, por 72 horas (QUINN et al., 2011).

As amostras com turvacao a partir do caldo EC foram semeadas em &gar
MacConkey (ALVES et al, 2018).

4.7 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry — MALDI-TOF MS

Todos os isolados foram identificados por espectrometria de massas pela
técnica de MALDI-TOF MS. Para a identificacdo de isolados por MADI-TOF MS,
foram considerados somente espécimes nos quais foram isoladas cinco ou mais
colénias iguais. Os isolados foram submetidos a espectrometria de massas no
laboratério de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE), do Departamento de
Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ - USP/Pirassununga, SP, sob a supervisao
do professor Titular Marcos Veiga dos Santos.

Para tanto, trés a quatro colénias recém isoladas (24 a 48h) em agar sangue
foram submetidas & extragdo com 20-40puL de &cido formico (70%) e centrifugadas,
visando a lise bacteriana e liberacdo de proteinas (predominantemente de origem
ribossomal) e formacdo de ions, necessarios para a formacdo dos espectros
bacterianos. Cerca de 15 minutos depois, foi adicionado em cada amostra 20-40puL
de acetromil (100% P.A.) na mesma propor¢ao do acido formico (1:1) e o material
centrifugado. Em seguida, 1puL da solucdo de cada amostra foi adicionada em
placas especificas contendo 96 orificios (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha)
e mantidas por cerca de 20 minutos para secar em temperatura ambiente. Em

seguida, os orificios com as amostras secas foram cobertos com 1uL de solugéo
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matriz (acido 2-ciano-4-hidroxicinamico diluido a 50% de acetromil e 2,5% de acido
trifluoracético). As placas foram dispostas no receptaculo do equipamento MALDI-
TOF MS (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com 337-nm de laser.
Os dados dos espectros foram analisados entre 2.000-20.000m/z, usando o
software FlexControl 3.3. A caracterizacdo em nivel de género e espécie dos
isolados foi considerada somente para espectros 21.7 e 22.0, respectivamente
(GONCALVES et al., 2014).

Os micro-organismos identificados foram agrupados em ambientais e
contagiosos para aqueles relacionados com mastite bovina, e miscelanea para
agueles raramente ou nunca identificados na mastite, agentes da microbiota de

dipteros ou com relevancia em saude publica.
4.8 Estoque de isolados e dos dipteros

ApoOs a turvacdo do meio de BHI, aliquotas de 1,5mL do meio de todos os
espécimes de dipteros foram estocadas a -20°C em tubos, com adicao de glicerol
(20%). Ap6s o cultivo microbiol6égico em meios convencionais e seletivos com caldo
BHI, os dipteros foram cuidadosamente retirados dos tubos e estocados em
microtubos estéreis (livres de RNA e DNA) a -80°C.

4.9 Analise estatistica

As analises de caracterizacdo dos dipteros capturados e da detec¢do dos

micro-organismos foi realizada a prevaléncia e descritivamente (percentual).

5. RESULTADOS
5.1 Identificacdo dos dipteros

Foram identificados 215 dipteros e 2 nado diptero da familia Apidae,
totalizando 217 espécimes provenientes de nove diferentes propriedades rurais
destinadas a producéo leiteira (24 de cada propriedade, exceto propriedade J que
obteve 25 espécimes).

Do total de insetos capturados, foram identificados oito géneros/ espécies
pertencentes a 11 diferentes familias: Muscidae (152/217=70%), Tachinidae
(23/217=10,6%), Sphaeroceridae (9/217=4,1%), Drosophilidae (11/217=5%),
Sepsidae (4/217=1,8%), Ulidiidae (4/217=1,8%), Syrphidae (4/217=1,8%),
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Calliphoridae  (2/217=0,9%), Chloropidae (4/217=1,8%), Sarcophagidae
(1/217=0,5%) e Piophilidae (1/217=0,5%).

Na familia Muscidae, em apenas dois insetos ndo foram possivel a
identificacdo em nivel de género, enquanto as demais foram identificadas como:
Musca domestica (126/152=83%), Atherigona orientalis (8/152=5,2%), Brontaea
spp. (8/152=5,2%), Stomoxys calcitrans (5/152=3,3%), Muscina stabulans (2/152=
1,3%) e Haematobia irritans (1/152=0,6%).

Os quatro dipteros da familia Sepsidae foram do género Euxesta e o Unico
Sarcophagidae era da espécie Microcerella halli. Quanto as demais familias, ndo
foi possivel identificar os dipteros em nivel de espécies.

Dentre as familias de dipteros identificadas 20% (44/217) sao consideradas
de maior importancia fitossanitaria, a saber; Tachinidae, Drosophilidae, Ulidiidae,
Syrphidae e o nao diptero Apidae. As demais familias sdo de interessem em
medicina veterinaria e humana (Muscidae, Sphaeroceridae, Sepsidae,
Calliphoridae, Chloropidae, Sarcophagidae e Piophilidae).

5.2 Cultivo microbioldgico e identificacdo dos micro-organismos.

Todos os 217 espécimes de insetos foram cultivados. Em 0,9% (2/217) dos
espécimes nao foram isolados micro-organismos, enquanto 8,7% (19/217) dos
espécimes nao tiveram nenhum isolado identificado pela espectrometria de
massas. Em 90,3% (196/217) dos espécimes foram obtidos no minimo um isolado
identificado pela espectrometria de massas. Em 60,8% (132/217) dos espécimes
foi possivel identificar um micro-organismo, em 22,11% (48/217) dois micro-
organismos e em 7,4% (16/217) entre 3 e 4 micro-organismos, totalizando 275
micro-organismos detectados.

Entre os isolados identificados, os micro-organismos mais prevalentes
foram: Enterococcus spp. (70/275=25,4%), Escherichia coli (49/275=17,8%) e
Staphylococcus sciuri (25/275=9%) (Tabela 01).

Espécies do género Staphylococcus foram identificados em 11,6% (32/275).
Seguido destes, seguido de: Enterobacter spp. (17/275=6,2%), Klebsiella spp.
(14/275=5,1%), Bacillus cereus (13/275=4,3%), Pantoea spp. (12/275=4,3%),
Weissella spp. (9/275=3,3%), Acinetobacter spp. (6/275=2,2%), Lactococcus spp.



31

(6/275=2,2%), Stenotrophomonas maltophila (5/275=2%) e Pseudomonas spp.
(5/275=2%).
A tabela 1 sumariza a prevaléncia dos micro-organismos identificados e

agrupados em agentes contagiosos ou ambientais de mastite bovina e miscelanea.
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Tabela 1: Prevaléncia de micro-organismos de interesse em mastite, identificados em
dipteros capturados no ambiente de ordenha, diagnosticados por MALDI-TOF MS* (2019-
2020).

Micro-organismo N/Total de isolados(%)
Ambientais  Enterococcus spp. 70/275 (25,4%)
Escherichia coli 49/275 (17,8%)
Enterobacter cloacae 11/275 (4,0%)
Klebsiella pneumoniae 71275 (2,5%)
Enterobacter xiangfangensis 6/275 (2,1%)
Klebsiella oxytoca 4/275 (1,4%)
Pseudomonas fulva 4/275 (1,4%)
Escherichia hermannii 4/275 (1,4%)
Proteus mirabilis 4/275 (1,4%)
Klebsiella variicola 3/275 (1,9%)
Escherichia vulneris 21275 (0,7%)
Escherichia fergusoni 1/275 (0,4%)
Pseudomonas monteilii 1/275 (0,4%)
subtotal 166/275 (60,4%)
Contagiosos Staphylococcus sciuri 25/275 (9,0%)
Staphylococcus saprophyticus 21275 (0,7%)
Staphylococcus epidermidis 21275 (0,7%)
Staphylococcus choromogenes 1/275 (0,4%)
Staphylococcus xylosus 1/275 (0,4%)
Staphylococcus simulans 1/275 (0,4%)
subtotal 32/275 (11,6)
Misceldnea Bacillus cereus 13/275 (4,3%)
Pantoea spp. 12/275 (4,3%)
Weissella spp. 9/275 (3,3%)
Acinetobacter spp. 6/275 (2,2%)
Lactococcus spp. 6/275 (2,2%)
Stenotrophomonas maltophila 51275 (2%)
Bacillus licheniformis 4/275 (1,4%)
Bacillus megaterium 3/275 (1%)
Lysinibacillus spp. 3/275 (1%)
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica 3/275 (1%)
Ochorobactrum intermedium 3/275 (1%)
Lodderomyces elongisporus 21275 (0,7%)
Arthrobacter gandavensis 1/275 (0,4%)
Comamonas kerstersii 1/275 (0,4%)
Kurthia gibsonii 1/275 (0,4%)
Pluribacter pyrinus 1/275 (0,4%)
Alcaligenes faecalis 1/275 (0,4%)
Bacillus oleronius 1/275 (0,4%)
Candida rugosa 1/275 (0,4%)
Trichosporon asahii 1/275 (0,4%)
subtotal 771275 (28%)
Total geral 275 (100%)

* Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of flight = MALDI-TOF; N = frequéncia dos
isolados, numero total de isolados (%).
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5.3 Distribuicdo dos micro-organismos de interesse em mastite bovina,
5.3.1 Ambientais

Micro-organismos de origem ambiental relacionados a mastite bovina foram
prevalentes nos dipteros (166/275=60,4%), com maior frequéncia de deteccao de:
Enterococcus spp. (70/275=25,4%), Escherichia coli (49/275=17,8%) e
Enterobacter spp. (17/275=6,2%). Grande variedade de Enterococcus foram
identificados, incluindo: E. faecalis (29/70=41%), E. faecium (27/70=38,6%), E.
hirae (04/70=5,7%), E. casseliflavus. (03/70=4%), E. sulfureus (01/70=1%), E.
durans (02/70=3%), E. gallinarum (02/70=3%), E. avium (01/48=1%) e E.
thailandicu (01/48=1%).

Outras enterobactérias foram identificadas, a saber: Klebsiella spp.
(14/275=5,1%), Pseudomonas spp. (5/275=2%), Proteus mirabilis (4/275=1,4%),
Escherichia hermani (4/275=1,4%), Escherichia vulneris (2/275=1,9%) e
Escherichia fergusoni (1/275= 0,4%).

5.3.2 Miscelanea

Os micro-organismos agrupados em miscelanea foram a segunda categoria
de agentes mais frequentes (77/275=28%). Foram identificadas 20 espécies de
micro-organismos com predominio: Bacillus cereus (13/275=4,7%), Pantoea spp.
(12/275= 4,3%) e Weissella spp. (9/275=3,3%).

Outros micro-organismos identificados neste grupo pertenciam aos géneros,
Acinetobacter, Lysinibacillus e Lactococcus, além de isolados da espécie
Stenotrophomonas maltophila, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium,
Loddoromyces elongisporus, Ochorobactrum intermedium,  Arthrobacter
gandavensis, Comamonas kerstersii, Kurthia gibsonii, Pluribacter pyrinus,
Wolhfahrtimonas chitiniclastica, Alcaligenes faecalis, Bacillus oleronius, Candida
rugosa e Trichosporon asahii. Neste grupo merecem destaque patdégenos
associados a infeccbes e intoxicagcbes em humanos, como Bacillus cereus,
Stenotrophomonas maltophila, Acinetobacter spp., Ochorobactrum intermedium e

Comamonas kerstersii.
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5.3.3 Contagiosos

Os agentes, isolados dos dipteros, relacionados a mastite bovina de origem
contagiosas (32/275=11,6%) foram identificados em menor frequéncia. Apenas
espécies de estafilococos foram detectados, com predominancia de
Staphylococcus sciuri (25/275=9%) seguido em menor frequéncia por: S.
saprophyticus, S. epidermidis, S. choromogenes, S. xylosus e S. simulans. A figura
1 mostra a distribuicdo de micro-organismos de origem ambiental e contagiosa
relacionados a mastite bovina, e outros micro-organismos identificados
(miscelanea) em dipteros capturados em ambiente de ordenha de vacas.

Figura 1: Distribuicdo de agentes de origem ambiental e contagiosa relacionados
a mastite bovina, e outros micro-organismos (miscelanea) isolados de dipteros
capturados no ambiente de ordenha de vacas.

*Staphylococcus spp.: S. saprophyticus, S. epidermidis, S. choromogenes, S. xylosus e S. simulans.
Bacillus spp.: B. licheniformis, B. megaterium e B. oleronius. Escherichia spp.: E. hermanii, E.
vulneris e E. fergusoni. Outros <1%: A. gandavensis, C. kerstersii, K. gibsonii, P. pyrinus, A. faecalis.
C. rugosa e T. asabhii.
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5.4 Relagéo entre dipteros e identificacdo microbiana com énfase em agentes
de mastite bovina

A familia Muscidae foi prevalente nos dipteros capturados, com maior
namero de isolados identificados (152/217=70%), dos quais 66,1% (123/186) foram
ambientais, 23% (43/186) miscelanea e 10,7% (20/186) contagiosos. Na espécie
Musca domestica foram obtidos 156 isolados, dos quais 66,6% (104/156) eram
ambientais, 23% (36/156) miscelanea e 10,2% (16/156) contagiosos. Os trés micro-
organismos prevalentes nos dipteros foram Enterococcus spp. (47/156=30%),
Escherichia coli (30/156=19,2%) e Staphylococcus sciuri (12/156=7,7%). Nas
demais espécies identificadas pertencentes a familia Muscidae foram obtidos 27
isolados com predominancia de; Enterococcus spp. (7/27=26%), Escherichia coli
(6/27=22%) e Klebsiella spp. (5/27=13%).

Tachinidae foi a segunda familia com maior nimero de dipteros
(23/217=10,6%), dos quais foram obtidos 38 isolados de micro-organismos
identificados como miscelanea (20/38=52,6%), ambientais (12/38=31,5%) e
contagiosos (6/38=15,7%). Os micro-organismos mais frequentes foram Weissella
spp. (5/38=13%), Staphylococcus sciuri (4/38=10,5%) e Escherichia coli
(5/38=13%). Somente na familia de Tachinidae foram identificados fungos das
espécies Candida rugosa (1/38=2,6%) e Trichosporon asabhii (1/38=2,6%).

A familia Drosophilidae foram obtidos 16 isolados de 11 espécimes de
dipteros (11/217=5%), com predominio de Staphylococcus spp. (5/16=31,2%).

Nas outras nove familias (Sphaeroceridae, Sepsidae, Ulidiidae, Syrphidae,
Calliphoridae, Chloropidae, Sarcophagidae, Piophilidae e Apidae) foram obtidos 35
isolados de 31 espécimes de dipteros. Na familia Sphaeroceridae foi obtido um
isolamento de Staphylococcus sciuri enquanto nas demais oito familias nao foram
identificados micro-organismos contagiosos. Nestas nove familias, os micro-
organismos mais frequentes foram Enterococcus spp. (11/35=31%), E.coli
(6/35=17%) e Enterobacter spp. (5/35=14%), com predominancia de ambientais
(26/35=74%).

A tabela 2 sumariza a classificacdo entomoldgica dos dipteros capturados e
0S micro-organismos identificados por espectrometria de massas, com énfase nos

agentes contagiosos e ambientais relacionados a mastite.
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Tabela 2: Identificacdo entomolégica de familias, géneros e/ou espécies de dipteros

vacas seguido dos micro-organismos de interesse em mastite 2019-2020.

36

capturados em ambiente de ordenha de

Diptero Esp,ecm de N/ Total de N/ Total de N/ Total de
identificados . dlptferos isolados por isolados por isolados por
Familia Dipteros ) Espécies de dipteros  identificadas Ambientais o Contagiosos o Miscelanea .
por familia por familia ejspeue de ejspeue de e:speue de
N/Total(%) N/Total(%) dipteros (%) dipteros (%) dipteros (%)
Muscidae 152/217 (70%) Musca domestica 126/152 (83%) Enterococcus spp. 47/156 (30,1%) Staphylococcus sciuri 12/156 (7,7%) Bacillus cereus 8/156 (5,1%)
Escherichia coli 30/156 (19,2%) Staphylococcus epidermidis 2/156 (1,2%) Weissella spp. 3/156 (1,9%)
Enterobacter cloacae 6/156 (3,8%) Staphylococcus simulans 1/156 (0,6%) Lactococcus spp. 3/156 (1,9%)
Enterobacter xiangfangensis  4/156 (2,5%) Staphylococcus chromogenes 1/156 (0,6%) Bacillus spp. 3/156 (1,9%)
Escherichia hermanii 4/156 (2,5%) Lysinibacillus fusiformis 2/156 (1,2%)
Escherichia vulneris 2/156 (1,2%) Stenotrophomonas maltophila 2/156 (1,2%)
Proteus mirabilis 3/156 (1,9%) Arthrobacter gandavensis 1/156 (0,6%)
Pseudomonas fulva 1/156 (0,6%) Lodderomyces elongisporus 1/156 (0,6%)
Klebsiella variicola 2/156 (1,2%) Acinetobacter baylyi 1/156 (0,6%)
Klebsiella pneumoniae 4/156 (2,5) Ochrobactrum intermedium 2/156 (1,2%)
Escherichia fergusoni 1/156 (0,6%) Pantoea spp. 6/156 (3,4%)
Alcaligenes faecalis 1/156 (0,6)
Wohlfahrtimonas chitiniclastica 3/156 (1,9)
104/156 (66,6%) 16/156 (10,2%) 36/156 (23%)
Atherigona orientalis 8/152 (5,2%) Klebsiella oxytoca 2/7 (28,6%) Staphylococcus sciuri 1/7 (14,3%) Bacillus cereus 1/7 (14,3%)
Escherichia coli 1/7 (14,3%) Ochrobactrum grignonense 1/7 (14,3%)
Klebsiella pneumoniae 1/7 (14,3%)
4/7 (57,1%) 1/7 (14,3%) 2/7 (28,6%)
Brontaea sp. 8/152(5,2%) Escherichia coli 3/10 (30%)  Staphylococcus sciuri 1/10 (10%) Comamonas kerstersii 1/10 (10%)
Enterococcus spp 4/10 (40%) Pantoea ananatis 1/10 (10%)
7/10(70%) 2/10 (20%)
Stomoxys calcitrans 5/152 (3,3%) Escherichia coli 1/5(20%)  Staphylococcus sciuri 1/5(20%)  Stenotrophomonas maltophila 1/5 (20%)
Enterobacter cloacae 1/5 (20%)
Enterococcus faecium 1/5 (20%)
3/5 (60%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Muscina stabulans 2/152 (1,3%) Enterococcus faecium 1/2 (50%) Acinetobacter spp. 1/2 (50%)
Haematobia irritans 1/152 (0,6%) Klebsiella pneumoniae 1 (100%)
sp. (Nao identificado) ~ 2/152 (1,3%) Klebsiella oxytoca 1/5(20%)  Staphylococcus sciuri 1/5(20%)  Pluralibacter pyrinus 1/5 (20%)
Enterococcus faecalis 1/5 (20%)
Escherichia coli 1/5 (20%)
3/5 (60%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Total isolados por familia de Ambientais 123/186 (66,1%) Contagiosos 20/186 (10,7%) Miscelanea 43/186 (23,1%)

dipteros

N = frequéncia dos dipteros e isolados/Numero total de dipteros e isolados (%)
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Tachinidae 23/217 (10,6%) Escherichia coli 5/38 (13,1%) Staphylococcus sciuri 4/38 (10,5%) Weissella spp. 5/38 (13,1%)
Enterococcus spp. 3/38 (7,9%) Staphylococcus saprophyticus 1/38 (2,6%) Pantoea spp. 3/38 (7,9%)
Pseudomonas fulva 1/38 (2,6%) Staphylococcus xylosus 1/38 (2,6%) Acinetobacter spp. 3/38 (7,9%)
Pseudomonas monteilii 1/38 (2,6%) Bacillus cereus 2/38 (5,3%)
Proteus mirabilis 1/38 (2,6%) Stenotrophomonas maltophila 2/38 (5,3%)
Enterobacter cloacae 1/38 (2,6%) Lactococcus spp. 2/38 (5,3%)
Bacillus licheniformis 1/38 (2,6%)
Candida rugosa 1/38 (2,6%)
Trichosporon asahii 1/38 (2,6%)
12/38 (31,5%) 6/38 (15,7%) 20/38 (52,6%)
Drosophilidae 11/217 (5%) Enterococcus spp. 2/16 (12,5%) Staphylococcus sciuri 4/16 (25%) Bacillus cereus 2/16 (12,5%)
Escherichia coli 2/16 (12,5%) Staphylococcus saprophyticus 1/16 (6,28%) Pantoea agglomerans 1/16= (6,28%)
Klebsiella pneumoniae 1/16 (6,25%) Bacillus licheniformis 1/16= (6,28%)
Lodderomyces elongisporus 1/16= (6,28%)
Bacillus megaterium 1/16= (6,28%)
5/16 (31,2%) 5/16 (31,2%) 6/16 (37,5%)
Sphaeroceridae 9/217 (4,1%) Enterococcus spp. 5/9 (55,5%) Staphylococcus sciuri 1/9 (11,1%) Lysinibacilus xylanilyticus 1/9 (11,1%)
Pseudomonas fulva 1/9 (11,1%) Weissella cibaria 1/9 (11,1%)
6/9 (66,7%) 1/9 (11,1%) 2/9 (22,2%)
Sepsidae 4/217 (1,8%) Escherichia coli 2/5 (40%) Acinetobacter junii 1/5 (20%)
Enterococus spp. 2/5 (40%)
4/5 (80%) 1/5 (20%)
Ulidiidae 4/217 (1,8%) Euxesta sp. klebsiella variicola 1/5 (20%) Kurthia gibsonii 1/5 (20%)
Escherichia coli 1/5 (20%) Bacillus licheniformis 1/5 (20%)
Enterobacter cloacae 1/5 (20%)
3/5 (60%) 2/5 (40%)
Syrphidae 4/217 (1,8%) Enterobacter xiangfangensis  2/6 (33,3%) Lactococcus lactis 1/6 (16,7%)
Klebsiella oxytoca 1/6 (16,7%) Pantoea agglomerans 1/6 (16,7%)
Enterococcus faecalis 1/6 (16,7%)
4/6 (66,7%) 2/6 (33,4%)
Chloropidae 4/217 (1,8%) Pseudomonas fulva 1/4 (25%)
Escherichia coli 3/4 (75%)
4/4 (100%)
Calliphoridae 2/217 (0,9%) Enterobacter cloacae 1/2 (50%)
Enterococcus faecalis 1/2 (50%)
2/2 (100%)
N&o diptero (Apidae)  2/217 (0,9%) Bacillus licheniformis 1/1 (100%)
Sarcophagidae 1/217 (0,5%) Microcerella halli Enterobacter cloacae 1/2 (50%)
Enterococcus faecalis 1/2 (50%)
2/2 (100%)
Piophilidae 1/217 (0,5%) Enterococcus faecalis 1/1 (100%)
Total de Isolados Ambientais 166/275 (60,4%) Contagiosos 32/275 (11,6.%) Miscelanea 771275 (28%)
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Quando os dipteros séo separados em dois grupos, aqueles de importancia
fitossanitaria (Tachinidae, Drosophilidae, Ulidiidae, Syrphidae e o nédo diptero
Apidae) e aqueles de importancia em medicina veterinaria e humana (Muscidae,
Sphaeroceridae, Sepsidae, Calliphoridae, Chloropidae, Sarcophagidae e
Piophilidae), observa-se que no primeiro grupo 46,15% dos micro-organismos eram

miscelanea e no segundo grupo 67,8% eram ambientais.
5.5 Prevaléncia de micro-organismos por fazenda.

Ocorreram diferencas entre a familia de diptero mais frequente e entre os
micro-organismos mais frequentes conforme a fazenda onde as os espécimes

foram capturados. Os dados foram apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Prevaléncia de familias de dipteros capturados em ambiente de ordenha
de vacas seguido dos micro-organismos de maior prevaléncia de interesse em

mastite correlacionados com as fazendas onde ocorreram as capturas 2019-2020.

Fazenda Diptero Prevalente Micro-organismos prevalentes

A Muscidae 13/24=54,2% Staphylococcus sciuris (13/49= 26,5%) Enterococcus spp. (9/49= 18,4%)
B Tachinidae 15/24= 62,5% Enterococcus spp. (5/36= 14%) E.coli (4/36= 11%)

C Muscidae 19/24=79%  E.coli (6/26= 23%) Staphylococcus sciuri (4/26= 15,8%)

D Muscidae 19/24=79%  Enterococcus spp. (5/20= 25%) E.coli (4/20= 20%)

E Muscidae 16/24=66,6% E.coli (13/33= 39%) Enterococcus spp. (6/33= 18%)

F Muscidae 23/24= 95,8% Enterococcus spp. (10/26= 40%) Klebsiella pneumoniae (5/26= 19%)

H Muscidae 21/24=87,5% Enterococcus spp. (12/27= 44,4%) E.coli (10/27= 37%)

I Muscidae 21/24=87,5% Enterococcus spp. (15/31= 48,4%) Enterobacter spp. (7/31= 22,5%)
Muscidae 14/25=56%  Enterococcus spp. (8/26= 30,8%) Enterobacter spp. (5/26= 19,2%)

[

6. Discusséao

Elevada complexidade de micro-organismos isolados de dipteros capturados
em ambiente de ordenha de vacas foi observada no presente estudo, com
predominio de enterobactérias relacionadas a mastite bovina de origem ambiental,
bem como patégenos da microbiota dos insetos ou associados com infeccfes

oportunistas e toxi-infecgcées em humanos.
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Sao conhecidas mais de 150 mil espécies de dipteros (BDWD, 2021). Estes
insetos se caracterizam por alta capacidade de voo, prolificidade e acesso a
ambientes contaminados, que podem favorecer a veiculacdo de patdgenos de
origem bacteriana, parasitaria, viral e ovos de parasitos, potencialmente infectantes
para animais e humanos (NAZNI et al., 2005), incluindo para a glandula maméaria
de vacas (CASTRO et al., 2013,2016). Apesar da grande diversidade de micro-
organismos encontrados no presente estudo, somente oito géneros/espécies
pertencentes a 11 familias de dipteros - e uma de nao dipteros - foram
entomologicamente classificados, fato que poderia ser creditado a elevada
complexidade das peculiaridades anatdomicas utilizadas para a classificagao destes
insetos (CARVALHO et al.,, 2002; RAFAEL et al., 2012), bem como o0 nao
reconhecimento ainda de varios géneros/espécies, fato que poderia ser
considerado limitagdo do presente estudo.

Dipteros da familia Muscidae foram predominantes entre 0s insetos
capturados. Tal achado poderia ser creditado a proximidade destes insetos dos
animais domésticos, devido ao habito alimentar hematéfago, ou de consumo de
matéria organica (RAFAEL et al. 2009), abundante nos ambientes da ordenha das
vacas e entorno.

Musca domestica, diptero bem conhecido da familia Muscidae, foi a espécie
mais frequentemente identificada nos dipteros capturados. Estudos similares
também tém descrito a elevada ocorréncia deste inseto (ALMEIDA et al. 2014.;
ARSENOPOULOS et al. 2018), provavelmente pelas caracteristicas de
sinantropismo e alto potencial biético, quando comparada as demais espécies de
dipteros (CASTRO et al. 2008).

A microbiota corpoérea dos dipteros esta intimamente relacionada com os
habitos alimentares e de reproducéo podendo ser, convencionalmente, subdividida
em dipteros com envolvimento fitossanitario ou de interesse em animais e/ou
humanos (JUNQUEIRA et al., 2017; GUEGAN et al., 2018). No presente estudo,
nas familias com maior interesse em animais (Muscidade, Sphaerocidae, Sepsidae,
Ulidiidae, Chloropidade, Calliphoride, Sarcophagidade, Piophilidae) foi identificado
predominio de enterobactérias, incluindo descritas na génese de casos de mastite
ambiental (SHUKKEN et al., 2012; RUEGG, 2017). Em contrapartida, nas familias
com maior interesse fitossanitario (JUNQUEIRA et al., 2017; GUEGAN et al., 2018)
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foram encontrados com maior frequéncia agentes classificados como miscelanea
(Tachinidae, Drosophilidae, Ulidiidae e Syrphidae), embora neste grupo tenham
sido incluidos os agentes relacionados as infeccbes e toxi-infeccdes alimentares
em humanos. Apesar desta tendéncia, no presente estudo os grupos foram
comparados de maneira descritiva, posto que nao foram capturados espécimes
suficientes - de cada familia - com objetivo de comparar as familias de dipteros.
JUNQUEIRA et al. (2017) compararam a microbiota dos dipteros Chrysomya
megacephala e Musca domestica, ambos sinantropicos, de ambientes rurais,
urbanos e naturais, e descreveram certas diferengas na identificagdo dos micro-
organismos da microbiota conforme o habitat dos insetos. No entanto, posto que as
duas espécies de dipteros possuiam os mesmos habitos de reproducédo e
alimentacdo, apresentaram microbiota semelhante. Com efeito, a variacdo da
microbiota corporea dos dipteros sofre influéncia direta conforme os habitos da
espécie e condi¢cdes do ambiente (JUNQUEIRA et al., 2017; GUEGAN et al., 2018).

A mastite bovina € a doencga que mais onera a criacdo de vacas destinadas a
producéo leiteira (SANTOS e FONSECA, 2019). Os agentes de mastite bovina sao
convencionalmente subdivididos em contagiosos e ambientais, com base no habitat
dos micro-organismos e formas de transmissdo. Os patégenos contagiosos como
estafilococos, estreptococos, corinebactérias e micoplasmas sdo transmitidos
comumente entre vacas no momento da ordenha e estdo associados
principalmente com a mastite subclinica, de evolugdo crbnica ou persistente. Em
contraste, os agentes ambientais, i.e., enterobactérias, fungos, algas e certos
actinomicetos e estreptococos, sdo veiculados para a glandula mamaria a partir do
solo, terra, 4gua, vegetacdo e cama dos animais, geralmente associados a casos
clinicos de mastite, de curta duracado, por vezes de elevada gravidade (SHUKKEN
etal., 2012; RUEGG., 2017).

Diferentes espécies de Enterococcus (25,4%) e Escherichia coli (17,8%) -
conhecidos micro-organismos do grupo das enterobactérias - foram 0s agentes
mais frequentemente detectados nos dipteros capturados nos ambientes de
ordenha de nove fazendas amostradas no presente estudo, com histérico de casos
de mastite clinica. Tal predominio de enterobactérias e outras bactérias gram-
negativas, no presente estudo, poderia ser justificado pelos habitos de reproducao
e alimentacédo (de matéria organica) e contato com fezes e outros dejetos (RAFAEL
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et al., 2009), abundantes no ambiente de ordenha e entorno, que poderiam
favorecer a presenca deste grupo de agentes na regido corpérea externa dos
dipteros capturados.

O habitat principal das enterobactérias, fungos e algas relacionadas a
mastite € o ambiente das vacas, particularmente fezes, solo, barro, 4gua, cama dos
animais e matéria organica (esterco, urina), no qual predominam também espécies
de dipteros sinantropicos, como os capturados no presente estudo. Ainda, moscas
adultas podem albergar bactérias na superficie corporal adquiridas na fase larval,
bem como a ovopostura é realizada na propria matéria organica (SCHUSTER et
al., 2013). Tais fatos poderiam justificar a elevada frequéncia das enterobactérias
nos dipteros capturados no ambiente de ordenha nas fazendas amostradas
(ALMEIDA et al., 2014.; CASTRO et al., 2016), bem como a necessidade de manejo
e higiene do ambiente de ordenha e entre-ordenhas, visando evitar a proliferacao
de dipteros que possam ser potencialmente veiculadores de patdgenos ambientais
para a glandula mamaria das vacas, usualmente associados com casos clinicos de
mastite, por vezes de alta gravidade (SHUKKEN et al., 2012; RUEGG, 2017).

Além do ambiente, as espécies de Enterococcus também séo encontradas
no trato gastrintestinal de humanos e animais. Esse grupo de micro-organismos -
de origem ambiental - é considerado oportunista nas infeccbes em animais e
humanos, bem como multirresistentes aos antimicrobianos convencionais (GAO et
al., 2019), incluindo espécies isoladas de dipteros (AKHTAR et al., 2009).

No presente estudo, espécies de Enterococcus representaram o género de
micro-organismo mais frequentemente encontrado nos insetos capturados no
ambiente de ordenha. Em contraste, estudo similar no Brasil envolvendo a
identificacdo de bactérias de moscas de ambiente de ordenha encontrou baixa
ocorréncia do género Enterococcus (0,62%) (CASTRO et al, 2008), utilizando
meios convencionais (agar sangue) e bioquimicos de identificacdo microbiana. Tal
divergéncia de resultados poderia ser justificada pela utilizacdo de meios seletivos
no presente estudo, como o caldo EC e - de modo adaptado - o meio cromogénico
tripartido Onfarm SmartColor 2™, este ultimo idealizado para o diagnéstico no leite
de agentes especificos de mastite bovina, no proprio ambiente da fazenda, com
objetivo de facilitar a tomada de decisdes de tratamento e/ou controle (GRANJA et
al., 2021). O uso dos meios seletivos supracitados, pode ter favorecido o isolamento
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de enterobactérias relacionadas a mastite bovina. Ainda, no presente estudo, o
diagndstico dos agentes foi realizado por espectrometria de massas, que apresenta
elevada especificidade na deteccdo em nivel de género e espécies bacterianas,
incluindo relacionadas a mastite bovina (GONCALVES et al.,, 2014). Neste
contexto, certas espécies de Enterococcus apresentam similaridade fenotipica com
espécies de estreptococos (S. dysgalactiae e S. uberis), fato que pode levar ao
subdiagnéstico de espécies de Enterococcus utilizando métodos ndo-moleculares
de identificagdo (BRAGA et al., 2018).

Paralelamente, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium tém sido
prevalentes em infec¢des intramamarias bovina causadas por este género de
enterobactéria (GUIMARAES et al., 2020; YOON et al.; 2021). De modo similar, no
presente estudo 80% dos isolados do género Enterococcus pertenciam as estas
duas espécies, indicando que os dipteros podem ser importantes veiculadores
destas espécies de patdgenos relacionados a mastite clinica em vacas, de origem
ambiental.

Escherichia coli pertence a microbiota intestinal de humanos e animais. Sao
micro-organismos amplamente encontrados no meio ambiente, associados a
infeccbes entéricas e extraentéricas oportunistas em humanos e animais,
caracterizados por elevada complexidade de fatores de viruléncia (RIBEIRO et al.,
2016). Em bovinos, € a principal enterobactéria envolvida em casos de mastite
clinica, de origem ambiental, por vezes de elevada gravidade (GUERRA et al.,
2020).

Nas fazendas amostradas, E. coli foi o segundo micro-organismo mais
frequente (17,8%), concordando com os achados de outros estudos, que também
realizaram isolamento do agente a partir de dipteros de ambiente de ordenha
(NAZNI et al., 2005; CASTRO et al., 2013; ALMEIDA et al., 2014). Castro e
colaboradores (2013) identificaram a presenca de genes produtores de Shiga-
toxina (STEC) em 13% de isolados de E. coli obtidos a partir de dipteros capturados
ao redor de sala de ordenha, revelando também risco ocupacional em Saude
Pulblica da presenca destes insetos no ambiente de ordenha de vacas.

Além de E. coli, outras espécies do género Escherichia foram detectadas
nos dipteros do presente estudo, a saber: E. hermannii, E. vulneris e E. fergusoni.

Estas espécies tém sido identificadas em infec¢cdes ocasionais em humanos, como
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bacteremias, infecgbes do trato urinério, encefalites e sepse (IOANNOU, 2019).
Apesar da patogenicidade pouco conhecida em animais domeésticos, estas
espécies ja foram detectadas em baixa prevaléncia em casos de mastite clinica
bovina, quando utilizados métodos moleculares no diagnéstico, como MALDI-TOF
ou sequenciamento genético (GUTIERREZ-CHAVEZ et al., 2016.; JAHAN et al.,
2021).

Espécies de Klebsiella, particularmente Klebsiella pneumoniae, se
constituem de outro grupo de micro-organismos também encontrados no solo,
esterco e cama dos animais, relacionados a grande variedade de infecgbes em
animais domesticos (RIBEIRO et al.,, 2022) e em humanos. Nos bovinos, séo
conhecidos agentes primarios de mastite clinica, usualmente com sinais sistémicos
(COBIRKA et al. 2020.; RIBEIRO et al., 2022). Neste contexto, em rebanhos da
China, K. pneumoniae e K. oxytoca foram as espécies mais frequentemente
isoladas de casos clinicos de mastite bovina (CHENG et al., 2020). Paralelamente,
no presente estudo estas espécies foram as mais frequentes, indicando que os
dipteros podem ser potenciais veiculadores destes patdgenos no ambiente de
ordenha de vacas (ALMEIDA et al., 2014). Vale ressaltar que, apesar das espécies
de Klebsiella serem classicamente conhecidas como agentes de mastite ambiental,
tem-se observado - com o uso de métodos moleculares - perfil binario do patégeno,
i.e., comportamento contagioso nos rebanhos; fato que pode representar novo
desafio nas abordagens de controle e prevencédo da mastite bovina por espécies
de Klebsiella (KLAAS e ZADOCKS., 2018).

Além de E. coli e espécies de Enterococcus e Klebsiella foram identificadas
no presente estudo outras bactérias gram-negativas oportunistas, de origem
ambiental relacionadas a casuistica de mastite em vacas, e.g., espécies de
Enterobacter, Pseudomonas e Proteus. Este achado concorda com estudos
conduzidos no Brasil (CASTRO et al., 2008), que também investigaram a presenca
de enterobactérias e outras bactérias gram-negativas na regido corpérea de
dipteros capturados em ambientes de ordenha, refor¢cando o risco de veiculagéo
pelos dipteros deste grupo de bactérias relacionadas a mastite clinica bovina.

Trueperella pyogenes sdo bactérias conhecidas em infec¢des mamarias em
vacas, de comportamento oportunista, denominadas de “mastite de verao”, devido

ao aumento da casuistica em periodos de altas temperaturas e pluviosidade, que
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favorecem a proliferacdo de dipteros nos ambientes de ordenha (RIBEIRO et al.,
2015). Com base nestas caracteristicas, seria esperado o isolamento deste
patdgeno nas fazendas amostradas, embora nenhum isolado de T. pyogenes tenha
sido detectado nos dipteros capturados. A auséncia de isolamento de T. pyogenes
em dipteros de ambientes de ordenha também foi referido em estudo similar na
Grécia (ARSENOPOULOS et al, 2018), reforcando que a microbiota corpérea dos
dipteros esta intimamente associada com as condi¢cdes ambientais e reprodutivas
(JUNQUEIRA et al., 2017; GUEGAN et al., 2018), ou mesmo da presenca de
determinados espécies de dipteros (CHIRICO et al., 1997).

No presente estudo foram identificados nos dipteros agentes contagiosos -
relacionados a mastite bovina - em menor ocorréncia se comparados aos micro-
organismos de origem ambiental. Nas nove fazendas amostradas foram
identificados exclusivamente espécies de estafilococos relacionadas a casuistica
de mastite bovina (DUFOUR et al.,, 2012), com predominio de S. sciuri.
Curiosamente, ndo foram detectados isolados de Staphylococcus aureus. Em
contraste, S. aureus foi encontrado em alta frequéncia em estudos similares
(RAHUMA et al.,, 2005, BOUAMAMAA et al., 2010; GHALEHNOO., 2015). Tal
resultado pode encontrar justificada nas diferencas dos métodos de diagndstico
utilizados, das caracteristicas de ambiente e manejo dos animais nas diferentes
regides estudadas, em particular no controle de S. aureus, posto que as fazendas
amostradas do presente estudo eram de alta qualidade, com programas rigidos de
controle e descarte de animais cronicamente infectados, incluindo por este
patdgeno.

Ao contrario dos ambientais, 0os patdgenos contagiosos sao transmitidos
comumente entre vacas no momento da ordenha, a partir do equipamento de
ordenha ou pelos ordenhadores, relacionados principalmente a infeccbes
subclinicas e persistentes (RUEGG., 2017). Todas as espécies de estafilococos
isoladas dos dipteros do presente estudo ja foram identificadas causando mastite
em vacas em outros paises, quais sejam S. sciuri, S. epidermidis, S. simulans, S.
chromogenes, S. saprophyticus e S. xylosus (ABERA et al., 2013; SONG et al.,
2020) e no Brasil (CASTRO et al., 2008.; ALMEIDA et al., 2014). Assim, a deteccéo
de agentes relacionados a mastite contagiosa nos dipteros amostrados é

consistente com estudos similares, que apontaram que os dipteros podem veicular
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espécies deste do grupo dos estafilococos (BOUAMAMAA et al.,, 2010)
relacionados a casuistica de mastite contagiosa bovina (DUFOUR et al., 2012).

De modo similar aos agentes de origem ambiental na casuistica de mastite,
0 uso do meio seletivo cromogénico Onfarm SmartColor 2™ também possibilitou a
identificacdo de micro-organismos nos dipteros capturados relacionados a
casuistica a mastite contagiosa bovina, apesar da auséncia de deteccdo de S.
aureus. Com efeito, refere-se pela primeira vez o uso do meio seletivo cromogénico
Onfarm SmartColor 2™ no diagndstico de bactérias relacionadas a mastite bovina,
na superficie corporea de dipteros capturados no ambiente de ordenha de vacas,
em fazendas com historico de mastite.

Entre 2017 e 2018, o mesmo grupo de pesquisadores do presente estudo
investigou a etiologia da mastite clinica em vacas nas mesmas fazendas
amostradas do presente estudo. Dentre 2.613 amostras de leite cultivadas, foi
obtido o isolamento de 940 isolados, com identificacédo - por métodos fenotipicos -
principalmente de Streptococcus dysgalactiae (18,4%), estafilococos coagulase
negativo (16,8%), Escherichia coli (10,2%), Klebsiella pneumoniae (7,5%),
Prototeca spp. (7,5%), Streptococcus uberis (4,5%), Bacillus spp. (5,2%), leveduras
(4,0%), Enterococcus spp. (2,6%), Pseudomonas spp. (2,7%), Enterobacter spp.
(2,0%) e fungos (1,3%) (GUIMARAES et al., 2019). Curiosamente, exceto
Streptococcus dysgalactiae, Prototeca spp. e S. uberis, os demais micro-
organismos supracitados, mais frequentemente isolados das vacas com mastite
clinica nas fazendas, também foram identificados na superficie corpérea dos
dipteros capturados nos mesmos ambientes de ordenha. Tal resultado indica a
similaridade dos micro-organismos identificados nas vacas com mastite e de
dipteros presentes no ambiente de ordenha e entorno, reforcando a preocupacéao
destes insetos como potenciais veiculadores de agentes de mastite para as vacas.

No grupo diverso de micro-organismos agrupados como miscelanea no
presente estudo, espécies de Bacillus, Acinetobacter, Lactococcus, Arthorobacter,
Lysinibacillus e Pantoea, além de Candida rugosa e Trichosporon asabhii ja foram
descritos como agentes de mastite em vacas (STORMS et al, 2003;
SCACCABAROZZI et al., 2011; MBUK et al., 2016; AKADOUCHE et al., 2018;
SONG et al., 2020; KUSUMAWATI et al., 2021). Devido a ocorréncia ocasional na

casuistica de mastite bovina e falta de consenso no que tange aos mecanismos de
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transmissdo, estes micro-organismos foram agrupados como miscelanea no
presente estudo.

Certas espécies de Bacillus sédo encontradas no ambiente dos animais de
producgédo, particularmente na cama organica. B. licheniformis, B. megaterium, B.
oleronius e B. cereus j& foram descritos em casos de mastite em fazendas com
problemas de higiene de ordenha, incluindo isolados resistentes aos
antimicrobianos convencionais (ABERA et al., 2013.; SADASHIV et al., 2014.;
SONG et al., 2020). De modo similar, todas as espécies de Bacillus supracitas
foram detectadas nos dipteros do presente estudo, reforcando a possibilidade de
veiculacdo de patdégenos destes insetos para 0s animais no ambiente de ordenha.

A género Lactococcus € amplamente utilizado na producdo de alimentos e
como probidtico para animais e humanos. Porém, com o avanco das técnicas
moleculares, tem sido isolado em casos de mastite clinica em vacas, considerado
patogeno ambiental emergente de mastite bovina, particularmente as espécies
Lactococcus lactis e Lactococcus garvieae (RODRIGUES et al.,, 2016).
Coincidentemente, ambas espécies foram isoladas dos dipteros no presente
estudo. A baixa frequéncia de isolamento de espécies de Lactococcus nos estudos
com dipteros de ambientes de ordenha, bem como em casos de mastite bovina,
pode ser atribuida a semelhanca bioquimica com espécies de Enterococcus,
Streptococcus dysgalactiae e S. uberis (BRAGA et al., 2018), cuja diferenciacao &
mais fidedigna utilizando métodos moleculares, como a espectrometria de massas.
Neste contexto, a identificacdo de 97 isolados suspeitos de Enterococcus sp.
obtidos de mastites nas mesmas fazendas das quais foram capturados os dipteros
do presente estudo, resultou na deteccdo de Lactococcus lactis 10,3% e
Lactococcus garvieae em 5,1% dos isolados (GUIMARAES et al. 2020).

Leveduras da espécie Candida rugosa e o fungo Trichosporon asahii sdo
micro-organismos que possuem como habitat o meio ambiente, relacionados a
infeccbes em humanos e animais. Os casos de mastite por fungos e leveduras em
vacas comumente estdo associados com excesso de umidade e matéria organica
no ambiente, ou uso néo racional de antimicrobianos no tratamento intramamario
(RIBEIRO et al., 2016). No presente estudo, ambas espécies foram identificadas
nos dipteros e, apesar da baixa frequéncia, sinalizam que as condi¢bes do

ambiente da ordenha das fazendas amostradas podem ser favoraveis a
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multiplicacdo destes patdégenos, possibilitando a veiculacdo para animais por
dipteros (SCACCABAROZZ| et al., 2011 AKDOUCHE et al., 2018).

Bacillus cereus, Comamonas Kkerstersii, Ochorobactrum intermedium,
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica, Lodderomyces elongisporus, Stenotrophomonas
maltophila e espécies de Acinetobacter e Pantoea detectados em menor frequéncia
no presente estudo - em dipteros capturados em ambiente de ordenha de vacas -
tém sido descritos principalmente em infec¢cdes oportunistas em humanos e
animais, notadamente de origem nosocomial, incluindo diarreia, septicemia,
bacteremia, pneumonia, dermatites, osteomielite e infec¢cdes do trato urinario
(JUNQUEIRA et al., 2017; ALMUZARA et al., 2017; KLOTZ et al., 2019; RYAN et
al., 2020; HLADICK et al., 2021).

Bacillus cereus sao bactérias, térmoduricas, formadoras de esporos que
apresentam alta adesao as superficies e elevada resisténcia térmica, relacionadas
a intoxicagao de humanos. S&o encontradas em leite cru e processado, constituindo
grande desafio para a industria de laticinios e derivados, posto que reduzem o
tempo de prateleira dos produtos atrdves de suas atividades proteoliticas e
lipoliticas (PORCELLATO et al., 2021). A intoxicacdo por B. cereus secundaria ao
consumo de alimentos contaminados, possui duas formas patoldgicas: sindromes
diarreica que causa diarreia e colica e a sindrome emética que causa
principalmente nauseas (OLIVEIRA et al., 2017). No presente estudo, a
identificacdo de B. cereus em dipteros capturados no ambiente de ordenha
concorda com estudo similar (CARDOZO et al., 2009), e reforca que a presenca do
patdgeno nestes insetos apresenta reflexos no contexto de Saude Publica, quanto
a qualidade dos produtos lacteos oferecidos ao consumidor (SONG et al., 2020).

Infeccdes adquiridas em hospitais humanos por espécies de Acinetobacter
tém merecido atencdo especial da Organizacdo Mundial da Saude, em virtude da
patogenicidade e multirresisténcia aos antimicrobianos convencionais (MORRIS et
al., 2019). No mesmo contexto, Stenotrophomonas maltophilia sé&o bactérias
oportunistas emergentes relacionadas a infeccdes nosocomiais em humanos,
causando principalmente sepse, pneumonia e enterite crbnica grave.
Alternativamente, o patégeno ja foi descrito em casos de mastite clinica e subclinica
em vacas, bem como isolado de queijos e leite cru e pasteurizado (OKUNO et al.,
2018). Ainda, Lodderomyces elongisporus sao leveduras amplamente distribuidas
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no meio ambiente, também associadas com infec¢cdes graves em humanos
adquiridas no ambiente hospitalar, como endocardites (AL-OBAID et al., 2018). De
modo similar ao presente estudo, a captura de dipteros em ambiente de UTI
neonatal de hospital no Brasil, resultou na identificacdo de espécies dos géneros
Bacillus, Proteus, Enterobacter, Pseudomonas e Staphylococcus nao-aureus
(CAPEL el al., 2013), reforcando os riscos de veiculacado de patdgenos por estes
insetos para humanos, incluindo em ambientes hospitalares. Neste contexto,
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica tém sido identificada em sepse e infec¢fes da pele
e tecidos moles de humanos, usualmente relacionadas a presenca de larvas de
moscas em ferimentos ou miiases (HLADIK et al., 2021).

Ochrobactrum spp. séo bactérias encontradas na agua, solo e plantas. Em
humanos estéo relacionadas a infec¢des oportunistas graves de dificil tratamento,
como endocardite e septicemia em pacientes hospitalizados (RYAN e
PEMBROKE., 2020). De modo similar, Comamonas Kkerstersii também s&o
bactérias encontradas na agua, solo e plantas, identificadas em infeccbes
multirresistentes aos antimicrobianos em humanos causando apendicite,
abscessos e infec¢des do trato urinario (ALMUZARA et al., 2017).

Pantoea spp. sdo enterobactérias isoladas de plantas, solo e certos
alimentos. P. agglomerans é a espécie mais comumente isolada de humanos,
resultando em infec¢des de articulages, tecidos moles ou 0ssos, secundarias a
traumas por objetos perfurocortantes (CRUZ et al., 2007).

Kurthia gibsonii, Pluribacter pyrinus e Alcaligenes faecalis foram
identificados em baixa frequéncia nos dipteros capturados em ambiente de ordenha
de vacas. S&@o bactérias encontradas no ambiente, embora ndo tenham sido
descritas - na literatura consultada - como patégenos primarios para animais,
enguanto Weissella spp. tém sido testada como probiotico para a cura de mastites
cronicas por S. aureus (Cock et al., 2019).

No tocante as diferencas entre as fazendas amostradas, na fazenda A
predominou o isolamento S. sciuris, agente relacionado a mastite bovina de origem
contagiosa, enquanto nas demais fazendas predominaram micro-organismos
ambientais, como E. coli nas fazendas C, E e H, e espécies de Enterococcus nas
fazendas B, D, F, | e J. Todas as fazendas revelaram maior captura de dipteros da
familia Muscidae, exceto a fazenda B com predominio de Tachinidae (JUNQUEIRA
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et al., 2017). Apesar destas tendéncias, o restrito nimero de espécimes de insetos
capturados de cada familia de diptero em cada fazenda, ndo possibilitaram
comparacao estatistica, podendo ser considerados uma limitacdo do presente
estudo.

Posto o potencial observado dos dipteros de veicular micro-organismos
relacionados a ocorréncia de mastite ambiental ou contagiosa em vacas nas
fazendas amostradas, bem como a relevancia de certos patdgenos identificados
em saude humana, faz-se necessario a adogéao sistematica de medidas de controle
e profilaxia nas fazendas visando evitar a proliferacdo destes insetos; incluindo a
retirada diaria de dejetos do ambiente de ordenha e entorno, evitar acimulo de
barro e umidade no ambiente de ordenha, uso de armadilhas quimicas e fisicas
para o controle de dipteros, drenagem de regides alagadicas, além da retirada de
lixo e entulho préximo ao ambiente de ordenha dos animais (SARWAR et al., 2015).

A impossibilidade de caracterizacéo de todas as espécies dos dipteros, bem
como a auséncia de colheita simultanea dos espécimes de insetos e das vacas com
mastite clinica no mesmo ambiente de ordenha- visando comparar oS micro-

organismos identificados- podem ser consideradas limitacdes do presente estudo.

7. Concluséo

Dipteros da familia Muscidae foram mais frequentes entre 0s insetos
capturados, indicando maior preocupacdo com as ac¢des de controle/profilaxia que
visem evitar a manutencao e proliferacdo destes insetos no ambiente da ordenha

e entorno;

v Grande complexidade de micro-organismos foi identificada na
superficie corpérea dos dipteros capturados no ambiente de ordenha, com maior
frequéncia de espécies de Enterococcus e Escherichia coli, indicando alto potencial
de veiculagdo de enterobactérias para as vacas nas fazendas amostradas,

relacionadas a mastite bovina de origem ambiental;
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v Staphylococcus sciuri foi 0 micro-organismo mais frequente detectado
nos dipteros relacionado a mastite bovina de origem contagiosa, indicando também
a possibilidade de veiculacdo deste grupo de patdgenos para as vacas ho ambiente

de ordenha;

v Bacillus cereus, Comamonas Kkerstersii, Stenotrophomonas
maltophila, Ochorobactrum intermedium, Wohlfahrtimonas chitiniclastica,
Lodderomyces elongisporus, e espécies de Acinetobacter e Pantoea foram
identificados nos dipteros capturados no ambiente de ordenha, sinalizando o risco
destes insetos na veiculacao de patdégenos relacionados a infeccbes oportunistas

e intoxicacbes em humanos;
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ANEXO 1: Prevaléncia, por fazenda, de micro-organismos identificados em dipteros

capturados em ambiente de ordenha de vacas, diagnosticados por espectrometria

de massas®*.

Fazenda Familia

N/ Total dipteros
por fazenda/ %

Micro-organismos

N/ Total
isolados por
fazenda/%

A Muscidae
Drosophilidae
Tachinidae
Sphaeroceridae

13/24 (54,2%)

8/24 (33,4%)
2124 (8,3%)
1/24 (4,2%)

Staphylococcus sciuri
Enterococcus spp.
Bacillus cereus
Weissella spp.

Bacillus megaterium
Escherichia coli
Lactococcus spp.
Lodderomyces spp.
Lysinibacillus fusiformis
Arthrobacter gandavensis
Bacillus licheniformis
Escherichia hermannii
Klebsiella oxytoca
Pantoea agglomerans
Pluralibacter pyrinus

S. saprophyticus
Staphylococcus simulans

13/49 (26,5%)

9/49 (18,4%)
4149 (8,2%)
4149 (8,1%)
3/49 (6,1%)
2/49 (4,1%)
2149 (4,1%)
2/49 (4,1%)
2149 (4,1%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)
1/49 (2,0%)

B Tachinidae
Muscidae
Sepsidae
Sphaeroceridae

15/24= 62,5%

6/24= 25%
2/24= 8,3%
1/24=4,2%

Enterococcus spp.
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Pantoea spp.

Weissella spp.
Acinetobacter spp.
Pseudomonas Fulva
Bacillus cereus
Stenotrophomonas spp.
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus xylosus
*S. saprophyticus
Lactococcus garvieae
Candida rugosa
Trichosporon asabhii
Bacillus licheniformis
Ochorobactrum spp.

5/36 (13,9%)
4/36 (11,1%)
3/36 (8,3%)
3/36 (8,3%)
3/36 (8,3%)
3/36 (8,3%)
2/36 (5,6%)
2/36 (5,6%)
2/36 (5,6%)
2/36 (5,6%)
1/36 (2,8%)
1/36 (2,8%)
1/36 (2,8%)
1/36 (2,8%)
1/36 (2,8%)
1/36 (2,8%)
1/36 (2,8%)
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Muscidae 19/24=79% Escherichia coli 6/26 (23,07%)
Chloropidae 3/24=12,5% Staplycococcus sciuri 4/26 (15,3%)
Tachinidae 1/24= 4,2% Pantoea ananatis 4/26 (15,3%)
Sphaeroceridae 1/24= 4,2% Pantoea agglomerans 2126 (7,7%)
Wohlfahtiimonas spp. 2126 (7,7%)
Enterococcus spp. 2126 (7,7%)
Klebsiella pneumoniae 1/26 (3,8%)
Escherichia hermanii 1/26 (3,8%)
Bacillus oleronius 1/26 (3,8%)
Weissella cibaria 1/26 (3,8%)
Ochrobactrum intermedium  1/26 (3,8%)
Alcaligenes faecalis 1/26 (3,8%)
Muscidae 19/24=79,1% Enterococcus spp. 5/20 (25%)
Ulidiidae 3/24=12,5% Escherichia coli 4/20 (20%)
Tachinidae 1/24= 4,2% Escherichia hermannii 2/20 (10%)
N&o diptero 1/24=4,2% Escherichia vulneris 2/20 (10%)
Apidae Bacillus cereus 2/20 (10%)
Lactococcus spp. 2/20 (10%)
Staphylococcus sciuris 1/20 (5%)
Pantoea agglomerans 1/20 (5%)
Bacillus licheniformis 1/20 (5%)
Muscidae 16/24= 66,6% Escherichia coli 13/33 (39,4%)
Tachinidae 4/24=16,7% Enterococcus spp. 6/33 (18,2%)
Sepsidae 2/24=8,3% Proteus mirabilis 3/33 (9,1%)
Sphaeroceridae 1/24=4,2% Pseudomonas fulva 2/33 (6,1%)
Chloropidae 1/24=4,2% Acinetobacter spp. 2133 (6,1%)
Stenotrophomonas spp. 2/33 (6,1%)
Pseudomonas monteilii 1/33 (3,0%)
Staphylococcus sciuri 1/33 (3,0%)
Ochorobactrum spp. 1/33 (3,0%)
Comamonas kerstersii 1/33 (3,0%)
Weissella cibaria 1/33 (3,0%)
Muscidae 23/24=95,8% Enterococcus spp. 10/26 (40%)
N&o diptero 1/24=4,2% Klebsiella pneumoniae 5/26 (19%)
Apidae Escherichia coli 4/26 (15,4%)
Bacillus cereus 3/26 (11%)
Bacillus licheniformis 1/26 (3,8%)
Enterobacter cloacae 1/26 (3,8%)
Escherichia fergusoni 1/26 (3,8%)
S. chromogenes 1/26 (3,8%)
Muscidae 21/24=87,5% Escherichia coli 12/27 (44,4%)

Drosophilidae

3/24=12,5%

Enterococcus spp.

10/27 (37%)



Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Klebsiella variicola
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1/27 (3,7%)
1/27 (3,7%)
1/27 (3,7%)
1/27 (3,7%)

I Muscidae
Calliphoridae
Syrphidae
Piophilidae

21/24= 87,5%

1/24= 4,2%
1/24=4,2%
1/24= 4,2%

Enterococcus spp.
*Entero. xiangfangensis
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Staphylococcus sciuri
*S. epidermidis

Bacillus cereus
Stenotrophomonas spp.

15/31 (48,4%)

4/31 (12,9%)
3/31 (9,7%)
3/31 (9,7%)
2/31 (6,4%)
2/31 (6,4%)
1/31 (3,23%)
1/31 (3,23%)

J Muscidae
Sphaeroceridae
Syrphidae
Ulidiidae
Calliphoridae
Sarcophagidae

14/25=56%
5/25= 20%
3/25=12%
1/25= 4%
1/25= 4%
1/25= 4%

Enterococcus spp.
Enterobacter cloacae
*Entero. xiangfangensis
Klebsiella oxytoca
Klebsiella variicola
Klebsiella cloacae
Escherichia coli
Staphylococcus sciuri
Bacillus cereus
Lactococcus lactis
Pantoea agglomerans
Acinetobacter baylyi
Kurthia gibsonii

Lysinibacillus xylanilyticus

8/26 (30,8%)
3/26 (11,5%)
2126 (7,7%)
2126 (7,7%)
2126 (7,7%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)
1/26 (3,8%)

* Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of flight = MALDI-TOF; N= Nimero de dipteros

e isolados; %=frequéncia dos dipteros e isolados.

*Staphylococcus saprophyticus.
*Staphylococcus epidermidis.

*Enterobacter xiangfangensis
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ABSTRACT

There are more than 150,000 known species of Diptera that can serve as vector-
borne about 200 pathogenic microorganisms to humans and animals, causing more
than 65 diseases, including mastitis in domestic animals. Bovine mastitis is the
disease that causes the major economic losses in dairy industry, and its pathogens
are traditionally classified as "contagious" or "environmental” based on habitat of
agents and transmission routes of agents. Despite the complexity of the species and
the potential of Diptera as vector-borne of pathogens, few studies have investigated
the presence of bacteria-related bovine mastitis in dipterans that inhabit the milking
environment, in addition they have not used molecular methods to detect these
microorganisms. In this scenario, 217 flying Diptera were collected from nine
different farms (24 samples/farm) with similar milk production and management
conditions. The Diptera samples were submitted for entomological identification of
families and/or species. Eleven Diptera families were identified, with a

predominance of Muscidae (152/217= 70%), followed by Tachinidae
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(23/217=10.6%). All Diptera samples were subjected for microbiological culture
using conventional (blood agar and MacConkey agar) and selective media (EC
broth and chromogenic Onfarm SmartColor 2™ media), and isolates were identified
in species level by mass spectrometry. Two hundred and seventy-five species of
microorganisms were identified, with a predominance of pathogens-related
environmental bovine mastitis (166/275=60.4%), with a higher frequency of
Enterococcus spp. (70/275=25.4%) and Escherichia coli (49/275=17.8%), and a
minor frequency of pathogens-related contagious bovine mastitis agents
(32/275=11.6%). Non-traditional agents-related of bovine mastitis (called here as
miscellaneous) were detected in 28% (77/275) of the isolates as well, identifying
agents associated with human infections/intoxications, e.g., Bacillus cereus,
Stenotrophomonas maltophila, and Acinetobacter spp. We observed a great
complexity of microorganisms carried by Diptera present in dairy cattle environment
identified by mass spectrometry diagnosis method, including pathogens-related
environmental and contagious bovine mastitis, as well as agents with well-known
zoonotic nature associated with infections and toxi-infections from food origin;
highlighting the potential of Diptera as vector-borne of the pathogens that affect
animals and humans. In addition, to our knowledge, chromogenic selective media
used to farm culture of bovine mastitis-related pathogens was used for the first time
to selective isolation of these causal agents of mastitis among Diptera that inhabit

the environment of dairy farms.

Keywords: Vector-borne diseases, Cattle, bovine mastitis, pathogens-related

environmental and contagious mammary infections, MALDI-TOF MS

1 INTRODUCTION

More than 153,000 species of Diptera are known worldwide, including 10,000
genera and 188 families of flies, horseflies, and mosquitoes, of which about 8,700
are widely distributed in Brazil (BioSystematic Database of World Diptera - BDWD,
2021).

The high reproduction rate and access to contaminated environments makes

the Diptera potential vector-borne of more than 200 pathogens, e.g., viruses,
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bacteria, fungi, protozoa, and helminth eggs, which have been associated with more
than 65 diseases in humans and domestic animals (NAZNI et al., 2005; CASTRO
et al., 2008), including enteritis, dermatitis, conjunctivitis, and bovine mastitis
(FORSTER et al., 2009; ALMEIDA et al., 2014). Musca domestica and Stomoxys
calcitrans species serve as potential vector-borne for bacterial pathogens-related
bovine mastitis, particularly Escherichia coli and Staphylococcus spp. (CASTRO et
al., 2013, 2016).

Bovine mastitis poses the most impactful disease associated to economic
losses for the dairy industry, causing a significative decrease in the production and
quality of milk and its milk derivatives, premature disposal of animals and premature
replacement of animals, in addition to increased costs for medications and
veterinary expenses (GONCALVES et al., 2018). Microorganisms associated with
bovine mastitis are traditionally divided into contagious and environmental
pathogens, based mainly on habitat of agents and transmission routes. Contagious
pathogens are usually transmitted between cows during milking, whereas
environmental pathogens are transmitted from own environment of farms, i.e., soil,
water, feces, organic matter, bed of animals, and dairy utensils (COBIRKA et al.,
2020).

Despite the complexity of Diptera species (BDWD, 2021) and the potential
for pathogen transmission to humans and animals (FORSTER et al., 2009;
ALMEIDA et al.,, 2014), few studies have focused on bovine mastitis-related
pathogens presents in Diptera that inhabit the milking environment (CASTRO et al.,
2016). In addition, most studies that investigated the presence of microorganisms
in Diptera caught in the milking environment of cows have confirmed the diagnosis
using conventional phenotypic tests (ALMEIDA et al., 2014; ALVES et al., 2018).

In this scenario, the present study investigated the presence of bovine
mastitis-associated environmental and contagious pathogens, in addition bacteria
relevant to human infections and toxi-infections from food origin, among corporal
surface of Diptera caught in the milking environment, using conventional and

selective culture media, and mass spectrometry to detection of microorganisms.
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2 MATERIAL & METHODS

This study was carried out in accordance with the Ethics Committee on Animal
Use (CEUA) guidelines of the School of Veterinary Medicine and Animal Sciences,
Sado Paulo State University, UNESP, Botucatu, SP, Brazil (protocol number
0136/2017).

2.1 Sample size

The sample size estimation was based on the prevalence of E. coli, the
bacterium most commonly found in Diptera (ALVES et al., 2018), using an estimated
prevalence of E. coli isolation of 17% (NAZNI et al., 2005; CASTRO et al., 2013;
ALMEIDA et al., 2014) with a 5% margin of error and 95% confidence interval.
Hence, a sample size of 217 dipterans was established to the conditions of the
current study. The sample size was calculated using the Open Epi program
(https:/www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) (DEAN et al., 2013).

2.2 Farms

Nine dairy farms were used, of which six located in the southern region of
the state of Minas Gerais and three in the southwestern region of the state of Sao
Paulo, Brazil, where the dairy industry in common. The calves were from medium-
scale farms (defined here as farm holdings between 20-200 hectares), with a
different average size of herds. All the animals were breeding in the pasture, with
similar conditions of nutrition, management facilities, technical degree, and sanitary
conditions, including mandatory vaccines. The climate of farms sampled is
characterized by tropical temperatures. The farms were eligible when met the
following conditions: (1) Holstein or Holstein cross-breed cows, (2) mastitis control
programs with data recorded in management software, (3) somatic cell count (SCC)
< 400,000 SCC/mL (BRASIL, 2011), (4) highly productive Holstein animals (>20
liters/cow/day), (5) at least 200 lactating cows in the farm, (6) mechanical milking

system, and (7) history of clinical mastitis.
2.3 Sample collection

Diptera were randomly collected over April 2019 and January 2020 in the

milking environment (milking parlor and surrounding area, within a maximum
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distance of 200 meters) in the nine farms, with preference given to flies closest to

lactating animals (cows and calves).

The captures were carried out using an entomological net (butterfly trap)
previously disinfected with a 10% sodium hypochlorite solution for 30 minutes before
visiting the properties. Between insets collections, nets were sprayed with a 70%
alcohol solution to prevent cross-contamination. Specimens were stored individually
in Falcon tubes, transported at refrigeration temperature (4 to 8°C) in isothermal
boxes, and stored at freezing temperature in the laboratory (-80°C) (ALVES et al.,
2018). To achieve the proposed sampling, 24 insects were captured on all farms,

except one farm where 25 specimens were captured.
2.4 ldentification of the Diptera

Entomological identification of the specimens was performed using sterile
tweezers and plates and a microscope magnifier, based on specific taxonomic keys
for the orders (RAFAEL et al., 2012), families (RAFAEL et al., 2012), Diptera and
Coleoptera species (ALMEIDA & MISE, 2009; CARVALHO E RIBEIRO, 2000.;
CARVALHO et al., 2002; RAFAEL et al., 2012).

2.5 Bacteriological culture

After defrost, samples were transferred to sterilized glass tubes containing 3
mL of brain-heart infusion broth (BHI™ - Brain Heart Infusion, KASVI, Sao José dos
Pinhais, PR, Brazil) and incubated at 37°C for 12 hours (CASTRO et al., 2016). After
turbidity, 10uL aliquots of the BHI media containing the specimens were
simultaneously straked onto conventional blood agar (5%), MacConkey agar
(QUINN et al., 2011), and a commercial chromogenic selective media (Onfarm
SmartColor 2™, Piracicaba, SP, Brazil) used for isolation of bovine mastitis-related
pathogens in farms. All culture media mentioned above were incubated aerobically
at 37°C for 72 hours, and evaluated every 24 hours for microbial growth (QUINN et
al., 2011). Only samples with >five identical colonies isolated in any conventional or
selective media were considered for further identification of agents at species level

using mass spectrometry.
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2.6 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS)

Identification of microorganisms at the species level was performed using
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS, Bruker and DaltonicsTM, Bremen, Germany) with a 337-nm laser.
Spectra were analyzed between 2.000-20.000 m/z using FlexControl 3.3 software.
Characterization of the isolates at the genus and species was considered with 21.7
and 22.0, respectively (Barreiro et al., 2010; Gongalves et al., 2014).

For proposal of the current study, microorganisms identified were grouped in
three groups, as follows: 1) environmental and 2) contagious agents, due to
relationship with bovine mastitis infections, in addition of 3) "miscellaneous" group
that comprised microorganisms rarely or non-reported in bovine mastitis cases,
bacteria from microbiota of Diptera, or with public health relevance.

Analysis of the entomological characterization of captured dipterans, and the
detection of microorganisms was based on prevalence and descriptive values

(percentage).
3 RESULTS

3.1 Diptera identification

From the 217 specimens captured in nine different farms destined for dairy
production, 215 dipterans and two non-dipterans of the Apidae family were
identified.

Of the total number of insects captured, eight genera/species belonging to 11
different families were identified, as follow: Muscidae (152/217=70%), Tachinidae
(23/217=10.6%), Drosophilidae (11/217=5%), Sphaeroceridae (9/217=4.1%),
Sepsidae (4/217=1.8%), Ulidiidae (4/217=1.8%), Syrphidae (4/217=1.8%),
Chloropidae  (4/217=1.8%), Calliphoridae (2/217=0.9%), Sarcophagidae
(1/217=0.5%), and Piophilidae (1/217=0.5%).

In the family Muscidae, most of the insects could be identified at species
level, i.e., Musca domestica (126/152=83%), Atherigona orientalis (8/152=5.2%),
Brontaea spp. (8/152=5.2%), Stomoxys calcitrans (5/152=3.3%), Muscina
stabulans (2/152=1.3%), and Haematobia irritans (1/152=0.6%).
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The four Diptera of the family Sepsidae belonged to the genus Euxesta, and
the only one specimen from Sarcophagidae family was classified as Microcerella
halli, whereas the other families it was possible to identify the dipterans at genus
level.

Of the dipteran families identified, 20% (44/217) are relevant to phytosanitary
area, i.e., Tachinidae, Drosophilidae, Ulidiidae, Syrphidae, and the non-dipteran
Apidae. The other families pose interest in veterinary and human medicine
(Muscidae, Sphaeroceridae, Sepsidae, Calliphoridae, Chloropidae, Sarcophagidae,

and Piophilidae).
3.2 Microbiological culture and identification of microorganisms

All 217 insect specimens were cultured. No microorganisms were isolated in
0.9% (2/217) of the specimens, while no isolates were identified by mass
spectrometry in 8.7% (19/217) of the samples. Identification was successful in
90.3% (196/217) of the samples, of which one microorganism type was identified in
60.8% (132/217) of the samples, two microorganisms in 22.11% (48/217), and
between 3 and 4 microorganisms in 7.4% (16/217), comprising 275 isolates.

Table 1 summarize the prevalence of the microorganisms identified, stratified
here in contagious or environmental bovine mastitis-related agents, in addition a
miscellaneous group. Among the identified isolates, the most frequent
microorganisms were Enterococcus species (70/275=25.4%), Escherichia coli
(49/275=17.8%) and Staphylococcus sciuri (25/275=9%) (Table 1). Species of
staphylococci were identified in 11.6% (32/275) among all Diptera. Other
microorganisms identified were represented by Enterobacter spp. (17/275=6.2%),
Klebsiella spp. (14/275=5.1%), Bacillus cereus (13/275=4.3%), Pantoea spp.
(12/275=4.3%), Weissella spp. (9/275=3.3%), Acinetobacter spp. (6/275=2.2%),
Lactococcus spp. (6/275=2.2%), Stenotrophomonas maltophila (5/275=2%), and
Pseudomonas spp. (5/275=2%).
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Table 2: Prevalence of environmental and contagious agents-related bovine mastitis

detected from corporal surface of dipterans captured in the milking environment,

diagnosed by mass spectrometry*. Brazil, 2019-2020.

Microorganisms

N/Total number of
isolates(%0)

environmental

Enterococcus spp.
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter xiangfangensis
Klebsiella oxytoca
Pseudomonas fulva
Escherichia hermannii
Proteus mirabilis
Klebsiella variicola
Escherichia vulneris
Escherichia fergusoni
Pseudomonas monteilii

70/275 (25,4%)
49/275 (17,8%)

11/275 (4,0%)
71275 (2,5%)
6/275 (2,1%)
41275 (1,4%)
41275 (1,4%)
41275 (1,4%)
41275 (1,4%)
3/275 (1,9%)
2/275 (0,7%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)

subtotal

166/275 (60,4%)

Contagious

Staphylococcus sciuri
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus choromogenes
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus simulans

25/275 (9,0%)

2/275 (0,7%)
2/275 (0,7%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)

subtotal

32/275 (11,6)

Miscellany

Bacillus cereus

Pantoea spp.

Weissella spp.

Acinetobacter spp.
Lactococcus spp.
Stenotrophomonas maltophila
Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium
Lysinibacillus spp.
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica
Ochorobactrum intermedium
Lodderomyces elongisporus
Arthrobacter gandavensis
Comamonas kerstersii
Kurthia gibsonii

Pluribacter pyrinus
Alcaligenes faecalis

Bacillus oleronius

Candida rugosa

Trichosporon asahii

13/275 (4,3%)
12/275 (4,3%)
9/275 (3,3%)
61275 (2,2%)
61275 (2,2%)
5/275 (2%)
41275 (1,4%)
3/275 (1%)
3/275 (1%)
3/275 (1%)
3/275 (1%)
2/275 (0,7%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)
1/275 (0,4%)

subtotal

771275 (28%)

Total

275 (100%)

* Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of flight = MALDI-TOF MS;

N=frequency of isolates; %=percentage.
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3.3 Distribution of microorganisms-related bovine mastitis
3.3.1 Environmental

Microorganisms associated with bovine mastitis from environmental origin
predominated in Diptera (166/275=60.4%), with a higher frequency of Enterococcus
spp. (70/275=25.4%), Escherichia coli (49/ 275=17.8%), and Enterobacter spp.
(17/275=6.2%). A wide variety of Enterococcus species was identified, including E.
faecalis (29/70=41%), E. faecium (27/70=38.6%), E. hirae (04/70=5.7%), E.
casseliflavirus (03/70=4%), E. sulfureus (01/70=1%), E. durans (02/70=3%), E.
gallinarum (02/70=3%), E. avium (01 /48=1%), and E. thailandicu (01/48=1%).

Other enterobacteria and gram-negative bacteria related to bovine mastitis
from environmental nature were identified as well, including Klebsiella spp.
(14/275=5.1%), Pseudomonas spp. (5/275=2%), Proteus mirabilis (4/275=1.4%),
Escherichia hermani (4/275=1.4%), Escherichia vulneris (2/275=1.9%), and
Escherichia ferguoni (1/275=0.4%).

3.3.2 Miscellaneous

Microorganisms grouped in miscellaneous were the second most frequent
category of agents (77/275=28%) identified among Diptera. Twenty different
species of microorganisms were identified, of which B. cereus (13/275=4.7%),
Pantoea spp. (12/275=4.3%) and Weissella spp. (9/275=3.3%) were the most
frequent. Other microorganisms identified in this miscellaneous group belonged to
the genera Acinetobacter, Lysinibacillus, and Lactococcus, in addition to isolates of
the species Stenotrophomonas maltophila, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, Loddoromyces elongisporum, Ochorobactrum intermedium,
Arthrobacter gandavensis, Comamonas Kkerstersii, Kurthia gibsonii, Pluribacter
pyrinus, Wolh chitiniclastica, Alcaligenes faecalis, Bacillus oleronius, Candida
rugosa, and Trichosporon asahii. In addition, Bacillus cereus, Stenotrophomonas
maltophila, Acinetobacter spp., Ochorobactrum intermedium, and Comamonas
kerstersii identified here deserve attention due to relationship with infections and

intoxications in humans.
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3.3.3 Contagious

Pathogens isolated from dipterans related to contagious bovine mastitis
(32/275=11.6%) were less frequently, of which only staphylococcal species were
detected, with a predominance of Staphylococcus sciuri (25/275=9%), and a minor
occurrence of S. saprophyticus, S. epidermidis, S. chromogenes, S. xylosus, and S.

simulans.

3.3.4 Relationship between Diptera and identification of microorganisms

related to bovine mastitis

The main microorganisms detected in Diptera were seen with a
predominance of enterobacteria group, i.e., Enterococcus species (47/156=30%)
and Escherichia coli (30/156=19.2%), related to clinical bovine mastitis from
environmental nature.

The family Muscidae was predominant among the Diptera captured and
revealed a highest number of identified isolates (152/217=70%), of which 66.1%
were classified as environmental pathogens-related bovine mastitis (123/186), 23%
as miscellaneous (43/186), and 10.7% as contagious pathogens-related bovine
mastitis (20/186). Of all Musca domestica specimens, 156 isolates were obtained,
of which 66.6% were classified as environmental pathogens-related bovine mastitis
(104/156), 23% as miscellaneous (36/156), and 10.2% as contagious pathogens-
related bovine mastitis (16/156). Among other insects belonging to the family
Muscidae, 27 isolates also revealed predominance of enterobacteria as
Enterococcus spp. (7/27=26%), E. coli (6/27=22%) and Klebsiella spp. (5/27=13%).

Tachinidae was the second family with the highest number of dipterans
captured (23/217=10.6%) with 38 isolates identified, of which 52.6% were classified
as miscellaneous (20/38), 31.5% as environmental pathogens-related bovine
mastitis (12/38), and 15.7% as contagious agents-related bovine mastitis (6/38). In
this group of insects, Weissella spp. (5/38=13%), Staphylococcus sciuri
(4/38=10.5%), and E. coli (5/38=13%) were most common, while the only agents
from fungi origin identified along the study, i.e., Candida rugosa (1/38=2.6%) and
Trichosporon asahii (1/38=2.6%), belonged the family Tachinidae.

From the family Drosophilidae, 16 bacterial isolates were identified from 11

(11/217=5%) Dipterans, with a predominance of staphylococci (5/16=31.2%).
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Among the other nine families (Sphaeroceridae, Sepsidae, Ulidiidae,
Syrphidae, Calliphoridae, Chloropidae, Sarcophagidae, Piophilidae, and Apidae),
35 isolates were recovered from 31 Diptera specimens, of which enterobacteria
and/or agents from environmental nature were predominant as well, such as
Enterococcus spp. (11/35=31%), E. coli (6/35=17%), and Enterobacter spp.
(5/35=14%).

Table 2 summarizes the entomological classification of the captured
dipterans and the microorganisms identified by mass spectrometry, focusing on
contagious and environmental pathogens-related bovine mastitis.

Among Diptera specimens with the main interest for plant health (Tachinidae,
Drosophilidae, Ulidiidae, Syrphidae, and the non-dipteran Apidae) the predominant
microorganisms identified were miscellaneous group (29/64=45,3%), whereas
those relevant to animal and human health (Muscidae, Sphaeroceridae, Sepsidae,
Calliphoridae, Chloropidae, Sarcophagidae, and Piophilidae) was seen a
predominance of enterobacteria or agents from environmental habitat
(143/211=67.7%).
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and contagious agents-related to bovine mastitis. Brazil, 2019-2020.

Table 2. Entomological identification of dipterans captured in milking environment of dairy farms with emphasis in environmental

family

Diptera Diptera species N/Total number N/Total number N/Total number
ide?tifie_d by Diptera species identifigd by environmental of is_olates by Contagious of is_olates by Miscellany _of isolates by
amily family dipteran dipteran dipteran species
N/Total(%) N/Total(%) species (%) species (%) (%)
152/217 (70%) Musca domestica  126/152 (83%) Enterococcus spp. 47/156 (30,1%) Staphylococcus sciuri 12/156 (7,7%) Bacillus cereus 8/156 (5,1%)
Escherichia coli 30/156 (19,2%) Staphylococcus epidermidis 2/156 (1,2%) Weissella spp. 3/156 (1,9%)
Enterobacter cloacae 6/156 (3,8%) Staphylococcus simulans 1/156 (0,6%) Lactococcus spp. 3/156 (1,9%)
Enterobacter xiangfangensis ~ 4/156 (2,5%) Staphylococcus chromogenes 1/156 (0,6%) Bacillus spp. 3/156 (1,9%)
Escherichia hermanii 4/156 (2,5%) Lysinibacillus fusiformis 2/156 (1,2%)
Escherichia vulneris 2/156 (1,2%) Stenotrophomonas maltophila 2/156 (1,2%)
Proteus mirabilis 3/156 (1,9%) Arthrobacter gandavensis 1/156 (0,6%)
Pseudomonas fulva 1/156 (0,6%) Lodderomyces elongisporum 1/156 (0,6%)
Klebsiella variicola 2/156 (1,2%) Acinetobacter baylyi 1/156 (0,6%)
Klebsiella pneumoniae 4/156 (2,5) Ochrobactrum intermedium 2/156 (1,2%)
Escherichia fergusoni 1/156 (0,6%) Pantoea spp. 6/156 (3,4%)
Alcaligenes faecalis 1/156 (0,6)
Wohlfahrtimonas chitiniclastica 3/156 (1,9)
104/156 (66,6%) 16/156 (10,2%) 36/156 (23%)
Atherigona orientalis 8/152 (5,2%) Klebsiella oxytoca 2/7 (28,6%) Staphylococcus sciuri 1/7 (14,3%) Bacillus cereus 1/7 (14,3%)
Escherichia coli 1/7 (14,3%) Ochrobactrum grignonense 1/7 (14,3%)
Klebsiella pneumoniae 1/7 (14,3%)
417 (57,1%) 1/7 (14,3%) 2/7 (28,6%)
Brontaea sp. 8/152(5,2%) Escherichia coli 3/10 (30%)  Staphylococcus sciuri 1/10 (10%) Comamonas kerstersii 1/10 (10%)
Enterococcus spp 4/10 (40%) Pantoea ananatis 1/10 (10%)
7/10(70%) 2/10 (20%)
Stomoxys calcitrans 5/152 (3,3%) Escherichia coli 1/5(20%)  Staphylococcus sciuri 1/5(20%)  Stenotrophomonas maltophila 1/5 (20%)
Enterobacter cloacae 1/5 (20%)
Enterococcus faecium 1/5 (20%)
3/5 (60%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Muscina stabulans 2/152 (1,3%) Enterococcus faecium 1/2 (50%) Acinetobacter spp. 1/2 (50%)
Haematobia irritans 1/152 (0,6%) Klebsiella pneumoniae 1 (100%)
sp. (Not identified) 2/152 (1,3%) Klebsiella oxytoca 1/5(20%)  Staphylococcus sciuri 1/5(20%)  Pluralibacter pyrinus 1/5 (20%)
Enterococcus faecalis 1/5 (20%)
Escherichia coli 1/5 (20%)
3/5 (60%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Total number of isolates per environmental 123/186 (66,1%) Contagious 20/186 (10,7%) Miscellany 43/186 (23,1%)




Tachinidae

23/217 (10,6%)

Escherichia coli
Enterococcus spp.
Pseudomonas fulva
Pseudomonas monteilii
Proteus mirabilis
Enterobacter cloacae

5/38 (13,1%)
3/38 (7,9%)
1/38 (2,6%)
1/38 (2,6%)
1/38 (2,6%)
1/38 (2,6%)

Staphylococcus sciuri
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus xylosus

4/38 (10,5%)
1/38 (2,6%)
1/38 (2,6%)

Weissella spp.

Pantoea spp.

Acinetobacter spp.

Bacillus cereus
Stenotrophomonas maltophila
Lactococcus spp.

Bacillus licheniformis
Candida rugosa

Trichosporon asahii

5/38 (13,1%)
3/38 (7,9%)
3/38 (7,9%)
2/38 (5,3%)
2/38 (5,3%)
2/38 (5,3%)
1/38 (2,6%)
1/38 (2,6%)
1/38 (2,6%)

12/38 (31,5%) 6/38 (15,7%) 20/38 (52,6%)
Drosophilidae 11/217 (5%) Enterococcus spp. 2/16 (12,5%) Staphylococcus sciuri 4/16 (25%) Bacillus cereus 2/16 (12,5%)
Escherichia coli 2/16 (12,5%) Staphylococcus saprophyticus 1/16 (6,28%) Pantoea agglomerans 1/16= (6,28%)

Klebsiella pneumoniae

1/16 (6,25%)

5/16 (31,2%)

5/16 (31,2%)

Bacillus licheniformis
Lodderomyces elongisporus
Bacillus megaterium

1/16= (6,28%)
1/16= (6,28%)
1/16= (6,28%)
6/16 (37,5%)

Sphaeroceridae 9/217 (4,1%) Enterococcus spp. 5/9 (55,5%) Staphylococcus sciuri 1/9 (11,1%) Lysinibacilus xylanilyticus 1/9 (11,1%)
Pseudomonas fulva 1/9 (11,1%) Weissella cibaria 1/9 (11,1%)
6/9 (66,7%) 1/9 (11,1%) 2/9 (22,2%)
Sepsidae 4/217 (1,8%) Escherichia coli 2/5 (40%) Acinetobacter junii 1/5 (20%)
Enterococus spp. 2/5 (40%)
4/5 (80%) 1/5 (20%)
Ulididae 4/217 (1,8%) Euxesta sp. klebsiella variicola 1/5 (20%) Kurthia gibsonii 1/5 (20%)
Escherichia coli 1/5 (20%) Bacillus licheniformis 1/5 (20%)
Enterobacter cloacae 1/5 (20%)
3/5 (60%) 2/5 (40%)
Syrphidae 4/217 (1,8%) Enterobacter xiangfangensis 2/6 (33,3%) Lactococcus lactis 1/6 (16,7%)
Klebsiella oxytoca 1/6 (16,7%) Pantoea agglomerans 1/6 (16,7%)
Enterococcus faecalis 1/6 (16,7%)
4/6 (66,7%) 2/6 (33,4%)
Chloropidae 4/217 (1,8%) Pseudomonas fulva 1/4 (25%)
Escherichia coli 3/4 (75%)
4/4 (100%)
Calliphoridae 2/217 (0,9%) Enterobacter cloacae 1/2 (50%)
Enterococcus faecalis 1/2 (50%)
2/2 (100%)
N&o diptero (Apidae)  2/217 (0,9%) Bacillus licheniformis 1/1 (100%)
Sarcophagidae 1/217 (0,5%) Microcerella halli Enterobacter cloacae 1/2 (50%)
Enterococcus faecalis 1/2 (50%)
2/2 (100%)
Piophilidae 1/217 (0,5%) Enterococcus faecalis 1/1 (100%)
Total of isolates environmental 166/275 (60,4%) Contagious 32/275 (11,6.%) Miscellany 771275 (28%)

N = frequency of Diptera and isolates/Total number of Diptera and isolates (%)

78
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4 DISCUSSION

A high complexity of microorganisms isolated from corporal surface of
dipterans captured in the milking environment was observed in farms sampled, with
a predominance of enterobacteria-related bovine mastitis, in addition to contagious
bacteria-related bovine mastitis, micro-organisms associated with corporal
microbiota of insects, and pathogens zoonotic behavior, highlighting the issue of
Diptera as vector-borne of the pathogens for both animals and humans.

There are more than 150,000 known species of Diptera (BDWD, 2021), which
are characterized by their high flight capacity, proliferation, and access to
contaminated environments. These features can favor the transmission of
pathogens of bacterial, parasitic, and viral origin, in addition parasite eggs that can
infect animals and humans (NAZNI et al., 2005), including the mammary gland of
cows (CASTRO et al., 2013, 2016).

Despite the great diversity of microorganisms found in the present study, only
eight genera/species of Diptera and one non-Diptera species belonging to 11
families were entomologically classified. This finding could be attributed to the high
complexity of the anatomical features required for the classification of these insects
(CARVALHO et al., 2002; RAFAEL et al., 2012), as well as the non-recognition of
several genera/species, a fact that could be considered a limitation of the current
study.

Diptera from the family Muscidae predominated among the insects captured.
This result could be due to the proximity of these hematophagous insects of
domestic animals, or through the consumption of organic material (RAFAEL et al.
2009), which is abundant around the milking environment.

Musca domestica, a well-known Diptera of the family Muscidae, was the
predominant species identified among farms sampled. Similar studies have also
described the high frequency of this insect (ALMEIDA et al. 2014,
ARSENOPOULOS et al. 2018), probably due to its synanthropic lifestyle and high
biotic potential compared to other dipteran species (CASTRO et al. 2008).

The external corporal microbiota of dipterans is closely related to feeding and
reproductive habits, and can be conventionally divided into insects with
phytosanitary interests or with animal and humans’ relevance (JUNQUEIRA et al.,
2017; GUEGAN et al., 2018). A predominance of enterobacteria in Diptera families
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with interest in animals (Muscidade, Sphaerocidae, Sepsidae, Ulidiidae,
Chloropidadae, Calliphoridae, Sarcophagidadae, Piophilidae) was seen in the
current study, including pathogens previously related to cases of bovine mammary
infections by environmental agents (SHUKKEN et al., 2012; RUEGG, 2017).
Conversely, pathogens classified as miscellaneous were found more frequently in
Diptera families with major phytosanitary interest (Tachinidae, Drosophilidae,
Ulidiidae, and Syrphidae) (JUNQUEIRA et al., 2017; GUEGAN et al., 2018)
although, by convenience, were grouped here in miscellaneous agents some
pathogens related to infections and toxi infections in humans from feed origin.

A study compared the microbiota of the synanthropic dipterans Chrysomya
megacephala and Musca domestica from rural, urban, and natural environments,
and observed differences in the microbiota related to the habitat of insects.
However, they revealed a similar microbiota probably because these dipteran
species had the same breeding and feeding habits (JUNQUEIRA et al., 2017). In
fact, the variation of the external corporal microbiota of dipterans is directly
influenced by the species' habits and the environmental conditions (JUNQUEIRA et
al., 2017; GUEGAN et al., 2018).

Bovine mastitis is the major disease that affects dairy industry (SANTOS and
FONSECA, 2019). The causative agents of bovine mastitis are conventionally
divided into contagious and environmental pathogens based mainly on the habitat
of the microorganism and the routes of transmission. Contagious pathogens, e.g.,
staphylococci, streptococci, corynebacteria, and mycoplasma, are usually
transmitted between cows at milking, and have been predominantly associated with
subclinical, chronic, or persistent mastitis. In contrast, environmental pathogens,
such as enterobacteria, fungi, algae, and certain actinomycetes and streptococci,
are transmitted to the mammary gland through the soil, water, vegetation, organic
matter, animal bedding, and contaminated utensils, and are commonly associated
with clinical cases of short duration, occasionally with high severity (SHUKKEN et
al., 2012; RUEGG, 2017).

In addition to the environment, Enterococcus species are also found in the
gastrointestinal tract of humans and animals. This group of microorganisms has

revealed an opportunistic behavior to animals and human’s infections, and usually
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are refractory to conventional antimicrobial therapy (GAO et al., 2019), including
species isolated from dipterans (AKHTAR et al., 2009).

Enterococcus species represented the most frequent genus of
microorganisms found in the present study. In contrast, a similar study in Brazil,
which investigated bacteria from flies in the milking environment using conventional
phenotypic methods to identification of microorganisms, a low incidence of
Enterococcus (0.62%) was found (CASTRO et al., 2008). This discrepancy of
results could be justified by the use of selective media in the present study, such as
EC broth and the three-part chromogenic selective medium Onfarm SmartColor 2™,
developed for the microbial culture and diagnosis of specific pathogens of bovine
mastitis in own farms to facilitate decisions on treatment and control approaches
(GRANJA et al., 2021). The use of this chromogenic selective media in the current
study probably favored the isolation of enterobacteria from insects that are
associated with bovine mastitis. Moreover, the classification of isolates by mass
spectrometry, which has a high specificity in species detection of bacteria, including
those related to bovine mastitis (GONCALVES et al., 2014), probably increased our
discriminative power. In this regard, certain Enterococcus species show phenotypic
similarity with Streptococcus species (i.e., S. dysgalactiae and S. uberis), may lead
to misdiagnosis of Enterococcus species using non-molecular methods (BRAGA et
al., 2018).

Among the Diptera captured, 80% of the isolates of the genus Enterococcus
belonged to the species Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. These
two species have been already described as predominant in intramammary
infections of cattle caused by Enterococcus species (GUIMARAES et al., 2020;
YOON et al.; 2021). Thus, our findings suggest that Diptera may serve as vector-
borne of Enterococcus species associated with clinical mastitis in cows.

E. coli belongs to the intestinal microbiota of humans and animals. It is a well-
known bacterium widely distributed in the environment, and associated with
opportunistic enteric and extraenteric infections in both humans and animals. The
pathogen is characterized by a high diversity of virulence factors (KAPER et al.,
2004). In cattle, it is the most frequent enterobacteria involved in clinical cases of

environmental mastitis, sometimes with high severity (GUERRA et al., 2020).
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In the sampled farms, E. coli was the second most common microorganism
(17.8%) identified, which is consistent with previous studies in which the pathogen
was also isolated from Diptera captured in the milking environment (NAZNI et al.,
2005; CASTRO et al., 2013; ALMEIDA et al., 2014). In addition, the presence of
Shiga toxin-producing genes (STEC) was identified in 13% of E. coli isolates
obtained from Diptera, indicating also an occupational human risk due to common
presence of these insects in the milking environment (CASTRO et al., 2013).

In addition to E. coli, other species of the genus Escherichia were also
detected in the Diptera of the present study, i.e., E. hermannii, E. vulneris, and E.
fergusoni. These species have been occasionally identified in human infections,
such as bacteremia, urinary tract infections, encephalitis, and sepsis (IOANNOU,
2019). Despite scarce knowledge of the pathogenicity in domestic animals, these
“other” Escherichia species have been detected in low prevalence in clinical bovine
mastitis when molecular methods are used for the diagnosis, such as MALDI-TOF
or genetic sequencing (GUTIERREZ-CHAVEZ et al., 2016.; JAHAN et al., 2021).

Klebsiella species, particularly Klebsiella pneumoniae, represent another
group of microorganisms found in the soil, manure, water, and bedding of cows, and
have been associated with a set of clinical infections in domestic animals (RIBEIRO
et al., 2022) and humans. In cattle, Klebsiella spp. are primary causative agents of
clinical mastitis and commonly present systemic signs (COBIRKA et al., 2020.;
RIBEIRO et al., 2022). In herds from China, K. pneumoniae and K. oxytoca were
seen as the most common species isolated from clinical cases of bovine mastitis
(CHENG et al., 2020). Likewise, these species were also frequent in the present
study, suggesting that dipterans may serve as potential vectors of these pathogens
in the milking environment (ALMEIDA et al., 2014).

It is worth noting that although Klebsiella species have been classically
known as a cause of environmental bovine mastitis, a binary profile of the pathogen,
l.e., a contagious behavior in herds has also been observed using molecular
methods; a fact that pose a new challenge to control and prophylactic approaches
of bovine mastitis caused by Klebsiella species (KLAAS and ZADOCKS, 2017).

In addition to enterobacteria species, other opportunistic gram-negative
bacteria related to bovine environmental mastitis, such as Enterobacter,

Pseudomonas, and Proteus, were identified as well. This result is consistent with
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studies conducted in Brazil (CASTRO et al., 2008), which also investigated the
presence of enterobacteria and other gram-negative bacteria in the body region of
Diptera captured in milking environments, reinforcing the risk of transmission by
Diptera of bacteria associated with clinical bovine mastitis.

Trueperella pyogenes are well-known bacteria with opportunistic lifestyle,
that infect mammary glands of cows, so called "summer mastitis". This designation
is attributed to an increase in mastitis cases during periods of high temperatures
and rainfall, which favor the proliferation of Diptera in the milking environment
(RIBEIRO et al., 2015). Based on these epidemiological characteristics, the isolation
of this pathogen on sampled farms would be expected. Nonetheless, the presence
of T. pyogenes isolates was not observed in the captured dipterans. The absence
of isolation of T. pyogenes in dipterans from milking environments was also reported
in a similar study in Greece (ARSENOPOULOS et al., 2018), highlighting that the
body microbiota of dipterans is closely related to environmental and reproductive
conditions (JUNQUEIRA et al., 2017; GUEGAN et al., 2018), or even to the
presence of certain dipteran species (CHIRICO et al., 1997).

Fewer contagious pathogens associated with bovine mastitis were identified
among the dipterans captured than compared with environmental agents related-
bovine mastitis. Only staphylococcal species associated with bovine mastitis were
identified in dipteran captured among the nine farms sampled (DUFOUR et al.,
2012), with predominance of S. sciuri and an absence of Staphylococcus aureus
isolates. In contrast, S. aureus was found with high frequency in similar studies that
investigated microorganisms in insects from environment of dairy farms (RAHUMA
et al., 2005, BOUAMAMAA et al., 2010; GHALEHNOO, 2015). This result can be
justified by the differences in the diagnostic methods used, environmental
characteristics, and animal handling among the different regions studied, especially
in the control of S. aureus, because the farms sampled in the current study had
programs for control and elimination of chronically infected animals, including by S.
aureus.

Unlike environmental pathogens-related bovine mastitis, contagious
pathogens are usually transmitted between cows during milking, from milking
equipment, or milkers, causing mainly subclinical and persistent infections

(RUEGG, 2017). All staphylococcal species isolated from dipterans in the present
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study have already been identified as primary agents of mastitis in cows elsewhere
(ABERA et al. al., 2013; SONG et al., 2020) and Brazil (CASTRO et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2014), i.e., S. sciuri, S. epidermidis, S. simulans, S. chromogenes,
S. saprophyticus and S. xylosus. Thus, the detection of contagious mastitis
pathogens in the studied dipterans is consistent with similar studies that reported
dipterans as possible vectors of these staphylococci species (BOUAMAMAA et al.,
2010), which are associated with contagious bovine mastitis (DUFOUR et al., 2012).

Similar to the environmental pathogens-related bovine mastitis identified
here, the On-farm SmartColor 2™ selective chromogenic medium also identified
microorganisms associated with contagious bovine mastitis in the corporal surface
of captured dipterans, although no S. aureus was detected. In fact, the On-farm
SmartColor 2™ selective chromogenic medium was adapted for the first time here
to use in diagnostic of bacteria associated with bovine mastitis, on the body surface
of dipterans captured in the milking environment of cows on farms with a history of
mastitis.

Between 2017 and 2018, the same group of researchers from Brazil
investigated the etiology of clinical mastitis in cows on the same farms sampled in
the current study. From 2,613 cultured milk samples, 940 isolates were obtained
and identified by phenotypic methods, identifying Streptococcus dysgalactiae
(18.4%), coagulase-negative staphylococci (16.8%), Escherichia coli (10.2%),
Klebsiella pneumoniae (7.5%), Prototeca spp. (7.5%), Streptococcus uberis (4.5%),
Bacillus spp. (5.2%), yeasts (4.0%), Enterococcus spp. (2.6%), Pseudomonas spp.
(2.7%), Enterobacter spp. (2.0%), and fungi (1.3%) (GUIMARAES et al., 2019).
Curiously, except for S. dysgalactiae, Prototeca spp., and S. uberis, the other
microorganisms mentioned above that were most frequently isolated from cows with
clinical mastitis on farms were also identified on the corporal surface of dipterans
captured in the same milking environments. This finding revealed the similarity of
the microorganisms identified in cows with mastitis and the dipterans found in the
milking environment and surrounding areas of farms, reinforcing the concern about
these insects as potential vector-borne of pathogens-related bovine mastitis.

In the diverse group of microorganisms grouped here as miscellaneous,
Bacillus, Acinetobacter, Lactococcus, Arthorobacter, Lysinibacillus, and Pantoea
species, as well as Candida rugosa and Trichosporon asahii, have already been



85

described elsewhere as causative agents of mammary infections in cows (STORMS
et al., 2003); SCACCABAROZZ] et al., 2011; MBUK et al., 2016; AKADOUCHE et
al., 2018; SONG et al., 2020; AKUSUMAWATI et al., 2021). However, due to the
occasional occurrence as primary agents of bovine mastitis cases, and lack of
consensus on transmission mechanisms, these microorganisms were conveniently
classified as miscellaneous in the present study.

Some Bacillus species are found in the environment of livestock, especially
in organic matter. B. licheniformis, B. megaterium, B. oleronius, and B. cereus have
previously been described in cases of mastitis by multidrug-resistant isolates, on
farms with a history of milking hygiene problems (ABERA et al., 2013.; SADASHIV
etal., 2014.; SONG et al., 2020). Similarly, all the Bacillus species mentioned above
were also detected in the dipterans captured on the present study, supporting the
possibility of these insects as vectors-to-cows of Bacillus species in the milking
environment.

The genus Lactococcus has been widely used in food production and as
probiotics for humans and animal industry. Nonetheless, with the advancement of
molecular techniques, it has been reported in clinical cases of bovine mastitis, and
is considered an emerging environmental pathogen of mammary infections,
particularly Lactococcus lactis and Lactococcus garvieae species (RODRIGUES et
al., 2016). Coincidentally, both Lactococcus lactis and Lactococcus garvieae were
detected from corporal surface of dipterans captured in farms sampled. The low
frequency of isolation of Lactococcus species in studies focused on Diptera
captured in the milking environment and in cases of bovine mastitis may be
attributed to their biochemical similarity to Enterococcus species, Streptococcus
dysgalactiae, and S. uberis (BRAGA et al., 2018), whose differentiation is more
reliable using molecular methods, such as mass spectrometry. In this context, in a
study that investigated the identification of 97 suggestive isolates of Enterococcus
species recovered from mastitis in the same farms where the dipterans were
captured for the present study, Lactococcus lactis and Lactococcus garvieae were
identified in 10.3% 5.1% of the isolates, respectively (GUIMARAES et al. 2020).
Candida rugosa yeasts and the fungus Trichosporon asahii are microorganisms that
inhabit the environment, and have been associated with infections in humans and

animals. Cases of bovine mastitis by fungal and yeast have been intimately
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associated with excess of feces, organic matter, and humidity in the environment,
or non-rational use of antimicrobials in intramammary treatment (RUEGG, 2017). In
the present study, both species from mycotic origin were identified in Diptera and,
despite their low frequency among insects captured, probably the conditions of the
milking environment of the sampled farms favor the multiplication of these
pathogens and allow to be carrying to the animals by Diptera (SCACCABAROZZI
etal., 2011; AKDOUCHE et al., 2018).

Bacillus cereus, Comamonas kerstersii, Ochorobactrum intermedium,
Wohlfahrtimonas chitiniclastica, Lodderomyces elongisporus, Stenotrophomonas
maltophila, and Acinetobacter and Pantoea species were detected less frequently
in the present study. These microorganisms have been reported in humans and
animals mainly with opportunistic behavior, especially related to hospital-acquired
infections, e.g., diarrhea, septicemia, bacteremia, pneumonia, dermatitis,
osteomyelitis, and urinary tract infections (JUNQUEIRA et al., 2017; ALMUZARA et
al., 2017; KLOTZ et al., 2017; KLOTZ et al., 2017; ALMUZARA et al., 2017; KLOTZ
et al., 2019; RYAN et al., 2020; HLADICK et al., 2021).

Bacillus cereus is a spore-forming bacteria that exhibit high adhesion to
surfaces and great thermal resistance associated with human intoxications. They
are found in raw and processed milk, and pose a significant challenge to dairy
industry by reducing the useful life of products and derivatives (PORCELLATO et
al., 2021). Furthermore, B. cereus intoxications have been associated with
consumption of contaminated food, causing diarrhea, colic, and nausea in humans
(OLIVEIRA et al., 2017). In the present study, the identification of B. cereus in
dipterans captured in milking environments is consistent with a similar study
(CARDOZO et al., 2009), and highlights the issue of these insects as vector-borne
of pathogens with human relevance (SONG et al., 2020).

Human hospital-acquired infections by Acinetobacter species have deserved
a special attention of the World Health Organization because of their pathogenicity
and multidrug-resistance to conventional antimicrobial agents (MORRIS et al.,
2019). Likewise, Stenotrophomonas maltophilia are emerging opportunistic bacteria
associated with human hospital-acquired infections, causing sepsis, pneumonia,
and severe chronic enteritis. Alternatively, the pathogen has already been described

clinical and subclinical bovine mastitis cases, and isolated from cheese and raw and
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pasteurized milk (OKUNO et al., 2018). In addition, Lodderomyces elongisporus are
yeasts widely distributed in the environment, and have also been associated with
severe healthcare-associated infections in humans acquired, such as endocarditis
(AL-OBAID et al., 2018). Similar to our study, dipterans captured in the neonatal
intensive care unit of a hospital in Brazil identified Bacillus, Proteus, Enterobacter,
and Pseudomonas species, as well as Staphylococcus non-aureus (CAPEL et al.,
2013), which reinforces the risks of Diptera to carry pathogens for humans, including
in hospital conditions. In this context, Wohlfahrtiimonas chitiniclastica has been seen
in sepsis and dermatitis in humans, commonly related to the presence of fly larvae
in wounds or myiasis (HLADIK et al., 2021).

Ochrobacrum species are bacteria found in water, soil, and plants. In
humans, they are associated with severe opportunistic infections refractory to
antimicrobial therapy, such as endocarditis and septicemia in hospitalized patients
(RYAN and PEMBROKE, 2020). Also, Comamonas kerstersii are bacteria found in
water, soil, and plants that have also been identified in multidrug-resistant infections
in hospitalized humans, causing appendicitis, abscesses, and urinary tract
infections (ALMUZARA et al., 2017).

Pantoea spp. are enterobacteria that have been isolated from plants, soils,
and certain foods. P. agglomerans is the species most commonly isolated in
humans, causing infections of joints, soft tissues, or bones secondary to traumatic
tissue injuries (CRUZ et al., 2007).

Kurthia gibsonii, Pluribacter pyrinus, and Alcaligenes faecalis have been
identified in low frequency among dipterans captured in milking environment of dairy
farms. These bacteria are found in the environment, although they have not been
described as primary animal pathogens, while Weissella species has been
proposed as probiotics for therapy of chronic mastitis caused by S. aureus (COCK
et al., 2019).

Given the potential of Diptera captured carrying environmental or contagious
agents-related bovine mastitis in the milking environment of sampled farms, and the
human relevance of some identified pathogens, it is necessary to adopt systematic
measures to control of Diptera; which include removal daily the feces and organic

matter from the milking and surrounding areas, avoid excess of humidity in the
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milking environment, use of chemical and physical traps to insect control drainage
of wetlands, and removal of waste near the milking area (SARWAR et al., 2015).
Then non-characterization of all species of Dipterans, and absence of
simultaneous sampling of Diptera and milk of cows with clinical mastitis in the same
milking environment, to compare the detection of micro-organisms, may be

considered limitations of the present study.

5 CONCLUSIONS

Overall, a high diversity of microorganisms were isolated from dipterans
captured in the milking environment of farms sampled, with a predominance of
enterobacteria-related bovine mastitis, as well as contagious bacteria-related
bovine mastitis, micro-organism associated with corporal microbiota of insects, and
agents with zoonotic behavior, highlighting the concern of Diptera as vector-borne

of the pathogens for animals and humans.
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