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RESUMO

Sao conhecidas mais de 150.000 espécies de Diptera (Insecta), que sao potenciais
portadores de aproximadamente 200 espécies de virus, bactérias, fungos, protozoarios e
helmintos a humanos e animais. Essa natureza de transmissao vetorial provavelmente esta
relacionada a alta capacidade prolificidade de mosca, habitos alimentares, adaptacdo a
diferentes biomas e acesso de Diptera a uma ampla variedade de ambientes contaminados.
O coronavirus e o rotavirus sdo patdogenos bem conhecidos relacionados a distarbios
entéricos e respiratérios em animais e humanos. Apesar do potencial dos dipteros como
vetores de um conjunto de diferentes patdgenos, poucos estudos tém investigado a
presenca de virus relacionados a doengas animais e humanas veiculadas por esses insetos,
capturados no ambiente de ordenha de bovinos. Neste cenério, foram capturados 217
espécimes de dipteros (24 espécimes em nove fazendas leiteiras distintas), submetidos a
classificacdo entomoldgica, RT-PCRs hemi-nested para identificacdo de Rotavirus A-RVA
(gene VP1) e coronavirus bovino-BCoV (gene N) e confirmacéo de espécies de virus com
base em sequenciamento. Onze familias de Diptera foram identificadas entomol6gicamente,
com predominancia de Muscidae (152/217=70%). Entre 14,7% (32/217) e 4,6% (10/217) dos
dipteros, RVA e BCoV foram detectados por hemi-nested RT-PCRs, respectivamente;
enquanto 11,5% (25/2017) e 0,5% (1/217) tiveram confirmacédo de rotavirus A e BCoV por
sequenciamento, respectivamente. Nossos achados destacam o papel dos dipteros como
portadores de RVA e BCoV em insetos que habitam o ambiente da pecuaria leiteira, devido

a relevancia animal e humana desses patdgenos.

Palavras-chave: Doencas transmitidas por vetores, insetos voadores, bovino leiteiro, virus

zoonotico.



ABSTRACT

More than 150,000 species of Diptera (Insecta) are known, which are potential carriers of
approximately 200 species of viruses, bacteria, fungi, protozoa, and helminths to humans
and animals. This vector-borne nature probably is related to high fly ability, prolificity, feeding
habits, adaptation to different biomes around the world, and access of Diptera to a wide
variety of contaminated environments. Coronavirus and rotavirus are well-known pathogens
related to enteric and respiratory disorders in animals and humans. Despite the potential of
Diptera as a vector-borne set of different pathogens, a lack of studies has investigated the
presence of viruses related to animal and human diseases carried by these insects, captured
surrounding the milking environment of cattle. In this scenario, we captured 217 Diptera
specimens (24 specimens in nine distinct dairy farms) and subjected all the insects to
entomological classification, Hemi-nested RT-PCRs to Rotavirus A-RVA (VP1 gene), and
Bovine coronavirus-BCoV (N gene) identification, and confirmation of virus species based on
sequencing. Eleven families of Diptera were entomologically identified, with a predominance
of Muscidae (152/217=70%). Among 14.7% (32/217) and 4.6% (10/217) of Diptera, RVA and
BCoV were detected by Hemi-nested RT-PCRs, respectively; whereas 11.5% (25/2017) and
0.5% (1/217) had confirmation of rotavirus A and BCoV by sequencing, respectively. Our
findings highlight the role of Diptera as carriers of RVA and BCoV in insects that inhabit the

environment of dairy cattle, due to the animal and human relevance of these pathogens.

Keywords: Vector-borne diseases, flying insects, dairy cows, zoonotic virus.



1. INTRODUCAO

Insetos da ordem Diptera pertencem ao filo Arthropoda e classe Insecta. S&o
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 que este nimero 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).

Devido a grande area geografica e riqueza linguistica, os dipteros 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).

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, como virus, bactérias, fungos, protozoarios e ovos
de helmintos, associados a mais de 65 doengas em humanos e animais (LEVINE e LEVINE,
1991; NAZNI et al., 2005; CASTRO et al., 2008), incluindo enterite, dermatite, conjuntivite e
infeccdes mamarias (BRAVERMAN et al., 1999; FORSTER et al., 2009; ALMEIDA et al.,
2014). Estima-se que, uma Unica mosca € capaz de transportar mais de 32 milhdes de
bactérias na superficies do seu corpo ou 200 oocistos de Cryptosporidium parvum
(JACQUES et al, 2017).

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 reproducédo. A transmissédo dos patdgenos ocorre quando a mosca estabelece
contato com pessoas, animais e alimentos. O contato dos humanos e animais geralmente

€ direto com as superficies externas contaminadas dos dipteros ou 0s micro-organismos se



multiplicam no aparelho digestorio e sdo expelidos pelo regurgitamento e defecacdo
(SARWAR, 2015).

Nas fazendas destinadas a criagdo de vacas leiteiras, o esterco eliminado pelos
animais constitui substrato adequado a proliferacdo de vérias espécies de dipteros. O
estrume produzido pelos animais é considerado fonte rentavel de nutrientes para outras
atividades agricolas produzidas nas fazendas, mas podem servir de atrativo para os
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., além de virus como Rotavirus e Coronavirus bovino foram isolados a
partir do estrume néo tratado (ALEGBELEYE et al., 2018).

Os géneros Coronavirus e Rotavirus tém a capacidade de causar doencas em
humanos e animais, considerados virus entéricos de relevancia para a pecuaria (ALFIERI el
al.,2018). O coronavirus € conhecido amplamente por causar doencas entéricas e
respiratorias em aves e mamiferos (BORUCKI et al., 2013). Representam grupo vasto e
importante de grandes virus de RNA que possuem mecanismos moleculares Unicos de
transcricdo e recombinagédo, com potencial de causar epidemias emergentes de doencas

humanas e animais (VLASOVA e SAIF., 2014 2021).

Os virus RNA apresentam alta diversidade genética devido a baixa fidelidade de sua
polimerase, genoma curto, altas taxas de replicacéo e grande tamanho populacional (ELENA
et al 2006). Por esta razao, uma Unica populacao de virus RNA pode resultar em elevada
multiplicidade de genomas ligeiramente diferentes, por vezes denominados espectros
mutantes (DOMINGO et al 2012). A alta taxa de mutacdo dos virus RNA aumentam a
capacidade desses virus de se adaptar a diferentes hospedeiros (eventos de transmisséo
interespécies) e o potencial de causar novas doencas zoonéticas (BORDERIA et al 2011.;
VLASOVA e SAIF., 2014 2021).

Os coronavirus sao particularmente habeis em se adaptar a novos hospedeiros
devido, em parte, a elevada capacidade de recombinacdo do genoma. Os coronavirus
possuem o maior genoma de virus de RNA, consistindo em RNA de fita simples de sentido
positivo de 27 a 30 kb (BORUCKI Et al., 2013).

7

A familia Coronaviridae, subfamilia Coronovirinae, € composta por trés géneros
baseados em caracteristicas sorolégicas e genéticas: Alfacoronavirus (anteriormente Grupo

1) inclui virus que infectam suinos, caes, gatos e humanos; Betacoronavirus (anteriormente



Grupo 2) Agrupa virus de bovinos, morcegos, humanos, cavalos, porcos, roedores e
morcegos; e Gamacoronavirus (anteriormente Grupo 3) que consiste em virus adaptados as
aves (GONZALEZ et al 2003.; VIJGEN et al 2005). O coronavirus bovino (BCoV) € um
betacoronavirus que esta relacionado ao SARS-CoV causador de doengas em humanos,
alguns pesquisadores inclusive consideram que tem sido negligenciado quanto sua
capacidade de evolugdo como agente zoonético (BORUCKI et al., 2013.; FRANZO et al.,
2020.; ARENAS et al., 2021.; VLASOVA e SAIF., 2021).

Em bovinos, o coronavirus (BCoV) € reconhecido como causa de diarreia neonatal
grave em bezerros (30% das diarreias neonatais), infecces do trato respiratério em
bezerros e disenteria de inverno em bovinos adultos. A diarreia tem impacto negativo no
bem-estar animal e causam perdas econdmicas para a pecudria devido aos custos de
tratamento e profilaxia, aumento da suscetibilidade a outras doencas, aumento da
mortalidade e efeitos residuais de longo prazo, como taxas de crescimento reduzidas e
producao de leite. A diarreia neonatal em bezerros € a principal causa de morte em novilhas
nao desmamadas (CASTELLS et al., 2019).

Os rotavirus s8o membros da familia Reoviridae e representam a causa mais comum
de diarreia em criangcas menores de 5 anos de idade, sendo o responséaveis por 500 milhdes
de mortes anualmente no mundo, além de causar gastroenterite em ampla variedade de
espécies animais, resultando em perdas econdémicas significativas em animais de producéao,
incluindo particularmente suinos e bovinos (MIDGLEY et al 2012.; AHMED et al 2022). Os
rotavirus sao classificados em grupos (ou espécies) A—G, onde os grupos A-C podem
infectar animais e humanos, enquanto os grupos D—G s&o detectados apenas em animais
(DORO et al.,2015). Estudos conduzidos no Canada com suinos e bovinos leiteiros enfatizou
a necessidade de vigilancia continua em saude publica para novas cepas de rotavirus em
humanos e animais que poderiam afetar potencialmente a eficacia da vacina humana
(LAMHOUJEB et al.,, 2010). Relatos de casos de infecgdo em humanos revelaram a
presenca de segmentos de RNA derivados de bovinos, suinos, caninos ou felinos. As rotas
potenciais de exposicdo humana podem incluir alimentos, 4gua e contato com animais. Um
método apropriado para avaliar o impacto potencial na saude publica é identificar a
importancia comparativa das vias de transmisséo relevantes e a avaliagdo de risco, como
por exemplo a veiculacdo por dipteros. Embora a infec¢édo pelo rotavirus seja responsavel

por infeccbes em humanos e animais em todo mundo, namero restrito de estudos tem



investigado os dipteros como veiculadores de patdégenos para animais e humanos
(WILHELM et al 2015)

Estudo in vitro descreveu a possibilidade da Musca domestica como veiculador de
Coronavirus de perus (CALIBEO-HAYES et al 2003). Como ainda mostraram Coronavirus e
Rotavirus de animais permanecem viaveis na agua e no esgoto por até um ano, dependendo
das condi¢cbes de temperatura e da umidade e em alface por até 15 dias (MULLIS et al.,
2012.; AHMED et al 2022). Porém, ndo foram encontrados na literatura consultada estudos
sobre a prevaléncia desses virus em dipteros capturados proximo ao ambiente de ordenha

de vacas.

Considerando a relevancia de Coronavirus e Rotavirus no tocante a saude animal e
saude publica além da importancia do conhecimento das rotas de transmissao desses micro-
organismos. Tendo em vista que os dipteros sdo conhecidos como veiculadores de
patégenos, além dos ambientes de ordenha favorecerem a proliferacdo desses insetos que
tém livre acesso ao ambiente dos animais e contato direto com matéria organica, o objetivo
do estudo foi avaliar a prevaléncia de Rotavirus e Coronavirus nos dipteros capturados em

ambientes de ordenha de vacas.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar a prevaléncia de Rotavirus e Coronavirus em dipteros capturados em

ambiente de ordenha de vacas.

2.2 Especificos

v’ Identificar as familias e/ou espécies dos dipteros capturados;
v Identificar a prevaléncia de Rotavirus e Coronavirus nos dipteros capturados.
v' Comparar a prevaléncia de Rotavirus e Coronavirus nos dipteros capturados e a

classificagdo entomologica dos insetos.

3. MATERIAIS E METODOS



Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista, UNESP, Botucatu, SP, Brasil (protocolo numero 0136/2017).

3.1 Tamanho da amostra

Devido a auséncia na literatura consultada da ocorréncia de rotavirus e coronavirus
em dipteros capturados no ambiente de ordenha de vacas, a estimativa do tamanho amostral
foi baseada na prevaléncia de E. coli, bactéria mais frequentemente identificada em dipteros
préximos a sala de ordenha de vacas (Alves e outros, 2018). Foi utilizada a prevaléncia de
isolamento de E. coli de 17% (Nazni et al., 2005; Castro et al., 2013; Almeida et al., 2014)
com margem de erro de 5% e intervalo de confianga de 95%. Portanto, foi estabelecido
tamanho amostral minimo de 217 dipteros para a proposta do presente estudo. O tamanho
da amostra foi calculado usando 0 programa Open Epi

(https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) (Dean et al, 2013).
3.2 Fazendas

Foram utilizadas nove propriedades leiteiras, sendo seis localizadas na regiao sul do
estado de Minas Gerais (A, B, C, F, G, |) e trés na regido sudoeste do estado de Sao Paulo
(D, E, H) Brasil, onde a industria de laticinios € comum (Figura 1). Os bovinos eram de
fazendas de médio porte (aqui definidas como propriedades agricolas entre 20-200 hectares.
Todos os animais foram criados em condi¢cdes similares de alimentacédo, facilidades de
manejo, titulagéo técnica e condi¢des sanitarias, inclusive vacinas obrigatorias. O clima das
fazendas amostradas é caracterizado por temperaturas tropicais. A figura 1 mostra a

distribuicdo geografica das fazendas onde os dipteros foram capturados.



234 km

O Sdo Paulo State

O Minas Gerais State

Fig. 1 Pontos de coleta de moscas onde cada marcador representa uma fazenda e as distancias entre elas.
Observe que no circulo vermelho as fazendas estéo localizadas no estado de S&o Paulo, enquanto no azul no

estado de Minas Gerais, Brasil.

3.3 Coleta e identificagcdo de insetos

Os insetos foram coletados entre abril de 2019 e janeiro de 2020 no ambiente de
ordenha (sala de ordenha e arredores, em um perimetro maximo de 200 metros) de nove
fazendas, preferencialmente nos locais mais préximos as vacas. As coletas foram realizadas
com rede entomoldgica previamente desinfetada com solucdo de hipoclorito de sédio
(NaOCl) 10% por 30 minutos antes da visita as propriedades. Entre cada coleta, uma solugao
de alcool etilico 70% foi borrifada na rede entomoldgica para evitar a contaminacgéo cruzada.
Os espécimes foram armazenados individualmente em tubos Falcon, transportados em
temperatura de refrigeracdo (4 a8°C) em caixas isotérmicas e armazenadas a -80°C em
laboratoério (Alves et al, 2018). Para atingir a amostragem proposta, foram capturados 24

espécimes em cada fazenda, exceto em uma fazenda onde foram capturados 25 espécimes.

Durante o processo de identificacdo, os espécimes foram manipulados com pingas
em placas de Petri previamente esterilizadas para exame final em estereomicroscopio.

Chaves dicotbmicas foram utilizadas para identificacé&o tanto em nivel de Ordem quanto para
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familia e espécie (Almeida e Mise, 2009; Carvalho e Ribeiro, 2000; Carvalho et al, 2002;
Rafael et al, 2012).

3.4 Identificacdo de rotavirus e coronavirus

Moscas individuais foram submetidas ao diagnostico de Rotavirus A (RVA) e
coronavirus bovino (BCoV) usando RT-PCRs hemi-nested para os genes VPl e N,
respectivamente, conforme descrito por Asano et al. (2010) com Transcriptase Reversa M-
MLV (LifeTechnologies) e GoTag® DNA Polymerase (Promega) apés extracao total de RNA
com PureLink™ RNA Mini Kit (LifeTechnologies) de acordo com as instru¢des do fabricante.
A cepa BCoV Kakegawa e a cepa RVA NCDV foram usadas como controles positivos,
respectivamente, enquanto a agua ultrapura foi usada como controle negativo. Amplicons
(228bp para RVA e 306bp para BCoV) foram purificados com ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent e sequenciados bidirecionalmente com BigDye 3.1 e um ABI 3500 Genetic
Analyzer, todos da LifeTechnologies. As sequéncias de consenso foram montadas com o
Bioedit 7.2.5 (Hall, 1999) e submetidas ao Blastn para confirmacédo de identificacdo em
https://blast.ncbi.nm.nih.gov. As sequéncias foram depositadas no GenBank sob os
nameros de acesso OP375538-OP375563.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Mais de 157.000 espécies de Diptera (Arthropoda, Insecta) sdo conhecidas
mundialmente (Courtney et al, 2017). No Brasil, sdo conhecidas 8.700 espécies, numero
provavelmente subestimado, devido a elevada riqueza de biomas, incluindo areas
inexploradas do pais, estimando-se que possam atingir 60.000 espécies (Rafael et al. 2009).
Neste estudo, foi identificada uma variedade de familias e espécies de Diptera, capturadas
em ambiente de ordenha de bovinos no Brasil, achado que reforca a diversidade de Diptera

ao redor do mundo (Courtney et al, 2017), inclusive em areas de fazendas.

Dos 217 inseto espécimes coletados, 215 pertencem a ordem Diptera, enquanto dois
pertencem a ordem Hymenoptera, familia Apidae. Onze familias de Diptera foram
identificadas, com predominancia de Muscidae(N=152/215=70%). Este resultado pode ser
atribuido a proximidade de algumas espécies com comportamento hematéfago em relacdo

aos animais domésticos, ou cujo habito é copréfago na busca de matéria organica,
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principalmente fezes e esterco (Rafael et al, 2009). Outros dipteros capturados foram
Tachinidae (N=23;10,6%), Drosophilidae (N=11; 15%), Sphaeroceridae (N=9; 4,1%),
Sepsidae (N=4; 1,8%), Ulidiidae (N=4; 1,8%), Syrphidae (N=4; 1,8%), Chloropidae (N=4;
1,8%), Calliphoridae (N=2; 0,9%), Sarcophagidae (N=1; 0,5%) e Piophilidae (N=1; 0,5%), o
gue mostra a variedade de Diptera que pode ser encontrada no entorno de fazendas

leiteiras.

Entre os espécimes que foram identificados em nivel de espécie ou género como
Muscidae, Musca domestica (N= 126; 83% do total de Diptera) foi o mais frequente, seguido
por Atherigona orientalis (N= 8; 5,2%), Brontaea spp. (N= 8; 5,2%), Stomoxys calcitrans (N=
5; 3,3%), Muscina stabulans (N= 2; 1,3%) e hematobia irritans (N= 1; 0,6%); seguidos de
Sepsidae (N= 4; 1,8%), Euxesta spp. (N= 4; 1,8%); Sarcophagidae (N= 1; 0,5%) e
Microcerella halli (N= 1; 0,5%). Musca domestica foi a espécie predominante identificada
entre as propriedades leiteiras amostradas. Esse achado € consistente com estudos
semelhantes que também descreveram a predominancia dessa mosca em ambientes
leiteiros (Almeida et al, 2014; Arsenopoulos et al, 2018), provavelmente devido a sua alta
natureza sinantropica em comparacdo com outras espécies de dipteros (Castro et al, 2008),
e devido aos habitos alimentares e de consumo de matéria organica e alto potencial bidtico

e sua caracteristica de sinantropismo (Rafael et al. 2009).

Apesar da grande diversidade de diptera descritos mundialmente (Courtney e outros,
2017), apenas oito géneros/espécies de Diptera e uma espécie ndo-Diptera pertencentes a
11 familias foram entomologicamente classificadas no presente estudo. Esse resultado pode
ser atribuido a alta complexidade das caracteristicas anatbmicas necessdarias para a
classificacdo desses insetos (Carvalho et al, 2002; Rafael et al, 2012), bem como a falta de

reconhecimento de varios géneros/espécies.

Espécies de dipteros sdo conhecidas por sua alta capacidade de voo e proliferacéo,
adaptacédo a habitos alimentares e diferentes biomas, e acesso a uma grande variedade de

ambientes contaminados. Essas caracteristicas podem favorecer o comportamento de



12

carreamento e transmissao de patdgenos de origem bacteriana, parasitaria, viral ou
ovos de parasitas, que sao capazes de infectar animais domésticos e humanos (Nazni et al,
2005; Bertolini et al., 2022).

Todos os 217 dipteros foram admitidos a PCR de rotavirus de coronavirus e as
amostras positivas foram selecionadas ao sequenciamento genético. Entre 14,7% (32/217)
e 4,6% (10/217) dos dipteros, rotavirus A e betacoronavirus foram detectados por hemi-
nested RT-PCRs, respectivamente; enquanto 11,5% (25/2017) e 0,5% (1/217) tiveram
confirmacédo de RVA e BCoV com base no sequenciamento, respectivamente (Tabela 1).
Apenas as fazendas “F” e “G” ndo apresentaram Dipteros carreadores dos dois géneros
pesquisados, enquanto os demais tiveram insetos com PCR-positivo e/ou sequenciamento

confirmado para rotavirus ou coronavirus.

Os rotavirus sdo membros da familia Reoviridae que abrigam 11 segmentos génicos
de RNA de fita dupla. Esta relacionado a doencas entéricas em gado, animais de companhia
e animais selvagens, e esse patdgeno é considerado a principal causa de mortalidade
neonatal de criangcas (Lamhoujeb et al., 2010; Midgley et al 2012; Ahmed et al 2022). O
rotavirus € subdividido em grupos A-G, que mostraram diferencas na suscetibilidade de

infecgdes humanas e animais (Midgley et al. 2012).

Dos dipteros capturados no presente estudo 15% foram identificados como
carreadores de rotavirus pela PCR, dos quais a maioria dos espécimes coletados eram
originarios das fazendas “E” 5,5% (12/217) e da fazenda “I” 5,9% (13/217) (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia de Rotavirus e Coronavirus identificados por *PCR e sequenciamento

de DNA em dipteros capturados no ambiente de ordem de férias, Brasil 2019-2022

BCoV confirmado

PCR positivo RVA confirmado PCR positivo

Familia Diptero Espécie de Diptero por

Fazenda RVA sequenciamento  para BCoV sequenciamento

A Muscidae Musca domestica 1/24 (4%) 1/24 (4%) 3/24 (12%) 1/24 (4%)

B Muscidae Musca domestica -- -- 1/24 (4%) -
Muscidae Atherigona orientalis -- -- 1/24 (4%) -
Tachinidae -- - -- 5/24 (21%) -

C Muscidae Musca domestica 1/24 (4%) - -
Muscidae Brontaea normata 3/24 (12,5%) 1/24 (4%) - -

D Sarcophagidae  Microcerella halli 1/24 (4%) -- -- -

E Muscidae Musca domestica 12/24 (50%)  11/24 (46%) -- --

H Muscidae Musca domestica 1/24 (4%) - -- --

I Muscidae Musca domestica 12/24 (50%)  12/24 (50%) -- --

Drosophilidae 1/24 (4%) -- - -

Total de positivos/
32/217

N total de espécimes - -
(14,7%)

de dipteros 217 (%)

25/217 (11,5%) 10/217 (4,6%) 1/217 (0,5%)

*Polymerase Chain Reaction

N = namero de espécimes de Dipteros

Fazendas F e G nao tiveram amostras positivas para Rotavirus ou Coronavirus.
RVA= ROTAVIRUS A

BCoV= Betacoron

A maior prevaléncia de rotavirus se comparada ao coronavirus no presente estudo
poderia estar relacionada a alta resisténcia do rotavirus em ambientes de agua e solo,
inclusive em fazendas leiteiras (Midgley et al 2012; Ahmed et al 2022), que poderia ser
creditada a auséncia do envelope, que confere maior resisténcia ao coronavirus em

condi¢Bes ambientais e aos desinfetantes comuns (Geletu et al., 2021).

Os rotavirus sao classificados nos grupos A-G, dos quais os grupos A—C podem
infectar animais e humanos, enquanto os grupos D—G séo relacionados principalmente a
hospitalidade em animais (DORO et al.,2015). Baseado no sequenciamento genético, 11,5%
(25/217) dos Dipteros capturados foram confirmados como Rotavirus A. Tal resultado
apresenta presencga de virus de importancia em saude animal e humana, posto que rotavirus

do grupo A séo causas frequentes de infecgcOes entéricas e respiratérias em bovinos
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(Lamhoujeb e outros, 2010), bem como podem infectar os humanos, fato preocupante em
fazendas de leite, devido a possibilidade de contato com os ordenhadores no ambiente de
ordenha (Midgley et al., 2012).

Um estudo in vitro relatou a capacidade de Musca domestica transportar rotavirus nas
pernas e asas (Tan et al., 1997). No entanto, até onde sabemos, Diptera capturados no
ambiente de ordenha de fazendas leiteiras, onde a deteccdo de rotavirus foi avaliada por

sequenciamento é descrito pela primeira vez.

RVA mostra grande diversidade genética, e estudos revelam que cepas humanas
desenvolveram caracteristicas genéticas e antigénicas comuns com isolados de origem
animal, incluindo suinos, bovinos, cées e felinos (Lamhoujeb et al., 2010; Wilhelm et al 2015)
e animais selvagens (Martella et al.,, 2010). Estes medicamentos sugerem que as
interespécies transmitidas podem se constituir no mecanismo de evolugdo do rotavirus,
esperangcosamente para a diversidade de cepas de RVA que infectam os humanos (Dér6 et
al., 2015), bem como poderiam limitar a eficacia da vacina utilizada na profilaxia da rotavirose

em humanos (Lamhoujeb et al., 2010).

Os potenciais vias de exposicdo humana ao rotavirus podem incluir desde
alimentacdo e agua, bem como contato direto com gado, animais de companhia, vida
selvagem e seu ambiente (Wilhelm et al 2015). Nesse contexto, estudos voltados para a
presenca de moscas, mutucas e mosquitos no ambiente comum de animais e humanos
poderiam contribuir para o impacto desses insetos como vetores de patdégenos zoonéticos,

incluindo os dipteros que habitam o ambiente de fazendas leiteiras.

Os coronavirus sdo um grupo complexo de virus de RNA de sentido positivo
envelopados, relacionados principalmente a infecgbes do trato entérico e respiratorio em
animais domeésticos (Borucki et al., 2013). O BCoV causa diarreia neonatal grave e infec¢es
do trato respiratorio em bezerros, e enterite em bovinos adultos, com altas taxas de letalidade

e perdas significativas nas fazendas (Castells et al., 2019).

Com base na técnica de PCR, 4,6% dos dipteros das fazendas leiteiras A e B tinham
insetos portadores de coronavirus, enquanto apenas 0,5% foram confirmados como BCoV

usando o método de sequenciamento (Tabela 1). Ao contrario do rotavirus investigado no
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presente estudo, o coronavirus é um virus envelopado, o que reduz a resisténcia ambiental
e contra desinfetantes comuns (Desselberger., 2014; Vlasova e Saif., 2014 2021). Assim, a
presenca do envelope pode ter influenciado na baixa frequéncia de recuperacdo desse
patégeno entre os dipteros estudados. Além disso, além do coronavirus infectar bovinos de
todas as idades, a doenca € mais frequente entre bezerros de até 30 dias de idade (Alfieri
et al., 2018) devido a alta eliminacéo fecal do patégeno nas fezes (Gomez et al., 2017), fato
gue também pode ter influenciado uma menor ocorréncia desse patdogeno em insetos

capturados em ambiente de ordenha de vacas.

Estudo in vitro descreveu que Musca domestica pode atuar como portador mecanico
do coronavirus de peru (Tan et al., 1997). No entanto, o presente estudo descreveu pela
primeira vez a presenca de coronavirus em Dipteras capturados em ambiente de ordenha

de bovinos.

O impacto zoondtico das infecgBes por betacoronavirus ndo permanece totalmente
compreendido (Vlasova e Saif, 2014 2021), embora o BCoV esteja intimamente relacionado
ao SARS-CoV-2, o agente causal dos coronavirus pandémicos humanos emergentes em
todo o mundo (Borucki et al., 2013.; Franzo et al., 2020.; Arenas et al., 2021.; Vlasova e Saif.,
2021). No presente estudo, o diagnostico de BCoV foi confirmado por sequenciamento em
apenas um diptero (0,5%). A transmissdo interespécies de betacoronavirus parece ser
possivel, mesmo entre entes geneticamente distintos, como bovinos e humanos (Vlasova e
Saif, 2013). A esse respeito, um estudo realizado com 156 Musca domestica capturado em
dois hospitais que atendem pacientes humanos com COVID-19, revelou que 75% das
lavagens corporais de Diptera apresentaram a presenca de SARS-CoV-2, sugerindo que
essas moscas podem atuar como vetores do SARS-CoV-2 (Soltani et al., 2021). Além disso,
um estudo semelhante observou que moscas domésticas abrigam SARS-CoV-2 até 24 h
apos a exposicdo ao virus, concluindo que esses insetos podem transmitir mecanicamente

0 RNA gendmico do virus para o ambiente (Balaraman et al., 2021).

Dado o potencial de rotavirus e coronavirus veiculadores de dipteros aqui
observados, identificados entre insetos capturados no ambiente de fazendas leiteiras, além
da relevancia humana desses patdgenos virais, € necessario adotar algumas medidas entre

as fazendas amostradas, incluindo a remocédo diaria de fezes e esterco de ordenha e
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ambientes proximos, evitar umidade nas areas de ordenha, uso de armadilhas e produtos
guimicos para controle de insetos e remocao de dejetos proximos a area de ordenha;
visando o controle desses insetos em fazendas leiteiras que podem abrigar patégenos de
risco para o homem e animais (Bertolini et al., 2022).

No geral, estudos focados na presenca de moscas, mutucas e mosquitos no ambiente
comum de animais e humanos podem contribuir para investigar o impacto desses insetos
como vetores de patdgenos zoondticos, como rotavirus e coronavirus, incluindo os dipteros

gue habitam o ambiente de vacas leiteiras.
5. CONCLUSAO

Uma variedade de familias/espécies de Diptera foi entomolégicamente identificada
em Diptera capturados nas fazendas amostradas, com predominancia de Muscidae, onde o
diagnéstico de RVA e BCoV foi avaliado com base em RT-PCRs hemi-nest e de
sequenciamento, indicando que esses insetos podem atuar como vetores desses virus

patogénicos para humanos e animais, inclusive na ordenha ambiente do gado.
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