
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a)  
autor(a), o texto completo desta 

tese será disponibilizado 
somente a partir de 19/04/2024. 



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

Prevalência de patógenos relacionados a mastite bovina, identificados por 

espectrometria de massas, em dípteros capturados no ambiente de ordenha 

Amanda Bezerra Bertolini 

BOTUCATU, SP 

Abril, 2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prevalência de patógenos relacionados a mastite bovina, identificados por 

espectrometria de massas, em dípteros capturados no ambiente de ordenha  

 

Amanda Bezerra Bertolini 

 

 

Tese apresentada junto ao Programa de Pós-

graduação em Medicina Veterinária para 

obtenção do título de Doutora. 

 

 

Orientador: Prof. Associado Márcio Garcia 

Ribeiro 

 

 

 

 

 

 

BOTUCATU, SP 

Abril, 2022



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO TÉC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM. 

DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO - CÂMPUS DE BOTUCATU - UNESP 

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500 

Bertolini, Amanda Bezerra. 

Prevalência de patógenos relacionados a mastite bovina, 

identificados por espectrometria de massas, em dípteros 

capturados no ambiente de ordenha / Amanda Bezerra 

Bertolini. - Botucatu, 2022 

 

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista 

"Júlio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia 

Orientador: Prof. Associado Márcio Garcia 

Ribeiro  

Capes: 50502000 

 

1. Mastite. 2. Espectrometria de massas por ionização e 

dessorção a laser assistida por matriz. 3. Microbiota. 4. 

Dípteros. 5. Noxas. 

 
Palavras-chave: Infecções mamárias em vacas; MALDI-TOF MS; 

Microbiota de moscas; Patógenos ambientais e contagiosos. 



Nome da autora: Amanda Bezerra Bertolini 

 

Título: Prevalência de patógenos relacionados a mastite bovina, identificados por 

espectrometria de massas, em dípteros capturados no ambiente de ordenha 

 

COMISSÃO EXAMINADORA 

 

Prof. Associado Márcio Garcia Ribeiro 

Presidente e Orientador 

Departamento de Produção Animal e Medicina Veterinária Preventiva 

FMVZ - UNESP, Botucatu, SP 

 

Prof. Ass. Dr. Juliano Gonçalves Pereira  

Membro Titular  

Departamento de Produção Animal e Medicina Veterinária Preventiva 

FMVZ - UNESP, Botucatu, SP 

 

Prof. Titular Helio Langoni  

Membro Titular  

Departamento de Produção Animal e Medicina Veterinária Preventiva 

FMVZ - UNESP, Botucatu, SP 

 

Prof. Dr. Gabriel Augusto Marques Rossi 

Membro Titular  

Departamento Higiene e Inspeção 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 está 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 Márcio Garcia Ribeiro, por ter me aceitado como 

orientada mesmo sabendo das minhas limitações de tempo e pela paciência e 

dedicação em me ensinar. 

A Patrícia Thýssen, professora de entomologia da Unicamp e sua orientada Aline 

Marrara pela recepção calorosa, treinamento e realização da identificação dos 

dípteros.  

Ao técnico de laboratório Fernando José Paganini Listoni, por toda a ajuda e 

ensinamento, sem dúvidas, um profissional que faz toda diferença na vida dos 

alunos e pós-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 limitações do momento pandêmicos em que vivemos.  

A todos os professores e funcionários do ensino público, que mesmo com todas as 

dificuldades da falta de recursos e investimentos na educação e na ciência, lutam 

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

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS   

 

Tabela 1: Prevalência de micro-organismos de interesse em mastite, identificados 

em dípteros capturados no ambiente de ordenha, diagnosticados por MALDI-

TOF MS* (2019-2020).. .................................................................................. 32 

 

Tabela 2: Identificação entomológica de famílias, gêneros e/ou espécies de dípteros 

capturados em ambiente de ordenha de vacas seguido dos micro-organismos 

de interesse em mastite (2019-2020). ............................................................ 36 

 

Tabela 3: Prevalência de famílias de dípteros capturados em ambiente de ordenha 

de vacas seguido dos micro-organismos de maior prevalência de interesse em 

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

2020)................................................................................................................38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS 

 
Figura 1: Distribuição de agentes de origem ambiental e contagiosa relacionados a 

mastite bovina, e outros micro-organismos (miscelânea) isolados de dípteros 

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

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

RESUMO ................................................................................................................................................ 11 

ABSTRACT .............................................................................................................................................. 12 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................................................... 13 

2. REVISÃO DE LITERATURA .................................................................................................................... 15 

2.1 Características gerais dos dípteros ........................................................................................................ 15 

2.1.1 Família Muscidae ............................................................................................................................ 16 

2.1.2 Família Tachinidae .......................................................................................................................... 16 

2.1.3 Família Sphaeroceridae .................................................................................................................. 16 

2.1.4 Família Drosophilidae ..................................................................................................................... 17 

2.1.5 Família Sepsidae ............................................................................................................................. 17 

2.1.6 Família Ulidiidae ............................................................................................................................. 17 

2.1.7 Família Syrphidae ........................................................................................................................... 17 

2.1.8 Família Calliphoridae ...................................................................................................................... 17 

2.1.9 Família Chloropidae ........................................................................................................................ 18 

2.1.10 Família Sarcophagidae ................................................................................................................. 18 

2.1.11 Família Piophilidae ....................................................................................................................... 18 

2.3 Dípteros como vetores de patógenos .................................................................................................... 18 

2.5 Reflexos dos dípteros na Saúde Pública................................................................................................. 21 

2.2 Dípteros no ambiente de ordenha ......................................................................................................... 22 

2.4 Aspectos da etiologia, epidemiologia e controle da mastite bovina. .................................................... 23 

3. OBJETIVOS ......................................................................................................................................... 25 

3.1 Geral ....................................................................................................................................................... 25 

3.2 Específicos .............................................................................................................................................. 25 

4.0 MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................................................... 25 

4.1 Comissão de Ética .................................................................................................................................. 25 

4.2 Cálculo amostral ..................................................................................................................................... 25 

4.3 Características das fazendas .................................................................................................................. 26 

4.4 Colheita e processamento das amostras ............................................................................................... 27 

4.5 Identificação dos dípteros ...................................................................................................................... 27 

4.6 Cultivo bacteriológico ............................................................................................................................ 27 

4.7 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry – MALDI-TOF MS ........ 28 

4.8 Estoque de isolados e dos dípteros ....................................................................................................... 29 

4.9 Análise estatística ................................................................................................................................... 29 

5.  RESULTADOS ..................................................................................................................................... 29 



5.1 Identificação dos dípteros ...................................................................................................................... 29 

5.2 Cultivo microbiológico e identificação dos micro-organismos. ............................................................. 30 

5.3 Distribuição dos micro-organismos de interesse em mastite bovina; .................................................. 33 

5.3.1 Ambientais...................................................................................................................................... 33 

5.3.2 Miscelânea ..................................................................................................................................... 33 

5.3.3 Contagiosos .................................................................................................................................... 34 

5.4 Relação entre dípteros e identificação microbiana com ênfase em agentes de mastite bovina .......... 35 

5.5 Prevalência de micro-organismos por fazenda. ..................................................................................... 38 

6. Discussão ........................................................................................................................................... 38 

7. Conclusão ........................................................................................................................................... 49 

8. REFERÊNCIAS* .................................................................................................................................... 51 

ANEXO 1: Prevalência, por fazenda, de micro-organismos identificados em dípteros capturados em 

ambiente de ordenha de vacas, diagnosticados por espectrometria de massas*. .................................... 63 

ARTIGO* ................................................................................................................................................ 66 

  

 

 



BERTOLINI, A. B. Prevalência de patógenos relacionados a mastite bovina, 
identificados por espectrometria de massas, em dípteros capturados no 
ambiente de ordenha. Botucatu, 2021. 95p. Tese (Doutorado) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual 
Paulista - UNESP. 

RESUMO 

São conhecidas mais de 150 mil espécies de dípteros, que podem veicular cerca 
de 200 micro-organismos patogênicos e mais de 65 doenças para humanos e 
animais, incluindo a mastite em animais domésticos. A mastite bovina é a doença 
que acarreta maiores prejuízos econômicos em animais destinados a produção de 
leite, cujos patógenos são tradicionalmente classificados em contagiosos e 
ambientais. Apesar da complexidade de espécies e do potencial de transmissão de 
patógenos, são escassos os estudos investigando bactérias relacionadas à 
ocorrência de mastite bovina em dípteros capturados no ambiente de ordenha, 
tampouco utilizando métodos moleculares para a detecção dos micro-organismos. 
Neste cenário, foram coletados 217 espécimes de insetos em nove diferentes 
fazendas (24 amostras/fazenda) de manejo similar localizadas nos estados de 
Minas Gerais e São Paulo, Brasil. Os espécimes de dípteros foram submetidos a 
identificação entomológica de famílias e espécies. Foram identificadas 11 famílias 
de dípteros, com predomínio da Muscidae (152/217=70%), seguida da Tachinidae 
(23/217=10,6%). A totalidade dos espécimes de dípteros foi submetida ao cultivo 
microbiológico utilizando meios convencionais (ágar 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 associação. Considerando a classificação 
tradicional dos agentes de mastite bovina, foi identificado o predomínio de isolados 
de origem ambiental (166/275=60,4%) nos dípteros, com maior frequência de 
Enterococcus spp. (70/275= 25,4%) e Escherichia coli (49/275= 17,8%) e menor 
frequência de contagiosos (32/275=11,6%). Em 28% (77/275) dos isolados foram 
detectados agentes não tradicionais de mastite bovina (miscelânea), embora foram 
identificados patógenos relacionados à infecções/ intoxicações em humanos, como 
Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophila e espécies de Acinetobacter. Na 
família Muscidae foram identificados 186 isolados, dos quais 66,1% (123/186) 
ambientais, com predomínio de Enterococcus spp. (47/186=25,3%) e Escherichia 
coli (36/186=19,3%), enquanto na família Tachinidae foram identificados 38 
isolados identificados com maior frequência de miscelânea (20/38=52,6%); Infere-
se a elevada complexidade de micro-organismos que podem ser veiculados por 
dípteros capturados no ambiente de ordenha de vacas, incluindo agentes de 
mastite bovina principalmente de origem ambiental, bem como patógenos 
associados a infecções e intoxicações alimentares de relevância em saúde 
humana.  

 

Palavras-chave: microbiota de moscas, MALDI-TOF MS, Infecções mamárias em 
vacas, patógenos 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 
Veterinária 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 São 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. INTRODUÇÃO  

São conhecidas mais de 153 mil espécies de dípteros em todo o mundo, 

compreendidos em 10 mil gêneros e 188 famílias de moscas, mutucas e mosquitos, 

das quais cerca de 8,7 mil estão amplamente distribuídas em todo território 

brasileiro (BioSystematic Database of World Diptera- BDWD, 2021).  

 Os dípteros se caracterizam pela alta capacidade de voo, atingindo até 22 

km de distância a partir do ponto de origem. Esta peculiaridade, aliada a alta 

prolificidade e acesso a ambientes contaminados por micro-organismos, 

caracteriza os dípteros como potenciais veiculadores de mais de 200 patógenos, 

incluindo vírus, bactérias, fungos, protozoários e ovos de helmintos, associados a 

mais de 65 doenças em humanos e animais (LEVINE e LEVINE, 1991; NAZNI et 

al., 2005; CASTRO et al., 2008), incluindo enterite, dermatite, conjuntivite e 

infecções mamárias (BRAVERMAN et al., 1999; FÖRSTER et al., 2009; ALMEIDA 

et al., 2014).   

Nas fazendas destinadas a criação de vacas leiteiras, o esterco eliminado 

pelos animais constitui substrato adequado à proliferação de várias espécies de 

dípteros. Em particular, as espécies Musca domestica e Stomoxys calcitrans são 

conhecidas por servirem como vetores de patógenos bacterianos relacionados à 

mastite bovina, nos quais predominam Escherichia coli e Staphylococcus spp. 

(ALMEIDA et al., 2014; CASTRO et al., 2013, 2016).  

A mastite bovina é a doença que mais onera a criação de vacas destinadas 

a produção leiteira, em virtude da redução na produção e qualidade do leite e 

derivados, descarte precoce e aumento na reposição de animais, e gastos com 

medicamentos e honorários veterinários (GONÇALVES et al., 2018).  

Os agentes de mastite bovina são tradicionalmente subdivididos em 

contagiosos e ambientais, com base na origem ou habitat dos micro-organismos e 

vias de transmissão. Os patógenos contagiosos são transmitidos comumente entre 

vacas no momento da ordenha, enquanto os ambientais são veiculados a partir do 

ambiente contaminado, principalmente nas entre ordenhas (COBIRKA et al., 2020). 

No entanto, mais recentemente, tem-se observado patógenos de perfil misto, e.g., 

13 



14 

Klebsiella pneumoniae e Streptococcus uberis, tradicionalmente de origem 

ambiental, mas com comportamento contagioso nas infecções mamárias em vacas 

(ZADOKS, 2013; CHENG et al., 2020). Os casos de mastite em animais são 

classificados também como clínicos e subclínicos. As infecções clínicas se 

caracterizam por alterações no leite, sinais de inflamação na glândula mamária e, 

ocasionalmente, até sistêmicas. Nas infecções subclínicas, ocorre somente a 

redução na produção, sem sinais visíveis de alteração no leite ou nos animais 

(RUEGG, 2017).  

Estudos que compararam rebanhos com e sem controle de dípteros 

concluíram que houve redução significativa da presença de mastite clínica e 

subclínica (por Staphylococcus spp.), e na redução da contagem células somáticas, 

após 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 dípteros (BDWD, 2021) e do 

potencial de transmissão de patógenos para os humanos e animais (NAZNI et al., 

2005; FÖRSTER et al., 2009; ALMEIDA et al., 2014), são escassos os estudos 

investigando bactérias relacionadas à ocorrência de mastite bovina em dípteros 

capturados no ambiente de ordenha (CARDOZO et al., 2009; CASTRO et al., 

2016). Ainda, a maioria dos estudos envolvendo o diagnóstico de micro-organismos 

em dípteros, capturados no ambiente de ordenha de vacas, têm firmado o 

diagnóstico utilizando testes fenotípicos convencionais (ALMEIDA et al., 2014; 

ALVES et al., 2018).  

Neste cenário, o presente estudo investigou a presença de micro-

organismos relacionados à mastite em vacas, de origem ambiental ou contagiosa, 

em dípteros capturados no ambiente de ordenha, utilizando meios convencionais e 

seletivos no isolamento microbiológico, bem como o diagnóstico em nível de gênero 

e espécies dos isolados com base na espectrometria de massas. 
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