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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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