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RESUMEN

Objetivo. El objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion in vitro del hongo Duddingtonia
flagrans (AC001) e ivermectina en el control de nematodos gastrointestinales de terneros bufalo.
Materiales y métodos. Se formaron cuatro grupos experimentales en microtubos, con cinco réplicas
para cada grupo: G1 (nematodos + AC001), G2 (nematodos + ivermectina 1%), G3 (nematodos +
ACO001 + ivermectina 1%) y G4 (nematodos + agua destilada). Para cada grupo, después de 36 horas
de interaccién se leyd el contenido de los microtubos mediante microscopia éptica, contabilizando
el nimero de nematodos por grupo. Resultados. Hubo una reduccién larvaria significativa de los
grupos tratados, con los siguientes porcentajes con relacién al G4 (control): G1: 43,7%; G2: 82,3%
y G3: 65,7%. También se observé que la asociacion in vitro de D. flagrans con ivermectina fue mas
efectiva en la reduccion de L3 en comparacion con el uso aislado de este hongo. Conclusiones. Se
concluyd que el uso conjunto de D. flagrans con ivermectina puede potenciar la eficacia del control
biolégico de los nematodos gastrointestinales de los bufalos, previendo su uso en las condiciones
naturales de la cria de bufalos.

Palabras clave: Cria de bufalos; control bioldgico; hongos nematéfagos (Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. The objective of this study was to evaluate the in vitro association of the fungus
Duddingtonia flagrans (AC001) and ivermectin in the control of gastrointestinal nematodes of
buffalo calves. Materials and methods. Four experimental groups were formed in microtubes, with
five replicates for each group: G1 (nematodes + AC001), G2 (nematodes + ivermectin 1%), G3
(nematodes + AC001 + ivermectin 1%) and G4 (nematodes + distilled water). For each group, after
36 hours of interaction, the content of the microtubes was read by optical microscopy, accounting

Como citar (Vancouver).
Queiroz ML, Magri FC, Motta PC, de Araujo ]V, Simonassi FE, Abrante RJ, et al. Asociacion in vitro de Duddingtonia flagrans con ivermectina en el control de nematodos
gastrointestinales de bufalos. Rev MVZ Cérdoba. 2022; 27(3):e2398. https://doi.org/10.21897/rmvz.2398

creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/), que permite a otros distribuir, remezclar, retocar, y crear a partir de su obra de modo no comercial,
siempre y cuando den crédito y licencien sus nuevas creaciones bajo las mismas condiciones.

m ©EI (los) autor (es) 2022. Este articulo se distribuye bajo los términos de la licencia internacional Creative Commons Attribution 4.0 (https://
[N—"_BY_NC_sh]

ISSNL: 0122-0268


https://doi.org/10.21897/rmvz.2398
https://doi.org/10.21897/rmvz.2398
https://revistas.unicordoba.edu.co/index.php/revistamvz/index
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.21897/rmvz.2398&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2021-12-27
mailto:luanderson.medvet%40gmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0002-9920-1384
mailto:carolm_ferraz%40hotmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0003-0390-3240
mailto:cpmotta%40gmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0001-7834-0214
mailto:jvictor%40ufv.br?subject=
http://orcid.org/0000-0001-7367-4071
mailto:emanuelisferrari%40gamil.com?subject=
http://orcid.org/0000-0003-2099-8456
mailto:jossisnakelakeboto%40hotmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0002-2067-9394
mailto:julialuz.mv%40gmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0001-5162-927X
mailto:rafaelsalla2000%40gmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0002-6825-7254
mailto:vilelavlr%40yahoo.com.br?subject=
http://orcid.org/0000-0001-9891-7842
mailto:tiagofacury%40gmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0002-0808-1955
mailto:otavio.junior%40uvv.br?subject=
http://orcid.org/0000-0003-0350-9630
mailto:emyhiura2hotmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0002-6502-3292
mailto:fabioribeirobraga%40hotmail.com?subject=
http://orcid.org/0000-0003-2942-5785
mailto:vinicius.vilela@ifpb.edu.br

Queiroz et al - Duddingtonia flagrans con ivermectina en nematodos del bufalos

for the number of nematodes per group. Results. There was a significant larval reduction of the
treated groups, with the following percentages in relation to G4 (control): G1: 43.7%; G2: 82.3%
and G3: 65.7%. It was also observed that the in vitro association of D. flagrans with ivermectin was
more effective in reducing L3 when compared to the isolated use of this fungus. Conclusions. It was
concluded that the joint use of D. flagrans with ivermectin can potentiate the efficacy of biological
control of gastrointestinal nematodes of buffalo calves, envisioning its use under natural conditions

of buffalo breeding.

Keywords: Buffalo breeding; biological control; nematophagous fungi (Source: CAB).

INTRODUCCION

Los bufalos (Bubalus bubalis) son importantes
para la ganaderia en varios paises, principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales (1,2).
En Brasil, la crianza de estos animales ha sido
fuertemente impulsada debido a su triple aptitud
para la produccion de carne, leche y traccion,
ademas de su facil adaptacion a ambientes
inhdspitos, principalmente humedales o areas
pantanosas (3).

A pesar de ser considerado un animal resistente
a la aparicion de enfermedades comunes al
ganado bovino, el bufalo puede verse afectado
por enfermedades infecciosas y parasitarias,
siendo las crias de bufalo mas susceptibles a
las helmintiasis (4,5). Los cambios en el manejo
y el confinamiento con alta carga animal han
provocado un aumento de las enfermedades
parasitarias en los rebafios (6).

Ante el problema del aumento de la resistencia
a los farmacos antihelminticos, las alternativas
de control parasitario han mostrado resultados
promisorios, destacandose el uso del hongo
Duddingtonia flagrans en el control bioldgico
de rumiantes (7,8,9). Por otro lado, el uso
combinado del control bioldgico con el control
quimico puede ser una herramienta futura
viable para la salud de los rumiantes en general,
reduciendo la resistencia a los antihelminticos,
los costos de manejo, la toxicidad, ademas de
reducir los residuos quimicos en la carne, la leche
y el medio ambiente (10).

En este sentido, Ferraz et al. (11) demostraron
que el uso de compuestos quimicos fue
compatible con conidios de D. flagrans, pudiendo
ser utilizados en el futuro de forma conjunta en
el control de Rhabditis spp., nematodo causante
de otitis parasitaria en bovinos. Sin embargo, los
estudios sobre el control integrado de nematodos
gastrointestinales de bufalos son escasos. Asi, el
objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion
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in vitro del hongo D. flagrans e ivermectina en
el control de nematodos gastrointestinales de
bucerros.

MATERIAL Y METODOS

Hongo. Se utilizo el aislado del hongo nematéfago
Duddingtonia flagrans (AC001) para obtener la
solucion de conidios/clamidosporas. Este hongo
se encontrd en suelo brasilefio y se mantuvo en
el Laboratorio de Parasitologia de la Universidad
Federal de Vigosa, Vicosa, Brasil. El aislado se
distribuyd en cajas Petri de 9 cm de diametro
que contenian el medio de cultivo papa-dextrosa-
agar al 2% (PDA2%). Se observd crecimiento
micelial en toda la placa después de 7 dias de
cultivo. Para obtener la solucidn de conidios, se
agregaron 5 ml de agua destilada a cada caja
Petri y con la ayuda de una espatula se vertieron
los conidios y fragmentos de micelio en tubos
Falcon de 15 ml (12).

Larvas (L3). Para obtener larvas infecciosas
(L3), se recolectaron muestras de heces
directamente de la ampolla rectal de 114
bucerros pertenecientes a una propiedad ubicada
en el sureste de Brasil, 190 23’ 28” S y 400 04’
20" W. En total se utilizaron 40 muestras y de
estas se utilizaron alrededor de 4 g de heces
para realizar el conteo de huevos por gramo
de heces (EPG), siguiendo la metodologia de
Gordon y Whitlock (13). Se obtuvo una media
de 500 huevos/g en la prueba EPG. Realizamos
cocultivos con todas las muestras positivas,
que luego se almacenaron en una incubadora
de demanda bioquimica de oxigeno (DBO) a
28°C durante 7 dias (14). Después de este
periodo, las larvas fueron recuperadas mediante
la técnica de Baermann (15), e identificadas
segun los criterios mencionados por Keith (16),
como Haemonchus spp., (65%), Cooperias
pp. (15%), Trichostrongylus spp., (12%) y
Oesophagostomum sp., (8%).
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Ensayo in vitro. Se formaron cuatro grupos
experimentales (Tabla 1). Cada grupo tuvo
cinco repeticiones y cada réplica se realizé en
microtubos de plastico de 1.5 ml con nematodos
y el respectivo tratamiento. Los valores de
L3 y conidios utilizados en los grupos se
estandarizaron mediante alicuotas, manteniendo
concentraciones de aproximadamente 100
nematodos/143 pl, 100 conidios/30 ul de ACOO01.
Se leyd el contenido de los microtubos de cada
grupo 36 horas después de la interaccion de los
nematodos versus AC001 o ivermectina 1% o
ACO001 asociado a ivermectina 1%, y se conto
el niumero de nematodos mediante microscopia
Optica, utilizando el objetivo 10x, siguiendo la
metodologia de Ferraz et al. (11).

Tabla 1. Grupos experimentales (G1 a G4) utilizados
para evaluar ivermectina al 1% asociada
o no al hongo nematdéfago Duddingtonia
flagrans (AC001), en el control de nematodos
gastrointestinales de bucerros.

RESULTADOS

Los porcentajes de reduccion de larvas infectantes
se muestran en la Tabla 2. El tratamiento con
conidios de D. flagrans (G1) redujo en 43.7%
los nematodos recuperados después de 36 horas
de interaccion. En el grupo G2 (ivermectina
1%) la reducciéon fue del 82.3% vy en el grupo
G3 (ivermectina 1% + ACO001) el tratamiento
redujo el nimero de nematodos en un 65.7%,
siendo superior a la actividad de AC001 solo.
En el grupo de control negativo (G4) no hubo
reduccion de larvas.

Tabla 2. Medias y porcentajes de reduccién de larvas
infectantes de nematodos gastrointestinales
de bucerros expuestos a ivermectina al
1% asociado o no al hongo nematoéfago
Duddingtonia flagrans (AC001).

L3 recuperado
(Strongylides)
Media Reduccién (%)

Grupos experimentales

Grupos

. Disefo experimental
experimentales

100 nematodos/143 pl + 100

Gl conidios/30 ul de D. flagrans

100 nematodos /143 ul + 8ul de

G2 ivermectina 1%

100 nematodos/143 pl + 500
G3 conidios/30 pl de D. flagrans + 8pl de
ivermectina 1%

100 nematodos/143 ul + 100pl de agua

G4 destilada

Anadlisis estadistico. Los resultados se
sometieron a la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk. Todas las muestras mostraron una
distribucion normal y se sometieron al analisis
de varianza (ANOVA de una via) seguido de la
prueba de Tukey al 1% de probabilidad utilizando
el software BioEstat 5.0 (17). El porcentaje
de reduccién se calcul6 mediante la siguiente
ecuacién propuesta por Mendoza-DeGives y
Vasquez-Prates (18):

Reduccién (%) = (Promedio de L3 recuperados
de CN - Promedio de L3 recuperados de TG)/
(Promedio de L3 recuperados de CN) x 100

CN - grupo de control; TG - grupo detratamiento.
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G1 - AC001 51.6b+£12.6 43.7

G2 - Ivermectina 1% 16.2b+8.0 82.3

G3 - AC001 + Ivermectina 1%  31.4b+6.1 65.7
G4 - Agua destilada 91.62+£4.5 -

Valores seguidos de letras diferentes son estadisticamente
diferentes (p<0.01) segun la prueba de Tukey al 1% de
probabilidad.

DISCUSION

Los estudios que evaltan la actividad de los
hongos nematéfagos en el control de los
nematodos del bufalo son escasos. Ojeda-
Robertos et al (19) demostraron in vitro la
actividad depredadora de estos hongos contra
larvas infectantes de H. contortus. Por otro lado,
hasta el momento no se ha realizado ningun
estudio que mencione la asociacion entre hongos
nematoéfagos y antihelminticos quimicos en L3
de nematodos parasitos del bufalo.

En el presente estudio, la cepa de D. flagrans
(AC001) utilizada solo demostrd eficacia en la
depredacion de nematodos gastrointestinales
de bufalos, con una reducciéon del 43.7% de los
nematodos recuperados después de 36 horas
de interaccion. Barroga et al. (20) demostraron
eficacia in vitro por la accién de este hongo,
después de 48 horas de interaccion, se redujo
el 84,39% de las larvas del bufalo.
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En el grupo tratado solo con ivermectina al
1% (G2), hubo una reduccion del 82.3% de
los nematodos recuperados. Se observd que el
tratamiento con este compuesto quimico fue mas
efectivo al compararlo con el uso combinado con
D. flagrans en relacién con el uso de este hongo
solo. Resultados similares fueron demostrados
por Ferraz et al. (11), quienes observaron una
mayor eficacia en la reduccién de Rhabditis spp.
con el uso aislado de ivermectina al 1% que
la combinacién con este hongo. La asociacion
de AC001 + ivermectina al 1% (G3) demostrd
una reduccion del 65.7% de nematodos. Esta
combinacién fue mas eficiente en comparacion
con el uso aislado de D. flagrans. Tales resultados
revelaron que no hubo un efecto antagénico de
la ivermectina sobre la capacidad de depredacion
de las larvas por parte del hongo. Este hallazgo
es compatible con el estudio de Ferraz et al (11),
quienes demostraron que la ivermectinaal 1% vy
el dimetilsulfoxido al 1% asociados a este hongo
no redujeron la depredacion sobre Rhabditis spp.

Vilela et al (21) observaron la eficacia de D.
flagrans peletizada en matriz de alginato de sodio
en asociacion con Clorhidrato de Levamisol al 5%
sobre nematodos gastrointestinales de ovejas.
Sin embargo, estudios han demostrado una
accion inhibidora de compuestos antihelminticos
sobre D. flagrans, como lo describen Sanyal et
al (22) y Vieira et al (23), afectando la actividad
depredadora de este hongo en el biocontrol de
estos parasitos.

La literatura es amplia con respecto a la
efectividad del uso de hongos nematéfagos como
una estrategia viable para ser implementada
en un sistema integrado de control parasitario.
Como se menciond anteriormente, algunos
estudios recientes han demostrado que la
asociacion de estos hongos con farmacos
antihelminticos ha tenido éxito en la reduccion de
las formas larvarias de los nematodos parasitos
y, desde un punto de vista sostenible, puede
convertirse en una estrategia futura (11,23, 24).
Sin embargo, se entiende que el uso de algun
farmaco antihelmintico puede inhibir el desarrollo
de los hongos, comprometiendo su eficacia en
el control bioldgico (25,26). Por lo tanto, los
experimentos in vitro son necesarios para probar
0 no la accion sinérgica de la asociacion quimica
y bioldgica, como se destaca aqui.

El conocimiento del papel de los medicamentos
antiparasitarios y los hongos nematofagos es de
suma importancia, y a través de varios buenos
laboratorios y experimentos de campo, los
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cientificos estan transfiriendo este conocimiento
a los productores rurales, en tiempos “oscuros”,
la ciencia prevalece (23,27,28,29). En el caso
del problema de la resistencia parasitaria
a los antihelminticos disponibles, se debe
prestar mayor atencion al uso correcto de los
compuestos quimicos y la implementaciéon de
un plan estratégico para el control de parasitos.
Segln Szewc et al (28) el uso del control
biolégico con hongos nematdéfagos puede
verse como un complemento a la rutina de
crianza animal. Recientemente Braga et al (9)
demostraron in vitro la efectividad del producto
comercial Bioverm® D. flagrans en la reduccion
de L3 de H. contortus (99.3%) y Strongyloides
pappilosus de pequefios rumiantes.

Estos avances en el conocimiento llevaron al
desarrollo de un producto de control bioldgico
brasilefio llamado Bioverm® (GhenVetSaude
Animal Ltda.), que tiene licencia para su
comercializacion desde 2019. La composicion
de Bioverm® incluye clamidosporas del hongo
D. flagrans, y es indicado para el control de
helmintiasis gastrointestinal en rumiantes y
caballos. En bufalos, se estan delineando mas
estudios que evallen Bioverm® en condiciones
de campo. Se concluyd que el uso in vitro de D.
flagrans fue efectivo en el control de nematodos
del bufalo y su asociaciéon con ivermectina fue
mas eficiente que su uso solo.
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