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Resumen

Se evalud la capacidad de inhibicion viral de los aceites esenciales de Lippia
origanoides, Rosmarinus officinalis e Illicium verum a tres concentraciones,
sobre el virus responsable de producir la enfermedad de Bronquitis infecciosa
aviar. Los aceites esenciales (AE) de Lippia origanoides, Rosmarinus officinalis
e lllicium verum se obtuvieron por hidrodestilacion a partir de cada una de las
plantas y se diluyeron con el fin de obtener concentraciones de 100 pg/mL,
33,3 ug/mL vy 11,1 pg/mL para cada uno de los aceites. El virus fue incubado
junto con cada aceite en las tres concentraciones para posteriormente ser
inoculada la mezcla aceite virus en huevos embrionados de pollo de engorde
(Gallus gallus) de nueve dias de edad, al séptimo dias pos inoculacién se
determindé la mortalidad embrionaria para cada uno de los tratamientos. Los
datos fueron sometidos a la prueba de Kruskal-Wallis y regresion logistica. Se
observé que los AE en cualquier concentracion presentaron estadisticamente
(p<0,05) menor muerte embrionaria que los huevos control, por medio de
regresion logistica se determiné que el aceite de Rosmarinus officinalis en
concentracion de 100 pg/mL presento mayor probabilidad (91,8%) de
supervivencia de los embriones al virus de Bronquitis infecciosa aviar. En
conclusion los tres aceites esenciales utilizados tiene la capacidad de disminuir
la muerte embrionaria, no obstante la mayor proteccibn embrionaria fue
ejercida por el Rosmarinus officinalis utilizado a 100 ppm.

Palabras Clave: Desinfectante, avicultura, aceite esencial, Coronavirus aviar
embrioén.
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Abstract

Objective: Evaluated the capability of viral inhibition from the essential oils of
Lippia origanoides, Rosmarinus officinalis and Illicium verum with three
concentrations, about the bronchitis virus. Methodology: The essential oils of
Lippia origanoides, Rosmarinus officinalis and lllicium verum were obtained by
hydrodistillation. were used concentrations of 100 pg/mL,33,3 pg/mL and
11,1 pg/mL for each oil, they were combined and incubated with bronchitis
virus and afterwards this mixture was inoculated into embryonated eggs of
broiler chicken (Gallusgallus) free of specific antibodies of nine days old, the
seventh day post inoculation embryo mortality for each treatment was
determinated. Results: It was observed that the essential oils in any
concentration had statistically (p<0,05) lower embryonic death eggs control,
by logarithmic regression was determined that Rosmarinus officinalis oil in
concentration of 100 pg/mL showed higher probability (91,8%) of the survival
of embryos of the bronchitis virus. Conclusion: The three essential oils used
have the capability to decrease embryonic death; however the most protection
was exercised by Rosmarinus officinalis used to 100 ppm.

Key Words: Disinfectant, poultry, essential oil, avian Coronaviruses, embryo

INTRODUCCION

La bronquitis infecciosa aviar (VBI) es producida por el virus ARN del genero
Coronavirus, de la familia Coronaviride, el cual tiene como principal via de
contagio el tracto respiratorio, no obstante puede ser propagado por contacto
directo o por fomites. En el ave el agente se replica en el aparato respiratorio y
digestivo causando sintomatologia propia de estos sistemas, alcanzando en
cuadros severos de la enfermedad la presencia de afecciones renales
(Cavanagh, 2005).

En la actualidad no se cuenta con un tratamiento efectivo para las aves ya
infectadas, lo que representa un reto para la medicina preventiva en conjunto
con la bioseguridad como las principales medidas de control de este agente,
por tal razén se recurre al uso de desinfectantes quimicos y medicamentos que
ponen en riesgo la seguridad alimentaria de los consumidores; debido a esto
se ha emprendido la busqueda de nuevas alternativas naturales con capacidad
de controlar la presencia de agentes patdgenos (Barbour et al., 2010); dentro
de esta busqueda los aceites esenciales de plantas se postulan como una
opcion natural y viable en el control de dichas enfermedades.

Los aceites esenciales son sustancias aromaéaticas producidas por fuentes
vegetales como flores, semillas, frutos y raices (Prabuseenivasa et al., 2006)
para defender la planta de diferentes organismos perjudiciales. En los udltimos
anos tomando como base el uso etnofarmacologico en el tratamiento de
heridas que se le ha dado a estas sustancias, ha crecido el interés por su
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aparente capacidad de inhibir el desarrollo de bacterias, hongos y virus (Wu et
al., 2010).

Quimicamente los AE presentan dos componentes principales, el aromatico
compuesto por fenoles, 6xidos, alcoholes, ésteres, aldehidos y cetonas que
determinan el aroma de la planta, y un segundo componente conformado por
unidades de isoprenos denominados terpenos, dentro de los cuales, los de
mayor importancia son los monoterpenos (dos unidades de isoprenos) que
representan mas del 90% de los acidos esenciales, y los sesquiterpenos
formados por tres unidades de isoprenos (Bakkali et al., 2008).

Dentro de estas opciones se encuentran la Lippia origanoides una planta cuyo
género (Lippia) se encuentra ampliamente distribuido por América tropical y
subtropical incluyendo aproximadamente 200 especies, la Lippia origanoides
particularmente se postula como una fuente importante de aceites esenciales
(Betancourt et al., 2012).

Loa aceites esenciales de las plantas lllicium verum y Rosmarinus officinalis,
también conocidas en Colombia como anis estrellado y romero
respectivamente, han tendié importancia en la medicina tradicional siendo
utilizadas como: anti fungicos y antivirales, convirtiéndose en sustancias con
gran potencial para ser utilizadas en las industria avicola, en el area de
bioseguridad y prevencién de enfermedades (Hussain et al., 2010). El presente
estudio pretende evaluar la capacidad de inhibicién viral que poseen los aceites
esenciales de Lippia origanoides, Rosmarinu sofficinalis e lllicium verum
aplicando tres concentraciones diferentes sobre el virus de la Bronquitis
infecciosa aviar.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue realizada por estudiantes de la Universidad de Caldas,
facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, con colaboracién de Promitec
S.A, el bioensayo se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de Bioara
S.A ubicado en Guaduas Cundinamarca (Colombia). Los aceites esenciales de
las hojas de Lippia origanoides, Rosmarinus officinalis e Illicium verum, se
obtuvieron por hidrodestilacion asistida, en los laboratorios de CENIVAM
(Centro nacional de investigaciones para la agroindustrializacion de especies
vegetales aromaticas y medicinales tropicales) de la universidad industrial de
Santander, en Bucaramanga Colombia.

Para el experimento se utilizaron 165 huevos embrionados de pollo de engorde
(Gallusgallus) libres de patégenos especificos (Newcastle y Bronquitis
infecciosa aviar) de nueve dias de edad y pesos entre 50,0 y 57,0 gramos;
antes de iniciar el experimento cada huevo fue inspeccionado utilizando un
ovoscopio para asegurar la viabilidad de los embriones.

Para el bioensayo se utilizaron tres concentraciones de cada aceite esencial
(100 pg/mL, 33,3 pg/mL y 11,1 pg/mL), a estas se les incorporo la cepa
3
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vacunal “131” del virus de Bronquitis infecciosa aviar, la mezcla aceite-virus se
incubo durante 60 minutos a 37 grados centigrados para posteriormente ser
inoculada en los huevos.

Para evaluar la capacidad de inhibicion viral de los aceites esenciales Lippia
origanoides, Rosmarinus officinalis e lllicium verum contra el virus de VBI, los
tratamientos fueron distribuidos en un modelo multifactorial de tres aceites
esenciales a tres concentraciones 100 ug/mL, 33,3 pg/mL y 11,1 uyg/mL para
cada aceite (Tabla 1), ademas de un grupo control negativo al cual solamente
se le inoculo el virus de VBI y un control positivo que fue inoculado con el
agente y un desinfectante comercial; utilizando 15 huevos para cada
tratamiento. Diariamente durante un periodo de siete dias posterior a la
inoculacién se registré la mortalidad de los embriones por medio de ovoscopia.

Tabla 1. Concentraciones de AE y tratamientos.

Aceite Esencial Concentracioén Tratamiento
Control Negativo 0 TO-
Control Positivo 6ml/L TO+
100 pg/mL, T1
lllicium verum 33,3 pg/mL T2
11,1 pg/mL T3
100 pg/mL, T4
Lippia origanoides 33,3 pg/mL T5
11,1 pg/mL T6
. L 100 pg/mL, T7
Rosmarinus officinalis 33,3 ug/ml T8
11,1 pg/mL T9

Analisis Estadistico: para cada uno de los tratamientos se llevé registro de
la mortalidad embrionaria al dia siete de inoculacién del virus, para estos
datos, debido a que dicha variable es un conteo, se realiz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (p<0,05) para determinar diferencias en la
media de nimero de muertes de embriones entre tratamientos; ademas se
realiz6 una regresion logistica para determinar concentracion adecuada que
aumenta la probabilidad de supervivencia al virus y se realizé como parte del
modelo de regresion se realiz6 el calculo de odds-ratio como medida de
asociacion que cuantifica la magnitud de la asociaciéon entre la variable
respuesta y el factor de interés.

RESULTADOS

Al realizar la comparacion entre el control negativo y el uso de desinfectante
comercial no se observé diferencias significativa (p=0,894), es decir aplicar el
agente comercial no disminuye el promedio de muertes embrionarias;

4
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respecto de la capacidad inhibitoria de los AE, las tres concentraciones
usadas presentaron diferencias significativas al tener los tratamientos menor
promedio de embriones muertos que los dos grupos control (p<0,05), siendo
el tratamiento siete (Rosmarinus officinalis concentracion 100 pug/mL) el que
presenta menor numero de embriones muertos (Fig. 1).

T T T T T T T T T T T
Control Desinfectante T T2 T3 T4 T5 T6 R T8 T9

Figura 1. Cajas y bigotes para el virus de Bronquitis Infecciosa Aviar

Utilizando el modelo de regresion logistica se observé que el aceite esencial
tres (Rosmarinus officinalis) a la concentracién uno (100 pg/mL) presenta la
mayor supervivencia embrionaria, no obstante en los tres aceites esenciales a
la concentracion uno (100 pg/mL) la muerte embrionaria disminuyo
significativamente (p<0,05) con respecto al control, relacionando los aceites
esenciales como el factor que explica la disminuciéon de muerte embrionaria.
Al realizar la medicién del Odds — ratio como una medida que cuantifica la
asociaciéon entre la supervivencia de embriones como respuesta a las dosis de
los aceites esenciales, se observa que el mejor tratamiento es T7 (Rosmarinus
officinalis a la concentracion de 100 pg/mL), es decir la probabilidad de
supervivencia de un embrién contaminado con el virus de Bronquitis infecciosa
aviar se multiplica 11,22 veces al recibir dicho tratamiento, lo que
corresponde a una probabilidad de supervivencia de 91%, el segundo
tratamiento con mayor probabilidad de supervivencia corresponde al AE de
Lippia origanoides a la concentracion de 11,1 pg/mL otorgando a los
embriones un 80% de probabilidad de sobrevivir, en el caso de no recibir
ningun tratamiento la probabilidad de supervivencia de los embriones es del
36% (tabla 2).

Inhibicion del virus de Bronquitis Infecciosa Aviar mediante el uso de aceites esenciales 5
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n101017/101703.pdf




REDVET Rev. Electrén. vet. http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
2017 Volumen 18 N° 10 - http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n101017.html

Tabla 2. Probabilidad de Supervivencia Embrionaria Para Virus de Bronquitis Infecciosa

Aviar.

. . - Odds- Probabilidad de
Aceite Esencial Concentracion ratio supervivencia
Control Negativo - 0,578 0,366

100 ug/mL, 2,983 0,748

lllicium verum 33,3 pg/mL 3,454 0,775

11,1 ug/mL 1,727 0,633

100 pg/mL, 2,983 0,748

Lippia origanoides 33,3 pg/mL 2,590 0,21

11,1 ug/mL 4,030 0,801

. o 100 pg/mL, 11,227 0,918

Rosmarinus officinalis 33.3 pg/ml 1.727 0633
11,1 yg/mL NA NA

Como se puede observar en el grafico 1 las barras expresan el conteo de
muertes por tratamiento, y la linea central que muestra el comportamiento de
los promedios de muerte en cada uno de los tratamientos. Se observa que el
promedio de muertes mayor es para los dos grupos control.

DISCUSION

El virus de la bronquitis infecciosa aviar se encuentra distribuido en todo el
mundo causando grandes pérdidas econdmicas a la industria de aves de
corral, como resultado de la disminucion de parametros productivos vy
deterioro en la calidad del huevos en aves de postura (Cavanagh, 2005),
agravado por la falta de un tratamiento efectivo para el control del virus una
vez infecte las aves, motivo por el cual los esquemas vacunales y la
bioseguridad siguen siendo la Unica herramienta de los productores para
controlar este tipo de agente virales (Senne et al., 2004). El estudio pretendia
comprobar la capacidad de inhibicion viral de los compuestos de origen
natural conocidos como aceites esenciales provenientes de las plantas lllicium
verum, Lippia origanoides y Rosmarinus officinalis.

Los resultados del estudio indican que los AE utilizados poseen capacidad de
inhibir la actividad del VBI, disminuyendo la muerte embrionaria en los
huevos inoculados con el agente infeccioso, estos resultados concuerdan con
lo observado por Yin y colaboradores en 2011 los cuales utilizando 0.97
mg/ml de aceite esencial de Houttuynia cordata obtuvieron la tasa media de
inhibicion del virus, ademas encontraron que la dosis podia aumentar hasta
los 250 mg/ml sin causar dafios en las células renales de mono verde (vero);
en el mismo estudio con el fin de corroborar el efecto viricida del AE,
inocularon huevos embrionados de pollo con una mezcla de aceite esencial
con el virus, de manera similar a lo realizado en el presente experimento,
encontrando resultados analogos en la disminucién de muerte embrionaria en
los huevos tratados con el AE.
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Otro estudio realizado por (Jackwood et al., 2010) utilizando una mezcla de
aceites esenciales y oleorresinas demostraron la  capacidad de estas
sustancias en la inhibicion del virus de VBI sin causar dafo en células vero,
ademas los autores del estudio evidencian la posibilidad de suministrar por
medio de aspersion los AE como medida para el control del virus en fases
tempranas de la enfermedad de VBI ademas de otras infecciones respiratorias
como el Newcastle donde se ha demostrado capacidad inhibitoria por parte de
los AE para el paramixovirus responsable de causar el cuadro patolégico en
las aves (Mohammadi et al., 2015).

En la busqueda por mejorar la comprension del mecanismo de accion de los
AE, se toman en cuenta dos estudios realizados sobre Herpes virus, los cuales
reportaron efecto durante la fase de unibn y no en el momento de la
replicacion, sugiriendo que el aceite esencial de Melissa officinalis afecta
directamente el virus, posiblemente uniéndose o dafiando proteinas
implicadas en la penetracién del virus en la célula huésped (Schnitzler et al.,
2001; Schnitzler et al., 2008).

En el presente estudio se evidencié que el tratamiento que obtuvo mejor
resultado reduciendo la muerte embrionaria, corresponde al aceite de
Rosmarinus officinalis a la concentracion de 100 pg/mL, coincidiendo con lo
observado en otro estudio, en el cual es usado AE de la misma planta a
concentracion de 100 ppm, obteniendo un porcentaje de inhibicién viral del
89,2% para el Herpesvirus tipo uno (Portari et al., 2009), ademas se
comprobd que no existe citotoxicidad sobre células de mono verde con
concentraciones de hasta 300 ppm, por su parte otro estudio determino la
citotoxicidad de diferentes aceites esenciales, en el cual se usaron dos plantas
del generd Lippia (Lippia junelliana y Lippia turbinata), hallando que para la
generacion de dafos a la ceélula animal es necesario concentraciones
superiores a los 313 ppm, concentracibn muy superior a las utilizadas para
obtener inhibicion viral (Garcia et al., 2003).

CONCLUSIONES

En este estudio se evidencio la efectividad de los AE (lllicium verum, Lippia
origanoides y Rosmarinus officinalis) en la inhibicién del virus de Bronquitis
Infecciosa Aviar, donde cualquiera de los tratamientos represento un factor
protector para los embriones. El aceite de Rosmarinus officinalis utilizado a
100ppm mostré los mejores resultados.
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