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I. INTRODUCCION

Actualmente, la avicultura es una de las actividades productivas de mayor
crecimiento a nivel mundial; debido a esto, las aves son susceptibles a padecer
diferentes enfermedades, siendo transmitidas con gran facilidad de un lugar a otro.
La bioseguridad y los tratamientos especificos en la avicultura, son importantes para
evitar la proliferacion de las enfermedades dentro de la granja e impedir la salida de
las mismas; reduciendo el riesgo de contagio y pérdidas econdmicas a nivel global
(Alexander 2004).

La enfermedad de Newcastle, es una enfermedad virica producida por un
Paramixovirus que causa morbilidad y mortalidad alta, ademas provoca grandes
pérdidas econOmicas para los grandes y pequefios productores avicolas; se
caracteriza por afectar tanto a aves domésticas como silvestres, siendo las mas
afectadas las aves de corral (Capua y Alexander 2009). Es endémica en muchos
paises y se caracteriza por carecer de tratamiento. En Guatemala es una de las
enfermedades que afecta a los productores avicolas de las areas rurales, debido a la

falta de programas sanitarios continuos y de un tratamiento especifico.

La etnoveterinaria utiliza plantas medicinales para el tratamiento de diversas
enfermedades, usadas en la prevencion y tratamiento. Melissa officinalis vy
Agastache rugosa se les conoce por poseer propiedades antivirales (Parameswari
2009, Wang 2009). En el presente estudio, evalué la efectividad y eficacia de Melissa
officinalis y Agastache rugosa para reducir el porcentaje de mortalidad, signos,
lesiones y niveles de anticuerpos provocados por el virus de Newcastle; para generar
informacion de las dos plantas medicinales para el tratamiento de la infeccion por el

virus de Newcastle en pollos estirpe Shaver blanco.



II. HIPOTESIS

Las tinturas de Melissa officinalis y Agastache rugosa disminuyen el porcentaje
de mortalidad en pollos estirpe Shaver blanco experimentalmente inoculados con

virus de Newcastle.



3.1

3.2

lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Generar informacion de dos plantas medicinales para el tratamiento de la

infeccidn por el virus de Newcastle en pollos estirpe Shaver blanco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Establecer la efectividad del tratamiento con Melissa officinalis y Agastache
rugosa para reducir el porcentaje de mortalidad producida por el virus de

Newcastle.

Determinar la eficacia del uso de las tinturas para disminuir los signos,

lesiones y niveles de anticuerpos provocadas por el virus de Newcastle.

Analizar la relacién costo-beneficio del tratamiento de la enfermedad de

Newcastle a base de plantas medicinales.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 ENFERMEDAD DE NEWCASTLE (ENC)

4.1.1 DEFINICION:

Enfermedad viral aguda, de distribucién mundial, producida por un Paramixovirus
serotipo 1, capaz de causar gran variedad de signos desde leves a graves, afecta el
tracto respiratorio, digestivo y/o sistema nervioso; llegando a provocar una morbilidad
y mortalidad altas, y grandes pérdidas econdémicas.

(Acha 2003, Alexander 2004, Biester 1964, Capua 2009, CFSPH 2009,
Moreno 1994, OIE 2002, OIE 2009, Ramirez 2003)

4.1.2 SINONIMOS:
Neumoencefalitis Aviar, Pseudopeste Aviar, Paramixovirus 1, Moquillo Aviar,
Enfermedad de Ranikhet, Plaga Aviar Coreana.
(Acha 2003, Biester 1964, Moreno 1994, Saif 2003)

4.1.3 ETIOLOGIA:

4.1.3.1 Caracteristicas:

Producida por un miembro de la familia Paramyxoviridae del género Avulavirus,
integrado por 9 grupos seroldgicos distintos y con diferentes hospederos primarios,
ademas el virus de la Parainfluenza y el virus de la Parotiditis humana. El serotipo
Paramixovirus 1 (PMV-1) es el virus de la ENC se considera el prototipo del género,
ademas se encuentran los serotipos Paramixovirus 2 (PMV-2) hasta el Paramixovirus
9 (PMV-9).

(Acha 2003, Alexander 1988, Alexander 2004, Capua 2009, CFSPH 2009,
Moreno 1994, OIE 2002, OIE 2009)



4.1.3.2 Propiedades fisico quimicas:

Causada por un virus ARN de cadena simple, no segmentado, de 15,186
nucleétidos, de polaridad negativa, protegido de una cpside de simetria helical y de
envoltura lipoproteica con micrografias electronicas, donde se ubican los
componentes antigénicos que le dan la especificidad seroldgica.

(Alexander 1988, Alexander 2004, Moreno 1994, Saif 2003)

La particula viral mide 100-500 nm y su envoltura contiene 2 glicoproteinas y 7
polipéptidos. El peso molecular promedio es de 5 x 10° &. El genoma viral esta
formado por 6 proteinas: Proteina L (polimerasa ARN directa) asociada con la
nucleocapside; HN responsable de la actividad de hemoaglutinacion vy
neuraminidasa, forma la proteccion mas larga en la superficie del Paramixovirus; F
(proteina de fusion) responsable de la fusion celular y formacion de policariocitos,
forma la proteccion mas corta de la superficie del Paramixovirus; NP (proteina
nucleocépside); P (fosforilacién) asociado a la nucleocapside, y M (matrix o
membrana). El orden de las proteinas en el genoma viral es 3'N-P-M-F-NH-L5’.

(Alexander 1988, Moreno 1994, Saif 2003)

El virus de Newcastle presenta una Hemoaglutinina a nivel de las proyecciones
de la envoltura, produce hemoaglutinacion debido a que el virus se adsorbe a los
receptores celulares del glébulo rojo, con elusién subsiguiente, debido a la digestion
enzimatica del receptor celular por la neuraminidasa viral. Ademas contiene una
hemolisina que le permite producir hemdlisis en grado variable de los glébulos rojos
gue hemoaglutina.

(Moreno 1994, Saif 2003)

4.1.3.3 Replicacion Viral:

El virus al encontrar una célula se fija a los receptores celulares, por medio del
polipéptido HN. La fusién del virus y la membrana celular trae la accién de la proteina
F, lo que permite la entrada completa de la nucleocapside en la célula. La replicacion

viral intracelular se lleva a cabo completamente a nivel de citoplasma, porque el virus



ARN tiene sentido negativo. La polimerasa ARN directa puede producir transcripcion
de sentido positivo actuando como mensajero de ARN y asi poder usar el
mecanismo celular, para permitir la traduccion en proteina y genomas virales. La
proteina F es sintetizada como un precursor no funcional FO, el cual requiere division
de F1 a F2 por las proteasas del huésped. El significado de esta division es lo que da
lugar a la patogenicidad de cada cepa viral.

(Pattison 2008, Saif 2003)

4.1.3.4 Resistencia a los agentes fisicos y quimicos:

4.1.3.4.1 El calor es capaz de alterar las propiedades de infectividad,
hemoaglutinacion y antigenicidad del virus a una temperatura de 100 °C en
un minuto y a 56 °C en 6 horas; mientras que a 37 °C se requieren de
horas y aun de dias para afectar las propiedades ya mencionadas.

4.1.3.4.2 La particula viral es inactivada a pH é&cido, y ademas es sensible a
productos como el éter.

4.1.3.4.3 Las sustancias quimicas como la formalina, betapropiolactona y el fenol
son usados para destruir la infectividad del virus sin afectar su
inmunogenicidad.

(Moreno 1994, OIE 2002)

4.1.3.5 Cepas del virus de Newcastle:

Son clasificadas de acuerdo a: Tiempo promedio que matan al embrion de pollo,
indice de patogenicidad intracraneal e indice de patogenicidad intravenosa.
4.1.3.5.1 Cepas Velogénicas Viscerotrépicas (forma Doyle): Caracterizada por ser
una infeccion aguda letal; cepas virulentas asociada con lesiones
intestinales hemorragicas.
4.1.3.5.2 Cepas Velogénicas Neurotropicas (forma Beach): Caracterizada por una
alta mortalidad; cepas virulentas capaces de causar signos respiratorios y

nerviosos, sin provocar lesiones intestinales.



4.1.3.5.3 Cepas Mesogeénicas (forma Beaudette): Son cepas moderadamente

virulentas con baja mortalidad; con signos respiratorios y ocasionalmente
nerviosos, siendo usadas ocasionalmente como cepas vacunales.

4.1.3.5.4 Cepas Lentogénicas (forma Hitchner): Son cepas casi avirulentas; con

infecciones respiratorias leves o0 subclinicas, usadas como cepas

vacunales como la cepa La Sota.

4.1.3.5.5 Cepa Entérica Asintomatica: Consiste en una infeccion entérica subclinica.

(Acha 2003, Alexander 2004, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE

2009, Pattison 2008, Saif 2003)

4.1.4 EPIZOOTIOLOGIA:
4.1.4.1 Hospederos Susceptibles:

Enfermedad que afecta a una gran cantidad de aves tanto domésticas como
silvestres, causando signos en algunas especies mientras que en otras el virus es
asintomética, infecciones en seres humanos, aunque es poco frecuente
presentandose sobre todo en obreros de mataderos de aves, personal de laboratorio
y vacunadores que aplican vacunas con virus vivos. Los indices de mortalidad y
morbilidad dependen de la especie afectada y cepa viral.

(Acha 2003, Alexander 2004, Biester 1964, Capua 2009, CFSPH 2009,
Moreno 1994, OIE 2002)

Las aves de corral mas afectadas son los pollos y gallinas productoras de carne

y huevo; siendo los pavos, gansos y patos los menos susceptibles. Entre los

portadores asintomaticos de la ENC se encuentra los 6rdenes Columbiformes

(palomas), endémicas a los virus lentogénicos y mesogénicos; Psittaciformes,

algunas especies tienden a portar el virus velogénico; y Anseriformes (aves
acuaticas).

(Capua 2009, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002)



4.1.4.2 Distribucion Geogréafica:

Enfermedad de distribucion mundial, el virus velogénico es endémico en Asia,
Africa, parte de México, América Central y del Sur. Aunque algunos paises
principalmente europeos han sido declarados libres con vacuna. Los Unicos paises
sin presentar casos en su historia, segun la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal
(OIE) son Guayana Francesa, Guyana, Nueva Caledonia, Samoa y Vanuatu.

(Acha 2003, Capua 2009, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002, Saif 2003)

4.1.4.3 Transmision:
4.1.4.3.1 Transmision Directa: Las aves excretan el virus en las heces, aire
exhalado y secreciones respiratorias, se transmite por inhalacion o
ingestion de agua y comida contaminada (via fecal-oral); aves evisceradas
y equipo de trabajo. Las aves gallindceas eliminan el virus durante 1-2
semanas, mientras que las aves psitacidas durante meses o incluso mas

de un afo.
(Capua 2009, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002,
Pattison 2008, Saif 2003)

4.1.4.3.2 Transmision Indirecta: Sucede mediante el contacto con galpones
infectados, criadoras contaminadas, aves migratorias, mascotas, personal

y vehiculos no controlados sanitariamente, vestimentas humanas, etc.
(Acha 2003, Capua 2009, Moreno 1994, OIE 2002, Pattison 2008)

4.1.5 PERIODO DE INCUBACION:

El periodo de incubacién en las aves de corral varia entre 2 a 15 dias (promedio
de 5-6) dependiendo de la virulencia de la cepa, susceptibilidad del huésped, edad,
estado inmunologico, infeccion de otros organismos y condiciéon ambiental.

(Capua 2009, Biester 1964, CFSPH 2009, Moreno 1994, Saif 2003)



4.1.6 SIGNOS CLINICOS:

Dependen de la patogenicidad de la cepa del virus y susceptibilidad del
hospedero; la cepa viral puede afectar uno o varios sistemas, de esta forma los
signos son muy variados; estando las aves letargicas, inapetentes, plumas erizadas,
edema conjuntival (sintoma temprano de la enfermedad), edema de la cabeza y/o
cuello. Afectando:

(Acha 2003, Alexander 2004, Capua 2009, CFSPH 2009, Ramirez 2003, Saif 2003)

4.1.6.1 Sistema respiratorio:

Estertores audibles sobre todo en la noche, descarga muconasal, cianosis.
(Biester 1964, Capua 2009, CFSPH 2009, Moreno 1994, Saif 2003)

4.1.6.2 Sistema digestivo:

Diarrea verde acuosa en aves que no mueren temprano por la infeccion,
disminucion en la produccion de huevos, huevos farfaros o deformes (huevos de
color anormal, &speros, cascara delgada y/o alblUmina acuosa).

(Acha 2003, Biester 1964, Capua 2009, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002,
Pattison 2008, Saif 2003)

4.1.6.3 Sistema nervioso:

Los signos se presentan al final de la enfermedad, algunos dias después de
iniciarse los signos respiratorios. Consisten en decaimiento, tremores musculares,
espasmos clonicos, paresia o pardlisis de las alas y/o patas, opistétonos, torticolis,
deambulacion en circulos y muerte.

(Acha 2003, Biester 1964, Capua 2009, Moreno 1994, OIE 2002, Pattison 2008,
Saif 2003)

La morbilidad de la enfermedad puede alcanzar el 100%, con una mortalidad de

30 a 90 % dependiendo de la presencia de anticuerpos vacunales, de lo contrario la
mortalidad puede ser de 100%.

(Biester 1964, Capua 2009, CFSPH 2009)
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Las aves que sobreviven las dos primeras semanas de la enfermedad pueden

presentar trastornos neurolégicos o disminucién permanente en la produccion de

huevos.
(CFSPH 2009)
Curso clinico de infeccion de gallinas (Gallus gallus) con
Paramyxovirus aviar tipo 1

Velogénica

g 3

\ o i

§ O Mesogénico | Lentogénico I_Enterlgq

o s Asintomaética

q) S

@ 2

S z
Diarrea +++ - - - -
lelc_ultad(_—:-s et t ) )
respiratorias
Signos SNC (++) +++ (++) - -
Descenso en
produccion de +++ +++ ++ (+) -
huevos
Morbilidad +++ +++ ++ (+) -
Mortalidad +++ ++ + (+) -

Severidad de los signos observados: +++ severo, ++ intermedio, + leve, () signos

clinicos solamente en casos comprometidos o aves jovenes.

4.1.7 LESIONES:

4.1.7.1 Lesiones Macroscopicas:

(Capua 2009)

No produce lesiones macroscopicas patognomonicas, sin embargo, se presenta

edema de la cabeza o regién periorbital, edema del tejido intersticial del cuello a nivel

de la entrada toracica, congestion o hemorragias en la faringe caudal, mucosa

traqueal y pulmones; petequias y pequefias equimosis en mucosa del proventriculo,

cerca de la base de las papilas y concentradas alrededor del orifico anterior y

posterior; hemorragias, ulceras, edema y/o necrosis en amigdalas cecales y tejidos
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linfaticos de la pared intestinal (incluyendo las placas de Peyer); hemorragias en timo
y bursa; esplenomegalia, bazo friable y de color rojo oscuro o moteado; necrosis
pancreética, edema pulmonar; ovarios hemorragicos, edematosos o degenerativos, y

ruptura de yemas en cavidad abdominal.
(Acha 2003, Capua 2009, CFSPH 2009, OIE 2002, Pattison 2008, Ramirez 2003,
Saif 2003)

4.1.7.2 Lesiones Microscopicas:

Las lesiones microscopicas causadas por la ENC:

4.1.7.2.1 Bazo e higado: Hiperemia, hemorragias, degeneracion hidrépica,
hialinizacion de capilares y arteriolas, trombosis en capilares, necrosis en
células endoteliales y necrosis focal en higado.

4.1.7.2.2 Aparato respiratorio: Congestion, edema e infiltracion abundante de células
linfoides a nivel del epitelio de la mucosa traqueal, infiltracion de
abundantes fagocitos en lumen traqueal, engrosamiento y opacidad en
membrana de sacos aéreos.

4.1.7.2.3 Sistema nervioso central: Degeneracion neuronal, infiltracion perivascular
de linfocitos e hipertrofia de células endoteliales principalmente en médula,
cerebro medio, cerebelo y tronco cerebral.

4.1.7.2.4 Aparato digestivo: Lesiones necrdticas y hemorragicas en mucosa
intestinal y proventriculo.

4.1.7.2.5 Sistema reproductor: Atresia de foliculos con infiltracion de células
inflamatorias y formacion de agregados linfoides.

(Alexander 2004, Moreno 1994, Pattison 2008, Saif 2003)

4.1.8 DIAGNOSTICO:
4.1.8.1 Clinico:

La ENC debe ser considerada en caso de existir altas tasas de morbilidad y
mortalidad en las parvadas, y muertes inesperadas. Por no existir lesiones
patognomaonicas, tomar en cuenta signos y lesiones indicativas de la enfermedad.

(CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002)
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4.1.8.2 De laboratorio:

4.1.8.2.1 ldentificacion del agente: Inoculacion de embriones de pollo de 9-11
dias de edad: Se examina la actividad de hemoaglutinacién del liquido
corioalantoideo, y el agente que hemoaglutina es sometido a la prueba de
Inhibicién de la Hemoaglutinacion (HI).

(Capua 2009, CFSPH 2009, OIE 2002)

4.1.8.2.2 Evaluacion de la patogenicidad:

e Tiempo medio de muerte (TMM) en embriones de pollo: Las cepas velogénicas
tiene un TMM menos de 60 horas, las cepas mesogénicas de 60 a 90 horas y las
cepas lentogénicas superior a las 90 horas.

e Indice de patogenicidad intracraneal (IPIC) en pollitos de 1-3 dias: Se miden por
un sistema de puntuacion que evalla la enfermedad o la muerte de los pollos,
con valores rangos de 0 a 2.0, el mas virulento se aproxima a 2.0 y las cepas
lentogénicas estan cerca de 0.0.

e Indice de patogenicidad intravenosa (IPIV) en pollos de 6 semanas de edad: Se
mide por un sistema de puntuacion que evalla la enfermedad o la muerte de los
pollos, con valores rangos de 0 a 3.0, el mas virulento se aproxima a 3.0,
mientras que las cepas lentogénicas y algunas mesogénicas tienen valores de O.
Algunos virus pueden producir enfermedad grave con un IPIV de valor cero, por
lo que es preferido la prueba IPIC.

(Capua 2009, CFSPH 2009, OIE 2002, Saif 2003)

4.1.8.2.3 Pruebas seroldgicas: ELISA, Prueba de Inhibicién de la Hemoaglutinacion,
Prueba de Neutralizacion del virus (NV) y PCR.

(Capua 2009, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002, OIE 2009, Pattison 2008)

4.1.8.3 Diagnoéstico diferencial:

Colera aviar, influenza aviar altamente patégena, laringotraqueitis, forma diftérica
de la viruela aviar, psitacosis o clamidiosis en aves psittacidas, micoplasmosis,

bronquitis infecciosa, aspergilosis, problemas de manejo tales como privacion de
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agua o alimento y mala ventilacion. En mascotas tomar en cuenta psitacosis,
enfermedad de pacheco, salmonelosis, adenovirus y deficiencias nutricionales.
(Capua 2009, CFSPH 2009, OIE 2002)

4.1.9 CONTROL Y PREVENCION:

La higiene es uno de los puntos mas importantes para la prevencion y control de
la ENC en relacién con la inmunizacion; siendo la bioseguridad de gran ayuda para
prevenir la infeccion de las parvadas. Las parvadas no deben de estar en contacto
con aves domésticas con estado de salud desconocido y aves migratorias para evitar
el contacto con comederos, bebederos y alimento. Control de plagas como insectos y
roedores. Realizar adecuadas medidas de desinfeccion a todo vehiculo y personal al
momento de ingresar y egresar de la granja. Los empleados se deben de duchar y
cambiar de ropa exclusiva de trabajo. Destruccion de las aves infectadas y
expuestas a la infeccién, asi como aves muertas a través de fosas o incineracion.
Aconsejable la cria de todo dentro / todo fuera, con desinfeccion entre grupos de 21
dias.

(Biester 1964, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002, Pattison 2008, Saif 2003)

La vacunacion se debe de realizar para reducir las grandes pérdidas
econOmicas, esto se logra mediante la administracion de cepas activas La Sota y
Hitchner B1 a través de agua de bebida, aspersion, via intranasal o intraocular,
logrando sus maximos niveles de anticuerpos a los 13-15 dias. La vacunacion
protege a las aves de los signos clinicos, pero no necesariamente de la replicacion y
eliminacion del virus. Los pollos sanos son vacunados entre 1 a 4 dias de edad. Los
programas de vacunacion dependen de cada granja en particular, tomando en
cuenta la prevalencia e incidencia de la enfermedad, localizacion de la granja,
medidas de bioseguridad, anticuerpos maternos dependiendo de la linea genética, y
desafio de campo.

(Acha 2003, Biester 1964, CFSPH 2009, Moreno 1994, OIE 2002, OIE 2009)
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4.2 PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIVIRAL

4.2.1 MELISA (Melissa officinalis):
4.2.1.1 Sin6nimos:
Cedroén, Citronela, Hierba Luisa, Toronijil
(Caceres 2006)

4.2.1.2 Descripcién:
Planta perenne. Hojas opuestas, ovalas o trianguladas. Flores de corola blanca

en grupos de 3-6 en un péndulo en las axilas de las hojas. Crece en clima templado
en alturas hasta 1000 msnm, necesitando suelos profundos y bien drenados.
(Caceres 2006)

4.2.1.3 Farmacologia:

El extracto acuso de las hojas es usado contra bacterias y virus de Newcastle,
paperas y herpes 2 con inhibicion del efecto citopatico en cultivo de células
epiteliares humanas, actividad antihistaminica, espasmolitica, citostatico,
antioxidante. En SNC demuestra actividad sedante, hipnética, efecto analgésico
periférico. El extracto exhibe propiedad hipolipidémica y hepatoproctector. Los
extractos acuosos y alcohdlicos presentan actividad antiviral (influenza, mixovirus) e
insecticidas. El extracto etandlico es inactivo para HSV-1 en cultivo de células Vero.

(Caceres 2006)

4.2.1.4 Composicidn quimica vy principios activos:

Las hojas y flores contienen 10-12% de elementos minerales, taninos catéquicos,
acidos fendlicos (cafeino, clorogénico, rosmarinico), flavonoides (luteolina,
rhamanzina), sesquiterpenos (B-cariofileno, germacreno-D), principios amargos,
mucilagos urdnicos, resina y aceite esencial que contiene terpenos (pineno,
limoneno, cariofileno), alcoholes (geraniol, linalool, acetato de geranilo) y en mayor
cantidad aldehidos [citral (20-30%), citronelal (30-40%), metilcitronelal].

(Caceres 2006)
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4215 Estudios Antivirales:

Los extractos acuosos de las hojas de M. officinalis inhiben la replicacion in vitro
del Virus Herpes Simple tipo 2 e Influenza Virus A2; los taninos del extracto acuoso
inhiben la hemoaglutinacion inducida por el virus de Newcastle y virus de la papera.
El extracto de M. officinalis inhibe la replicacion del Herpes Virus Simple Tipo 2 in
vitro, debido al citral y citronelal responsables de inhibir la sintesis proteica en las
células. El extracto y aceites esenciales presentan actividad inhibitoria contra Herpes
Virus Simple tipo 1 y 2 in vitro, afectando al virus antes de la adsorcion pero no
después de la penetracion.

(Allahverdiyev 2004, Parameswari 2009, Schnitzler 2008)

4.2.2 MENTA COREANA (Agastache rugosa):
4.2.2.1 Sin6Gnimos:
Agastache
(Caceres 2006)

4.2.2.2 Descripcion:
Hierba anual que puede comportarse como semiperenne de 1.5 m de altura.

Hojas opuestas, pecioladas, base truncada o cordada, puntas agudas y crenadas.
Flores purpura. Crece en terrenos de clima templado, de altura media, adaptdndose
facilmente en el Altiplano central.

(Caceres 2006)

4.2.2.3 Farmacologia:

El extracto alcohdlico tiene actividad antitumoral, citotoxica y antiviral en modelos
animales. El extracto acuoso ha demostrado in vitro ser util en el tratamiento de
lesiones celulares inducidas por procesos oxidativos (peroxidacion). La infusion de
hojas al 10% tiene actividad espasmolitica mediada por receptores muscarinicos y
una importante actividad espasmolitica mediada por receptores musculotropicos
(DE50 479mg).

(Caceres 2006)
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4.2.2.4 Composicidn quimica y principios activos:

El tamizaje fotoquimico de las hojas y flores presenta alcaloides, esteroles
insaturados, flavonoides (chalconas, acacetina, derivados de luteolina, apigenina y
diosmetina), antraquinonas, cardendlidos y aceite esencial compuesto de cerca de
30 constituyentes, los prioritarios son: metilchavicol (91%), oxido de cariofileno,
espatulenol, anilsaldehido, dihidroactinidiolido, 4-metoxicinamaldehido. EI aceite
esencial se obtiene de las hojas y flores secas por arrastre de vapor o
hidroestilacion; las inflorescencias producen 2-6 veces mas aceite volatil por gramo
que las hojas; de varias especies del género, A. rugosa es la que produce mas
aceite, pero es la que tiene menor diversidad en su compaosicion.

(Caceres 2006)

4.2.2.5 Estudios Antivirales:

4-metoxicinamaldehido provoca inhibicion del efecto citopatico del Virus
Respiratorio Sincitial Humano (VRSH) por interferencia de adhesion virica en estudio
in vitro. El extracto acuoso metandlico de las raices de Agastache rugosa exhiben
actividad antiviral contra el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) in vitro. Inhibe
la infeccién por poliovirus, por flavonoide que provoca tumefaccién y trastornos

especificos en el complejo de Golgi.
(Kim 1999, Sandoval 1997, Wang 2009)
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V. MATERIALES Y METODOS

AREA DE TRABAJO

e Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT),
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de
Guatemala (USAC)

e Laboratorio de Ornitopatologia y Avicultura (LOA), Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia, USAC.

RECURSOS HUMANOS

e 1 Estudiante investigador

e 4 Asesores

e Quimicos Biblogos del Laboratorio LIPRONAT

e Médicos Veterinarios y Técnicos del Laboratorio LOA

RECURSOS DE TIPO BIOLOGICO

e 56 Embriones de pollo 11 dias de edad

e 36 Pollos estirpe Shaver blanco seronegativos al virus de NC
e Cepa de virus de campo Newcastle

e Glo6bulos rojos lavados de pollo al 5%

e Tintura de Melisa (Melissa officinalis) al 10% en etanol al 50%

e Tintura de Menta coreana (Agastache rugosa) al 10% en etanol al 70%

MATERIALES Y EQUIPO

MATERIALES:

e 3 quintales de concentrado Iniciacion Polla Aliansa®
e Algodon

e Anti-Stress Formula®

e Bajalenguas

e Bandejas
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e Bata blanca de laboratorio

e Bebedero de campana

e Bolsas plasticas

e Céamara fotografica

e Comedero de bandeja

e Comedero tubular de 45 cm. de didmetro
e Desinfectantes (Alcohol etilico 70%, Cloro, Virkon®S, Formol 90%)
e Esmalte de ufias

e Focosde 40 W

e Frasco lavador

e Guantes de latex

e Jeringas y agujas desechables

e Lanceta

e Marcador, lapicero, lapiz

e Masking tape

e Palillos de madera

e Papelfiltro

e Papel periddico

e Placas de poliestireno fondo en “v” de 96 pocillos
e Rodete de carton

e Tijera de disecion

e Tiras de papel filtro Whatman No.40

e Viruta

REACTIVOS:
e Solucion PBS
e Solucién salina isoténica

e Solventes: Agua desmineralizada, etanol al 50%, 70% y 95%.



5.4.3 EQUIPO:
e Agitador
e Balanza
e Balanza analitica
e Balanza de humedad
e Bandejas de aluminio
e Camara de desafio
e Campanas de flujo laminar
e Desecador
e Equipo de percolacion de acero inoxidable
e Estufa eléctrica
e Gradillas
e Horno de secado a 40°y 105° C
e Incubadoraa37°C
e Micropipeta multicanal
e QOvoscopio
e Pinzas de diseccion con dientes
e Pipetas
e Probetas
e Refrigeradoraa5° C
e Rotador
e Soporte de metal
e Tijeras mayo con punta

e Tijeras metzembaum

5.4.4 CRISTALERIA:
e Beakers
e Crisoles de porcelana
e Erlenmeyers

e Frascos de vidrio color ambar de 1000 ml
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e Placa de vidrio
e Tubos con tapon de rosca de 10 ml

e Viales

5.5 METODOLOGIA

5.5.1 COLECCION Y ELABORACION DE TINTURAS:

Obtuve comercialmente el material vegetal para la elaboracion de las tinturas de
Melissa officinalis y Agastache rugosa en el Laboratorio QUINFICA, S.A. y en el
Laboratorio FARMAYA, S.A. respectivamente. Sequé el material vegetal de cada
planta medicinal en hornos de secado y realicé la prueba de mejor solvente

siguiendo los criterios descritos por Kuklinski (2000).

Elaboré las tinturas de Melissa officinalis al 10% en etanol al 50% y Agastache
rugosa al 10% en etanol al 70% por el proceso de percolacion, colocando 250 gr de
material vegetal en un percolador y agregando 2.5 L de etanol a concentracion
respectiva; dejando reposar por 48 horas. Obtuve 1.8 L de tintura de cada planta,
recolectando estd en frascos de vidrio color ambar y almacenando los frascos en
refrigeracion a 5° C segun el procedimiento descrito por Kuklinski (2000) y Sharapin
(2000), realizado en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales, Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia.

(Gaitan 2005, Solis 2003)

La evaluacion de la efectividad y eficacia de las tinturas de Melissa officinalis y
Agastache rugosa las llevé a cabo en el Laboratorio de Ornitopatologia y Avicultura,
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Los siguientes procedimientos

descritos en este estudio fueron realizados en las instalaciones de dicho laboratorio.

5.5.2 ACTIVACION DE CEPA DE VIRUS DE CAMPO NEWCASTLE:
Realicé inoculaciones en huevos embrionados de pollos de 11 dias de edad

previd al ingreso de los pollos Shaver blanco a la camara de desafio, segun la
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técnica descrita en Manual de Patélogos Aviares (American Association of Avian
Pathologists 2008). Previ6 a inocular, observé la viabilidad mediante un ovoscopio, e
identifiqué el sitio de inoculacién (camara de aire). Desinfecté y perforé la cascara del
huevo por medio de una lanceta a 3 mm arriba de la cAmara de aire; mediante una
jeringa inoculé 0.1 ml del in6culo (cepa Newcastle) en un angulo de 45°. Sellé el
agujero con esmalte, y coloqué los embriones en la incubadora a 37° C durante 5

dias.

Colecté el liguido alantoideo de los huevos embrionados por aspiracion con el
uso de una jeringa y aguja, depositando 0.03 ml del liquido alantoideo en una placa
de vidrio y le agregue 0.03 ml de globulos rojos al 5%. Esto lo mezclé con un palillo

de madera para obtener una reaccién positiva a aglutinacion.

El liquido alantoideo positivo a aglutinacion lo someti a la prueba de
Hemoaglutinacion (HA) con una antisuero de Newcastle segun la técnica descrita en
la OIE (2009), obteniendo en las tres activaciones y titulaciones de la cepa viral de
Newcastle un titulo de 21° (1,024 Log?). La OIE (2009) establece que todo liquido
alantoideo infectivo y fresco debe poseer un titulo HA > 2* (16 Log?) diluido 1/10 en
solucién salina isotdnica sin aditivos, durante la investigacion el liquido alantoideo

infectivo fue inoculado fresco, sin dilucién y aditivos.

5.5.3 TITULACION DE LA SUSPENSION VIRAL (METODO DE REED AND
MUENCH):

Realicé diluciones seriadas con base 10 del inéculo de la cepa viral de
Newcastle activa. Efectué 5 repeticiones por cada dilucién, inoculando los embriones
de pollo como se menciond anteriormente. A los 5 dias post inoculacién obtuve los
resultados con base aglutinacion positiva 0 negativa a través de pruebas de HA en
una placa de vidrio. Usé el método matematico Reed and Muench para determinar la
Dlso (Dosis Infectiva), cuyo resultado indica el numero de unidades infecciosas por
unidad de volumen, usualmente 1 ml; descrita por American Association of Avian
Pathologists (2008):
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(% de infectados en la dilucion siguiente por encima de 50%) — 50%
(% de infectados en la dilucidn siguiente por encima de 50%) —
(% de infectados en la dilucion siguiente por debajo de 50%)

DP =

5.5.4 ENSAYO EXPERIMENTAL.:

Usé pollos estirpe Shaver blanco de 22 dias de edad seronegativos al virus de
NC, los cuales fueron criados en condiciones adecuadas de bioseguridad, manejo y
alimentacion. Realicé tres grupos de 12 individuos cada uno, siendo grupo uno
(Control), grupo dos (Tratados con tintura de Melissa officinalis), grupo tres (Tratados
con tintura de Agastache rugosa), fueron colocados en la camara de desafio en
tiempos diferentes. En los tres grupos se mantuvieron las mismas condiciones

ambientales y de manejo, para no interferir y provocar alteracion de los resultados.

Inicialmente realicé exdmenes serologicos a cada individuo obteniendo la
muestra de sangre mediante tiras de papel filtro, para determinar los niveles de
anticuerpos circulantes a través de la prueba de Inhibicién de la Hemoaglutinaciéon

(HI), segun la técnica descrita en la OIE (2009).

Al ingresar a la cdmara de desafio, los pollos estirpe Shaver blanco de cada
grupo fue inoculado via ocular con 0.03 ml de la cepa viral de Newcastle. Se
establecid en el grupo control, el dia para administrar el tratamiento de las tinturas
en los siguiente grupos con base a signos clinicos caracteristicos de la ENC.

Administré las tinturas de Melissa officinalis al 10% en etanol al 50% y Agastache
rugosa al 10% en etanol al 70% como agua de bebida a una dilucion de 1:5
(Caceres, 2006). Las tinturas se administraron desde el sexto dia post inoculacion
hasta los 36 dias de edad; evalué los signos y mortalidad diariamente en los tres

grupos experimentales, durante su permanencia en la camara de desafio.

Sacrifiqué a los 12 individuos de cada grupo 15 dias post inoculacion, previo al

sacrificio realicé toma de muestras sanguineas de cada individuo mediante el uso de
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tiras de papel filtro, para determinar los niveles de anticuerpos circulantes mediante
la prueba HI, segun la técnica descrita en la OIE (2009). Realicé las necropsias en
los tres grupos experimentales, con la finalidad de evaluar las lesiones provocadas
por el virus de Newcastle en cada grupo y determinar la efectividad y eficacia del uso

de las dos tinturas medicinales en sus respectivos grupos.

5.5.5 ANALISIS ESTADISTICO:

Determiné si el porcentaje de mortalidad, signos, lesiones y niveles de
anticuerpos depende del tratamiento, por medio de la Prueba G de Heterogeneidad
con un alfa del 5% y Prueba de t con un alfa del 5% descrita por Sokal y Rohlf
(2000).

Analicé la relacion costo-beneficio del tratamiento de la ENC a base de plantas
medicinales con un tratamiento paliativo, que incluye antibioticos mas utilizados en el
mercado, multivitaminicos, costos de programas de vacunacién y pérdidas

econOmicas por mortalidad de aves, por medio de la Prueba de t con un alfa del 5%.



24

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 DETERMINACION DE TITULACION DE SUSPENSION VIRAL

Determiné la titulacion de la cepa viral de Newcastle activa mediante el Método
de Reed and Muench con base a aglutinacion positiva y negativa, realizando cinco
repeticiones por diluciones seriadas en embriones de pollo de 11 dias de edad
(Tabla No.1).

Tabla No.1. Determinacién de titulacién de suspension viral (Método Reed and

Muench)
Inoculacion Embriones Acumulacién de | Proporcion % de
de la ndmeros Aglutinacion/ | agluti-
diluciéon Agluti- Agluti- Agluti- | Agluti- Total nacion
viral nacion | nacién (- | nacién | nacion
(+) ) (+) ()
103 5 0 23 0 23/23 100
10* 5 0 18 0 18/18 100
10° 4 1 13 1 13/14 93
10°® 4 1 9 2 9/11 82
10”7 3 2 5 4 5/9 56
108 2 3 2 7 2/9 22

Fuente: datos experimentales

(% de infectados en la dilucion siguiente por encima de 50%) — 50%
(% de infectados en la dilucidon siguiente por encima de 50%) —
(% de infectados en la dilucidn siguiente por debajo de 50%)

DP =

_56-50 6 _ 048
T 56—22 34

DP

Log de punto final 50%
= (Log dilucion arriba de 50%) — (DP X log factor de diluciéon)
= —7— (02 x1.0) = —7.2

Por cada 0.1 ml del inoculo, la titulacion cepa viral de Newcastle es de 1082,
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6.2 EFECTIVIDAD DE TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS PARA REDUCIR
MORTALIDAD

Se evalud diariamente la mortalidad de los individuos en cada uno de los grupos,
durante su proceso de infeccién en la camara de desafio (Tabla No.2) y (Anexo:
Tabla No. 1,2y 3).

Tabla No. 2. Efectividad de tratamientos alternativos para reducir mortalidad

de Newcastle por infeccidén experimental

Grupo Mortalidad
Vivos* Muertos*
Grupo 1: Control 12 0
Grupo 2: Tratado con Melisa 12 0
Grupo 3: Tratado con Menta 12 0

Fuente: datos experimentales
* = Namero de aves

Los individuos de los grupos uno, dos y tres infectados experimentalmente con
virus de Newcastle, no presentaron mortalidad durante su permanencia de 15 dias
en la camara de desafio. Estadisticamente, segun Prueba G de Heterogeneidad
(Gy < X% ,45) no existe diferencia significativa entre el grupo control y los grupos

tratados con plantas medicinales.
6.3 EFICACIA DE TINTURAS PARA DISMINUIR SIGNOS

Se establecié en el grupo uno, el sexto dia para iniciar el tratamiento de las
tinturas en los grupo dos y tres; con base a la diarrea verde acuosa, signo clinico
caracteristico de la ENC (Capua 2009); evaluandose los signos clinicos diariamente
en los individuos de los tres grupos infectados experimentalmente con virus de
Newcastle (Tabla No.3) y (Anexo: Tabla No. 1, 2y 3).
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Tabla No. 3. Eficacia de tinturas para disminuir signos clinicos de Newcastle

por infeccion experimental

Grupo Signos
Positivos* Negativos*
Grupo 1: Control 12 0
Grupo 2: Tratado con Melisa 7 5
Grupo 3: Tratado con Menta 6 6

Fuente: datos experimentales
* = NUmero de aves

Todos los pollos del grupo uno presentaron signos clinicos de la ENC. Los pollos
del grupo dos mostraron sintomatologia mas leve que el grupo uno, mientras que el
grupo tres se observé una disminucién en los signos clinicos en comparacion a los
otros grupos. Segun Prueba G de Heterogeneidad (Gy < X% os), No existe diferencia

significativa en la presencia de signos clinicos en los tres grupos.

Se compard los signos clinicos presentes en los individuos de los tres grupos

experimentalmente infectados con la ENC (Tabla No.4).

Tabla No.4. Comparacion de los signos clinicos en los tres grupos

experimentalmente infectados con ENC

Grupo Signos clinicos
© © ! 1 o | o
02 n | 8 nEo| 8 So S| S| @
o | 5% o0 | o80T w®| =05 3
T 29 = n 2 o
803 |n=-/CES| EE0S| 35| 3
O~ & |wWw S | WS~ o | a 0
Grupo 1: Control +++ +++ ++ + _ i
Grupo 2: Tratado ++ ++ ++ - ++ | ++
con Melisa
Grupo 3: Tratado + ++ +++ + + —+
con Menta

(+++) = Grave presencia de signos clinicos
(++) = Moderada presencia de signos clinicos
(+) = Leve presencia de signos clinicos

() = Ausencia de signos clinicos

Fuente: datos experimentales
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El grupo uno presentd mayor gravedad en los signos digestivos y respiratorios,
sin observarse postracion y boqueo, mientras que en el grupo dos los signos fueron
moderados siendo negativo al empastamiento de cloaca y grupo tres presento signos
de forma moderada y leve, a excepcion de los ojos almendrados presentes en los

pollos.
6.4 EFICACIA DE TINTURAS PARA DISMINUIR LESIONES

Se evalud la eficacia de M. officinalis y A. rugosa como agua de bebida para
disminuir las lesiones de ENC en pollos experimentalmente infectados durante un

periodo de 15 dias (Tabla No.5) y (Anexo: Tabla No. 1, 2y 3).

Tabla No.5. Eficacia de tinturas para disminuir lesiones en pollos

experimentalmente infectadas con ENC

Grupo Lesiones
Negativos* Positivos*
Grupo 1: Control 0 12
Grupo 2: Tratado con Melisa 0 12
Grupo 3: Tratado con Menta 0 12

Fuente: datos experimentales
* = NUmero de aves

Los individuos de los grupos uno, dos y tres infectados experimentalmente con la
ENC, presentaron lesiones caracteristicas de la enfermedad. Estadisticamente,
segun Prueba G de Heterogeneidad (G, < X% ,s) no existe diferencia significativa
entre el grupo control y los grupos tratados mediante plantas medicinales con

respecto a la presencia de lesiones.

Se comparé las lesiones encontradas a la necropsia en los pollos de los grupos

uno, dos y tres experimentalmente infectados con el virus de Newcastle (Tabla No.6).
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Tabla No.6. Comparacion de las lesiones en los tres grupos experimentalmente

infectados con ENC.

Grupo Lesiones

c D c c = c c = o
035 0o 2 o Calo |3 )
o8|l nw | vwuscol % n® 2 | Da| -
S=S| = T S @ S O «© O 0| =— @
=00l E | 3525 o = =0l 0 | =505
© X s| 9 @®© ) S| © g| ©® = & &
SCwolw | vz sl o5/ 9=| o | Eg|l 9w
£ 93 EEC| 2| EC|EQ2 5 |82 0
o 02 - 20| OB OF| = Dol Qo
I oo IToos|lAc| ol I3 I wos| 2o

Grupo 1: + + + + + + + - -

Control

Grupo 2: - - + - + + + - -

Tratado

con Melisa

Grupo 3: - - + - + + + + +

Tratado

con Menta

(+) = Presencia de lesiones
(1) = Ausencia de lesiones
Fuente: datos experimentales

El grupo uno presenté la mayoria de las lesiones reportadas en la literatura a
excepcion del moco en el inicio y edema alrededor de la trAdquea, el grupo dos y tres
mostraron lesiones hemorragicas en la primera porcion del duodeno, hemorragias en
pancreas y tonsilas cecales e hidropericardio, ademas el grupo tres presentd moco

en el inicio y edema alrededor de la traquea.

6.5 EFICACIA DE TINTURAS PARA DISMINUIR NIVELES DE ANTICUERPOS

Antes de infectar a los pollos con el virus de Newcastle, realicé pruebas
serologicas a cada uno de los individuos mediante la prueba de HI para determinar
los niveles de anticuerpos circulantes, ya que los pollos fueron criados en
aislamiento; los resultados fueron de 0 Log? contra la ENC por lo que se prosiguio a
inocular con la cepa viral de Newcastle. Previo al sacrificio de los individuos de los

tres grupos se tomaron muestras serologicas a cada uno para determinar los niveles
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de anticuerpos mediante la prueba HI, segun la técnica descrita en la OIE (Tabla
No.7) y (Anexo: Tabla No. 1, 2y 3).

Tabla No.7. Eficacia de tinturas para disminuir niveles de anticuerpos de pollos

experimentalmente infectadas

Grupo Titulos Promedios Log?
Pre Pre
inoculacion sacrificio
Grupo 1: Control 0 5.9
Grupo 2: Tratado con Melisa 0 0
Grupo 3: Tratado con Menta 0 3.8

Fuente: datos experimentales

Los individuos del grupo uno y tres infectados experimentalmente presentaron
anticuerpos positivos contra la ENC, mientras los pollos del grupo dos no
presentaron anticuerpos. Estadisticamente, existe diferencia significativa entre el

grupo control y grupo tratado con Melisa segin Prueba t de Student (t < X%, os).

6.6 RELACION COSTO - BENEFICIO

Se analiz6 la relaciéon costo - beneficio de tratamientos paliativos, que incluye
antibioticos mas utilizados en el mercado, multivitaminicos, costos de programas de
vacunacion y pérdidas econdmicas por mortalidad de pollos y tratamientos
alternativos a base de plantas medicinales para ser usados en 12 pollos infectados
experimentalmente con la ENC; usando la Prueba de t de Student (Tabla No.8).
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Tabla No.8. Relacidén costo — beneficio de los tratamientos paliativos y

tratamientos alternativos contra Newcastle para 12 pollos

Tratamientos Tratamientos
Paliativos Alternativos
Precios Precios
Quetzales Quetzales
Antibidticos 173 0
Multi- 32 0
vitaminicos
Programas de 210 0
Vacunacion
Muerte del 540 540
90% aves a un
precio de
Q50.00
Planta 0 177
medicinal
Alcohol etilico 0 64
al 95%

Fuente: datos experimentales

Segun Prueba de t de Student (t > X% ,5), no existe diferencia significativa en la

relacion costo — beneficio entre los tratamientos paliativos y tratamientos alternativos.

6.7 DISCUSION

La importancia del presente estudio radica en la falta de tratamientos paliativos
eficaces y efectivos para tratar enfermedades virales aviares, como la enfermedad
de Newcastle, por lo que es necesario hacer uso de las plantas medicinales que
proporcionan tratamientos alternativos, economicos, efectivos y eficaces para
diversas enfermedades. Debido a la frecuencia de la enfermedad de Newcastle, falta
de tratamientos especificos y altos costos de tratamientos paliativos en granjas
avicolas, aves de traspatio y recintos de aves exoticas; es necesario realizar estudios
que validen la aplicacion de la etnoveterinaria como alternativa terapéutica en el

sector avicola.
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Las plantas medicinales utilizadas se seleccionaron debido a sus propiedades
antivirales in vitro contra miembros de la familia Paramyxoviridae descritas por
Parameswari (2009) y Wang (2009).

Los mismos signos clinicos se presentaron en el grupo control, como en los dos
grupos con tratamientos alternativos, sin tener estos la capacidad de disminuir los
signos en pollos infectados experimentalmente con la ENC. La postracion y boqueo
en el grupo dos y tres se debe a la concentracion de alcohol etilico 50% y 70%
respectivamente para cada tratamiento, ya que el grupo control no presentd estos

signos.

Las lesiones descritas por Capua (2009) y Samour (2010) se presentaron en los
tres grupos infectados experimentalmente, sin mostrar disminuciones en los

individuos de los diferentes grupos.

Los titulos promedios de anticuerpos en los individuos del grupo control y
tratados con Menta coreana, indican la presencia del virus de la ENC; sin embargo
los individuos del grupo tratado con Melisa no presentaron anticuerpos contra la
enfermedad. MacLachlan (2011) refiere que utilizando las pruebas de inhibicion de la
hemoaglutinacion y neutralizacion viral detectan anticuerpos contra Newcastle a los
12 — 16 dias de post infeccién, observandose picos a las 3 — 4 semanas. Segun
Parameswari (2009), los taninos en las hojas de Melissa officinalis inhiben la
hemoaglutinacion inducida por el virus de Newcastle. Los taninos son compuestos
polifendlicos, su caracteristica principal es bloquear y precipitar las proteinas con
efectos adversos, como inhibicién del crecimiento, inhibicién del transporte intestinal
de nutrientes, reduccion de oligoelementos y absorcién de vitaminas. Marzo (1990),
evaluo el efecto de los taninos sobre la respuesta inmune en pollos en crecimiento,
concluyendo que los taninos deterioran el sistema inmunolégico debido a los efectos
adversos dando como resultado disminucién de formacion de anticuerpos circulantes
y células formadoras de anticuerpos tras la vacunacién con agentes patégenos; por

lo anterior no se presento titulos de anticuerpos en el grupo tratado con Melisa.



32

Los tratamientos alternativos a base de plantas medicinales son métodos
econdémicos, efectivos y eficaces cuando se ha comprobado cientificamente su
actividad; de lo contrario, presenta comportamiento semejante o parecido a los
tratamientos paliativos en cuanto a su relacion costo — beneficio. En este estudio, no
existio un mejor beneficio de los tratamientos alternativos ni un menor costo para
contrarrestar los efectos de los individuos experimentalmente infectados con el virus

de Newcastle.

La informacion generada en este estudio sirve de punto de partida para otras
investigaciones con la finalidad de respaldar a la etnoveterinaria como alternativa
terapéutica en el sector avicola, ya que es necesario evaluar otras plantas con
actividades antivirales con la finalidad de encontrar tratamientos especificos para

todas aquellas enfermedades que carezcan de uno en el sector avicola.
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VII. CONCLUSIONES

La tintura de hoja de Melissa officinalis al 10% en etanol 50% no presenta
eficacia para disminuir los signos y lesiones provocadas por el virus de

Newcastle en pollos experimentalmente inoculados con virus de Newcastle.

La tintura de hoja de Agastache rugosa al 10% en etanol 70% no presenta
eficacia para disminuir los signos, lesiones y niveles de anticuerpos

provocados por el virus de Newcastle.

Las tinturas de M. officinalis al 10% en etanol al 50% y A. rugosa al 10% en
etanol al 70% en pollos provocan postracion y boqueo al ser administradas

como agua de bebida en dilucion de 1:5.

Las tinturas de Melisa y Menta coreana no tienen una mejor relacion costo —
beneficio en comparacién a los tratamientos paliativos contra la enfermedad

de Newcastle.

Las tinturas de M. officinalis y A. rugosa no presenta efectividad para
contrarrestar los efectos producidos por el virus de Newcastle en pollos

infectados experimentalmente.
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Vill. RECOMENDACIONES

Evaluar la efectividad del extracto acuoso de las hojas de Melisa y Menta
coreana, para reducir la mortalidad, signos, lesiones y niveles de anticuerpos
contra la enfermedad de Newcastle. Segun Caceres (2006) el extracto acuoso
de las hojas de M. officinalis es activo contra el virus de Newcastle.

Desarrollar investigaciones que evalien la efectividad de las tinturas de M.
officinalis y A. rugosa contra el virus de Newcastle, en una menor dilucién y

durante un mayor tiempo con base a este estudio.

Estudiar la actividad antiviral de las plantas in vitro, como inoculaciones de
embriones o cultivo celular, para reducir la mortalidad, disminuir signos,

lesiones y niveles de anticuerpos de otras enfermedades virales.

Investigar de las plantas utilizadas en este estudio, otras propiedades
medicinales (antimicrobiana, antifingica, antiparasitaria) en especies menores

y otros animales de produccion.

Realizar estudios sobre Fitoterapia en Medicina Veterinaria, que sean
practicos y factibles de elaborar, con la finalidad de beneficiar a los pequefios

productores del area rural.
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IX. RESUMEN

El objeto del estudio fue generar informacion cientifica que respalde la
etnoveterinaria como alternativa terapéutica en el sector avicola. Evalué la
efectividad de las tinturas de Melissa officinalis al 10% en etanol al 50% y Agastache
rugosa al 10% en etanol al 70% en pollos estirpe Shaver blanco inoculados
experimentalmente, para reducir el porcentaje de mortalidad, disminuir signos,

lesiones y niveles de anticuerpos provocados por el virus de Newcastle.

Llevé a cabo la activacioén, titulacion de la suspensién viral mediante el Método
Reed and Muench (Association of Avian Pathologists 2008) y titulo viral a través de
la prueba de hemoaglutinacion (OIE 2009). Realicé tres grupos de 12 individuos
seronegativos al virus de NC cada uno, siendo grupo uno (control), grupo dos
(tratados con tintura de Melissa officinalis), grupo tres (tratados con tintura de
Agastache rugosa), fueron colocados en la cdmara de desafio en tiempos diferentes.
Siendo inoculados via ocular con 0.03 ml del in6culo de la cepa viral. Administrando
las tinturas como agua de bebida a una dilucion de 1:5 desde los 28 dias de edad

hasta el momento del sacrificio.

Las tinturas de M. officinalis y A. rugosa no presentan eficacia para disminuir los
signos y lesiones provocadas por el virus de Newcastle en pollos estirpe Shaver

blanco experimentalmente inoculados.

La informacion generada en este estudio sirve de punto de partida para otras
investigaciones con la finalidad de respaldar a la etnoveterinaria como alternativa

terapéutica en el sector avicola.
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SUMMARY

The purpose of this investigation was to generate scientific information to support
the ethno-veterinary therapeutic option in the poultry sector. To evaluate the
effectiveness of the tinctures of Melissa officinalis to 10% in 50% ethanol and
Agastache rugosa to 10% in 70% ethanol in chickens white Shaver strain
experimentally inoculated, to reduce the mortality rate, to decrease the signs, lesions

and antibody levels induced by the virus Newcastle.

I conducted the activation, degree of viral suspension by Reed and Muench
method (Association of Avian Pathologists 2008) and viral titer by hemoagglutination
test (OIE 2009). | made three groups of 12 individuals seronegative to NC virus each,
with group one (control), group two (treated with tincture of Melissa officinalis), group
three (treated with tincture of Agastache rugosa), were placed in the chamber
challenge at different times. The virus strain inoculated intraocularly with 0.03 ml of
inoculum. The tinctures administering as drinking water at a dilution of 1:5 from 28

days of age until slaughter.

The tinctures of M. officinalis and A. rugosa have no effectiveness to reducing the
signs and injuries caused by Newcastle virus in chickens white Shaver strain

experimentally inoculated.

The information generated in this study provides a starting point for further
research in order to support the ethno-veterinary therapeutic option in the poultry

sector.
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TABLA No. 1
GRUPO CONTROL
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HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS SEROLOGICOS PREINOCULACION

Grupo:

No. de Aves:
Edad:

Prueba:
Observaciones:

Grupo control

23 pollos

22 dias de edad

Serologia — Prueba de Inhibicién de Hemoaglutinacion (HI)
Las muestras fueron tomadas mediante papel filtro, un dia
antes de la inoculacion con la cepa viral de NC

Suero Control Positivo: 5 Log?

Suero Control Negativo: 0 Log?

Resultados

Muestra
1-23

Promedio

Resultado
0 Log?

0 Log?

Observaciones: Se inocularon Unicamente 12 pollos de este grupo de forma

aleatoria.

HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS EN CAMARA DE DESAFIO

Signos SNC
(Decaimiento,
Dificultades tremores
. . musculares,
respiratorias e .
. espasmos clonicos, Mortalidad
Dia/ . (Estertores, : g . . .
Diarrea paresia o paralisis (Numero de Observaciones:
Fecha descarga
de alas y/o patas, aves)
muconal, "y
. ) opistotonos,
cianosis) P
torticolis,
deambulacién en
circulos)
1
Viernes
12 Se inocularon con una gota
febrero (0.025 ml) ocular a las
2010 12.30 pm
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Dia/ Diarrea lelgultadg S Signos SNC Mortalidad Observaciones:
Fecha respiratorias
2
Sabado Aves con buen animo. Se
13 . .
alimentaba y bebian de
febrero manera adecuada
2010
3
Domingo Aves con buen animo. Se
14 alimentaba y bebian de
febrero manera adecuada
2010
4
Lunes Aves con buen animo. Se
15 alimentaba y bebian de
febrero manera adecuada
2010
5
Martes Aves con buen animo. Se
16 alimentaba y bebian de
febrero manera adecuada
2010
6 Leve
Miércoles . Aves con buen animo. Se
diarrea . .
17 verde alimentaba y bebian de
febrero acUOSa manera adecuada
2010
! Leve
Jueves diarrea Aves con buen animo. Se
18 alimentaba y bebian de
verde
febrero acUOSa manera adecuada
2010
. 8 L?"e Aves con buen animo. Se
Viernes | diarrea . .
Estertores alimentaba y bebian de
19 verde .
f leves manera adecuada. Ojos
ebrero acuosa almendrados era leve
2010 .
. 9 Leve Aves con buen animo. Se
Sabado . . .
20 diarrea Estertores alimentaba y bebian _de
verde leves manera adecuada. Ojos
febrero acuosa almendrados leve
2010 )
10 L.
. Aves con buen animo. Se
Domingo | Leve . p ;
) alimentaba y bebian. Ojos
21 diarrea Estertores
almendrados leve.
febrero verde moderados )
Empastamiento verde de
2010 acuosa
cloaca en 2 aves.
11 L.
Aves con buen &animo. Se
Lunes Grave . . ]
. alimentaba y bebian. Ojos
22 diarrea Estertores
-- almendrados era
febrero | verde graves .
moderado. Empasta-miento
2010 acuosa

verde de cloaca en 2 aves
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12

Aves con buen animo. Se

Martes G_rave alimentaba y bebian. Ojos
diarrea Estertores
16 almendrados era
verde graves .
febrero acuosa moderado. Empasta-miento
2010 verde de cloaca en 3 aves
Aves con buen animo. Se
13 X ; )
. Grave alimentaba y bebian. Ojos
Miércoles .
17 diarrea Estertores almendrados _era
febrero verde graves moderado. Empasta-miento
acuosa verde de cloaca en 3 aves.
2010
14 Aves con buen animo. Se
Grave . | )
Jueves . alimentaba y bebian. Ojos
diarrea Estertores
18 almendrados era
verde graves .
febrero acUOSa moderado. Empasta-miento
2010 verde de cloaca en 3 aves.
Aves con buen animo. Se
15 alimentaba y bebian. Ojos
. Grave
Viernes . almendrados era
diarrea Estertores .
19 moderado. Empasta-miento
verde graves
febrero acuosa verde de cloaca en 3 aves.
2010 Sacrificio a las 12 aves a
las 8:30 am

(Leve) =1 — 3 pollos

(Moderado) = 4 — 7 pollos

(Grave) = 8 — 12 pollos

HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS SEROLOGICOS PRESACRIFICIO

Grupo:

No. de Aves:

Edad:
Prueba:

Observaciones:

Grupo Control

12 pollos

36 dias de edad

Serologia — Prueba de Inhibicion de Hemoaglutinacion (HI)
Se tomaron las muestras serologicas mediante papel filtro,
previo al sacrificio de los pollos.

Resultados
Suero Control Positivo: 5 Log?
Suero Control Negativo: 0 Log?
Muestra Resultado Muestra Resultado
1 4 Log? 7 7 Log?
2 8 Log? 8 6 Log?
3 6 Log? 9 4 Log?
4 6 Log? 10 6 Log?
5 6 Log? 11 6 Log?
6 6 Log? 12 6 Log?
Promedio 5.9 Log?
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HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS A LA NECROPSIA

Grupo: Grupo Control

No. de Aves: 12 pollos

Edad: 36 dias

Prueba: Necropsia

Observaciones: Las necropsias fueron realizadas inmediatamente del

sacrificio de los 12 pollos

Resultados

Lesién

Hemorragias en grasa exterior del proventriculo
Enteritis

Hemorragias en primera porcion del duodeno
Placas de Peyer activadas

Hemorragias en pancreas

Hemorragias en tonsilas cecales
Hidropericardio

\lc»m.booml—\g

Observaciones: Las lesiones observadas a la necropsia son caracteristicas a las
descritas en la enfermedad de Newcastle.
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TABLA No. 2

GRUPO TRATADO CON MELISA
HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS SEROLOGICOS PREINOCULACION

Grupo: Grupo tratado con Melisa

No. de Aves: 24 pollos

Edad: 22 dias de edad

Prueba: Serologia — Prueba de Inhibicién de Hemoaglutinacion (HI)
Observaciones: Las muestras fueron tomadas mediante papel filtro, un dia

antes de la inoculacion con la cepa viral de NC

Resultados
Suero Control Positivo: 5 Log?
Suero Control Negativo: 0 Log?
Muestra Resultado
1-24 0 Log?
Promedio 0 Log?

Observaciones: Se inocularon Unicamente 12 pollos de este grupo de forma
aleatoria.

HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS EN CAMARA DE DESAFIO

Signos SNC
(Decaimiento,
Dificultades tremores
. . musculares,
respiratorias Y .
. espasmos clénicos, Mortalidad
Dia/ . (Estertores, . P - : i
Diarrea paresia o paralisis (Numero de Observaciones:
Fecha descarga
de alas y/o patas, aves)
muconal, -
; ; opistotonos,
cianosis) S
torticolis,
deambulacién en
circulos)
1
Viernes
19 marzo Se inocularon con una gota
2010 (0.025 ml) ocular a las
13:00 pm
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Dia / Diarrea lelgultadgs Signos SNC Mortalidad Observaciones:
Fecha respiratorias
Diarrea
2 L.
. verde Aves con buen animo. Se
Sabado . .
acuosa alimentaba y bebian de
20 marzo
pero era manera adecuada
2010
muy leve
3. Lgve Aves con buen animo. Se
Domingo | diarrea : "
alimentaba y bebian de
21 marzo | verde
manera adecuada
2010 acuosa
4 Lgve Aves con buen animo. Se
Lunes diarrea . .
alimentaba y bebian de
22 marzo | verde manera adecuada
2010 acuosa
Aves con buen animo. Se
5 Moderada alimentaba y bebian _de
Martes | diarrea manera adecuada. Ojos
almendrados era leve.
23 marzo | verde :
Empastamiento verde de
2010 acuosa
cloaca en 2 aves.
Postracion en 2 aves.
Se les empez6 a dar la
tintura 1:5 Udnicamente.
Aves con buen animo. Se
6 Moderada alimentaba y bebian de
Miércoles | diarrea Estertores manera adecuada. Ojos
24 marzo | verde leves almendrados era leve.
2010 acuosa Empastamiento  verde de
cloaca en 3 aves.
Postracion de 3 aves post
tratamiento.
7 Moderada Ayes con buen anlrpo. Se
. alimentaba y bebian la
Jueves diarrea Estertores .
tintura de manera
25 marzo | verde leves ;
adecuada. Ojos
2010 acuosa
almendrados era leve.
Aves con buen animo. Se
Leve alimentaba y bebian Ila
8 diarrea tintura de manera
Viernes | pero  no | Estertores adecuada. Ojos
26 marzo | de color | leves almendrados era leve. La
2010 verde diarrea ya no es verde
acuosa acuosa sino café acuosa o
verde clara.
No se
o_bservo Aves con buen animo. Se
diarrea. . .
9 alimentaba y bebian la
. Heces .
Séabado Estertores tintura de manera
duras de ;
27 marzo - | leves adecuada. Ojos
color café
2010 almendrados era leve.
o] verde

claro

Postracion en 2 aves.
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Dia / Diarrea lelgultadgs Signos SNC Mortalidad Observaciones:
Fecha respiratorias
Aves con buen animo. Se
10 Heces . .
; alimentaba y bebian la
Domingo | duras de .
- | Estertores tintura de manera
28 marzo | color café -
leves adecuada. Ojos
2010 o] verde
almendrados era leve.
claro -
Postracion en 2 aves.
Aves con buen animo. Se
11 Heces . .
alimentaba y bebian Ila
Lunes duras de | Estertores -
, tintura de manera
29 marzo | color café | moderados. adecuada Oios
2010 o verde | Leve boqueo y )
almendrados era leve.
claro .
Postracion en 4 aves.
Aves con buen animo. Se
Heces . .
12 alimentaba y bebian la
duras de | Estertores .
Martes 2 tintura de manera
color café | moderados. ;
30 marzo o verde | Leve bodueo adecuada. Ojos
2010 q almendrados era leve.
claro .
Postracion en 4 aves.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian Ila
13 .
L duras de | Estertores vy tintura de manera
Miércoles < i
color café | boqueos adecuada. Ojos
31 marzo
2010 o] verde | moderados almendrados era
claro moderado. Postracién en 4
aves.
L?Ve Aves con buen animo. Se
diarrea X
alimentaba de manera
14 acuosa y
Estertores vy adecuada. Poco consumo
Jueves heces . .
i boqueo de la tintura. Ojos
1 abril duras de
moderados. almendrados era
2010 color -
moderado. Postracion en 4
verde
aves.
claro
Leve Aves con buen animo. Se
diarrea alimentaba de manera
15 acuosa y adecuada. Poco consumo
. Estertores vy . .
Viernes | heces de la tintura. Ojos
- boqueos
2 abril duras de moderados almendrados era
2010 color moderado.
verde Se sacrificaron a las 12
claro aves a las 10:00 am

(Leve) =1 — 3 pollos

(Moderado) = 4 — 7 pollos

(Grave) = 8 — 12 pollos
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HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS SEROLOGICOS PRESACRIFICIO

Grupo:

No. de Aves:
Edad:

Prueba:
Observaciones:

Grupo tratado con Melisa

12 pollos

36 dias de edad

Serologia — Prueba de Inhibicién de Hemoaglutinacion (HI)
Se tomaron las muestras serologicas mediante papel filtro,
previo al sacrificio de los pollos.

Suero Control Positivo: 5 Log?
Suero Control Negativo: 0 Log?

Resultados
Muestra Resultado
1-12 0 Log?

Promedio 0 Log?

Observaciones: La prueba se repitié 2 veces obteniendo en ambas pruebas los

mismos resultados

HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS A LA NECROPSIA

Grupo:

No. de Aves:
Edad:

Prueba:
Observaciones:

Grupo tratado con Melisa

12 pollos

36 dias

Necropsia

Las necropsias fueron realizadas inmediatamente del
sacrificio de los 12 pollos

Resultados

Lesion

PN -

Hemorragias en la primera porcién del duodeno
Hemorragia en pancreas

Tonsilas cecales hemorragicas

Hidropericardio

Observaciones: Las lesiones observadas a la necropsia son caracteristicas a las
descritas en la enfermedad de Newcastle.
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TABLA No. 3

GRUPO TRATADO CON MENTA COREANA
HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS SEROLOGICOS PREINOCULACION

Grupo: Grupo tratado con Menta Coreana

No. de Aves: 23 pollos

Edad: 22 dias de edad

Prueba: Serologia — Prueba de Inhibicién de Hemoaglutinacion (HI)
Observaciones: Las muestras fueron tomadas mediante papel filtro, un dia

antes de la inoculacion con la cepa viral de NC

Resultados
Suero Control Positivo: 5 Log?
Suero Control Negativo: 0 Log?
Muestra Resultado
1-23 0 Log?
Promedio 0 Log?

Observaciones: Se inocularon Unicamente 12 pollos de este grupo de forma
aleatoria.

HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS EN CAMARA DE DESAFIO

Signos SNC
(Decaimiento,
Dificultades tremores
. . musculares,
respiratorias b .
. espasmos clénicos, Mortalidad
Dia/ : (Estertores, : e ; . )
Diarrea paresia o paralisis (NUmero de Observaciones:
Fecha descarga
de alas y/o patas, aves)
muconal, 2
; ! opistotonos,
cianosis) P
torticolis,
deambulacién en
circulos)
1 .

Viernes Se inocularon con una
2 iulio gota (0.025 ml) ocular a
2610 las 15:45 pm

2 Diarrea

Sabado verde Aves con buen animo. Se
3 wlio acuosa alimentaba y bebian de
2610 pero era manera adecuada

muy leve
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Dia / Diarrea lelgultadgs Signos SNC Mortalidad Observaciones:
Fecha respiratorias
3 Leve
. diarrea de | Estertores vy Aves con buen animo. Se
Domingo < . p
4 julio color café | boqueos alimentaba y bebian de
y verde | leves. manera adecuada.
2010
claro
Leve
diarrea
4 cafe. Estertores vy Aves con buen animo. Se
Lunes Heces . .
P boqueos alimentaba y bebian de
5 julio duras de
leves. manera adecuada.
2010 color
verde
claro.
Leve
diarrea
café y
5 verde Aves con buen animo. Se
Estertores vy . .
Martes | clara. alimentaba y bebian de
. boqueos i
6 julio Heces leves manera adecuada. Ojos
2010 duras de ' almendrados era leve.
color
verde
claro.
. Se les empez6 a dar la
Diarrea vy ; . L
tintura 1:5 Unicamente.
6 heces Estertores Aves con buen animo. Se
Miércoles | duras de y : L
L boqueos alimentaba y bebian de
7 julio color .
leves. manera adecuada. Ojos
2010 verde
almendrados era
claro.
moderado.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian la
7 .
duras de | Estertores vy tintura de manera
Jueves -
8 julio color boqueos adecuada. Ojos
verde con | leves. almendrados era
2010 o
blanco moderado. Postracién de
3 aves post tratamiento.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian la
8 :
. duras de | Estertores tintura de manera
Viernes -
9 julio color moderados. adecuada. Ojos
verde con | Boqueo leve. almendrados era grave.
2010 Iy
blanco Postracion en 6 aves post
tratamiento.
Heces Aves con buen animo. Se
duras alimentaba y bebian la
9 verde con tintura de manera
. blanco. Estertores adecuada. Ojos
Sabado |
10 julio Lgve moderados. amendr:fldos era grave.
diarrea Boqueo leve. Postracion de 3 aves post
2010 i
verde tratamiento. Plumas de la
acuosa Yy cara manchadas de color

café clara.

verde en 3 aves.
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Dia / Diarrea lelgultadgs Signos SNC Mortalidad Observaciones:
Fecha respiratorias
Heces

duras de Aves con buen animo. Se
10 color alimentaba y bebian la
- verde con tintura de manera

Domingo Estertores ;
- blanco. adecuada. Ojos

11 julio moderados.

Leve almendrados era grave.

2010 . Boqueo leve. I

diarrea Postracion de 3 aves post
verde tratamiento.
acuosa Yy
café clara.
Aves con buen animo. Se
11 Heces alimentaba y bebian la

Lunes duras de | Estertores tintura de manera
12 julio | color moderados. adecuada. Ojos

2010 verde con | Boqueo leve. almendrados era grave.

blanco. Postracion de 3 aves post
tratamiento.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian la
12 .
duras de | Estertores tintura de manera
Martes ;
13 julio color boqueos adecuada. Ojos
2010 verde con | leves. almendrados era grave.
blanco. Postracion de 2 aves post
tratamiento.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian la
13 .
L duras de | Estertores tintura de manera
Miércoles ;
14 julio color boqueos adecuada. Ojos
verde con | leves. almendrados era grave.
2010 .
blanco. Postracion de 2 aves post
tratamiento.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian la
14 .
duras de | Estertores tintura de manera
Jueves ;
15 julio color boqueos adecuada. Ojos
verde con | leves. almendrados era grave.
2010 -
blanco. Postracion de 4 aves post
tratamiento.
Aves con buen animo. Se
Heces alimentaba y bebian la
15 .

. duras de | Estertores tintura de manera
Viernes -
16 julio color boqueos adecuada. Ojos

verde con | leves. almendrados era grave.

2010 "

blanco. Se sacrificaron a las 12

aves a las 7:30 am

(Leve) = 1 — 3 pollos

(Moderado) = 4 — 7 pollos

(Grave) =8 — 12 pollos
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Grupo: Grupo tratado con Menta Coreana

No. de Aves: 12 pollos

Edad: 36 dias de edad

Prueba: Serologia — Prueba de Inhibicion de Hemoaglutinacion (HI)
Observaciones: Se tomaron las muestras serologicas mediante papel filtro,

previo al sacrificio de los pollos.

Resultados
Suero Control Positivo: 5 Log?
Suero Control Negativo: 0 Log?
Muestra Resultado Muestra Resultado
1 5 Log? 7 4 Log?
2 3 Log? 8 4 Log?
3 4 Log? 9 3 Log?
4 4 Log? 10 3 Log?
5 4 Log? 11 4 Log?
6 4 Log? 12 4 Log?
Promedio 3.8 Log2
HOJA DE REGISTRO DE RESULTADOS A LA NECROPSIA

Grupo: Grupo tratado con Menta Coreana

No. de Aves: 12 pollos

Edad: 36 dias

Prueba: Necropsia

Observaciones: Las necropsias fueron realizadas inmediatamente del

sacrificio de los 12 pollos

Resultados

Lesién

Hemorragia en pancreas

SO hwNRE

Hidropericardio

Edema alrededor de la traquea
Moco en el inicio de la traquea

Hemorragias en la primera porcién del duodeno
Tonsilas cecales hemorragicas

Observaciones: Las lesiones observadas a la necropsia son caracteristicas a las

descritas en la enfermedad de Newcastle.




