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RESUMEN

Existe un factor que afecta seriamente la salud y la productividad del sistema de
produccion avicola que es causada por el protozoario del género Eimeria spp. que
causa la coccidiosis, una de las enfermedades mas comunes de las aves, que
provoca efectos econdmicos muy importantes.

En este trabajo se plantea como objetivo determinar la efectividad del aceite esencial
de Thymus wvulgaris como coccidicida in vitro. Se presentan como objetivos
especificos: a) Caracterizar la composicién quimica del aceite esencial obtenido a
partir de hojas secas y tallos de Thymus vulgaris por Cromatografia de Gases-
espectrometria de masas (CG-EM), b) Establecer la dosis coccidicida efectiva in vitro
del aceite esencial de Thymus vulgaris.

Se realiz6 la extraccion del aceite esencial de Thymus vulgaris mediante destilacion
por arrastre de vapor. Posteriormente se realizd el encapsulamiento del aceite
esencial mediante la técnica de secado por aspersion empleando una mezcla de
Maltodextrina 10DE-Goma arabiga (60-40 v/v como agente encapsulante. Finalmente
se caracterizaron los compuestos volatiles presentes en el aceite esencial de
Thymus vulgaris mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS). Para establecer la dosis coccidicida efectiva in vitro del aceite
esencial de T. vulgaris se realiz6 un filtrado de 30 pL de cultivo homogenizandolo con
vortex para cuantificar el numero de ooquistes esporulados presentes. Una vez
estandarizada la cantidad se procedio a evaluar el efecto del aceite esencial obtenido
por destilacion por arrastre de vapor, se afadieron 30 uL de aceite esencial de T.
vulgaris equivalente a 3.77mg de timol al preparado de oocistos esporulados
evaluando por observacion microscopica (Primo Star, Zeiss) a las 2, 4, 8 y 24 horas,
para determinar si hubo dafio o no en los oocistos. Del mismo modo para realizar la
prueba in vitro del aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado se peso la
cantidad de polvo necesario para obtener 3.84mg de timol y se mezcldé con 1mL de
agua destilada para romper las capsulas y liberar el aceite esencial , después se
anadié 1mL de cultivo de eimerias esporuladas homogenizando en vortex para
recolectar 60 pyL equivalente a 30 uL de oocistos y 30 pyL de aceite esencial de T.
vulgaris microencapsulado, en un periodo de tiempo de 2, 4, 8 y 24 horas; se evalud
mediante la observacion enfocando con el objetivo 40x los dafios que se generaban
a partir de colocar el aceite esencial de T. vulgaris y microencapsulado, en los
oocistos. Se obtuvieron los siguientes resultados, el rendimiento de extracciéon del
aceite esencial de Thymus vulgaris fue de 4.47 mL/Kg de materia seca. Los
componentes mayoritarios del aceite esencial obtenido son timol (31%) o-cimol
(24.8%) y a-terpineno (19.5%).El contenido de timol en el aceite esencial es de
125.84+8.29 mg de timol/mL de aceite. Posterior al proceso de encapsulamiento se
cuantificaron 382.83 + 32.12 mg timol/100 g de polvo. La abundancia relativa de timol
en las muestras microencapsuladas incrementé al 44%. Lo anterior puede atribuirse
a la pérdida por volatilidad de algunos compuestos constituyentes del aceite esencial
durante el encapsulamiento generando una mayor abundancia relativa de timol.
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Para establecer la dosis coccidicida efectiva in vitro; se recolectaron 30 uL de la
solucion del cultivo en la cual se cuantificaron 54 oocistos posteriormente se realizd
la identificacion de eimerias spp. por micrometria. Durante la fase in vitro se observé
deformacion, lisis de la pared quistica y esporozoitos provocando disminucion del
numero de oocistos durante los primeros 40 min. de observacion. Se realiz6 un
analisis factorial de correspondencia simple basado en Chi Cuadrado en donde no se
encontro una diferencia significativa con el T1 (aceite esencial de T. vulgaris)y T2
(aceite esencial de T. vulgaris encapsulado) en los oocistos danados; y una relacion
de los oocistos no dafados con el T3 testigo (dicromato de potasio) con un nivel de
significancia de P<0.05; el efecto encontrado se debe al mecanismo de accién del
aceite esencial el cual segun Garcia-Garcia & Palou-Garcia (2008); sefialan que el
timol por su hidrofobicidad permite la separacion de los lipidos de la membrana
celular y de la mitocondria; desordenando la estructura y haciéndola mas permeable,
provocando la salida del material intracelular y por consiguiente provocando la
muerte de los microorganismos. Como conclusion se observé que el componente
mayoritario del aceite esencial de Thymus vulgaris fue el timol con 31% de
abundancia relativa en la muestra, mientras que en la muestra encapsulada el
contenido de timol fue de 44%. El método de secado por aspersion empleando
maltodextrina 10DE y goma arabiga es adecuado para el encapsulamiento del aceite
esencial de Thymus vulgaris, ya que sus compuestos mayoritarios, principalmente
timol se retiene en la matriz s6lida de la microcapsula, obteniéndose un producto en
polvo que permite una mejor manipulacién e incorporacién a diferentes matrices
alimentarias. La dosis coccidicida efectiva in vitro del aceite esencial de T. vulgaris
establecida en el presente trabajo fue de 3.7mg de aceite esencial y 3.84mg timol de
aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado por cada 30 uL de cultivo, basado en
la reduccién de oocistos infectantes en 40 min. y una accidn oocisticida en 24 hrs.

PALABRAS CLAVE: Coccidiosis, microencapsulado, timol.



ABSTRACT

There is a factor that seriously affects the health and productivity of the poultry
production system that is caused by the protozoan of the genus Eimeria spp. which
causes coccidiosis, one of the most common diseases of birds, which causes very
important economic effects.

The objective of this work is to determine the effectiveness of Thymus vulgaris
essential oil as a coccidicide in vitro. The following are presented as specific
objectives: a) To characterize the chemical composition of the essential oil obtained
from dried leaves and stems of Thymus wvulgaris by Gas Chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), b) To establish the effective in vitro coccidicidal dose of the
Thymus vulgaris essential oil.

The extraction of the essential oil of Thymus vulgaris was carried out by steam
distillation. Subsequently, the encapsulation of the essential oil was carried out
through the spray drying technique using a mixture of Maltodextrin 10DE-Gum arabic
(60-40 v / v as encapsulating agent. Finally, the volatile compounds present in the
essential oil of Thymus vulgaris were characterized by Gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS) To establish the effective in vitro coccidicidal dose of
the essential oil of T. vulgaris, a filtrate of 30 uL of culture was performed,
homogenizing it with vortex to quantify the number of sporulated oocysts present.
Once the amount had been standardized, the effect of the essential oil obtained by
steam distillation was evaluated, 30 puL of essential oil of T. vulgaris equivalent to
3.77mg of thymol was added to the sporulated oocyst preparation, evaluating by
microscopic observation (Primo Star, Zeiss) at 2, 4, 8 and 24 hours, to determine
whether or not there was damage to the oocysts. In the same way, to carry out the in
vitro test of the microencapsulated essential oil of T. vulgaris, the amount of powder
necessary to obtain 3.84mg of thymol was weighed and mixed with 1mL of distilled
water to break the capsules and release the essential oil, then it was added 1mL of
sporulated eimerias culture, homogenizing in vortex to collect 60 pL equivalent to 30
ML of oocysts and 30 pL of microencapsulated essential oil of T. vulgaris, in a period
of time of 2, 4, 8 and 24 hours; It was evaluated through observation, focusing with
the 40x objective the damages that were generated from placing the essential oil of T.
vulgaris and microencapsulated, in the oocysts. The following results were obtained,
the extraction yield of the essential oil of Thymus vulgaris was 4.47 mL / Kg of dry
matter. The main components of the essential oil obtained are thymol (31%) or-
cymole (24.8%) and a-terpinene (19.5%). The content of thymol in the essential oil is
125.84 + 8.29 mg of thymol / mL of oil. After the encapsulation process, 382.83 +
32.12 mg thymol / 100 g of powder were quantified. The relative abundance of thymol
in the microencapsulated samples increased to 44%. This can be attributed to the
loss due to volatility of some constituent compounds of the essential oil during
encapsulation, generating a greater relative abundance of thymol.

To establish the effective coccidicidal dose in vitro; 30 pL of the culture solution were
collected in which 54 oocysts were quantified, subsequently the identification of
eimerias spp. by micrometry. During the in vitro phase, deformation, lysis of the cystic
wall and sporozoites were observed, causing a decrease in the number of oocysts
during the first 40 min. observational. A simple correspondence factorial analysis
based on Chi Square was carried out where no significant difference was found with
T1 (essential oil of T. vulgaris) and T2 (essential oil of T. vulgaris encapsulated) in the

XI



damaged oocysts; and a ratio of the undamaged oocysts with the control T3
(potassium dichromate) with a significance level of P <0.05; the effect found is due to
the mechanism of action of the essential oil, which according to Garcia-Garcia &
Palou-Garcia (2008); point out that thymol due to its hydrophobicity allows the
separation of lipids from the cell membrane and from the mitochondria; disorganizing
the structure and making it more permeable, causing the exit of intracellular material
and consequently causing the death of microorganisms. As a conclusion, it was
observed that the major component of the essential oil of Thymus vulgaris was thymol
with 31% relative abundance in the sample, while in the encapsulated sample the
thymol content was 44%. The spray drying method using 10DE maltodextrin and gum
arabic is suitable for encapsulating the essential oil of Thymus vulgaris, since its main
compounds, mainly thymol, are retained in the solid matrix of the microcapsule,
obtaining a powder product that allows a better handling and incorporation into
different food matrices. The effective in vitro coccidicidal dose of the essential oil of T.
vulgaris established in the present work was 3.7mg of essential oil and 3.84mg
thymol of microencapsulated essential oil of T. vulgaris per 30 yL of culture, based on
oocyst reduction infectives in 40 min. and an oocysticidal action in 24 hrs.

KEYWORDS Coccidiosis, microencapsulated, thymol.
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1. INTRODUCCION

La cantidad de aves de corral ha crecido de modo exponencial en todo el mundo,
aproximadamente el 80% de los hogares rurales de los paises en desarrollo crian
aves de corral (FAO-OMS, 2005).En México, mas de 75% de las familias rurales
practica la avicultura familiar, ya que es una de las principales fuentes de proteina

animal para las familias (Zaragoza et al., 2014).

Los principales paises productores de aves a nivel comercial son IEstados unidos,
Brasil, China, India, Rusia y México; nuestro pais ocupando el sexto lugar con una
participacion pecuaria a nivel nacional de 62.9.% de produccion de carne y huevo
(UNA, 2019). Sin embargo, existe un factor que afecta seriamente a la salud y a la
productividad del sistema de produccion causada por el protozoario del género
Eimeria que causa la coccidiosis, unas de las enfermedades mas comunes de las
aves. Los efectos econdmicos son dramaticos, se estima que causa pérdidas
econdmicas globales de hasta 6,000 millones de pesos mexicanos anuales
(Kadykalo et al., 2018).

El estado de Chiapas ocupa el séptimo lugar a nivel nacional en produccién avicola
(SIAP, 2019), debido a que esta especie tiene un corto intervalo de generacion y que
bajo las condiciones geograficas y ambientales de la region manifiestan una alta tasa

de productividad.

Ruiz et al. (2014), mencionan que el manejo sanitario en las explotaciones de tipo
rural en Chiapas es descuidado, por lo que los animales padecen de enfermedades y
esta correlacionado con que el 63% de los productores no utilizan desparasitantes y
68% presenta problemas de mortalidad en la parvada. En consecuencia, las aves no
expresan su potencial genético, con lo cual su produccién y salud disminuyen e
incrementan los indices de morbilidad, mortalidad y conversion alimenticia, lo cual

trae como resultado pérdidas econdmicas a los productores.

Tradicionalmente se han utilizado para su control diversos farmacos, posteriormente
se han desarrollado vacunas y recientemente se esta potenciando la utilizacién de

sustancias naturales como alternativa al tratamiento convencional mediante farmacos
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ionoforos y quimicos, debido a la aparicion de resistencia a los farmacos
tradicionales y una mayor exigencia en seguridad alimentaria por parte de la industria
alimentaria la cual tiene como objetivo la eliminacién de residuos en carne y huevos
de los farmacos utilizados para el control de coccidiosis. Con la finalidad de regular la
utilizacion de los compuestos medicinales usados en la industria aviar la Comisién
Europea ha propuesto una reduccion progresiva de productos con efecto
coccidiostatico a partir del 31 de diciembre de 2012, esta proxima prohibicion
depende de medidas de control alternativas para la cria de aves, sin comprometer el

rendimiento de la produccién comercial, el bienestar animal y la salud (Haug, 2008).

En el estado de Chiapas, el valor de la herbolaria médica radica en que es una forma
de atencion a la salud en la que confian y a la que recurren de manera cotidiana
amplios sectores de la poblacién; ademas de ser accesible, es una practica

legitimada culturalmente.

Un considerable numero de investigaciones, ha demostrado que los aceites
esenciales de Thymus vulgaris tienen diferentes mecanismos de accion dentro de las
células y dependiendo de las concentraciones utilizadas pueden causar la inhibicidn
o inactivacion de los microorganismos (Garcia et al., 2008). Con base a lo anterior,

en el presente trabajo se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

¢ Es eficaz el aceite esencial de Thymus vulgaris como alternativa natural al control

de la coccidiosis en aves infestadas con eimeria spp.?

¢, Cual es la dosis efectiva del aceite esencial de Thymus vulgaris como coccidicida

en aves?



Objetivo general
Determinar la efectividad in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris como
coccidicida

Objetivos especificos

a) Caracterizar la composiciéon quimica del aceite esencial obtenido a partir de
hojas secas y tallos de Thymus vulgaris por Cromatografia de Gases-Espectrometria
de Masas (CG-EM).

b) Establecer la dosis coccidiocida efectiva in vitro del aceite esencial de Thymus

vulgaris.

Hipotesis

El aceite esencial de Thymus vulgaris es efectivo para el control de Eimeria spp., in

vitro



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Familia Eimeriidae

La forman 16 géneros y cerca de 1,340 especies, los mas importantes en Medicina
Veterinaria son Eimeria e Isospora y las infecciones con estos géneros se refieren a

menudo como coccidiosis (Taylor, 2007).

La coccidiosis aviar es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del
Phylum Apicomplexa, familia Eimeriidae. Aunque afecta a diversas especies de aves,
es en el pollo de carne y gallina ponedora o reproductora, donde alcanza la mayor
repercusion econdmica. En el pollo (Gallus gallus), se han citado15 especies
diferentes. La mayoria de estas especies fueron descritas a partir de caracteristicas
morfolégicas de ooquistes y la mayor parte de ellas no han vuelto a ser citadas (Del
Cacho, 2013). Actualmente se consideran siete especies de Eimeria que parasitan a

Gallus domesticus comunmente (Cuadro 1).

La unidad funcional del coccidio es el zoito, el cual es una célula movil que tiene
forma de coma, banana o boomerang. El zoito es el comienzo y el final del ciclo vital
de los coccidios. Los esporozoitos son las formas infectantes que se encuentran en
los ooquistes esoporulados y son el resultado de la segmentacion del protoplasma
(Bowman, 2014). El protoplasma (esporonte) esta envuelto por una pared resistente

y es eliminado en las heces.

2.1.1 Ciclo biolégico, signos clinicos e impacto econémico

Es un género de parasito perteneciente a la familia Eimeriidae presente en la
mayoria de aves. Causando coccidiosis enfermedad aguda del tracto gastrointestinal.
Fase infectante o asexual (esporogonia). Cuando cae al suelo, el oquiste, esporula y
permanece viable por mas tiempo, si existen condiciones 6ptimas de humedad y
temperatura. Se consideran como condiciones éptimas si en la cama hay humedad

relativa del 80% y una temperatura de 28-31°C, ya esporulado se encuentran en su
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fase infectante y pueden continuar el ciclo biolégico cuando un pollo lo ingiere
(Santiz, 2017).

Cuadro 1. Especies de Eimeria que parasitan a aves de corral. Se indican algunas de sus diferencias
de su ciclo biologico (Ferre, 2019).

Eimeria spp. No. de Localizacién en Localizacion Eliminacién Tiempo de
Ezquizogonias la mucosa intestinal maxima de esporulacion
ooquistes/ave para el 50% de
(millones) los ooquites
(horas)
E. acervuilina 4 Espitelial-criptas Intestino 432 11.4
delgado interior
E. brunetti 2-3 Epitelial - Porcion 53 38.3
vellosidad-, 22 terminal del
generacioén de ileon, recto y
esquizontes cloaca
subepitelial
E. maxima 2-3 Epitelial -criptas-, Intestino 36 38.1
macrogamontes delgado medio
subepiteliales
E. mitis 4 Epitelial — Porcion distal 110 19.0
vellosidades del intestino
delgado
E. necatrix 3 Epitelial -criptas-, Intestino 12 19.7
228 generacion de  delgado medio,
esquizontes 3?2 esquizogonia
subepitelial y gametos en
ciegos
E. preacox 3-4 Epitelial-vellosidad Intestino 160 24.8
delgado
anterior
E. tenella 3 12y 32 Ciegos 65 21.2
esquizogonias
epiteliales

(criptas), 22
esquizogonia
subepitelial

El ooquiste al ser ingerido por el ave, sufre la accién de los jugos gastricos vy bilis, lo
cual provoca el desenquistamiento de los esporozoitos (Figura 1). Se inicia la
esquizogonia, los esporozoitos penetran en la célula e inician su desarrollo, pasan
por un estado de trofozoito o de crecimiento y llegan a ocupar la mayor parte de la
célula; el nucleo se divide iniciandose el estado de esquizontes (seres iguales), cada
porcidon nuclear se rodea de citoplasma formandose un nuevo individuo denominado

merozoito (Boch, 1985)

Se formara una segunda y una tercera generacion para después transformarse en
microgametos o células masculinas y en macrogametos o células femeninas en la

fase de la gametogonia (Quiroz, 1984).



Ooquiste esporulado ¢
Ooquiste no esporulado i . ' Dia0O
{infeccioso)

(no infeccioso) > >
Dia 7 (no infeccioso Ooquiste ingerido

(=g oSt ingresa al intestino
Ooquiste depuesto Q '
en las heces ’ ‘ ‘
D |

Esporulacion ocurre fuera del huésped y
4 requiere vanos dias y preenca de axigeno
Ooquiste en
desarrolio

Ciclo de vida Eimeria
Gametos

masculino . @ Ciclo de reinfeccion
y femenino @

-_ A

~—— -
‘.'.l-rn/u:lml:!u-m(in'.’\\\ A ‘ e faunien N 3
del equizonte A g J Vrofozoito
Dias Esquizonte

Figura 1. Ciclo de vida Eimeria (Kadykalo, 2018)

El microgameto sufre repetidas divisiones nucleares y se convierte en multinucleado.
Al final, cada nucleo se incorporara a un microgameto biflagelado o célula sexual
masculina. De los muchos microgametos formados por el microgametocito, solo una
pequefia proporcidon encuentra y fecunda los microgametos para formar cigotos.
Alrededor del cigoto se crea una pared por la fusion de granulos hialinos en su
periferia para formar un ooquiste. El ooquiste se libera por la rotura de la célula
hospedadora y se elimina con las heces para su posterior esporulacion. Al cabo de 1
o 2 dias, y si las condiciones de humedad, temperatura y oxigenacion son
adecuadas, la unica célula (esporonte) que hay en el ooquiste se divide en cuatro
esporoblastos. Cada esporoblasto se transforma en un esporoquiste que contiene
dos esporozoitos haploides, convirtiéndose asi en un ooquiste esporulado infectante

y completando el ciclo (Bowman, 2014).

2.1.2. Control
La forma de control de la coccidiosis aviar se basa esencialmente en el uso de

medicamentos sintéticos sin embargo el uso persistente da como resultados el
desarrollo de parasitos resistentes, lo que limita su eficacia los ion6foros tienen un
mecanismo de accidon mas complejo pero debido a que la accidon que ejercen esta
dirigida contra los esporozoitos no se observa erradicacién completa de los parasitos;
la vacunacién presenta la siguiente desventaja, los organismos de control sanitario

en algunos paises no autorizan la introduccion de vacunas que contengan especies

7



de Eimeria spp que no existan en el pais, ya que al ser vacunas vivas, su uso puede

significar un riesgo de introducir la especie(Kadykalo, 2018).

Con la finalidad de regular la utilizacién de los compuestos medicinales usados en la
industria aviar la Unidén Europea prohibié una larga lista de productos con efecto
coccidiostatico. EI Reglamento UE N° 2205/2001 limita la lista de coccidiostaticos
autorizados como aditivos a las siguientes: robenidina, halofuginona, diclazuril,
decoquinato, narasina/nicarbacina, lasalocid, salinomicina sédica, maduramicina de
amonio monensina de sodio y narasina, posteriormente se ha permitido la utilizacién
de la nicarbacina como aditivo (Reglamento UE N° 875/2010) y la utilizacién de
Clinacox, Maxiban y Monteban sin periodo de retirada (Reglamento UE N° 885/2010,
N° 884/2010, N° 1118/2010) ( Del Cacho ,2013).La coccidiosis en las aves es un
problema serio; las pérdidas econdmicas debidas a ésta, son mas grandes que las
producidas por enfermedades respiratorias. La mortalidad se ha reducido debido al
uso de coccidiostatos, por o que hoy en dia las mayores pérdidas resultan por la
alteracion de la conversion, reduccion del crecimiento, un periodo de desarrollo mas
prolongado y la reduccién y retraso en la produccion de huevos. En Chiapas la
mayoria de casos no se controlan, causando un severo impacto econémico incluso
bajos niveles de infeccion causan perturbacion en el crecimiento, y pérdida de

produccion con mayor mortalidad (Santiz, 2017).

Aunque actualmente no hay datos sobre la prevalencia global de coccidiosis se
estima que son omnipresentes en el entorno de las operaciones avicolas, a nivel
mundial con aproximadamente el 5% de prevalencia de coccidiosis clinica y el 20%

de la prevalencia de coccidiosis subclinica (Kadykalo, et al. 2018).

2.1.3. Signos clinicos

Las especies de coccidios prefieren diferentes areas del intestino, algunos producen
hemorragias a partir del 4 y 5 dia posinfeccion, enteritis mucoide frecuentemente
hemorragica ocasionando mortalidad, enteritis no hemorragica, diarreas acuosas que
originan detrimento en la ganancia de peso y disminucion en la absorcién intestinal
ademas de anorexia, plumas erizadas, depresion marcada, palidez de cresta,

barbillas y patas (Ferre,2019).



La infeccion se puede presentar a partir de 3 dias de edad hasta 6 semanas; la edad
del hospedador en el momento de la infeccién parece influir en el desenquistamiento
de los ooquistes siendo la tasa de desenquistamiento menor en pollitos de 3 dias de
edad, posiblemente esto estaria ocasionado por la menor capacidad de la molleja
para romper los ooquistes y la cantidad de enzima pancreatica segregada. La
transmision es directa entre las aves mediante la ingestion de los ooquistes
esporulados que se encuentran en el ambiente contaminando, agua y alimento
(Ferre, 2019).

2.2 Alternativas terapéuticas en la avicultura con el uso de aceites esenciales

Actualmente se ha iniciado la busqueda de alternativas terapéuticas con el uso de
aceites esenciales para el tratamiento de enfermedades en las aves con el fin de
utilizar la medicina tradicional, disminuir gastos y evitar resistencias a antibiéticos

ademas de producirlas de manera organica.

Se ha utilizado el cempasuchil (Tagetes erecta) como pigmentante de productos
avicolas debido al alto contenido de xantofilas, zeaxantinas y luteinas presentes en
las corolas; este pigmento no contribuye en el valor nutritivo del producto y tampoco

en el comportamiento productivo de las aves (Pena, 2003).

El ajo (Allium sativus) perteneciente a la familia Liliaceae, se ha utilizado también
como alternativa a los promotores de crecimiento en pollos de engorda reportando
que la inclusién de extracto de ajo al 1 % en el agua de bebida en pollos de engorda,

ejerce un efecto sobre la salud de la mucosa intestinal (Botia y Hortua, 2013).

Se han evaluado los efectos nematicidas y bactericidas de plantas medicinales como
el orégano espafiol (Plectranthus amboinicus) administrado a aves de traspatio en
infusion elaborada con 10 g de hojas frescas en 90 mL de agua potable, agregando 1
mL por cada litro de agua de bebida en las aves observando que induce una
reduccion en la cantidad de enterobacterias (Chiriboga, 2016) y el orégano de monte
(Lippia origanoides Kunth) en el cual la suplementacion de 100 ppm de aceite

esencial en pollos de engorda redujo el impacto negativo en ooquistes de Eimeria



spp.(Betancourt et al., 2012) .Se han reportado efectos nematicidas de plantas como

el epazote (Chenopodium ambrosioides) en gallos de pelea (Alvarez, et al., 2011).

En Ecuador se probd el aceite esencial de Thymus vulgaris como promotor del
crecimiento en aves de traspatio, agregando 600 ppm (34.73 g/ave/dia) en la
alimentacion de las aves, obteniendo como resultados incremento en la ganancia de
peso (Toalombo, 2017). También se han desarrollado productos eubidticos con
mezclas de aceites esenciales como timol, eugenol y piperina las cuales generan un
equilibrio saludable de la microbiota en el tracto intestinal de las aves, que les
permite; expresar su potencial genético y como tal DSM Nutritional Product ® ha
patentado un nuevo producto eubidtico a base de aceites esenciales y acido
benzoico obteniendo como resultados incremento de la ganancia de peso hasta el

3% y mejora del indice de conversion del 1.5% (Aleson, 2011).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios sintetizados por plantas,
producidos al momento de activarse como mecanismo de defensa en respuesta a los
factores ambientales y ecoldgicos, estos presentan atraccion de polinizadores, entre
otros. Son inflamables, no son tdxicos, aunque pueden provocar alergias en
personas sensibles a determinados terpenoides. Son inocuos mientras la dosis
suministrada no supere los limites de toxicidad (Rodriguez, 2012).

La mejora genética en los sistemas de produccion avicola actual, ha intensificado la
busqueda de alternativas de uso de antibiéticos (Torres, 2002). Los cuales se utilizan
dentro del régimen alimenticio de las aves, generando un gran impacto a la salud
publica por esta razon la OMS sugirié su prohibicion y retiro del mercado a nivel
mundial (FAO-OMS, 2005).

El uso de coccidiostatos botanicos y otros productos naturales pueden proporcionar
un enfoque novedoso para el control de coccidiosis, En el cuadro 2 se muestran
aditivos alternativos como anticoccidiales, algunos compuestos de plantas vy
productos naturales parecen tener actividad anticoccididsica frente a especies de

Eimeria spp. (Sumano, 2010).
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Cuadro 2. Lista de productos alternativos (al uso de anticcocidiales) su modo de accién y el efecto

resultante en la coccidiosis. (Kadykalo et al., 2018).

Aditivo alimentario

alternativo Modo de accién Efecto resultante Referencia
Artemisa (aceite Induccién del estrés Reduccion in vitro del Remmal et
esencial) oxidativo numero de ooquistes al.
Clavo (aceite esencial) Desconocido Reduccion in vitro del Remmal et
numero de ooquistes al.

Curcumina (curcuma) Estimulaciéon inmune Sin efecto significativo en la Sheurer et
en combinacion con por inactivacion de puntuacion de lesién al.
saponinas e inulina radicales reactivos de

nitrégeno
Orégano ( aceite Estimula la inmunidad Sin efecto significativo en la Sheurer et
esencial) de la mucosa puntuacion de lesién al.
Quillaja (extracto de Actividad Sin efecto significativo en la Sheurer et
planta) antiprotozoaria puntuacion de lesién al.

(se une a pproteinas

de membrana de

células protozoarias)
S-nitroso-glutation Inhibe el proceso de Interrupcion del proceso de Li et al.
(GSNO) esporulacion de esporulacion durante 10 h

ooquistes de Eimeria después de la esporulacion

tenella inicial; sin efecto mas alla de

las 12 h

Sericea Lespedeza Los taninos tienen No hay diferencia Rathinam et
(extracto de la planta) actividad anticcocidial significativa en el nUmero de  al.

contra el parasito ooquistes
Arbol de té (aceite Desconocido Reduccion in vitro del Remmal et
esencial) numero de ooquistes al.
Tomillo (aceite Desconocido Reduccion in vitro del Remmal et
esencial) numero de ooquistes al.

2.3 Bases, calidad, y mecanismo de accion de los aceites esenciales en aves

Cada planta aromatica almacena los aceites en distintas partes, en el caso del tomillo

(T. vulgaris) Se utilizan las hoja, flores y tallos para extraer el aceite esencial.

La calidad de los aceites esenciales depende del sistema de cultivo, madurez de la
planta en el momento de la recoleccidon, origen geografico de la planta y las
condiciones de almacenamiento ya que, para garantizar la calidad de los aceites se
deben de conservar en frascos de vidrio oscuros y cerrados herméticamente para
evitar reaccion de oxidacion (Bazan, 2006).

Estos compuestos se utilizan desde hace algunos afos para la alimentacién de los
animales ya que son productos naturales que tienen efectos importantes en la
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produccion, sanidad y bienestar de los animales que los consumen. Dentro de sus

efectos principales se pueden destacar:

* Mejoran la digestibilidad de nutrientes.

* Aumentan la produccion de enzimas digestivas (lipasas, amilasas, tripsina, etc)
* Aumentan la retencion de nitrégeno.

* Tienen una accion antioxidante y anti-inflamatoria

*Estimulan el sistema inmune inespecifico, aumentando la produccién de macrofagos

y linfocitos.
* Tienen un efecto antimicrobiano, antifungico, antiparasitario y antiprotozoario

Las propiedades y efectos de los aceites esenciales son variables, dependiendo de
cada uno de los compuestos, y de su “quimiotipo”. El quimiotipo es el perfil
bioquimico del aceite esencial e indica su componente bioquimico y su accion o

efecto mas significativo (Meteur, 2009).

Las moléculas de los aceites esenciales estan agrupadas en varios quimiotipos,
segun la similitud de sus propiedades, y pueden ser cetonas, ésteres, cumarinas,
fenoles, monoterpenoles, etc. Numerosos aceites contienen mas de un quimiotipo,
por lo que muchos de ellos tienen una amplia variedad de efectos benéficos. La
identificacion precisa de los quimiotipos determina las propiedades del aceite

esencial.

El quimiotipo permite identificar los aceites esenciales presentes en una misma
variedad botanica, pero con composiciéon quimica distinta. Su composicién quimica
es fundamental porque de ella dependen las propiedades y efectos del aceite y

también su grado de toxicidad (Meteur, 2009).

El mecanismo de accion de los aceites esenciales en bacterias esta basado en
inducir un claro dafo estructural y funcional a las membranas celulares, para alterar
la permeabilidad selectiva, con pérdida de iones, ATP, acidos nucleicos,
aminoacidos, cambio de pH, etc.; no obstante, aun resta mucho que estudiar para

entender el mecanismo de accién de estas sustancias (Sumano, 2010).
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Actualmente se han desarrollado productos eubidticos con mezclas de aceites
esenciales como timol, eugenol y piperina presentes en la naturaleza en plantas
como tomillo, clavo, bayas, y arandanos pero su aplicacion es nueva en la
alimentacion de las aves los cuales generan un equilibrio saludable de la microbiota
en el tracto intestinal, que permite al animal expresar su potencial genético (Alesodn,
2011)

2.4 Tomillo (Thymus vulgaris)

El género Thymus pertenece a la familia de las Lamiaceae o labiatae es una hierba
aromatica perenne, 20-50 cm de alto, tallo recto, muy ramificado, ligeramente lefioso,
con hojas abundantes, 4-10 mm de largo, opuestas, obtusas, agudas, peciolos
cortos, lanceoladas. Flores terminales numerosas, purpura palido o blancas, 7-8 mm
de largo, tubulares, bilabiadas, grupos de 2-3 flores; flores bisexuales de mayor
tamarno, estambres protubulares, femeninas mas pequefias. Semilla lisa, ovalada,
0.7-1.0 mm de largo (OMS 2010).

Habitat

El habitat natural del tomillo se encuentra en paises de la cuenca mediterranea
occidental, especialmente sobre suelos soleados y secos. Predomina en el este,
centro y sur de la Peninsula Ibérica, asi como en Baleares. Sobre suelos calizos,
arcillosos y menos frecuentemente en los siliceos (Cano, 2001).Puede encontrarse
en una altitud entre 0 y 2.000 msnm. Sus especies crecen bajo temperaturas muy
variadas e incluso extremas. Crece en climas templados, templado-calidos y de
montafia. Resiste bien las heladas y sequias, pero no el encharcamiento ni el exceso
de humedad ambiente. Aunque se adapta bien a los suelos ricos en aluvién y
calcareos, se adapta a los arcillosos, ligeros y siliceos. Prefiere la exposicién a
mediodia. Normalmente, se disponen en forma de matorral bajo en zonas de sol
directo e intenso, que soportan gracias a la impregnacién oleosa de sus hojas (SIAP,
2019).

En México se cultiva en diferentes estados pero la mayor produccién se encuentra en

Baja California Sur con 53.5 toneladas anuales y San Luis Potosi con 0.50 toneladas
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(SIAP, 2019). Durante el afio 2018, se registré a nivel nacional, una produccion de
tomillo cultivado de manera organica de 50.97 toneladas con un rendimiento de
3,186 kg/ha. (SEMARNAT, 2018).

2.4.1 Principales componentes quimicos del tomillo
Contiene aproximadamente un 2.5% pero no menos de un 1.0% de aceite volatil. La

composiciéon de los aceites volatiles fluctia dependiendo del quimiotipo. Bajo
consideracion. Los componentes principales de la hierba son timol y carvacrol (hasta
un 64% de aceite), junto con linalool, p-cymol, cimeno, timeno, a-pineno, apigenina,
luteolina y 6-hidroxiluteolinaglucésidos, asi como flavones di, tri y tetrametoxilados,
todos sustituidos en la posicién 6 (por ejemplo, 5,4'-dihidroxi-6,7-dimetoxiflona avona,
5,4'-dihidroxi-6,7, 3'-trimethoxyflavone y su 8-metoxiladoderivado 5,6,4'-trihidroxi-
7,8,3'-trimetoxiplifona (Xiaorui, 1999). En el siguiente cuadro 3 se mencionan los

componentes mayoritarios del aceite esencial de T. vulgaris.

Cuadro 3. Componentes mayoritarios del aceite esencial de Thymus vulgaris detectados por
cromatografia de gases (Escobar, 2014).

Componente % Indice de Tiempo de
Retencion Retencion
P cimeno 24.81 1020 13.91
Alfa terpineno 6.62 1054 16.50
Linalol 1.19 1095 20.44
Timol 32.62 1289 42.22
Carvacrol 0.78 1298 43.07
Trans cariofileno 4.37 1417 51.32
Oxido de cariofileno 2.51 1582 57.50
1,2-acido 9.21 No 76.08
dicarboxibenzenico(2- reportado

etil hexil) mono éster

2.4.2 Usos descritos en farmacias y en sistemas tradicionales de medicina

El extracto de tomillo se ha utilizado por via oral para tratar la dispepsia y otros
trastornos gastrointestinales; tos por resfriados, bronquitis, tos ferina; laringitis y
amigdalitis (como gargaras). Las aplicaciones topicas de extracto de tomillo se han

utilizado en el tratamiento de heridas leves, el resfriado comun, trastornos de la
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cavidad bucal, y como agente antibacteriano en la higiene bucal. Tanto el aceite
esencial como el timol son ingredientes de una serie de medicamentos patentados
que incluyen pomadas antisépticas y curativas, jarabes para el tratamiento de
trastornos respiratorios y preparaciones para inhalacion (OMS,2010).

Estudios demuestran que el extracto de hojas tiene efectos antimicrobianos y el
aceite esencial tiene efecto fungistatico y funguicida (Cano, 2001). En medicina
popular se le atribuyen ademas otros efectos como emenagogo, sedante,
antiséptico, antipirético, y como alternativa en el tratamiento de la dermatitis (OMS,
2010).

2.4.3 Posologia
Como promotor de crecimiento en aves se ha utilizado 600ppm (34.73g/ave/dia)

(Toalombo, 2017). El aceite esencial de Thymus vulgaris se ha administrado como
prébiotico con dosis de 1g/kg de alimento, mejorando la ganancia diaria de peso en
pollos de engorda (Pournazari et al, 2016). Como tratamiento para enfermedades
respiratorias se utiliza la tintura (1:10, 70% de etanol): 40 gotas a 3 veces al dia por
15 dias; para gargaras o enjuague bucal una infusion al 5% (OMS,2010). Como
alternativa oocisticida para coccidiosis aviar se han utilizado concentraciones in vitro
de estandar de timol de 0.3 a 20 mg/mL (Remmal et al.,2013).

2.4.4 Toxicologia

Es importante sefialar que el aceite esencial de tomillo es considerado GRAS
(Generalmente considerado como seguro) por la FDA (Administracion de alimentos)
por lo que el timol no es considerado nocivo para la salud (Falcone et al., 2005).
Ademas, la accién antimicrobiana y la sensibilidad al timol es dependiente de ciertos
factores como el tipo de microorganismo, pH del medio, y temperatura de incubacién
(Falcone et al., 2005).

Los productos naturales entre ellos el tomillo (7. vulgaris) son considerados de primer
orden como un antimicrobiano (Xiaorui,1999) y fitobiético de origen natural para
sustituir los productos quimicos, debido a que actualmente han sido positivos sin
ningun efecto téxico en la produccion de aves con diferentes fines zootécnicos
(Alesén, 2011). La DL50 del timol por via oral en ratas es 980mg/kg (Cano, 2001). En
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aves se han encontrado diversas alteraciones a nivel de vellosidades intestinales y
de hepatocitos, sin diferencias significativas con dosis en alimento de 1kg/ t (Shiva et
al., 2012).

2.5 Microencapsulacion

Con frecuencia las propiedades de los aceites esenciales no se aprovechan
plenamente debido a su gran volatilidad y tendencia a oxidarse (Turek et al., 2012),
por lo cual es necesario fijarlos a un transportador para proporcionarles una
adecuada estabilidad y vida util. Una de las mejores alternativas para llevar a cabo
esto es la microencapsulacién, para lo cual pueden emplearse biopolimeros de
origen natural (Acosta, 2009; Barros et al., 2014; (Dima et al., 2014); Soliman et al.,
2013). Generalmente, los materiales de pared usados para microencapsulacion son
goma arabiga, maltodextrina, carbometilcelulosas y almidén (Camacho, et al., 2010)).
La microencapsulacién se realiza empleando numerosos procesos uno de ellos es el
secado por aspersion o Spray Drying. (Camacho et al.,2010; Yeo et al., 2001;
Lopretti et al., 2007), Segun las condiciones de elaboracion y el tipo de material
encapsulante, es posible obtener materiales capaces de retener aceites esenciales y
liberarlos en el momento de su uso. Estos productos pueden ser empleados como
transportadores de aceites esenciales capaces de brindar proteccién a los mismos
frente a la oxidacion, la evaporacién y el mantenimiento de su perfil cromatografico,
asi como el control de su liberacion (Rendon et al., 2010). El secado por aspersion es
un método de microencapsulacion ampliamente utilizado en la industria que consiste
en la dispersion de la sustancia a encapsular en el agente encapsulante seguido de
una atomizacion de la muestra en una camara a alta temperatura el solvente se
evapora instantaneamente y el material activo queda atrapado dentro de una pelicula
de material encapsulante (Dziezak JD., 1988). En varios estudios se ha concluido
que el secado por aspersion es adecuado para compuestos sensibles a altas
temperaturas proporciona buena estabilidad del producto final requiere bajos costos
de procesamiento y es facil de implementar (Favaro et al., 2010; Krishnan et al.,
2005; Jiménez, 2005).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Area de estudio

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de Pequefios Rumiantes de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia Campus Il de la Universidad Autbnoma
de Chiapas y en los laboratorios del Tecnolégico Nacional de México / Instituto

Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez.

3.2 Materiales

Material vegetal
El material vegetal hojas y tallos fue adquirido con productores del municipio de San

Cristébal de las Casas, en la regidon de los Altos de Chiapas 16°44'N 92°38'O. Las
muestras fueron transportadas en bolsas de papel estraza al Laboratorio de
Biotecnologia del Tecnologico Nacional de México / Instituto Tecnolégico de Tuxtla

Gutiérrez para su posterior extraccion (Figura 2).

Figura 2. Secado del material vegetal (Thymus vulgaris)

3.3. Métodos
Con el fin de dar cumplimiento a los objetivos propuestos, la investigacion se

desarroll6é en dos fases, las cuales se mencionan y se describen a continuacion.

Fase I. Extraccion de aceite esencial de Thymus vulgaris

La extraccidon del aceite esencial se realizd6 en el laboratorio de Ingenieria Quimica
del Tecnoldgico Nacional de México / Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez. Se
empled el método de destilacion por arrastre de vapor (Figura 3) de acuerdo a lo

reportado por Rodriguez, (2012). Se pesd el material vegetal seco y se mantuvo en
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destilacién continua durante 90 minutos. El aceite esencial obtenido se separd por
diferencia de densidades empleando un embudo de separacién. Posteriormente se
almaceno en un frasco de vidrio color ambar a 4°C hasta su posterior

encapsulamiento.

Figura 3. Destilacion por arrastre de vapor. a) Pesaje de la planta, b) Destilacién, ¢) Recoleccion del
aceite esencial.

Secado por aspersion (Microencapsulado).

Se prepararon 100mL de una solucion de Maltodextrina 10DE (MD) y goma arabiga
(GA) al 30% (p/v) cada una, las cuales se dejaron en reposo durante 24h a 4° C para
su completa hidratacion. Posteriormente, se realizé una mezcla de GA-MD en una
relacion 60:40 en un volumen final de 100 mL y se adicionaron 3mL de aceite
esencial de tomillo (7. wvulgaris). La emulsion fue homogenizada en un
homogenizador Ultra Turrax IKA a 10,000 rpom durante 10 minutos, posteriormente
fue alimentada a un secador por aspersién Mini Spray Dryer B-290, BUCHI (Figura 4)
con un flujo de 3 mL/min. La temperatura del aire de entrada fue de 120° C y la
potencia del aspirador al 100%. El polvo obtenido se recuperd, se pesd y se

almacenaron en bolsas selladas al vacio a 4° C.
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Determinacion de solidos totales
_[R

Dénde:

ST= Sdélidos totales

R= Gramos residuales
V= Volumen de la muestra

El rendimiento de encapsulamiento se calcula

RE (OA)) _8 polvo SeC0X1 00

g de mezcla

Figura 4. Secador por aspersion (Mini Spray Dryer B-290, BUCHI). Instituto Tecnolégico de Tuxtla
Gutiérrez.
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Caracterizacion de los compuestos volatiles en el aceite esencial de Thymus
vulgaris

El analisis de la composicion quimica del aceite esencial de T. vulgaris, se realizd en
un Cromatoégrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de Masas (Agilent
Technologies) (Figura 5) empleando una columna DB-Waxter (60cm x 0.25mm x
0.25pyum) y Helio como gas acarreador a un flujo de 1 mL/min. La temperatura del
puerto de inyeccion fue 250° C y la del detector 150° C. El horno se mantuvo
inicialmente a 50° C y la temperatura se incrementé 10° C/min hasta 250° C y se
mantuvo 2 min a esas condiciones. El volumen de inyeccion fue1uL en modo Split
(100:1). La identificacion de los compuestos se realiz6 empleando la libreria
Chemstatios-NIST MS Versiéon 2.0 por comparacion de los espectros de masas
(70eV) (Lujan-Hidalgo et al., 2010).
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Figura 5. Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de Masas (Agilent Technologies).

Preparacion del estandar de Timol
La cuantificacion se realizd6 empleando estandar externo de timol Sigma Aldrich®

(Figura 6) ,se prepard una solucién patrén de 1000 ppm en hexano (10mg/mL) y se

realizaron diluciones a concentraciones de 50ppm(50 pL timol+950 uL hexano)
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100ppm(100 pL timol+900 pL hexano), 200ppm(200 pL timol+800 uL hexano) vy
300ppm(300 pL timol+700 pL hexano). El volumen de inyeccion fue1lul en modo
Split (100:1).

Figura 6. Estandar de timol(Sigma Aldrich®)

3.4 Colecta e identificacion de Eimeria spp.

Técnica de McMaster
Para la colecta de ooquistes se realizo la técnica de McMaster se recolectaron como

minimo 20 muestras de cada gallinero en un recorrido en zigzag, de manera que al
final se obtuvieron heces de la mayor parte del gallinero, incluyendo descargas
cecales. Se identificaron y trasladaron en refrigeracion al laboratorio de
Biotecnologia de Pequefios Rumiantes de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNACH, posteriormente, se analizaron mediante la técnica de
McMaster para determinar el grado de parasitosis por medio del conteo de ooquistes

eliminados de acuerdo a la técnica descrita por (Sanchez et al., 2014).

Descripcion de la técnica: En un vaso de McMaster graduado con dos lineas se

colocaron 15 mL de solucién sobresaturada de azucar o sal (hasta la primera linea) y
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se agrego excremento hasta desplazar la solucion a la segunda linea. Se procedio a
homogenizar la muestra con una varilla de vidrio, se tapo el vaso de McMaster y se
agité para completar la homogenizacion. Posteriormente se colocé un trozo de gasa
de 5cm aproximadamente (que se utilizd como tamizador) y con un gotero se
recolectd la cantidad suficiente para llenar las(s) camara de McMaster (Figura 7)
cuidando de no incluir burbujas a la misma. Se dejé reposar por unos minutos para
permitir que flotaran ooquistes presentes en la muestra. Se observd en el
microscopio empleando el objetivo (10x) seco débil. Se realiz6 el conteo de todos los
ooquistes que quedaron incluidos dentro de la cuadricula (s) camara (s). Se contaron
ambas cuadriculas, multiplicando el numero total de oocistos por 50 (Rodriguez et
al., 1994).

Figura 7. Conteo de oocistos (Gonzélez, 2020).

Técnica de flotacion
Las especies de Eimeria spp. fueron identificadas por morfologia y micrometria, para

medir longitud y anchura de los oocistos (Rodriguez et al.,1994) una vez que se
obtuvieron los oocistos esporulados se procedié hacer la prueba in vitro de la dosis

efectiva coccidiostatica del aceite esencial de T. vulgaris.

Descripcién de la técnica: en un vaso de precipitado se colocé 15mL de solucion
sobresaturada de sal, se agregaron 5 g de material fecal y se homogeneizo la
muestra hasta que se obtuvo una pasta, se pasé esta suspensidén por un tamizador
colocandola en un embudo a dos tubos de centrifuga durante 2-3 minutos a 2500 r p

m después de ese tiempo con el asa se recolectaron tres gotas (Figura 8) de la
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superficie de la suspension y se colocaron en un portaobjeto (Rodriguez et al., 1994).
Se realizé el conteo de los oocistos encontrados en las tres gotas y el resultado se
dividié en tres para saber el promedio de ooquistes, expresandose el resultado de la

forma siguiente:

2 a 6 oocistos, una cruz (+) infeccion leve.

8 a 18 oocistos, dos cruces (++) infeccion leve.

20 a 30 oocistos, tres cruces (+++) infeccidbn moderada.
32 a 50 oocistos, cuatro cruces (++++) infeccion grave.

Mas de 50 oocistos, cinco cruces (+++++) infeccion grave.

Figura 8. Solucién con oocistos para realizar la identificacion.

Micrometria

Para realizar la identificacion de las especies de Eimeria se mide la longitud del
oocisto con un microscopio dotado con un ocular calibrad que lleva grabada una
escala lineal de 1-2mm de longitud subdividida en unidades de 10um (0.01mm)
(Figura 9). Un micrémetro ocular es un disco de cristal grabado con una escala de
unidades arbitrarias. El disco se inserta en el ocular del microscopio y se utiliza la
escala para comparar las dimensiones lineales de los objetos del campo de

observacion.
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Descripcion de la técnica: se enfoca el objetivo sobre la escala del objetivo
micrometrico, se gira el ocular hasta que la escala se encuentre paralela a la del
objetivo, se hace coincidir ambos ceros mediante el desplazamiento mecanico
(Urquhart, 2001).

Figura 9. Escala micrométrica para la medicion de oocistos

Cultivo de oocistos de coccidias en dicromato de potasio

Se recolectd materia fecal y posteriormente se transportd en refrigeracion para
realizar la incubacién de ooquistes de Eimeria spp. Se realizé una mezcla de 100mL
de agua destilada y 2g de dicromato de potasio, posteriormente se colocé en el
agitador hasta que se obtuvo una mezcla totalmente disuelta, para realizar el cultivo
de oocistos de Eimeria spp. en un frasco se colocaron 5 g de heces y 15 mL (Figura
10) de solucién de dicromato de potasio al 2% y se mezclaron hasta obtener una

solucion lo mas homogénea posible, el cultivo se almacend a temperatura ambiente y
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con buena oxigenacion durante ocho dias, posteriormente con una varilla de vidrio se
recolecté una gota de esta suspension, se colocd en un portaobjetos y encima un
cubreobjetos para observar al microscopio con el objetivo 4x. Se valord la
esporulacion y se procedid a la identificacion con un microscopio micrométrico
(Urquhart, 2001).

Figura 10. Cultivo de Eimerias .spp.

Figura 11. Oocistos esporulados observados al microscopio (10X)
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Fase Il. Prueba in vitro

Para establecer la dosis coccidicida efectiva in vitro del aceite esencial de T. vulgaris
se realiz6 un filtrado de 30 uL de cultivo homogenizandolo con vortex para cuantificar
el numero de ooquistes esporulados presentes (Figura 11). Una vez estandarizada la
cantidad se procedi6 a evaluar el efecto del aceite esencial obtenido por destilacion
por arrastre de vapor, se afadieron 30 yL de aceite esencial de T. vulgaris. Del
mismo modo para realizar la prueba in vitro del aceite esencial de T. vulgaris
microencapsulado se pesé la cantidad de 1 g de polvo, después se afiadido 1mL de
cultivo de eimerias esporuladas homogenizando en vortex para recolectar 60 uL
equivalente a 30 pL de oocistos y 30 uL de aceite esencial de T. vulgaris
microencapsulado, dejando un periodo de 2,4,8 y 24 horas antes de observar los
efectos; se evalué mediante la observacién enfocando con el objetivo 40x los dafios
que se generaban a partir de colocar el aceite esencial de T. wvulgaris vy

microencapsulado, en los oocistos.

3.5 Analisis estadistico
Se realizé un analisis factorial de correspondencias simples basado en chi2 y un
analisis de contingencias para determinar diferencias significativas en cuanto a la

efectividad de los tratamientos in vitro. Los datos fueron analizados mediante el

programa Statistica version 10.0.

26



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Fase 1. Extraccidn de aceite esencial de Thymus vulgaris
4.1.1 Composicién quimica
El rendimiento de extraccion de aceite T. vulgaris fue de 4.47 mL/kg de materia seca
con una concentracion de 125.84+8.29 mg de timol/mL de aceite. En el Cuadro 4 se
muestra la composicidon quimica del aceite esencial de T. vulgaris determinada en

este trabajo.

Cuadro 4. Componentes del aceite esencial de T. vulgaris detectados por cromatografia de
gases-espectrometria de masa (Gonzalez y Lujan, 2019).

Componente Abundancia Tiempo de Area
relativa (%) retencion (min)
Canfeno 0.91 7.02 159742
B-pineno 0.34 7.55 59898
a-pineno 0.03 8.06 5074
B-mirceno 1.70 8.12 297843
a-Terpineno 2.23 8.49 389955
Eucaliptol 1.43 8.91 250100
a-Terpineno 19.5 9.39 3415441
o-cimol 24.8 9.76 4341093
B-Linalool 4.40 13.2 768863
(-) Alcanfor 0.31 13.4 54924
P-cimeno 2.29 14.2 400321
Timol 31.1 20.3 5437142
Carvacrol 1.02 20.6 179415
a-Felandreno 0.18 8.28 32150
Limoneno 0.41 8.75 70962
Cis-B-terpineol 0.82 12.3 142925
Aceto de isoborneol 0.28 14.0 49226
Cariofileno 2.96 14.3 516816
a-terpineol 0.30 15.3 52476
Cedreno 0.01 15.4 1119
(-) Borneol 1.16 16.0 203364
1- Naftalenol 0.37 16.1 65199
1,2 corona-4 éter 0.27 16.6 47152
1,5- corona-5 éter 0.31 17.0 54100
Octaetilenglicol monododecil 0.25 18.8 42880
éter
a-Thujene 2.53 6.45 442929
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La componentes mayoritarios del aceite son: timol (31.1%) seguido de o-cimol
(24.8%) y o-terpineno (19.5%). Los resultados coinciden con lo reportado por
Escobar et al. (2014) y Paredes (2015) quienes reportaron una abundancia de timol
de 32,6% y de o-cimol 24.81%, sin embargo la OMS (2010) menciona que los
componentes principales de la hierba son timol y carvacrol hasta un 64% de aceite,
al respecto Lambert et al. (2001) sefalan que en efecto el aceite esencial de tomillo
esta compuesto por timol, carvacrol y eugenol, los cuales son compuestos fendlicos
que poseen fuertes propiedades antimicrobianas contra diversos microorganismos de

interés en alimentos.

Los blancos o puntos de ataque de estos agentes antimicrobianos dentro de las
células incluyen la pared y membrana celular, enzimas metabdlicas, sintesis de
proteinas y sistema genético (Garcia, 2008) Por lo que es extendido el uso del aceite
esencial de T. vulgaris como antimicrobiano y antioxidante natural. Asi como es
reconocida su eficacia inhibitoria contra Clostridium botulinum y Clostridium
perfringens. Su efecto contra gramnegativos es mas débil que en contra de
grampositivos. Los principales principios activos del extracto alcohdlico, timol y
carvacrol; aislados tienen actividad inhibitoria marcada contra Bacillus subtilis, S.
sonnei, E. coli. Mas aun, el extracto acuoso de T. vulgaris inhibe a Helycobacter

pylori (Sumano, 2010)

Una caracteristica importante que cabe sefialar es que el aceite esencial de tomillo
es considerado GRAS (Generally Recognized as Safe) por la FDA (Foodand Drug
Administration) por lo que el timol no es considerado nocivo para la salud. Ademas,
la accion antimicrobiana y la sensibilidad al timol es dependiente de ciertos factores
como el tipo de microorganismo, pH del medio, y temperatura de incubacion (Falcone
et al., 2005).En trabajos realizados en diferentes paises por Remmal et al. (2013)
han utilizado el aceite esencial de T. vulgaris para aves de traspatio y pollos de
engorda encontraron que concentraciones in vitro de 0.3 a 20 mg/L sirven como
tratamiento y control de Eimeria spp. y también como prébiotico con dosis de 1g/kg
de alimento, mejorando la ganancia diaria de peso en pollos de engorda (Pournazari,
2016).
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El contenido de aceites esenciales en una planta es variable y depende en lo
principal de su metabolismo secundario, llega en algunas especies a encontrarse un
contenido de hasta el 8 % en condiciones Optimas de extraccion (Ospina et al.,
2015).

Los aceites esenciales pueden variar en calidad, cantidad y composicion de acuerdo
con el método de extraccidn (hidrodestilacion, arrastre con vapor, fluidos
supercriticos, hidrodestilacién asistida con microondas, entre otros), al clima, a la
composicién del suelo, al 6rgano de la planta, a la edad y la etapa del ciclo
vegetativo (Stashenko et al., 2004). Se ha encontrado que algunas de las enzimas
responsables de formacién de los componentes de los aceites esenciales como la y-
Terpineno sintetasa requieren M92+ como cofactor para su actividad catalitica
(Ramirez et al., 2009).

Debido a esto, es necesario conocer y conservar cada una de las caracteristicas que
agregan valor a los aceites esenciales, no solo los derivados del método de
extraccion, también es importante que cada especie conserve los niveles adecuados
de fertilizacion y manejo agrondémico que permitan que la composiciéon y
concentracion de cada uno de los componentes de los aceites no se pierdan (Ospina
et al., 2015).

Ademas de que la calidad del aceite se ve afectada también por las condiciones de
almacenamiento ya que, para garantizar la calidad de los aceites se deben de
conservar en frascos de vidrio oscuros y cerrados herméticamente para evitar

reaccion de oxidacion (Bazan, 2006).

4.1.2 Microencapsulado
Durante el secado por aspersion se obtuvo un polvo fino de color blanco, con olor
caracteristico al aceite esencial de T. vulgaris y un rendimiento de 382.83 + 32.12 mg

timol/100 g de polvo. El cuadro 5 muestra los compuestos quimicos que contiene las

microcapsulas de aceite esencial de T. vulgatris.
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Cuadro 5. Componentes de aceite esencial de Thymus vulgaris microencapsulados detectados por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (Gonzalez y Lujan, 2019).

Componente Abundancia Tiempo Area
(%) retencion
(min)

a-pineno 1.67 6.45 48291
Canfeno 0.70 7.01 20278
B-Pineno 0.87 8.15 24933
Terpineno-4-acetato 1.31 8.5 37935
Eucaliptol 1.40 8.92 40511
a-Terpineno 12.5 9.40 363471
o-cimol 19.8 9.79 574340
B-Linalool 4.60 13.2 133163
Alcanfor 0,81 13.4 23693
Oxaciclobutano-2-ona 4.14 17.2 120044
Timol 44.0 20.3 1274492
1,2 corona-4 éter 0.27 16.5 47152
1,5- corona-5 éter 0.31 17.0 54100
Dimetilamina 0.34 8.78 9892
2,3,4, trimetoxibutil benzeno 0.52 20.6 15097
Cariofileno 2.40 14.3 69582
Metiltimol éter 2.63 14.1 76117
Ciclobutanol 0.25 8.30 7365
1,2 Propanodiamina 0.18 8.66 5130

La abundancia relativa del timol en las muestras microencapsuladas incrementé al
44% lo anterior puede atribuirse a la pérdida por volatilidad de algunos compuestos
constituyentes del aceite esencial durante el encapsulamiento generando una mayor

abundancia relativa de timol.

El secado por aspersion es una técnica que ha sido empleada para el
encapsulamiento de microorganismos y compuestos sensibles a las altas
temperaturas. Los resultados muestran que el método de encapsulamiento permite
retener los compuestos mayoritarios del aceite esencial de T. vulgaris, por lo que se
espera que tenga la misma actividad bioldgica y persistan las propiedades
antimicrobianas ya reportadas por otros autores, pero con la ventaja de que se
vehiculicen y protejan los aceites esenciales, ademas de incrementar los niveles de
inclusion y disminuir los efectos nocivos (Betancourt, 2012) facilitando su
incorporacion a diversas matrices solidas o acuosas.
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4.1.3 Curva de calibracion de Timol
Como se observa en la Figura 12, la curva de calibracién presenta un valor de r* de

0.9999 para concentraciones de 50ppm hasta 300 ppm (Gonzalez y Lujan, 2019).

y =10624x - 17664
3500000 R?=0.9999

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000

0
500000 © 50 100 150 200 250 300 350

Figura 12. Curva de calibracion de timol

4.1.4 Identificacién de timol
Se determind que el estandar de timol se encuentra bien definido con el tiempo de

retencion de 20.28 minutos, como se observa en la figura 13.

700000 |
600000 |
500000 |
400000 -

300000 |

200000 ’

100000 ' e
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Figura 13. Cromatograma de estandar de timol (Gonzalez y Lujan, 2019).
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Figura 14. Cromatograma de aceite esencial de Thymus vulgaris
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En la figura 14 se muestra la separacion de tres componentes organicos timol,

seguido de O-cimiol y a-terpineno en menos de 20 minutos donde el timol por ser el

compuesto de mayor peso molecular presenta un mayor tiempo de retencién 20.283

minutos, comparado con el a-terpineno 9.382 minutos y o-cimiol 9.761 minutos.
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Figura 15. Cromatograma de aceite esencial de Thymus vulgaris microencapsulado.



El cromatograma del aceite esencial microencapsulado presentd tres componentes
diferentes de los cuales uno corresponde a timol dado su similitud con el estandar
respectivo. La figura 15 muestra que el timol por ser el compuesto con mayor peso

molecular presenta un mayor tiempo de retencién 20.287 minutos.

4.5 Prueba In vitro para determinacion del efecto de timol en oocistos

Para establecer la dosis coccidicida efectiva in vitro del aceite esencial de T. vulgaris
se realiz6 un filtrado de 30 uL de cultivo homogenizandolo con vortex para cuantificar
el numero de ooquistes esporulados presentes. Una vez estandarizada la cantidad
se procedid a evaluar el efecto del aceite esencial obtenido por destilacion por
arrastre de vapor, se afiadieron 30 pL de aceite esencial de T. vulgaris equivalente a
3.77mg de timol al preparado de oocistos esporulados evaluando por observacion
microscopica (Primo Star, Zeiss) a las 2, 4, 8 y 24 horas, para determinar si hubo
dafo o no en los oocistos. Del mismo modo para realizar la prueba in vitro del aceite
esencial de T. vulgaris microencapsulado se pesoé la cantidad de polvo necesario
para obtener 3.84mg de timol y se mezclé con 1mL de agua destilada para romper
las capsulas y liberar el aceite esencial , después se anadid 1TmL de cultivo de
eimerias esporuladas homogenizando en vortex para recolectar 60 L equivalente a
30 pL de oocistos y 30 uL de aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado, en un
periodo de tiempo de 2, 4, 8 y 24 horas; se evalu6 mediante la observacion
enfocando con el objetivo 40x los dafios que se generaban a partir de colocar el

aceite esencial de T. vulgaris y microencapsulado, en los oocistos.

En la Figura 16 se observan los dafnos ocasionados in vitro por el aceite esencial de

T. vulgaris.
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c)

Figura 16. Prueba in vitro aceite esencial de T. vulgaris. a) Oocisto esporulado intacto, b) Oocistos
espoporulados con pared deformada a los 40 minutos, ¢) Oocistos esporulados con pared rota a las
24 horas.
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Se identificaron tres especies de eimeria spp. por micrometria. En el cuadro 6, se
presentan las especies identificadas, el tamafio de ooquistes, localizacion y lesiones

que provocan en el intestino de las aves.

Cuadro 6. Especies de Eimeria spp., encontradas en aves de corral (Gonzalez y Reyes, 2019).

Tamaino de ooquiste

Eimeria spp. Localizacion Lesiones
Hm
Enteritis mucoide,
E. maxima 27.5x27.5 Intestino delgado medio mucosa engrosada

con petequias

Tiflitis  hemorragica,
E. tenella 23x19 Ciegos engrosamiento y

hemorragias

Enteritis mucoide
. i o necroética, inflamacion,
E. brunetti 25x22 Intestino delgado inferior . .
petequias, areas
necroticas

Las especies de eimerias spp. ldentificadas en el presente trabajo causan lesiones
en diferentes partes del intestino, E. maxima causa lesiones en duodeno y yeyuno,
es la mas comun en el campo afectando de manera severa al indice de conversion y
a la ganancia media diaria, E. tenella causa lesiones en ciegos, ademas de anemia y
elevada mortalidad y por ultimo E. brunetti afecta la parte inferior del intestino

delgado, recto y parte proximal del ciego.

El estudio in vitro demostrd la actividad oocisticida de timol, durante el recuento
microscopico de los oocistos tratados con timol, se observo la presencia de oocistos
dafados deformacion, lisis de la pared quistica y lisis de esporozoitos provocando
disminucién del numero de oocistos en el transcurso de 40 min mediante

observacion, hasta transcurridas 48 h, en las cuales se mantuvo el efecto oocisticida
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pero no hubo incremento de oocistos dafiados. Este efecto de lisis también fue
observado por Guinneas y Remmal et al, (2013). Quienes encontraron dafios
causados por timol; de manera similar Arafa et al., (2020) mencionan la eficacia del
timol contra la coccidiosis en palomas (Columba livia domestica) encontrando en el
estudio in vitro actividad oocisticida utilizando timol; durante el conteo microscopico
de los oocistos tratados por timol, se observo la presencia de oocistos dafados vy
deformados con pared agrietada. En particular, el recuento de oocistos tratados
disminuyd significativamente en el grupo de control, especialmente a 10% (0.625
mg/100mL) de concentracion de timol. Este ultimo puede deberse a la lisis de

oocistos tratados por las concentraciones mas altas de timol.

Se obtuvieron mejores resultados con el aceite encapsulado, la dosis que se utilizé
fue de 3.84mg timol por cada 30 pL microlitros de cultivo esto se atribuye a que el
meétodo de encapsulamiento permite retener los compuestos mayoritarios del aceite
esencial de T. vulgaris, por lo que se incrementan los niveles de inclusion del
producto activo en los oocistos. El efecto ocisticida se debe a que los productos
botanicos interfieren directamente con el metabolismo de los parasitos o
indirectamente mejorando la respuesta inmune del huésped y los sistemas de
defensa antioxidantes para el control efectivo y la erradicacion de la invasion

parasitaria (Idris et al., 2017).

Los fitocompuestos de las plantas pueden inhibir la multiplicacién de Eimeria spp.,
crecimiento de bacterias beneficiosas y aumentar la inmunidad, lo que lleva controlar
la infeccion por Eimeria spp. en el intestino de las aves (Muthamilselvan,2016) .Esto
se debe a que timol elimina los radicales libres hidroxilo formando las principales
especies transitorias denominadas radicales fendxilo provocando deshidratacion.
Entonces, aumenta las actividades de los niveles de antioxidantes enddégenos junto

con antioxidantes no enzimaticos (Nagoor Meeran & Stanely Mainzen Prince, 2012).

En bacterias el timol por su hidrofobicidad permite la separacion de los lipidos de la
membrana celular y de la mitocondria; desordenando la estructura y haciéndola mas
permeable, provocando la salida del material intracelular y por consiguiente

provocando la muerte de los microorganismos segun Garcia (2008).
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Otra caracteristica del uso de timol es el efecto protector sobre el higado (Palabiyik
etal., 2016) y un efecto protector renal (Arafa et al., 2020). Por lo que se puede
considerar como un coccidiostato botanico seguro (Sumano, 2010) para

administracion en aves como alternativa occisticida.

La dosis de aceite esencial de T. vulgaris tiene un efecto oocisticida a partir d los 40
min basado en la reduccién de oocistos infectantes y una accién oocisticida en 24
hrs. En la figura 17, se puede observar el curso del tiempo de los oocistos dafiados
con aceite esencial de T. vulgaris y en la figura 18 el curso del tiempo de oocistos
dafados con aceite esencial de T. wulgaris microencapsulado con

maltodextodextrina,

Oocistos dafiados

500

2 aoo Fa
[
E 300 /
o /
S 200 / Oocistos dafiados
100 ———
l:l T T T T T 1
10 min 20 min 30 mim 40 min 24 h 48 h

Tiernpao (min)
Figura 17. Curso del tiempo de oocistos dafiados con aceite esencial de T. vulgaris

Qocistos danados
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-
400
300 /

200 / Oocistos dafiados

100 p— /
0 . . . . . .

10min  20min  30min 40 min 24 h 48 h

Mo, Oocistos

Tiempo {min)

Figura 18. Curso del tiempo de oocistos dafiados con aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado
con maltodextrina.

37



Remmal (2013) utilizé el estandar de timol para probar el efecto oocisticida
concluyendo que cuatro horas de contacto fueron suficientes para destruir la mayoria

de los oocistos utilizando una concentracion de 4mg/mL in vitro.

Se realiz6é un analisis factorial de correspondencia simples basado en Chi Cuadrado
en donde no se encontré una relacion significativa con el T1 (aceite esencial de T.
vulgaris) y T2 (aceite esencial de T. vulgaris encapsulado) en los oocistos dafiados;

y una relacion de los oocistos no dafiados con el T3 testigo (dicromato de potasio).

En el analisis de contingencias se observaron 435 oocistos dafiados con aceite
esencial de T. vulgaris y un total de 470 oocistos dafiados con aceite encapsulado
con maltodextrina sin embargo no existe una diferencia significativa entre el aceite
esencial de T. vulgaris y microencapsulado, por lo que el uso de aceite esencial de T.
vulgaris microencapsulado aparte de generar un efecto oocisticida puede generar
beneficios positivos en la microbiota de los animales debido a que la maltodextrina
podria actuar como prebidtico, ademas de obtener un producto en polvo que permite

una mejor manipulacién e incorporacion a diferentes matrices alimentarias.

Chi?=1037.5 gl=2, Sig ***

M Dafiadas M No dafiadas

Conteo de ocistos
o]

100

A.E. T. vulgaris A.E.E.de T. vulgaris con maltodextrina Testigo

Tratamiento

Figura 19. Analisis de contingencias de oocistos dafiados
*A.E.T: Aceite esencial de Thumys.
* A.E.E: Aceite esencial encapsulado.
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0
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Chi2=1037.5 gl=2, Sig ***

Figura 20. Analisis factorial de correspondencias simples basado en Chi%.

Con base a los experimentos realizados con aceites esenciales, se recomienda que
en la medida que se vehiculicen los aceites esenciales, para una mayor solubilidad y
se protejan micro encapsulados, los niveles de inclusion efectivos seran inferiores y

menos NOCivos.
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5. CONCLUSIONES

Se observd que el componente mayoritario del aceite esencial de Thymus vulgaris
fue el timol con 31% de abundancia relativa en la muestra, mientras que en la
muestra encapsulada el contenido de timol fue de 44%. El método de secado por
aspersion empleando maltodextrina 10DE y goma arabiga es adecuado para el
encapsulamiento del aceite esencial de Thymus vulgaris, ya que sus compuestos
mayoritarios, principalmente timol se retiene en la matriz sélida de la microcapsula,
obteniéndose un producto en polvo que permite una mejor manipulacion e

incorporacion a diferentes matrices alimentarias.

La dosis coccidicida efectiva in vitro del aceite esencial de T. vulgaris establecida en
el presente trabajo fue de 3.7mg de aceite esencial de T. vulgaris equivalente a 30 L
de aceite esencial y 3.84mg de aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado
equivalente a 1g de polvo, por cada 30 uL de cultivo, el aceite de timol, genera datos

importantes en los oocistos a partir de los 40 minutos.
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7. ANEXOS

Cuadro A1. Contenido de timol en muestras de polvo microencapsulado con malto dextrina y goma arabiga

MUESTRAS 100 MG + 2 ML AGUA +3 ML
DE POLVO HEXANO
MD-GA
mg timol
mg timol/mg  mgtimol /gr /100 gr
AREA PPM polvo polvo polvo
POLVO 1 1451664 138.3027108 0.004149081 4.149 41491 382.83 32.128854
POLVO 2 1224107 116.8835655 0.003506507 3.507 350.65
POLVO 3 1338459 127.6471197 0.003829414 3.829 382.94

3.828
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Cuadro A2. Contenido de timol en muestras de aceite esencial de T. vulgaris

MUESTRAS DE ACEITE

50/1000
mg timol /
AREA PPM Dil 50/1000 mL aceite
68645849 6463.05657 129261.1314 129.2611314 125.8480321 8.29037658
70040723 6594.351186 131887.0237 131.8870237
61811860 5819.797063 116395.9413 116.3959413
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Cuadro A3. Curva de timol

Ppm AREA
0 0
50 497987
100 1039178
200 2103892
300 3175923

Figura A1. Grafica de curva de timol
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Cuadro A4. Oocistos dafiados y no dafiados

A.E. A.E. E. CON TESTIGO
THYMUS MALTODEXTRINA
VULGARIS
Daiadas 435 470 0
No dafiadas 105 70 547

Cuadro A5. Prueba de CH2
Row Coordinates and Contributions to Inertia (BASE DE DATOS) Input Table (Rows x Columns): 2x 3 Standardization: Row and column profil

efecto

Tratmiento

Row - NumbjCoordin. - Di|Mass Quality  |Relative - Inertia {Inertia- Dim.1|Cosine?- Dim.1
Dafiadas 1 -0.71325%| 0556238 1 0443762 0443762 1
No dafiadas 2| 0.89404) 0.443762 1 0.556238]  0.556238 1
A.E. THYMUS VULGARI 1] -0501819] 0.331899 1 0.131068]  0.131068 1
A.E.E. CON MALTODE 2| -0.632276] 0331899 1 0.208074  0.208074 1
TESTIGO 3 1119581 0336202 1 0.660858|  0.660858 1

Eigenvalues and Inertia for all Dimensions (BASE DE DATOS) Input Table (Rows x Columns): 2 3 Total Inertia=.63768 Chi*=1037.5 df=2 p=0.0

Singular- Va

Eigen- - Valu

Perc. of - Ine

Cumulatv - PChi - Squares

0.798549

0.63768

100

100

1037.505
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Figura A2. Oocistos dafados con aceite esencial de T. vulgaris microencapsulado
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Figura A3. Prueba in vitro de oocistos
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Figura A4. Lisis de oocistos de Eimeria spp.
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Figura A5. Oocistos esporulado (fase infectante)
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Figura A6. Lisis de esporozoitos
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