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RESUMO

O calicivirus felino (FCV) é um importante patégeno
de gatos que causa lesdes ulcerativas orais e infeccoes
respiratérias. O virus tem sido utilizado como modelo
experimental para avaliacio de agente antivirais contra
norovirus (NoVs). Nesse estudo, investigou-se a ac¢io
dos oleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis
L.), orégano mexicano (Lippia graveolens HBK.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.) frente ao FCV, in vitro. A
toxicidade celular foi testada pelo método de MTT e os
ensaios antivirais pelo teste de reducio de placas. Trés
protocolos foram aplicados: a) diferentes concentracdes
nao toxicas dos oOleos essenciais (CNTOE) foram
incubadas com o virus por 1 hora antes da inoculacio
(ensaio virucida); b) CNTOE foram adicionadas as
células CRFK e incubadas por 1 hora antes da adsorcio
viral (ensaio de pré-tratamento); ¢) CNTOE foram
adicionadas as células apés a inoculacio do FCV e
mantidas por 18 horas (ensaio de pos-tratamento).
A CC,, para os dleos de alecrim, orégano mexicano e
tomilho foram: 1300,21 pg mL'; 435,92 pg mL" e 675,34
pg mL7; respectivamente. O 6leo essencial de tomilho
apresentou indice de seletividade [IS=CC_/CI_|] de 8,57
para o ensaio de pré-tratamento e 6,2 no ensaio virucida.
O éleo de alecrim mostrou atividade antiviral no ensaio
virucida (IS=6,54) e de pés-tratamento (IS=6,86). O
orégano mexicano apresentou IS de 5,75 no ensaio
virucida e 5,59 no de poés-tratamento. Conclui-se que
os Oleos essenciais de tomilho e alecrim apresentaram
atividade frente ao FCV em diferentes momentos da
infecc¢io viral.
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INTRODUCAO

O calicivirus felino (FCV) é o agente etiologico
de uma das mais importantes doengas respiratoérias em
felinos, apresentando conjuntivite, rinite, traqueobronquite,
pneumonia e vesiculas no epitélio oral como suas principais
manifestagdes clinicas (Radford et al., 2007). Este virus esta
classificado no género Vesivirus; na familia Caliciviridae,
que também inclui os géneros Norovirus e Sapovirus, que
sdo agentes de gastroenterite infecciosa em humanos; e
Lagovirus, responsaveis pela doenca hemorragica em
coelhos (Radford et al., 2007).

OFCV,alémde sermuito resistente nomeio ambiente
e facilmente transmitido, caracteriza-se por apresentar altas
taxas de mutagdes durante a replicacdo intracelular; fato
que dificulta o controle e profilaxia da doenca (Dawson
et al., 1993; Radford et al., 2007). Somando-se a isso, 0s
felinos podem manter o virus persistentemente por longos
periodos apoés a infeccdo e excreta-los nas secre¢des
oronasais (Radford et al., 2007). Vacinas vivas e inativadas
estdo disponiveis para aplicagdo em gatos domésticos,
entretanto sua eficacia na prote¢do contra manifestagdes
clinicas tém sido questionada (Dawson et al., 1993;
Hurley et al., 2003; Radford et al., 2007). Nao existem
antivirais comercialmente disponiveis para o tratamento da
calicivirose felina (Radford ef al., 2007). Alguns produtos
naturais testados apresentaram atividade antiviral in vitro
(Su et al., 2010; Shionoiri et al., 2012), entretanto ainda
ndo ha reconhecimento da sua atividade in vivo. Dessa
forma, o tratamento de gatos infectados € realizado apenas
de forma sintomatica (Radford et al., 2007).

Alémdesuaimportanciaclinica,o FCVtem merecido
destaque como um modelo no estudo de estratégias gerais
de replica¢@o dos norovirus (NoVs), uma vez que ndo ha
um sistema de cultura de células para a propagagdo desses
(Steinmann et al., 2004; Escobar-Herrera et al., 2007). Os
norovirus apresentam caracteristicas estruturais similares
aos calicivirus e o tamanho aproximado do genoma de
7.7 kb (Green et al., 2000). A infec¢do de humanos por
norovirus induz sintomas de vomito severo, diarréia aquosa,
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nausea, colicas abdominais, febre e mal-estar geral (Hutson
et al., 2004). Devido a inexisténcia de antivirais contra os
norovirus, o tratamento € realizado sintomaticamente.

Extratos ou 6leos essenciais de plantas comumente
utilizadas como condimentos na culinria e medicina popular
ja foram testados para sua atividade antiviral frente a alguns
virus (Nolkemper et al., 2006; Schnitzler et al., 2007; Koch
et al., 2008; Pilau ef al., 2011). Extratos aquosos de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e tomilho (Thymus vulgaris) inibiram
a multiplicagdo do HSV-1 sensivel e resistente ao aciclovir e
HSV-2 quando incubados com os virus antes da inoculagdo
em cé¢lulas em um ensaio virucida (Nolkemper et al., 2006).
O oleo essencial de orégano mexicano (Lippia graveolens)
apresentou atividade antiviral frente a diversos virus RNA
e DNA (Pilau et al., 2011). Diante desses argumentos, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antiviral dos
oleos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), orégano
mexicano (Lippia graveolens) e tomilho (Thymus vulgaris)
frente ao FCV, in vitro.

MATERIAL E METODOS

Oleos essenciais

Os o6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e tomilho (Thymus vulgaris) foram comprados
de Essential 7 (Roswell, New Mexico, USA); o oleo
essencial de orégano mexicano (Lippia graveolens) foi
adquirido da Agroindustrial Don Pablo (Chihuahua,
Chihuahua, México) (Pozzatti et al., 2008). As analises
qualitativas e semiquantitativas dos principais constituintes
quimicos dos Oleos essenciais, realizadas através das
técnicas de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM),
estdo relatadas no trabalho de Pozzatti et al. (2008). De
acordo com essas determinagdes, o 1,8-cineol (28,59%)
¢ a canfora (26,31%) estdo presentes em concentragao
majoritaria no 6leo essencial de alecrim, enquanto que
o carvacrol (56,8%) ¢ o principal constituinte do oleo
essencial de 6regano mexicano. O tomilho apresenta como
principais constituintes o gama-terpineno (64%) e timol
(21%) (Pozzatti et al., 2008).

Para o0s ensaios, os Oleos essenciais foram
inicialmente diluidos em metanol até uma concentra¢ao de
0,64g mL"! (solugao I). A partir dessa, realizou-se entdo uma
diluigdo 1:100 em meio essencial minimo (MEM), a fim de
ser obtida uma concentragao final de 6400 pg mL™' (solugo
I0). A solugdo II foi utilizada como dilui¢ao de trabalho para
os testes de citotoxicidade e atividade antiviral.

Cultivo celular e virus

Células de linhagem de rim felino (Crandell-Rees
Feline Kidney cells = CRFK) foram cultivadas em meio
essencial minimo (MEM) acrescido de 10% de soro fetal
bovino (FBS), penicilina, estreptomicina e anfotericina
B, nas concentragdes de 100 U mL"', 100 e 2,5 pg mL",
respectivamente. As culturas de células foram preparadas
em placas de poliestireno de 96 cavidades, para os ensaios
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de citotoxicidade, e 12 cavidades, para os testes de atividade
antiviral; e mantidas em estufa a 370C contendo 5% de CO,.
A cepa SV 65/90 do calicivirus felino (FCV) foi fornecida
pelo Setor de Virologia da UFSM (Henzel et al., 2012). Os
estoques dos virus foram preparados e titulados conforme
ja descrito (Bidawid et al., 2003) e as aliquotas mantidas a
-700C até o momento do uso.

Ensaio de citotoxicidade

A toxicidade dos o6leos essenciais de alecrim,
orégano mexicano e tomilho frente as células CRFK
foi determinada através do ensaio colorimétrico com
3-(4,5-dimetilazol-2-i1)-2,5-brometo de difeniltetrazolium
(MTT) de acordo com a metodologia descrita por Mosmann
(1983) e modificada por Cueto et al. (2011). Os resultados
estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Citotoxicidade e atividade antiviral dos 6leos
essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis), orégano
mexicano (Lippia graveolens) e tomilho (Thymus vulgaris)
frente ao calicivirus felino (FCV)

Ensaio de pré- Ensaio de pos-

Oleo Ensaio virucida * tratamento ” tratamento ©
essencial
CC,! CI,e CMNT' CI, CMNT' CI, CMNT'
Alecrim 130021 198,72 200 s/’ 200 189,51 200
Orégano 4354, 7543 100 slat 100 77,97 100
mexicano
Tomilho 67534 108,87 100 78,81 100 sfat 100

*Q virus foi incubado com diferentes concentragdes ndo toxicas dos 6leos essenciais
de alecrim, orégano mexicano e tomilho antes da inoculagio nas células.

® As células foram pré-tratadas com os 6leos essenciais de alecrim, orégano mexicano
e tomilho antes da infecgdo viral.

¢ Os oleos essenciais de alecrim, orégano mexicano e tomilho foram adicionados
somente ap0s a adsor¢do viral.

4 Concentragdo citotoxica (ug/mL) para 50% do cultivo celular.

¢Concentragdo inibitoria (ug/mL) para 50%.

"Valores de concentragdo maxima ndo toxica (CMNT), em pg/mL, obtidos para cada
oleo essencial no ensaio de citotoxicidade.

¢ Sem atividade.

A solugao II, descrita acima, foi diluida em MEM
iniciando-se em 1:2 até 1:256, para obter-se concentragdes
decrescentes dos Oleos essenciais (3200 a 25pug mL™").
Estas diluigoes foram entdo adicionadas a monocamada
pré-formada de células CRFK, em placas de 96 pogos,
em um total de seis repeticdes para cada concentragao.
Foram incluidos como controles pogos contendo apenas
células ¢ MEM e pogos contendo MEM com 1% de
metanol, sem 6leo. Apo6s 18 horas de incubagido a 370C e
5% de CO,, determinou-se a viabilidade celular através da
leitura da densidade otica em espectrofotdmetro ( A = 540
nm) (Bidawid et al., 2003). As concentragdes citotoxicas
dos dleos essenciais que reduziram o nimero de células
vidveis em 50% (CC,)) foram estabelecidas por curvas
dose-resposta. Adicionalmente, a concentragdo maxima
ndo toxica (CMNT) para cada dleo essencial em estudo foi
determinada pelo ensaio colorimétrico com MTT.
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Ensaio antiviral

Os protocolos dos tratamentos a serem utilizados
na avaliagdo da atividade dos oleos essenciais frente ao
FCV (ensaio virucida, ensaio de pré-tratamento das células
e ensaio de pds-tratamento) foram feitos de acordo com a
metodologia descrita por Astani et al. (2010). Os ensaios
de placa foram realizados de acordo com Bidawid et al.
(2003) com pequenas modificagdes (Escobar-Herrera et al.,
2007).

Os testes foram realizados com as seguintes
concentragdes dos oOleos essenciais (obtidas a partir da
CMNT): a) alecrim: 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL,
25 pg/mL; b) orégano mexicano e tomilho: 100 pg/mL, 50
pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL. A suspensdo viral continha
concentragdo final de virus/ pogo de 24,9 PFU (plaque
forming units = unidades formadoras de placa/pogo)
(Escobar-Herrera et al., 2007). A carboximetilcelulose foi
preparada com MEM e soro fetal bovino apresentando
uma concentragdo final de 0,8%. Trés protocolos foram
aplicados: a) diferentes concentragdes nao toxicas dos 6leos
essenciais foram incubadas com o virus por 1 hora a 37°C
antes da inoculag@o (ensaio virucida); b) concentra¢des
ndo toxicas dos oOleos essenciais foram adicionadas as
células, incubadas por 1 hora a 37°C e retiradas antes da
adsor¢ao viral (ensaio de pré-tratamento); c) diferentes
concentragdes nao toxicas dos 6leos essenciais diluidas em
carboximetilcelulose, contendo MEM e soro fetal bovino,
foram adicionadas as células apds a inoculagdo do FCV e
mantidas por 18 horas até a leitura dos ensaios (ensaio de
pos-tratamento). Pogos contendo apenas células e MEM;
assim como pogos contendo células com MEM e 1% de
metanol, mas sem 6leo, foram utilizados como controle nos
ensaios de redugao de placa.

Para os trés tratamentos, as células foram fixadas
e coradas com formol e cristal violeta apds 18 horas de
incubagdo. Os ensaios foram realizados em um total de
seis repeti¢des para cada concentragdo de 6leo essencial. A
inibi¢@o de replicacéo viral foi calculada a partir da formula:
% de inibigao da replicagdo viral = 1 — (numero médio de
placas virais nas cavidades com o6leo essencial/numero
médio de placas virais nas cavidades sem 6leo essencial) x
100 (Dezengrini et al., 2010). A concentrag@o de cada 6leo
essencial capaz de inibir 50% do numero de placas virais
(CL,) e o indice de seletividade (IS) foram calculados por
analise de regressdo linear, considerando-se a equagao da
reta adequada quando o valor de R2 foi igual ou superior a
0,9. O IS ¢ a relagdo entre a CC,, do 6leo essencial (obtido
pelo MTT) e CI,, sendo este valor utilizado para estimar a
seguranca de determinado composto.

RESULTADOS

No ensaio colorimétrico com MTT, verificou-se
que os Oleos essenciais de orégano mexicano ¢ tomilho
ndo apresentaram toxicidade frente as células CRFK até a
concentragdo de 100 pg mL!' (CMNT). O 6leo essencial de
alecrim, apresentou a menor toxicidade (CC, de 1330,21 pg
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mL") e somente foi possivel observar a¢o toxica ao cultivo
celular testado a partir de 200 pg mL' (Tab. 1). Dessa forma,
foi estabelecido que as concentragdes utilizadas nos ensaios
antivirais seriam 200 pg mL", 100 pg mL", 50 pg mL",
25 pg mL! para o 6leo essencial de alecrim; e 100 ug mL-
1,50 pg mL!, 25 pg mL!, 12,5 pg mL"! para os oleos de
orégano mexicano e tomilho. Os valores das concentragoes
citotoxicas dos oleos essenciais que reduziram o nimero
de células viaveis em 50% (CC,)), estabelecidas por curvas
dose-resposta, estdo apresentados na Tabela 1.

Em cada tratamento (ensaio virucida, de pré e
pos-tratamento), foi possivel determinar a concentragido
de cada oleo essencial capaz de inibir 50% do niimero
de placas virais (CI,)) e o indice de seletividade (IS).
Considerando os resultados de CI ¢ o limite preconizado
por Cos et al. (2006), o qual estabelece valores de CI,
inferiores a 100 pg mL™' para que um produto natural seja
considerado promissor como antiviral, todos os 6leos em
estudo demonstraram acdo frente ao FCV em algum dos
tratamentos. O orégano mexicano e tomilho, no geral,
apresentaram valores de CI abaixo ou em torno 100 pg
mL" (Tab. 1). Dessa forma, no ensaio virucida, os trés 6leos
testados inibiram a replicagdo do FCV, com valores de IS
de 6,54; 5,75 ¢ 6,2 para o alecrim, orégano mexicano e
tomilho, respectivamente (Fig. 1). Entretanto, a maior a¢ao
antiviral foi verificada quando as células foram pré-tratadas
com o 6leo essencial de tomilho, resultando em indice de
seletividade de 8,57 (Fig. 1). No ensaio de tratamento apos
a infecg@o viral, o IS para o 6leo essencial de alecrim
foi de 6,86 e para o orégano mexicano de 5,59 (Fig. 1),
ambos superiores ao que € citado na literatura (Tsuchiya et
al.,1985; De Clercq, 1993).

6
4
3
2
1
O = =

Virucida Pré-tratamento  Pds-tratamento

OE alecrim
B OE oréganomexicano

® OFE tomilho

indice de seletividade
w

Fig.l1 - Atividade antiviral dos oleos essenciais (OE)
de alecrim (Rosmarinus officinalis), orégano mexicano
(Lippia graveolens) e tomilho (Thymus vulgaris) frente ao
calicivirus felino (FCV), expressa em valores de indice de
seletividade, em diferentes momentos da infeccao viral.

DISCUSSAO

Asatividades antimicrobianas e antivirais de extratos
e 6leos vegetais tém apresentado aplicagdes na conservacao
de alimentos crus e processados, medicina alternativa
e terapias naturais (Jiang et al., 2011). Alguns o6leos

119



Atividade anti-FCV de oleos essenciais

essenciais que sdo comumente usados como condimentos
na culinaria tem exibido um alto nivel de atividade antiviral
(Jassim & Naji, 2003), no entanto, a acdo desses frente a
virus de animais, em especial o calicivirus felino (FCV),
tem sido pouco explorada.

A toxicidade dos dleos essenciais frente as células
CRFK foi relativamente baixa quando comparada a outros
estudos ja realizados (Nolkemper ef al., 2006; Cueto et al.,
2011); principalmente para o 6leo essencial de alecrim, cuja
CC,, foi de 1300,21 ug mL ' (Tab. 1). Extratos aquosos de
alecrim e tomilho apresentaram CC, de aproximadamente
60 pg mL! em células RC-37 (Nolkemper et al., 2006).
Os oleos essenciais das trés plantas testadas apresentaram
algum nivel de atividade antiviral, sendo que a CI; dos
oleos essenciais de orégano mexicano e de tomilho (Tab.
1) ficou abaixo ou muito proxima de 100 pg mL™'; que é
o limite recomendado por Cos ef al. (2006) para que um
produto natural seja considerado promissor como antiviral.
No entanto, o valor preditivo mais importante para a
futura aplicag@o desses dleos essenciais ¢ o seu indice de
seletividade (IS) (Astani ef al., 2010), sendo que valores
de IS maiores que dois sdo considerados indicativos de
atividade antiviral (Tsuchiya et al.,1985; De Clercq, 1993).
De acordo com essa sugestdo, todos os o6leos essenciais
analisados apresentaram atividade, sendo que o tomilho,
além de apresentar agdo virucida frente ao virus testado
(IS=6,2), exibiu uma atividade antiviral ainda mais
expressiva (IS=8,57) quando inoculado nas cé¢lulas antes
da infecc¢ao (Fig. 1). Atividade antiviral do 6leo essencial
de tomilho assim como de seu extrato aquoso ja foi
demonstrada frente ao herpes simplex tipo 1 resistente ao
aciclovir e virus herpes simplex tipos 1 e 2 (Nolkemper
et al., 2006, Schnitzler et al. 2007). Frente a esses virus
a atividade foi observada quando os compostos foram
adicionados aos virus antes da infec¢do (Nolkemper et al.,
2006; Schnitzler et al., 2007).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
tomilho tem sido atribuida ao constituinte majoritario timol
que, por possuir caracteristicas fenolicas, pode desencadear
um desequilibrio nas atividades das membranas bacterianas
(Helander et al., 1998). Considerando que os oleos
essenciais sdo uma complexa mistura de compostos com
baixo peso molecular e que os componentes ativos desses
podem consistir de carboidratos lipofilicos (Cox et al.,
2000), pode-se deduzir que essas substancias possam ser
capazes de exibir atividade similar contra envelopes virais
(Schnitzler et al., 2007). Contudo, outro mecanismo deve
explicar o efeito sobre o FCV, pois este ndo possui envelope.

Por outro lado, a atividade antimicrobiana exibida
pelo 6leo essencial de alecrim talvez possa ser atribuida
a um efeito sinérgico de seus componentes majoritarios
(Jiang et al., 2011). Esta inferéncia foi postulada por Jiang
etal.(2011), quando realizaram uma analise da composi¢ao
quimica deste oleo ¢ identificaram o 1,8-cineol (26,54%) e
a canfora (12,88%), além do a-pineno (20,14%), canfeno
(11,38%) e P-pineno (6,95%) como os constituintes
majoritarios. Entretanto, esses componentes naturais
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podem apresentar variabilidade em suas proporc¢des
devido as diferengas de localizagdo e variagdes sazonais,
0 que acaba refletindo em disparidades nas suas atividades
frente a microrganismos (Celiktas et al., 2007). Em
nossas condigdes, o 6leo essencial de alecrim apresentou
indices de seletividade de 6,54 e¢ 6,86 nos ensaios de
pré e pos-tratamento do FCV, respectivamente (Fig. 1).
A canfora (28,59%) e o 1,8-cineol (26,31%) foram os
compostos detectados em maior concentragdo na amostra
do o6leo essencial utilizado para a realizagdo do presente
trabalho (Pozatti et al., 2008). A concentragdo de cada um
destes compostos equivale ou apresenta-se superior as
concentragoes descritas acima (Celiktas ef al., 2007; Jiang
et al., 2011). E possivel que a agdo antiviral exibida pelo
oleo essencial de alecrim seja devido a presenca destes
constituintes majoritarios.

Dentre os 6leos analisados, o orégano mexicano foi
0 que apresentou os piores valores de indice de seletividade
(IS<6) (Fig. 1). Ensaios de avaliagdo da acdo do o6leo
essencial de orégano mexicano frente a diferentes virus
humanos ¢ animais mostraram uma maior atividade exibida
por esse frente aos virus envelopados tais como herpesvirus,
virus sincicial respiratorio e virus da diarréia viral bovina
(Pilau et al., 2011). E possivel que a pouca atividade frente
ao FCV deva-se a auséncia de envelope.

A atividade anti-FCV exibida pelos 6leos essenciais
de alecrim, tomilho e orégano mexicano, bem como a
baixa toxicidade expressada por esses e sua facilidade de
obtencdo, sdo fatores a serem levados em consideragao para
uso terapéutico; principalmente se considerarmos as altas
taxas de mutacao do FCV, sua elevada resisténcia no meio
ambiente, a questionavel eficacia das vacinas disponiveis e
a inexisténcia de um tratamento especifico para esse virus
(Radford et al., 2007).

Em adigdo, a agdo virucida exibida pelos 6leos do
presente estudo sobre o FCV sugere uma possivel atividade
sobre o norovirus humano, uma vez que o FCV tem sido
estudado como modelo experimental para a avaliagdo de
compostos com eficacia frente aos NoVs (Steinmann et
al., 2004; Gehrke et al., 2004). O norovirus ¢ transmitido
pela via fecal-oral, principalmente através da ingestdo de
alimentos contaminados, contato com goticulas de vomito
ou superficies contaminadas (Fankhauser et al., 2002).
Compostos naturais com atividade antimicrobiana que
possam ser adicionados a alimentos estdo em constante
demanda (Su et al., 2010). A ago sobre o FCV, a baixa
toxicidade e facilidade de obtengdo dos oOleos essenciais
aqui estudados justificam estudos mais detalhados destes
oleos e de seus componentes majoritarios frente a possivel
atividade anti-norovirus.
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ABSTRACT

In vitro activity of plants used as condiments (Rosmarinus
officinalis L., Lippia graveolens HBK e Thymus vulgaris
L.) against the feline calicivirus

The feline calicivirus (FCV) is an important pathogen
of feline causing oral ulcerative lesions and respiratory
disease. This virus has been used as a model to evaluate
antiviral compounds against Norovirus (NoVs). In
this study, the essential oils of rosemary (Rosmarinus
officinalis L.), mexican oregano (Lippia graveolens HBK)
and thyme (Thymus vulgaris L.) were examined for their
activity towards FCV, in vitro. The cytotoxicity was
determined by the MTT test and the antiviral assays were
performed by the plaque reduction test. Three protocols
were applied: a) different non-toxic concentrations of the
essential oils (NTCEQO) were incubated with the virus
for 1 hour before viral inoculation (virucidal assay); b)
NTCEO were added to CRFK cells and incubated for
1 hour before viral adsorption (pre-treatment assay);
¢) NTCEO were added to cells after virus inoculation
and maintained for 18 hours (post-treatment assay).
The cytotoxic concentration at 50% (CC,) for the
essential oils of rosemary, mexican oregano, and thyme
were: 1300.21 pg mL"; 435.92 pg mL! and 675.34 pg
mL'; respectively. The essential oil of thyme showed
a selectivity index (IS=CC,/CL,) of 8.57 at the cell
pre-treatment assay and 6.2 at the virucidal assay.
The essential oil of rosemary showed antiviral activity
at the virucidal assay (IS=6.54) and, also, at the post-
treatment assay (IS=6.86). The mexican oregano
showed an IS of 5.75 at the virucidal assay and 5.59 at
the post-treatment. Therefore, it can be concluded that
the essential oils of thyme and rosemary show antiviral
activity against FCV in different times of the infection.

Keywords: Norovirus. FCV. Essential oils. Cytotoxicity.
MTT. Plaque assay.
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