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RESUMEN
El aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum) es reconocido por sus propiedades, las
cuales se atribuyen principalmente a su compuesto bioactivo, el eugenol. Este compuesto ha
mostrado una amplia variedad de efectos, incluidos sus beneficios antibidticos. Este estudio se
centrd en evaluar el efecto inhibitorio del eugenol en diferentes dosis sobre Salmonella spp., una
bacteria patdgena que causa infecciones gastrointestinales severas. Estas infecciones representan
un riesgo significativo para la aviar, especialmente en areas con condiciones sanitarias deficientes,
lo que hace urgente la busqueda de tratamientos antimicrobianos eficaces (Parra, 2002). La
salmonelosis es una de las enfermedades bacterianas mas relevantes en la avicultura, con impacto
directo en la salud animal y la seguridad alimentaria. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto antibacteriano del eugenol, principio activo del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium
aromaticum) sobre cepas de Salmonella spp. Para ello, se utiliz6 cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con el fin de caracterizar y cuantificar el compuesto, obteniendo una
concentracion de 85,25%. Se prepararon tres grupos experimentales con dosis baja, media y alta
de eugenol, los cuales fueron aplicados a cultivos bacterianos para evaluar su capacidad inhibidora.
Los resultados demostraron que todas las concentraciones generaron una inhibicion significativa
del crecimiento bacteriano, especialmente con dosis medias y elevadas. Estos hallazgos evidencian
el potencial del eugenol como una alternativa natural y efectiva para el control de Salmonella spp.,
en la produccion avicola, lo que permitiria reducir el uso de antibiéticos convencionales y enfrentar

el problema creciente de la resistencia bacteriana.

Palabras clave: Salmonella spp, salmonelosis, clavo de olor, Syzygium Aromaticum, eugenol
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ABSTRACT
The essential oil of clove (Syzygium aromaticum) is well recognized for its bioactive properties,
which are primarily attributed to its main constituent, eugenol. This compound has demonstrated
a wide array of biological effects, including notable antibiotic benefits. The present study focused
on assessing the inhibitory effect of eugenol at varying concentrations against Salmonella spp., a
pathogenic bacterium responsible for severe gastrointestinal infections. These infections pose a
significant threat to poultry health, particularly in regions with inadequate sanitary conditions,
underscoring the urgent need for effective antimicrobial interventions (Parra, 2002). Salmonellosis
ranks among the most consequential bacterial diseases in poultry production, directly impacting
animal health and food safety. This investigation aimed to evaluate the antibacterial activity of
eugenol, the active principle of clove essential oil, against Salmonella spp. strains. High-
performance liquid chromatography (HPLC) was employed to characterize and quantify the
compound, achieving a purity concentration of 85.25%. Three experimental groups were
established, corresponding to low, medium, and high doses of eugenol, which were subsequently
applied to bacterial cultures to determine their inhibitory capacity. The results indicated that all
tested concentrations significantly suppressed bacterial growth, with medium and high doses
exhibiting the most pronounced effects. These findings highlight the considerable potential of
eugenol as a natural and efficacious alternative for controlling Salmonella spp., in poultry
production systems, which could contribute to reducing reliance on conventional antibiotics and

addressing the escalating issue of bacterial resistance.

Keywords: Salmonella spp., salmonellosis, clove, Syzygium aromaticum, eugenol
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La salmonelosis, causada por bacterias del género Salmonella., ha sido histéricamente una
de las principales amenazas sanitarias en los sistemas de produccion avicola. Su elevada
prevalencia en gallinas ponedoras y pollos de engorde ha comprometido tanto la salud de las aves
como la rentabilidad del sector, generando pérdidas econdémicas relacionadas con la disminucion
en la productividad, el aumento en los costos de tratamiento y las restricciones comerciales
impuestas por razones sanitarias. Ademas, se ha documentado que las aves pueden actuar como
portadoras asintomaticas, liberando grandes cantidades del patégeno al ambiente a través de sus
excretas, lo que perpetda la contaminacién en los sistemas productivos (NUfiez & Diaz, 2022).

Los sistemas intensivos de produccién han mostrado una mayor incidencia de Salmonella
spp. Situacién agravada por el uso indiscriminado de antibioticos, lo que ha favorecido el
desarrollo de cepas resistentes. Esta problematica representa una preocupacion creciente para la
sanidad animal y la inocuidad alimentaria. Segun Diaz Soto (2022), la resistencia bacteriana
constituye una de las amenazas mas serias para la salud publica veterinaria actual, especialmente
en relacion con patégenos como Salmonella spp., responsables de infecciones gastrointestinales
masivas en aves. Ante esta realidad, ha surgido un creciente interés por estrategias sostenibles que
reduzcan la dependencia de antibi6ticos convencionales.

Entre las alternativas propuestas, el uso de compuestos naturales con actividad
antimicrobiana ha cobrado relevancia. El eugenol, un compuesto fendlico presente en altas
concentraciones en el aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum), ha sido
ampliamente estudiado por su capacidad antibacteriana frente a una variedad de microorganismos,
incluyendo Salmonella spp. (Turgis et al., 2009; Nufiez y Diaz, 2022; Munishama Gowda et al.,
2024). Su potencial para disminuir la carga bacteriana en entornos avicolas y su papel como
coadyuvante en la reduccion del uso de antibioticos han sido documentados en diversos estudios
(Diaz Soto, 2022).

Adicionalmente, la vigilancia epidemioldgica ha desempefiado un papel crucial en la
deteccidn y control de Salmonella spp. Investigaciones como la de Parra (2002), han resaltado la



importancia de establecer sistemas eficaces de monitoreo sanitario que permitan identificar
tempranamente brotes de infeccion y prevenir la contaminacion cruzada. Del mismo modo, el
enfoque preventivo basado en buenas précticas, monitoreo sistematico y el uso de alternativas
naturales ha sido reconocido como clave para contener la diseminacion del patégeno y fortalecer
la bioseguridad en la produccion avicola (Loaiza et al., 2011).

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto
antibacteriano del eugenol sobre cepas de Salmonella spp. Mediante ensayos microbioldgicos in
vitro. El estudio analiz6 la actividad antimicrobiana del compuesto, explor6 posibles mecanismos
de accion y establecié comparaciones con antibioticos convencionales. Los resultados permitieron
determinar su eficacia como agente terapéutico natural, aportando evidencia cientifica que
respalda el uso del eugenol como una herramienta potencial para mejorar la bioseguridad en

sistemas avicolas y contribuir a la mitigacion de la resistencia bacteriana.



CAPITULO Il

OBJETIVOS

2. Objetivo general

Evaluar el efecto antibidtico del eugenol, principal compuesto activo del aceite esencial de
clavo de olor (Syzygium Aromaticum), sobre cepas de Salmonella spp., mediante ensayos in vitro,

para determinar su potencial como alternativa natural en el control de la bacteria Salmonella spp.
2.1 Objetivos especificos

e Caracterizar el principio activo del aceite de clavo de olor eugenol mediante técnicas
analiticas de HPLC
e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del eugenol frente a cepas de

Salmonella spp., en condiciones controladas de laboratorio.

2.2 HIPOTESIS

Ho: El eugenol, compuesto activo del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum), no

presenta efecto sobre cepas de Salmonella spp., en condiciones in vitro.

Ha: El eugenol compuesto activo del aceite de clavo de olor (Syzygium aromaticum), presenta

efecto sobre cepas de Salmonella spp., en condiciones in vitro.



CAPITULO 11l

ESTADO DEL ARTE

3. Antecedentes de la investigacion

Diversos estudios han demostrado que el eugenol, principal componente del aceite esencial
de clavo, posee propiedades antimicrobianas significativas debido a su capacidad de alterar la
membrana celular bacteriana y afectar la formacion de biofilms, lo que lo convierte en un candidato
prometedor para el control de patdgenos en la produccién avicola (Marchese et al., 2017; Dorman
y Deans, 2020). Este compuesto fendlico actla principalmente mediante la disrupcion de la
integridad de la membrana celular, provocando fugas de contenido intracelular y finalmente la
muerte bacteriana. A diferencia de muchos antibiéticos convencionales, el eugenol no se centra en
una unica diana molecular, lo que le otorga un amplio espectro de accién y reduce la probabilidad
de que las bacterias desarrollen resistencia de forma rapida. En consecuencia, su empleo se ha
convertido en una de las lineas de investigacion mas destacadas en el &mbito de los aceites
esenciales, especialmente en relacion con la inocuidad alimentaria y la produccion animal.

En este contexto, la salmonelosis continda siendo una de las enfermedades bacterianas mas
criticas en aves de corral, no solo por su alta prevalencia, sino también por las pérdidas econémicas
asociadas Yy los riesgos para la salud publica, por lo que resulta necesario explorar alternativas
naturales eficaces (Gaggia et al., 2019). El problema no se limita al impacto en la productividad
de las granjas avicolas, sino también a las restricciones comerciales derivadas de brotes de
Salmonella, que generan importantes pérdidas econémicas a escala global. De hecho, el control de
esta bacteria constituye uno de los principales retos de la industria avicola moderna. En este
sentido, compuestos de origen vegetal como el eugenol representan una alternativa estratégica, ya
que, ademas de reducir la colonizacién intestinal de Salmonella, ayudan a preservar la microbiota,
elemento esencial para mantener la salud y el rendimiento de las aves.

La resistencia antimicrobiana, considerada una de las mayores amenazas para la sanidad
animal, ha impulsado la busqueda de compuestos naturales como el eugenol, que han demostrado
eficacia frente a cepas de Salmonella spp., al tiempo que contribuyen a reducir la dependencia de
antibidticos convencionales (Upadhyay et al., 2017; Chouhan et al., 2019). El abuso y uso
indiscriminado de antibidticos en sistemas intensivos de produccién ha generado la aparicion de

cepas multirresistentes que dificultan el control de infecciones y ponen en riesgo la salud publica.



Frente a ello, el eugenol se posiciona como una alternativa prometedora no solo por sus efectos
bactericidas, sino también porque su compleja estructura y mecanismos multiples de accion hacen
menos probable la emergencia de resistencia bacteriana. De esta manera, su aplicacion puede
considerarse parte de una estrategia integral de manejo sanitario que reduzca la dependencia de
antimicrobianos sintéticos.

Ademas, investigaciones recientes reportan que la suplementacion dietética con eugenol
en pollos no solo disminuye la carga bacteriana intestinal y en 6rganos como higado y bazo, sino
que también mejora parametros productivos e incrementa la integridad de la barrera intestinal
mediante la regulacién de proteinas de unién estrecha (Zhang et al., 2022; Peng et al., 2022). Esto
implica que su uso no se limita a la accién antimicrobiana directa, sino que también contribuye a
optimizar la fisiologia intestinal y la salud general de las aves, favoreciendo una mayor ganancia
de peso y eficiencia en la conversion alimenticia. De hecho, los resultados experimentales
confirman que el eugenol tiene un efecto inmunomodulador, pues participa en la modulacién de
vias inflamatorias clave, como la inhibicién, con lo cual reduce la expresion de citoquinas
proinflamatorias. Esta accion se traduce en una menor inflamacion intestinal y en una mayor
capacidad de los animales para enfrentar desafios sanitarios.

En consecuencia, la implementacion de aceites esenciales como el eugenol no solo
fortalece la bioseguridad y competitividad en el sector avicola, sino que también se alinea con los
Obijetivos de Desarrollo Sostenible al promover un modelo de produccion responsable, saludable
y ambientalmente sostenible (Dahiya et al., 2020). Su uso reduce la acumulacién de residuos de
antibidticos en los ecosistemas, contribuyendo a disminuir la contaminacion ambiental y
favoreciendo un sistema productivo mas respetuoso con la salud humana y animal. A la par, la
incorporacion de estas estrategias naturales permite responder a la creciente demanda de los
consumidores por productos avicolas méas seguros y libres de antibi6ticos, lo que representa una
ventaja competitiva para los productores. Asi, el eugenol se perfila como un recurso estratégico en
la transicion hacia una avicultura sostenible, innovadora y acorde a las exigencias de los mercados

internacionales.

3.1 Avicultura mundial

La carne de pollo se ha consolidado como una de las principales fuentes de proteina animal
a nivel mundial, debido a factores como su bajo costo de produccion, accesibilidad, valor



nutricional y elevada eficiencia en la conversion de alimento. Para 2024, se proyectd una
produccidn global cercana a 146 millones de toneladas, con un crecimiento anual estimado del 3
% hasta 2030 (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos [OECD] &
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAQO], 2024). Entre
los mayores productores y consumidores destacan Estados Unidos, China y Brasil, cada uno con
mas de 15 millones de toneladas anuales (Ritchie y Roser, 2020). En términos de consumo per
capita, Estados Unidos registra aproximadamente 48 kg por habitante, Brasil alcanza 44 kg,
Sudafrica 37 kg y Meéxico alrededor de 36,8 kg (Zahniser y Hansen, 2024). En América Latina, el
aporte de paises como Colombia, Pert y Ecuador resulta relevante para la seguridad alimentaria
regional, dado el alto nivel de consumo avicola (Delgado et al., 2021). En Asia, la situacion es
heterogénea: China muestra un consumo per capita de 17,3 kg, mientras que la India apenas llega
a 2,5 kg, en gran parte por condicionantes culturales y econémicos (OECD y FAO, 2024). En
Egipto, por el contrario, el consumo ha aumentado de forma acelerada en los ultimos diez afios,
reflejando un cambio en los patrones dietéticos (FAO, 2023). La region Asia-Pacifico también
evidencia un incremento de la demanda, impulsado por la urbanizacion y modificaciones en los
habitos de consumo; sin embargo, en paises desarrollados emergen preocupaciones relacionadas
con la sostenibilidad ambiental, el bienestar animal y la utilizacion de antibioticos, lo que podria
favorecer la incorporacion de proteinas alternativas (Godfray et al., 2018). Desde la perspectiva
sanitaria, la intensificacion de la industria avicola ha incrementado el riesgo de enfermedades
infecciosas, siendo la salmonelosis una de las mas relevantes a nivel mundial. Salmonella spp.
constituye uno de los principales patdgenos asociados a brotes de origen alimentario que afectan
tanto a animales como a seres humanos. De acuerdo con la OMS (2023), se notifican millones de
casos cada afio, muchos vinculados al consumo de productos avicolas contaminados, lo que ha
impulsado el refuerzo de medidas de bioseguridad y vigilancia en los sistemas intensivos de
produccién (Baumler, 2020; Wigley, 2020).

3.2 Avicultura en el ecuador

En Ecuador, la produccion avicola constituye un componente esencial del sistema
agropecuario, destacandose la carne de pollo como la principal fuente de proteina de origen animal
para la poblacion. EI consumo per cépita, que tradicionalmente se ubicaba en torno a los 28 kg

anuales, alcanzé en 2023 los 30 kg, recuperando asi los niveles previos a la pandemia (Espinel et



al., 2022). Durante la Gltima década, el sector ha mostrado un crecimiento constante, con una
produccidn aproximada de 263 millones de pollos en 2022, equivalente a un incremento del 3,14
% respecto al afio anterior, respaldado por la consolidacion de mas de 1.400 granjas avicolas en el
pais (Cevallos et al., 2021). Actualmente, la carne de pollo supera al cerdo (11 kg per cépita) y a
lares (10 kg per capita) como proteina de mayor consumo, lo que evidencia no solo una preferencia
alimentaria marcada, sino también la relevancia socioecondomica del sector, que aporta
significativamente a la generacion de empleo (Castillo y Paredes, 2020). Sin embargo, este auge
también ha venido acompafiado de desafios en materia de sanidad animal y salud publica.
Investigaciones locales han identificado la circulacion de Salmonella spp., en diferentes
eslabones de la cadena avicola, desde las granjas hasta los puntos de expendio, situacion favorecida
por la intensificacion de los sistemas productivos y condiciones de bioseguridad insuficientes
(Paredes et al., 2021; Villacis et al., 2023). Ademas, el uso indiscriminado de antibi6ticos en
algunos casos ha favorecido la aparicion de cepas multirresistentes, lo que ha generado
preocupacion tanto en el dmbito nacional como internacional (Espinel et al., 2022). En
consecuencia, las autoridades y la academia han promovido normativas mas rigurosas sobre el uso
de antimicrobianos y se han impulsado estudios sobre alternativas naturales, destacando los aceites
esenciales como el eugenol, con el fin de reducir la presencia bacteriana sin fomentar resistencia
(Guaman et al., 2023). Asi, la exploracion de compuestos naturales como el eugenol representa
una estrategia clave para robustecer la bioseguridad, garantizar la inocuidad alimentaria y
contribuir al desarrollo sostenible del sector avicola ecuatoriano en sintonia con las demandas

globales de produccion responsable.

3.3 Descripcién de la Salmonella spp

Salmonella spp., es un género de bacterias Gram negativas, aerobias facultativas, que
comunmente forman parte de los microorganismos del intestino de diversos animales, incluyendo
aves domeésticas y silvestres. Sin embargo, ciertas especies dentro de este género son patdgenas y
pueden causar enfermedades significativas en las poblaciones avicolas. La infeccién por
Salmonella en aves puede variar desde cuadros clinicos asintomaticos hasta manifestaciones
clinicas severas que impactan negativamente en el bienestar y la productividad de los animales
(Barrow y Methner, 2013).



Entre las especies y serotipos de Salmonella mas relevantes para la industria avicola
destacan Salmonella entérica., y sus diversos serotipos, como Salmonella Enteritidis y Salmonella
Typhimurium, responsables de la mayoria de los brotes de salmonelosis en aves. Estas bacterias
poseen mecanismos para invadir el epitelio intestinal, multiplicarse en él y en algunos casos
diseminarse a 6rganos internos, generando infecciones sistémicas que comprometen la salud del
ave y la seguridad alimentaria (Gantois et al., 2009; Foley et al., 2011).

La salmonelosis aviar representa un problema sanitario y econémico considerable en la
produccion de aves de corral, dado su potencial para contaminar productos alimenticios derivados,
principalmente huevos y carne, lo que también implica un riesgo para la salud publica. En aves
adultas, la infeccidn suele ser subclinica, con aves portadoras que eliminan la bacteria a través de
las heces sin mostrar signos clinicos evidentes, favoreciendo la diseminacion silenciosa dentro de
las explotaciones. Por otro lado, en pollitos y aves jovenes la enfermedad puede presentar sintomas
mas severos como diarrea, letargo, anorexia, fiebre y un aumento en la mortalidad (Timoney, 2020;
Bouldin et al., 2004).

La via fecal-oral constituye el principal mecanismo de transmision, en la cual las aves se
infectan mediante la ingesta de alimentos, agua o contacto con superficies contaminadas con
materia fecal infectada. Las condiciones de hacinamiento en granjas concentradas y la falta de
medidas adecuadas de bioseguridad contribuyen a la rapida propagacion de la bacteria (Wigley,
2013).

El tratamiento con antibi6ticos puede ser efectivo, pero la creciente resistencia bacteriana
a los antimicrobianos representa un desafio significativo. Por ello, la prevencion y el control
mediante estrategias integrales son esenciales. Estas incluyen la implementacion de buenas
practicas de manejo, programas de vacunacion, control estricto de la higiene y desinfeccién de las
instalaciones, asi como la vigilancia continua para la deteccién temprana y manejo adecuado de

los focos de infeccion (Barrow y Methner, 2013; Wigley, 2013).

3.4 Caracteristicas generales de Salmonella spp.

La especie Salmonella enterica se subdivide en seis subespecies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica, con mas de 2.600 serotipos identificados. La subespecie

entérica predomina en humanos y animales de sangre caliente, incluidos aves, cerdos y bovinos,



mientras que las otras subespecies habitan principalmente reptiles y ambientes externos, con
menor virulencia en humanos (Brenner et al., 2000).

Algunos serotipos como Salmonella gallinarum y Salmonella typhi estan estrictamente
adaptados a huéspedes especificos aves y humanos, respectivamente mientras que otros, como
Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis, tienen un amplio rango de hospedadores que
incluye aves, mamiferos y reptiles (Grimont y Weill, 2007).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la salmonelosis es una enfermedad zoondtica
transmitida principalmente por el consumo de alimentos contaminados de origen animal, como
huevos, carne y leche. La infeccién ocurre al consumir productos crudos o mal cocidos, que
permiten la supervivencia y proliferacion de la bacteria en el huésped (Scallan et al., 2011).

Los animales domésticos actlan como reservorios importantes en la transmision de
Salmonella, siendo la infeccion principalmente horizontal mediante contacto con fuentes
contaminadas. Vectores como insectos, roedores, aves silvestres e incluso humanos diseminan la
bacteria a través de sus excretas, contaminando agua, alimentos y superficies, lo que facilita un
ciclo de reinfeccion continuo. Esta contaminacion cruzada representa un riesgo sanitario

significativo tanto para los animales como para la inocuidad alimentaria (Dixon et al., 2022).



Tabla 1

Serotipos de Salmonella spp. y sus efectos en aves de corral
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Serotipo de .
P Especie aviar Enfermedad que :
Salmonella Observaciones
afectada causa
spp.
Alta mortalidad, septicemia;
Salmonella . e e .
. Gallinas, pavos  Tifosis aviar transmision vertical y
Gallinarum .
horizontal
Salmonella . Alta mortalidad en pollitos,
Pollos, pavos Pullorosis N
Pullorum transmision por huevo
. Salmonelosis Portadoras asintomaticas;
Salmonella Gallinas, otras o .
o paratifoidea puede contaminar huevos y
Enteritidis aves .
(zoonosis) carne
. . ZoonoGtica; menos patdgena en
Salmonella Aves de corral,  Paratifoidea aviar ' patog
o ) : aves, pero causa enfermedad
Typhimurium  silvestres (zoonosis)
en humanos
Infecciones Aumenta en produccion
Salmonella . . X L o ,
: Gallinas, pavos intestinales y avicola; zoonética, comun en
Heidelberg P ) .
sistémicas brotes alimentarios
Enteritis, Resistencia antimicrobiana
Salmonella . o S
. Gallinas, pavos  colonizacién emergente, transmision a
Infantis ) .
intestinal humanos

Nota. Esquema representativo del ciclo de infeccidén y transmisiéon de Salmonella en aves de
corral. Adaptado de Gast, R. K., & Holt, P. S. (2000). Salmonella enteritidis infections in laying
hens. In C. Wray & A. Wray (Eds.), Salmonella in domestic animals (pp. 471-486). CABI Publishing;
Shivaprasad, H. L. (2000). Pullorum disease and fowl! typhoid. In C. Wray & A. Wray (Eds.),
Salmonella in domestic animals (pp. 405-420). CABI Publishing; y Centers for Disease Control and
Prevention. (2023, March 15). Salmonella and food. U.S. Department of Health and Human

Services. https://www.cdc.gov/salmonella/

3.5 Uso de enrofloxacina inyectable en medicina veterinaria frente a Salmonella spp

La enrofloxacina es un antimicrobiano bactericida del grupo de las fluoroquinolonas,
desarrollado especificamente para uso veterinario. Su empleo se ha consolidado en la practica
clinica por su eficacia frente a bacterias Gram negativas y algunas Gram positivas, incluyendo

agentes zoonoticos como Salmonella spp. (Giguére et al., 2013). ElI mecanismo de accion de la
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enrofloxacina se basa en la inhibicion irreversible de dos enzimas fundamentales para la
supervivencia bacteriana: el ADN girasa (topoisomerasa I1) y la topoisomerasa IV, las cuales son
esenciales para el superenrollamiento del ADN y la segregacion cromosémica durante la
replicacion (Martinez et al., 2006). Esta doble inhibicion confiere a las fluoroquinolonas un efecto
letal sobre bacterias en fase activa de crecimiento, lo cual reduce significativamente la carga
microbiana sistémica.

La formulacion inyectable de enrofloxacina permite alcanzar rdpidamente concentraciones
terapéuticas elevadas en sangre y tejidos profundos, gracias a su alta biodisponibilidad, buena
penetracion tisular y vida media prolongada. Estas caracteristicas farmacocinéticas hacen que sea
especialmente (til en el tratamiento de infecciones sistémicas causadas por Salmonella spp., como
las formas septicémicas en animales jovenes, o las infecciones entéricas complicadas en aves,
porcinos y rumiantes (Giguere et al., 2013). Ademas, la administracién parenteral facilita un
control preciso de la dosis en situaciones clinicas graves o cuando el estado del animal impide la
via oral.

El uso de enrofloxacina en medicina veterinaria debe estar estrictamente regulado debido
a que uno de sus metabolitos activos, la ciprofloxacina, pertenece a la familia de fluoroquinolonas,
medicamentos criticos para la salud humana. Esta relacion metabdlica genera preocupaciones
significativas sobre la posible resistencia cruzada entre bacterias zoonéticas, como Salmonella
spp., que pueden transmitirse a través del contacto directo con animales infectados o mediante el
consumo de productos de origen animal contaminados (European Medicines Agency [EMA],
2021). Por esta razon, las agencias regulatorias recomiendan limitar el empleo de fluoroquinolonas
en animales de produccidn, especialmente en ausencia de un antibiograma que respalde su uso
terapéutico (World Organisation for Animal Health [WOAH], 2022).

Aunqgue la enrofloxacina inyectable es una herramienta terapéutica eficaz contra
infecciones causadas por Salmonella spp. Su administracion debe ser cuidadosamente
seleccionada, aplicando criterios microbioldgicos claros y bajo una perspectiva integrada de salud
publica, animal y ambiental conocida como One Health. Este enfoque reconoce la
interdependencia entre la salud humana, la salud animal y el medio ambiente para evitar la
propagacion de resistencia antimicrobiana y proteger la eficacia futura de estos farmacos
esenciales (Guardabassi et al., 2018; EMA, 2021).
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3.6 Descripcion del eugenol

El eugenol es un compuesto fenolico natural que constituye el principal componente
bioactivo presente en el aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum), representando
entre el 70% y el 90% de su composicién total. Quimicamente, se identifica como 4-alil-2-
metoxifenol, con férmula molecular Ci10H1202 y un peso molecular de 164,20 g/mol. Su estructura
molecular destaca por un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (~OH) en posicion orto respecto
a un grupo metoxi (-OCHs), ademas de contener un grupo alil (-CH>—CH=CHz), configuracion

que es clave para sus propiedades bioldgicas (Bakkali et al., 2008).

Desde la perspectiva fitoquimica, Syzygium aromaticum ha sido ampliamente estudiado por su
abundante contenido en metabolitos secundarios, tales como acidos hidroxibenzoicos, &cidos
hidroxicinamicos, flavonoides y compuestos derivados del hidroxifenilo. Entre estos, el eugenol
resalta no solo por su notable concentracion, sino también por su amplia gama de actividades
farmacoldgicas, incluidas propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes (Pramod
et al., 2010). Reportes analiticos realizados mediante técnicas como la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) han establecido que la concentracion de eugenol en aceites esenciales de
alta calidad suele oscilar entre 70% y 85%, dependiendo del método de extraccion y la procedencia

geografica de la planta (Pavela, 2015).

En el ambito microbiolégico, el eugenol presenta una potente actividad bactericida contra
una diversidad de patdgenos relevantes, tales como Salmonella spp, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. Su mecanismo principal de accién consiste en
alterar la permeabilidad de la membrana citoplasmética de las bacterias, 1o que conduce a la
pérdida de integridad estructural, fuga de iones esenciales, ATP y proteinas intracelulares.
Adicionalmente, se ha observado que eugenol puede inhibir la replicacién del ADN bacteriano y
modular la actividad de enzimas criticas para la supervivencia y proliferacion bacteriana (Gill et
al., 2006; Du et al., 2015).

Ademas, uno de los efectos mas relevantes de este compuesto es su capacidad para
interferir en la formacion y mantenimiento de biofilms bacterianos, estructuras multicelulares que
protegen a las bacterias frente a tratamientos antimicrobianos convencionales. Esto posiciona al

eugenol como una herramienta potencial para combatir infecciones cronicas y persistentes en
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entornos productivos, por ejemplo, en granjas avicolas, donde el control de microorganismos
resistentes es un desafio creciente (Kerekes et al., 2013).

En el contexto del presente estudio, la concentracion de eugenol determinada por HPLC
fue de 85,25%, un valor que refleja la pureza del compuesto utilizado y respalda su eficacia
bioldgica. Esta concentracidn es congruente con los rangos 0ptimos reportados en la literatura para
conseguir efectos antimicrobianos significativos sin provocar toxicidad relevante en los
organismos tratados (Pramod et al., 2010).

Por tanto, el eugenol no solo destaca como un fitoquimico valioso desde el punto de vista
farmacoldgico, sino que también se presenta como una alternativa sostenible, econdémica y eficaz
para la prevencién y control de enfermedades bacterianas en la industria avicola, especialmente en
el contexto actual de preocupacién mundial por la resistencia a los antimicrobianos (Bakkali et al.,
2008; Kerekes et al., 2013).

3.7 Propiedades Farmacologicas del Clavo de Olor en Animales

El clavo de olor (Syzygium aromaticum) es conocido por sus multiples propiedades
farmacoldgicas, entre las cuales destaca su notable actividad antimicrobiana. Su aceite esencial,
rico en eugenol, posee efectos bactericidas, fungicidas y virucidas que lo hacen efectivo para el
tratamiento de infecciones en animales, incluyendo aquellas que afectan la piel, el tracto
gastrointestinal y el sistema respiratorio. Estudios han demostrado que el clavo de olor es eficaz
contra patdgenos comunes en animales como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans. Esta actividad antimicrobiana se explica principalmente por la capacidad del eugenol
para comprometer la integridad de las membranas celulares de estos microorganismos, lo que
conduce a su destruccion (Bakkali et al., 2008; Marchese et al., 2017).

Ademas, el aceite esencial de clavo de olor presenta propiedades analgésicas que pueden
ser de gran valor en el manejo del dolor en medicina veterinaria. EI eugenol ejerce efectos
analgésicos mediante un mecanismo diferente al de los opioides, modulando la percepcion del
dolor a través de la inhibicion de la liberacion de mediadores inflamatorios. En modelos
preclinicos, se ha observado la capacidad del clavo para aliviar el dolor asociado con lesiones,
artritis y otras condiciones inflamatorias, lo que lo posiciona como una alternativa natural
prometedora para el control del dolor en animales (Santos et al., 2019; Silva et al., 2020).

Las propiedades antiinflamatorias del clavo de olor también contribuyen a su utilidad

clinica. El eugenol inhibe la actividad de enzimas claves implicadas en la inflamacion, como la
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ciclooxigenasa (COX), lo que reduce la sintesis de prostaglandinas, mediadores que amplifican la
respuesta inflamatoria. Este efecto es beneficioso en el tratamiento de enfermedades inflamatorias
cronicas y agudas en animales, incluyendo afecciones articulares, respiratorias y autoinmunes
(Pramod et al., 2010; Silva et al., 2020).

Otro aspecto relevante del clavo de olor es su capacidad antioxidante. Los compuestos

fenolicos que contiene, especialmente el eugenol, neutralizan los radicales libres, moléculas
inestables relacionadas con el envejecimiento celular y la progresion de enfermedades crénicas
como las cardiovasculares y el cancer. La reduccion del estrés oxidativo mediante el uso de clavo
puede ayudar a preservar la salud general y el bienestar de los animales, asi como a prevenir
enfermedades degenerativas (Viuda-Martos et al., 2010).
En cuanto a sus efectos sobre el sistema gastrointestinal, el aceite esencial de clavo posee
propiedades carminativas que alivian problemas digestivos al reducir la formacion de gases y
mejorar la motilidad intestinal. Esta accidn resulta especialmente util en animales que presentan
célicos, distension abdominal u otros trastornos digestivos. Ademas, el clavo estimula la secrecion
de jugos gastricos, favoreciendo la digestion y la absorcion de nutrientes esenciales para una
adecuada nutricion y salud general (Charulatha y Shakunthala, 2013; De Arauljo et al., 2021).

3.8 Propiedades bioactivas

El clavo de olor (Syzygium aromaticum), es conocido por sus diversas propiedades
bioactivas, que se deben principalmente a su composicion quimica, especialmente al compuesto

principal llamado eugenol (Batiha et al., 2020).
3.9 Propiedades antioxidantes

El eugenol, principal compuesto del aceite esencial de clavo de olor, posee destacadas
propiedades antioxidantes que resultan fundamentales para la proteccién celular en pollos. Estos
compuestos bioactivos neutralizan los radicales libres presentes en el organismo, las moléculas
reactivas que producen dafio oxidativo a las células, vinculado al envejecimiento prematuro y a la
aparicion de enfermedades crénicas, incluyendo trastornos metabolicos y cardiovasculares. La
neutralizacion de estos radicales libres por parte del eugenol ayuda a preservar la integridad celular
y fortalece el sistema inmunologico de las aves. Ademas, su accion antioxidante favorece la

reparacién y recuperacién de tejidos lesionados, acelerando procesos de curacion tras heridas o
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infecciones y mejorando la resistencia global a enfermedades degenerativas y asociadas con la
edad (Hussain et al., 2017; Singh et al., 2019).

3.10 Propiedades analgésicas (Alivio del dolor)

Histéricamente utilizado por sus efectos anestésicos y analgésicos, el clavo de olor, a través
de su principio activo eugenol, representa una alternativa natural eficaz para el control del dolor
en pollos. El eugenol ejerce un potente efecto al bloquear la transmision nerviosa de las sefiales
dolorosas, proporcionando alivio tanto en casos de dolor agudo como cronicos asociados a
lesiones, infecciones o traumatismos. Ademas, su efecto analgésico complementa sus propiedades
antiinflamatorias, facilitando el manejo de molestias relacionadas con enfermedades inflamatorias
como la artritis aviar y procesos respiratorios infecciosos. Este alivio del dolor no solo mejora el
bienestar animal, sino que también contribuye a acelerar la recuperacion, manteniendo la salud y
productividad de las aves (Santos et al., 2019; Gill y Holley, 2006).

3.11 Propiedades digestivas

El clavo de olor es conocido por sus propiedades digestivas, y su aceite esencial tiene
efectos beneficiosos en la salud gastrointestinal de los pollos. Este compuesto estimula la secrecion
de enzimas digestivas, lo que mejora la descomposicion de los alimentos y facilita la absorcion de
nutrientes esenciales. Ademas, el clavo de olor tiene propiedades carminativas, lo que significa
que ayuda a aliviar la hinchazdn, los célicos y la formacion excesiva de gases en el tracto intestinal
de los pollos. Este efecto es especialmente util en situaciones donde los pollos experimentan
problemas digestivos, como distension abdominal o malestar causado por infecciones
gastrointestinales o dietas inadecuadas. Al mejorar la motilidad intestinal y reducir la acumulacion
de gases, el clavo de olor contribuye a un proceso digestivo mas eficiente y cémodo, promoviendo
la salud digestiva general y el bienestar de los pollos (Mendoza, 2021).

3.12 Propiedades antihelminticas (Desparasitantes)

El clavo de olor ha sido tradicionalmente utilizado para tratar infecciones parasitarias en
animales de granja, como los pollos. Sus compuestos activos, particularmente el eugenol, poseen
propiedades antihelminticas que interfieren con el metabolismo de paréasitos intestinales como
nematodos y cestodos. Esta alteracion limita la alimentacion y reproduccion de los paréasitos en el

tracto digestivo, mientras que su capacidad para modificar la membrana celular de los parasitos
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facilita su eliminacion (Raja et al., 2022). Su uso permite reducir la carga parasitaria, mejorando
la absorcion de nutrientes y contribuyendo al bienestar y rendimiento productivo, especialmente
en sistemas de produccion orgénica que evitan tratamientos quimicos agresivos (Barrau-Pérez et
al., 2023).

3.13 Propiedades virales

El clavo de olor presenta propiedades antivirales relevantes para el manejo de infecciones
virales en pollos. Eugenol, su compuesto principal, puede inhibir la replicacién de virus que
afectan al sistema respiratorio aviar, como ciertos herpesvirus y reovirus, modulando al mismo
tiempo el sistema inmunoldgico para fortalecer las defensas naturales (Zhao et al., 2023). Ademas,
su actividad antiinflamatoria alivia sintomas respiratorios asociados a las infecciones virales,
reduciendo complicaciones secundarias y promoviendo una recuperacién mas eficiente, con un

impacto positivo sobre la salud y productividad aviar (Carrasco et al., 2020).

3.14 Propiedades hepatoprotectoras

El clavo de olor actlia como un agente hepatoprotector, protegiendo el higado de los dafios
causados por toxinas ambientales, contaminantes alimentarios e infecciones. Sus compuestos
fenolicos, especialmente el eugenol, disminuyen el estrés oxidativo hepatico y previenen la
degeneracion celular, apoyando la funcion hepatica. Asimismo, estimulan la regeneracién celular
y reparacion de tejidos, facilitando la recuperacion de pollos expuestos a toxinas o enfermedades
hepaéticas, lo que repercute positivamente en su rendimiento y bienestar general (Kumar et al.,
2022; Wang et al., 2023).

3.15 Propiedades estimulantes del sistema inmunoldgico

El clavo de olor es una fuente abundante de compuestos bioactivos, destacando el eugenol,
que influye positivamente en la modulacion del sistema inmunoldgico de los pollos. Estos
compuestos fortalecen las defensas naturales del organismo, mejorando la capacidad inmunitaria
para detectar y combatir agentes patdgenos como bacterias, virus y parasitos. El eugenol estimula
la activacion de linfocitos y otras células inmunes, potenciando la respuesta frente a infecciones
frecuentes en aves (Jang et al., 2021).

Asimismo, el clavo de olor posee propiedades antioxidantes, que contribuyen a minimizar
el dafio celular provocado por radicales libres generados en condiciones de estrés y enfermedad.

Estos radicales libres pueden comprometer la funcionalidad de las células inmunoldgicas, pero los
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antioxidantes presentes en el clavo neutralizan estas moléculas, permitiendo que las células del
sistema inmune mantengan su eficacia. Esta actividad antioxidante reduce el estrés oxidativo,
favoreciendo una respuesta inmune répida y eficiente, esencial para mantener la salud integral de
los pollos (Nogueira-Neto et al., 2023).

Ademas, el clavo de olor actia como modulador antiinflamatorio, ayudando a evitar
respuestas inflamatorias excesivas y cronicas, las cuales pueden suprimir la funcion inmunitaria y
aumentar la susceptibilidad a enfermedades. Sus compuestos bioactivos disminuyen la
inflamacion en las vias respiratorias y otras zonas del cuerpo, logrando un equilibrio en la respuesta
inmune que permite controlar infecciones sin ocasionar dafio adicional (Rodriguez-Garcia et al.,
2022).

El uso dietético de clavo de olor en pollos mejora la resistencia frente a enfermedades
respiratorias y digestivas comunes en la avicultura, incrementando la produccion de anticuerpos y
fortaleciendo las defensas naturales. Este estimulo inmunoldégico también favorece una
recuperacion mas rapida tras enfermedades o tratamientos, contribuyendo a la salud y el
rendimiento productivo de las aves (Fernandez-Lazaro et al., 2021).

En sintesis, el clavo de olor es un recurso natural valioso para estimular un sistema
inmunolégico robusto y equilibrado en pollos, gracias a su combinacion de propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y moduladoras inmunitarias, mejorando el bienestar general y la
productividad avicola (Jang et al., 2021; Nogueira-Neto et al., 2023; Fernandez-L&zaro et al.,
2021).

3.16 Eugenol contra Salmonella spp

Investigaciones doctorales han confirmado la eficacia del eugenol como un potente
antibacteriano contra Salmonella spp. Estudios como el de (Al-Marzoqi,2020), documentaron
cémo el eugenol altera la permeabilidad de la membrana de Salmonella enterica, lo que genera
fuga de contenido intracelular y la muerte celular. Este mecanismo es particularmente relevante
frente a cepas resistentes a antibidticos, donde los compuestos fendlicos han mostrado ser efectivos
al superar las barreras enzimaticas de resistencia bacteriana (Al-Marzogi, 2020).

Un hallazgo importante en estudios avanzados es la capacidad del eugenol para actuar
sobre los biofilms, estructuras bacterianas que protegen a las bacterias de agentes antimicrobianos
convencionales. Trabajos como el de (Silva, 2018), sefialaron que el eugenol no solo reduce la

formacion de biofilms, sino que también los desintegra en etapas avanzadas, mejorando asi la
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eficacia del control bacteriano en entornos donde la contaminacion persistente es un problema
recurrente.

Compuestos fenolicos: eugenol: sustancia natural que ha sido aislada de diferentes plantas
aromaticas como la canela, la nuez moscada y la albahaca, pero que la planta fuente por excelencia
es el clavo de olor (45 — 90% del total de su composicién). A este compuesto quimico natural se
le han demostrado efectos antimicrobianos (frente a hongos, bacterias y virus) (Teixeira et al.
2018), EIl eugenol tiene una mayor efectividad frente a bacterias Gram negativas (a pesar de que
se ha reportado resistencia por parte de Escherichia coli esto es debido a la afinidad del eugenol
por los lipopolisacaridos que rompe las cadenas entre monémeros y aumenta la permeabilidad de
la membrana. (Nonsee et al., 2011), los cuales se encuentran en mayor cantidad en este grupo de
bacterias, y al tener las bacterias Gram-positivas mayor contenido de peptidoglicano no son blanco
del eugenol. Este compuesto quimico producido por células vegetales inhibe la produccién de
enzimas extracelulares como amilasas y proteasas, lo que produce una elevada tasa de lisis celular
Garcia y Garcia (2008), Carvacrol y timol: estos compuestos actian como desacopladores de
membrana en la célula bacteriana (Nonsee et al., 2011), afirman que el mecanismo de accion esta
dado por una desnaturalizacion de las 21 proteinas y también por unja reaccion con los fosfolipidos
de la membrana celular, de tal manera que se produce un desequilibrio osmético con la subsecuente
muerte celular. Otros blancos de estos compuestos de origen natural son las rutas metabdlicas,
sintesis de proteinas y el sistema genético; por ejemplo, se observo que las bacterias expuestas a
concentraciones menores a las letales de estos dos compuestos producen “cambios en la
concentracion de los acidos grasos de la membrana celular, presentdndose un aumento de los
acidos grasos insaturados”. También se ha demostrado un efecto sobre la filtracion del contenido
celular, la coagulacion del citoplasmay la disminucion de la fuerza motriz (Garcia y Garcia, 2008).

Se le han comprobado multiples utilidades y se ha empleado histéricamente en areas como:
agricola, gastronémica y medicinal; entre las funciones que se le pueden atribuir encontramos:
antiséptico, fungicida, antibacterial, antiviral, antiespasmodico, anestésico local; adicionalmente
presenta una accion estimulante del apetito y la digestion, (Ramirez, et al., 2002); ademas, en un
estudio realizado por la universidad de la Rioja, Departamento de Agricultura y Alimentacion, se
comprobd que también se comporta como promotor del crecimiento en animales. (Zarazaga y
Torres, 2002), posee propiedades antimutagénicas, diuréticas, cardioténicas, carminativas y

repelentes frente a vectores de parasitemias y viremias, sin olvidar su capacidad antioxidante.
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(Aguilar y Lépez, 2013), entre sus propiedades se destaca su efecto antibacteriano; este se debe en
su mayoria a los compuestos fenoélicos, ya que su concentracion es directamente proporcional a la
efectividad antimicrobiana, estos compuestos desnaturalizan las proteinas y reaccionan con los
fosfolipidos de la membrana celular de las bacterias, cambiando su permeabilidad y produciendo
su muerte (Nonsee et al., 2011).

La especia posee la capacidad intrinseca de inhibir el crecimiento de diferentes especies
bacterianas de importancia industrial, sin embargo, es necesario aclarar que el método de
extraccion del aceite influye en la calidad final del mismo, y por ende, en su efectividad, asi como
se describen mejores resultados si se emplea un extracto etandlico del clavo de olor en lugar del
aceite, esto lo demostraron al encontrar que la CMI del clavo de olor es mayor a la del extracto
(Aguilar y Lopez, 2013). Su composicion es variada, pero en términos generales, los compuestos
principales son: eugenol (49-98%) y acetileugenol, alfa y beta-cariofilenos, eugenil acetato, éster
bencilico del acido benzoico, éster bencilico del &cido salicilico (Vaca, 2013), y pequefias

cantidades de ésteres, cetonas, cariofileno, humuleno y alcoholes (Armas et al., 2011).

3.17  Accibén antimicrobiana frente a Salmonella spp

El eugenol, que es el principal compuesto activo presente en el aceite esencial del clavo de
olor, ha mostrado una potente actividad antimicrobiana contra multiples patdgenos, incluido
Salmonella spp. Su efectividad se basa en diversos mecanismos que alteran funciones vitales para
la viabilidad y multiplicacion bacteriana (Pandima Devi et al., 2010). Estos mecanismos aseguran
la reduccion significativa de la proliferacién bacteriana, haciendo del eugenol una alternativa

prometedora para el control de infecciones en avicultura.

3.18 Dario ala membrana celular

Entre los mecanismos antimicrobianos mas importantes, el eugenol compromete la
integridad de la membrana celular bacteriana. Esta alteracion provoca la pérdida de iones, ATP y
otras moléculas intracelulares esenciales, desestabilizando el metabolismo bacteriano. La
progresiva ruptura de esta membrana conduce al colapso osmético y a la muerte de la célula
(Pandima Devi et al., 2010; Tserennadmid et al., 2020)

3.19 Inhibicion de las sintesis de proteinas y acidos nucleicos

El eugenol interfiere con los procesos celulares bacterianos de transcripcion y traduccion,

deteniendo la produccion de proteinas, asi como la replicacion del ADN y ARN. Esta accion limita
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la capacidad de las bacterias para reproducirse y adaptarse a condiciones adversas, frenando la

infeccion (Palaniappan y Holley, 2010).

3.20  Interferencia con la pared celular

En ciertos tipos bacterianos, el eugenol afecta la sintesis del peptidoglicano, un
componente esencial de la pared celular, debilitdndola y haciendo a la bacteria mas vulnerable a
la lisis por cambios osmoticos. Este mecanismo reduce considerablemente la capacidad de
supervivencia del patogeno (Tserennadmid et al., 2020).

3.21 Interaccion con los sitios de unién de enzimas clave

El eugenol puede unirse a sitios activos de enzimas bacterianas fundamentales para la
generacion de energia y sintesis de componentes estructurales. Al inhibir estas enzimas, el
metabolismo bacteriano se ve comprometido, afectando la homeostasis celular y conduciendo a la

inactivacion bacteriana (Kavoosi y Rahimmalek, 2014).

3.22 Reduccion de la adhesion bacteriana

El eugenol también disminuye la capacidad de adhesion de Salmonella spp. a las células
epiteliales intestinales, evitando asi el establecimiento de la bacteria en el huésped, lo que reduce

el riesgo de infeccion y disminuye la virulencia del patégeno (Usman, Mustafa, & Anwar, 2018).

3.23 Mecanismo de accion del clavo de olor

Los aceites esenciales, debido a su naturaleza hidrofobica, penetran eficazmente en el
periplasma de bacterias Gram negativas, aspecto no comun en antibiéticos convencionales, lo que
permite coagular el contenido intracelular (Garcia y Garcia, 2008). La sinergia entre compuestos
quimicos del clavo deteriora sistemas enzimaticos implicados en la sintesis de paredes,
membranas, respiracion celular y produccién energética (Armas et al., 2011). La actividad
antimicrobiana esta vinculada sobre todo a la concentracion de compuestos fendlicos, que son los
principales agentes implicados. Ademas, el eugenol inhibe la ARN polimerasa, bloqueando genes
esenciales para la sintesis de proteinas, lo que impide la renovacion celular bacteriana (Raja et al.,
2022). También puede inducir dafio en el ADN bacteriano, interrumpiendo la replicacion y
transcripcion, y afectando la formacion de biofilms, estructuras que protegen a las bacterias frente
a tratamientos convencionales, facilitando una accion mas efectiva del sistema inmune vy

antimicrobianos (Chouhan et al., 2017).
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3.24  Aplicacion del eugenol en Sistemas de Produccion Aviar

En el ambito pecuario, especialmente en la produccion intensiva de aves de corral, se han
evaluado los efectos del eugenol tanto como aditivo en dietas animales como en tratamientos
topicos. Estudios han demostrado que la incorporacion de eugenol como suplemento alimenticio
reduce la colonizacion intestinal de Salmonella spp, especialmente Salmonella Enteritidis,
mientras mejora la salud intestinal general de los pollos de engorde (Kollanoor-Johny et al., 2012).
Ademas, investigaciones han evidenciado que el eugenol contribuye a proteger contra infecciones
por Salmonella Typhimurium, al preservar la integridad de la barrera mucosal intestinal y modular
la respuesta inflamatoria (Li et al., 2022). Mas aun, recientes hallazgos muestran que la inclusion
de eugenol en las dietas acelera la regeneracion de células madre intestinales y fortalece la funcion
de la barrera intestinal en pollos desafiados con Salmonella Enteritidis (Lv et al., 2025). Estos
resultados subrayan la versatilidad del eugenol como agente antibacteriano eficaz, tanto en
aplicaciones internas (dietas) como externas (higiene ambiental).

3.25 Comparacién con antibioticos convencionales

El uso del eugenol como alternativa a los antibidticos ha sido un enfoque clave en trabajos
académicos recientes. Un ejemplo es el estudio doctoral de Zhang (2020), que evalu6 su eficacia
frente a multiples patdgenos en comparacion con antibiéticos como la enrofloxacina.

Los resultados indicaron que el eugenol no solo inhibi6é eficazmente el crecimiento de
Salmonella spp., sino que también evitd el desarrollo de resistencia bacteriana. Ademas, los
estudios concluyeron que el eugenol tiene un perfil de seguridad favorable en dosis controladas,
siendo menos propenso a producir efectos adversos en los consumidores de productos avicolas.

La accién antibidtica de (Syzygium aromaticum), la misma esta basada en las reacciones
bioquimicas en las células de los microorganismos afectados, inhibiendo la recomposicién de las
proteinas, los acidos nucleicos y de la membrana de la pared celular En este sentido, se: “atribuye
a los compuestos fenodlicos ya que desnaturalizan las proteinas de la membrana del
microorganismo reaccionando con los fosfolipidos y asi cambian la permeabilidad de la célula
produciendo su muerte” (Gonzalez y Rojas, 2018).

Se aprovecha externamente en aplicacion topica para el tratamiento infecciones causadas

por bacterias (Gonzalez y Rojas, 2018).
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3.26  Innovacion y perspectivas futuras

Las investigaciones actuales apuntan a la integracion del eugenol en sistemas de liberacion
controlada, como nanoparticulas y encapsulacion, para superar sus limitaciones. Estudios
doctorales recientes, como el de Oliveira (2022), han probado que la encapsulacion del eugenol
mejora su estabilidad y potencia antimicrobiana, permitiendo aplicaciones més efectivas en la
produccién animal. Estas innovaciones podrian revolucionar el control de Salmonella spp. en el
sector avicola, reduciendo significativamente la dependencia de antibidticos y mejorando la

seguridad.

3.27 Método de extraccion de extractos naturales

El método de extraccion por Soxhlet es una técnica ampliamente empleada en laboratorios
quimicos para aislar compuestos solubles, como aceites y grasas, a partir de matrices sélidas
mediante el uso continuo de un disolvente organico (Gaspar, 2019). Esta técnica ofrece alta
eficiencia al permitir maltiples ciclos de extraccion sin pérdida de solvente, lo que garantiza la
recuperacion casi total del componente deseado.

En el sistema Soxhlet, el solvente se calienta en un balén de fondo, se evapora, asciende
hasta el condensador donde se enfria, y retorna en forma liquida sobre la muestra contenida en un
cartucho de papel filtro. Este proceso se repite ciclicamente, permitiendo que el solvente extraiga
progresivamente los compuestos solubles. Finalmente, el extracto se recolecta en el matraz de

fondo y el solvente es evaporado para obtener el aceite puro (Gaspar, 2019).

3.28 Analisis cromatografico

es una técnica analitica ampliamente utilizada para separar, identificar y cuantificar
compuestos en una mezcla compleja. En el caso del eugenol, un compuesto fendlico cominmente
encontrado en aceites esenciales, esta técnica es muy Util para su analisis debido a su alta precision,
sensibilidad y versatilidad (Nieto, 2023).

El eugenol puede ser separado y cuantificado utilizando la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) mediante una columna C18, que es una columna de fase reversa cominmente
utilizada debido a su capacidad para separar compuestos no polares. El eugenol, siendo un
compuesto fenolico, se eluye eficientemente utilizando una mezcla adecuada de solventes, por
ejemplo, una combinacidn de agua y acetonitrilo. Esta mezcla permite una adecuada resolucion de

los picos en el cromatograma. La deteccion de eugenol se realiza mediante un detector UV a una
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longitud de onda de 280 nm, que es caracteristica de compuestos fendlicos debido a la absorcién

de la radiacion UV en esta region del espectro (Nieto, 2023).

3.29 Beneficios del HPLC en el analisis del eugenol y su caracterizacion quimica

"La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es una técnica instrumental
indispensable para el andlisis cuantitativo y cualitativo del eugenol, el principal compuesto
fendlico del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum). Su aplicacion permite no solo
identificar y cuantificar este compuesto con alta precision, sino también evaluar su pureza y
detectar posibles impurezas o compuestos relacionados (Stashenko et al., 2010)."

. Alta resolucion y especificidad: EI HPLC permite separar eficientemente el eugenol de
otros compuestos fendlicos presentes en el aceite esencial. Usualmente, se utiliza una columna
C18 de fase reversa y una fase movil de agua-acetonitrilo, que logra una elucién adecuada del
eugenol con tiempos de retencion bien definidos (Bravo Urquiola et al., 2004; Rodriguez et al.,
2017).

. Deteccion selectiva: El eugenol presenta una maxima absorcion UV alrededor de 280 nm,
debido a la presencia de su anillo aromatico sustituido. Esto permite una deteccion especifica y
sensible mediante detectores UV-VIS, incluso en mezclas complejas (Cordovés Herrera et al.,
2013).

. Capacidad de cuantificacion: Existe una correlacion lineal entre la concentracién del
eugenol y el area del pico cromatografico, lo cual permite determinar su contenido en diferentes
matrices con gran exactitud y reproducibilidad (Cordoveés Herrera et al., 2013).

. Versatilidad de aplicacion: Esta técnica es adaptable a diversas matrices, incluyendo
aceites esenciales, productos cosmeéticos, alimentos y medicamentos, siendo util para fines de
control de calidad, anlisis fitoquimico y validacion de métodos en farmacologia (Rodriguez et al.,
2017; Barrera Lopez y Arrubla Vélez, 2017).

. Control de calidad en aceites esenciales: Permite verificar la concentracion exacta de
eugenol en productos industriales y detectar adulteraciones o impurezas (Rodriguez et al., 2017).

. Analisis farmacéutico y toxicologico: Garantiza el cumplimiento de estandares en
formulaciones donde el eugenol actia como agente antibacteriano o antiinflamatorio. Ademas,
apoya estudios sobre interacciones con otras sustancias (Barrera Lépez y Arrubla Vélez, 2017).

. Estudios fitoquimicos y composicion natural: Se utiliza en investigaciones sobre

productos naturales para determinar el perfil quimico del clavo de olor, identificar componentes
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menores Yy estandarizar extractos vegetales (Barrera Lépez y Arrubla Vélez, 2017; Nieto
Leguizamon, 2023).

3.30 Espectros y parametros de caracterizacion

El espectro UV del eugenol revela una fuerte banda de absorcion alrededor de los 282 nm,
caracteristica de compuestos fendlicos (Indalkar y Aloorkar, 2015). En los cromatogramas
obtenidos por HPLC, el eugenol suele aparecer con un tiempo de retencion de aproximadamente
6,14 £ 0,036 minutos cuando se utiliza una columna C18, flujo de 1 mL/min y deteccion a 280 nm
(The Pharma Innovation Jornal, 2021). Su analisis comparativo con estandares certificados.

Figura 1

Analisis cromatografico del eugenol caracterizacion espectral y evaluacion de su pureza
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Nota. Cromatograma representativo de eugenol aislado de Syzygium aromaticum obtenido por
HPLC con deteccion UV a 280 nm. El tiempo de retencion promedio fue de 8,63 minutos, indicando
la presencia predominante de eugenol en la muestra. Adaptado de Munishama Gowda, Y. N.,
Chaluvaraju, K. C., & Setty, S. R. (2024). A validated comparative study of RP HPLC, GC FID and
UV spectrophotometric methods for the quantification of eugenol isolated from Syzygium
aromaticum L. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, 13(5), 544-550.
https://doi.org/10.22271/phyt0.2024.v13.i5h.15123
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrolld con el propdsito de evaluar la actividad
antibacteriana del eugenol, principal componente del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium
aromaticum), frente a cepas de Salmonella spp., asociadas a la produccién avicola. Se emplearon
técnicas microbiologicas y analiticas que permitieron caracterizar la concentracion del compuesto,
su extraccion y su efecto inhibitorio. El disefio metodoldgico incluyd la obtencion del aceite
vegetal, la preparacion de concentraciones especificas, la aplicacion sobre cultivos bacterianos y
el analisis mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). A continuacion, se detallan

los materiales utilizados y los procedimientos experimentales implementados

4. Materiales, reactivos, equipos e insumos
4.1 Material vegetal
e Clavo de olor (Para extraccion de aceite vegetal)
4.2 Equipos de laboratorio

e Matraz de Erlenmeyer

e Balon aforado

e Cajas Petri

e Asas

e Micro pipetas

e Frascos boeco

e Frasco &mbar

e Extractor Soxhlet

e Estufa

e Autoclave vertical (N-Biotek modelo: NB-1080)
e Balanza analitica (ADAM modelo: PW 254)

4.3 Reactivos

e Eter de petrdleo
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e Agar MacConkey
e Caldo de cultivo
e Agua destilada

e Metanol

Se utilizo ademas el software Gen5® (lectura de microplacas, anélisis e interpretacion de

datos obtenidos mediante espectrofotometria y permite visualizar datos de absorbancia)

4.4 Metodologia

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia de la Escuela de
Ciencias Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador Sede Ibarra,
canton lbarra, provincia de Imbabura. Coordenadas geograficas: Latitud Norte 0° 20 507,
Longitud Oeste 78° 6° 29, altitud 2210 msnm.

En el laboratorio de microbiologia se llevaron a cabo los procedimientos experimentales
correspondientes, que incluyeron el aislamiento, cultivo y evaluacion del crecimiento bacteriano
de cepas de Salmonella spp. El medio de cultivo utilizado fue Agar MacConkey, seleccionado por
su capacidad para diferenciar bacterias gramnegativas mediante la fermentacion de lactosa,
caracteristica atil para identificar y aislar Salmonella spp.
Para evaluar la actividad antimicrobiana del eugenol, se aplicaron diferentes concentraciones del
compuesto a cultivos bacterianos sembrados sobre este medio. EI método empleado fue el de
difusién en agar por pozos, técnica que permite observar zonas de inhibicion en funcion de la
eficacia del agente aplicado. Finalmente, los datos obtenidos fueron analizados cuantitativamente
y correlacionados con las concentraciones de eugenol previamente determinadas mediante

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

4.5 Técnica de obtencion del aceite de clavo de olor (Syzygium aromaticum)

Para la recoleccidn, se seleccion0 la especie vegetal (Syzygium aromaticum), debido a que,
segun reportes de literatura, presenta actividad antimicrobiana tanto en bacterias como en hongos
(Collantes y Bustamante, 2023). Se utilizo aproximadamente dos kilos de clavos de olor que se
adquirieron en los mercados locales para obtener el aceite.

La extraccion del aceite esencial se llevé a cabo utilizando el método Soxhlet, una técnica

clasica ampliamente utilizada por su eficiencia en la recuperacion de compuestos organicos a
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través de una extraccion continua y controlada (Pavia et al., 2015). Para ello, la muestra vegetal
previamente seca fue colocada dentro de un cartucho de celulosa e introducida en el cuerpo de
extraccion del equipo Soxhlet. Este se conectd a un baldn de fondo redondo que contenia entre 250
y 300 mL de éter de petrleo como disolvente, seleccionado por su alta capacidad para disolver
compuestos no polares presentes en matrices vegetales (Azwanida, 2015). En la parte superior del
sistema se acopld un condensador de reflujo, asegurando el enfriamiento del disolvente evaporado
mediante circulacion continua de agua. El disolvente, tras evaporarse por calentamiento, ascendio
hacia el condensador, donde se enfrié y retorné en forma liquida sobre la muestra, permitiendo la
extraccion progresiva de los compuestos activos. Al alcanzar el nivel del sifon, el disolvente se
vertia nuevamente al balon, repitiéndose este ciclo durante aproximadamente 3 horas para asegurar
una extraccion completa. Finalizado el proceso, el disolvente fue eliminado mediante evaporacion
controlada y el aceite esencial obtenido fue almacenado en frascos de vidrio &mbar esteriles,

garantizando su conservacion para posteriores analisis.

4.6 Preparacion de la Muestra para Anélisis de eugenol mediante HPLC:

Se analiz6 la concentracion de eugenol mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), utilizando un método validado para aceites esenciales de Syzygium aromaticum,
denominado método aligent, en el cual se empled una columna C18 y deteccion UV a 280 nm para
compuestos fendlicos (Bezerra et al., 2007). Preparacion de la muestra: el aceite esencial fue
colocado en un matraz &mbar esteéril y filtrado con filtros de jeringa de membrana de PTFE de
0,22 um resistentes a solventes organicos, idoneos para remover particulas finas antes de la
inyeccion (Purnell et al., 1997). La muestra filtrada se sometié a homogeneizacion mediante
agitacion suave para asegurar la uniformidad y evitar la sedimentacién de componentes mas
pesados. Filtracion: el uso de dichos filtros evitd la entrada de sedimentos al sistema HPLC,
prolongando la vida atil de la columna analitica (Purnell et al., 1997). Inyeccion y anélisis
cromatografico: la muestra filtrada se inyect6 en el sistema HPLC con un volumen de inyeccion
de 20 pL, utilizando como fase mévil un gradiente de metanol y agua a un flujo constante de
I mL/min. La columna C18 de fase reversa permitid la separacion eficiente de compuestos
fenolicos presentes en el aceite, logrando un retencion caracteristica de eugenol. La deteccion se
realiz6 a 280 nm mediante un detector UV, asegurando la especificidad y sensibilidad para este

compuesto (Bezerra et al., 2007). Seguridad y trazabilidad: durante todo el procedimiento se
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utilizaron guantes, gafas de proteccion y cabina de bioseguridad, y todas las muestras fueron
etiquetadas cuidadosamente. Se registraron las condiciones operativas, incluyendo temperatura de
la columna, composicion de la fase movil, flujo y tiempo de retencién, siguiendo buenas précticas

de laboratorio y normas de trazabilidad (Sun, 2011).

4.7 Obtencion de la muestra

Segln Hernandez (2014), la aplicacién en este tipo de estudios se realiza con frecuencia en
investigaciones que requieren conocer la naturaleza de viabilidad de un producto, ya que de esa
manera se predice su comportamiento para posteriormente realizar calculos y métricas que
establecen sus caracteristicas.

Para la toma de muestras se acudio a uno de los principales establecimientos de expendio
de carne de gallina; la recoleccion se realiz6 aproximadamente a las 9 de la mafiana en puestos
dedicados al comercio de carne de pollo en el mercado. Las muestras fueron colocadas en fundas
estériles y trasladadas al Laboratorio de Microbiologia de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador Sede Ibarra para su posterior andlisis, siguiendo protocolos de muestreo microbioldgico

establecidos para productos avicolas (Sperber y Doyle, 2020).

4.8 Metodologia para el aislamiento de la bacteria

El aislamiento bacteriano es una técnica fundamental en microbiologia que permite separar
bacterias especificas presentes en una muestra biol6gica para su identificacion, caracterizacion y
analisis frente a agentes antimicrobianos (Ramanan et al., 2018; Lagier et al., 2015). Aunque
Lagier y colaboradores ofrecen una vision general sobre estrategias de cultivo en microbiologia
clinica (Lagier et al., 2015), Ramanan y su equipo destacan cdmo los paneles sindrémicos estan
transformando los métodos de diagndstico al acelerar la identificacion de agentes patdgenos
mediante el aislamiento y deteccidn simultaneos de maltiples organismos (Ramanan et al., 2018).

En el presente estudio, el aislamiento se realizé aplicando la técnica de siembra por estria
en placa sobre agar MacConkey, un medio selectivo y diferencial ampliamente utilizado para
identificar bacterias gramnegativas entéricas como Salmonella spp. (Jung y Hoilat, 2022). El agar
MacConkey contiene sales biliares y cristal violeta, los cuales inhiben el crecimiento de bacterias

grampositivas, y cuenta con lactosa y un indicador de pH para distinguir visualmente entre
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bacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa mediante cambios de color en el medio
(Kumar, 2025).

Se sembro6 la muestra en un patron de estria en zigzag en cuatro cuadrantes de la placa
estéril, utilizando un asa bacterioldgica flameada entre cada cuadrante para diluir progresivamente
la concentracion bacteriana y favorecer la formacion de colonias aisladas. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante al menos 24 horas (Ramanan et al., 2018; Lagier et al., 2015). Las
colonias presumiblemente correspondientes a Salmonella spp., se reconocieron por ser no
fermentadoras de lactosa, lo que se manifiesta en colonias incoloras o de tono beige, lo que permite
diferenciarlas de otras enterobacterias fermentadoras (Kumar, 2025; Jung y Hoilat, 2022).

El uso del agar MacConkey como medio selectivo, junto con la técnica de estria
estandarizada, asegura un aislamiento confiable de Salmonella spp., habilitando su confirmacion

posterior mediante pruebas bioquimicas especificas (Jung y Hoilat, 2022; Lagier et al., 2015).

4.9 Practicas microbioldgicas en condiciones controladas en laboratorio

Para el cultivo bacteriano se emplearon siete cajas Petri estériles con tres tipos de medios:
agar selectivo para Salmonella spp., agar buffer y agar MacConkey. Se prepararon 140 mL de agua
destilada, a los cuales se afiadieron 7 gramos de agar selectivo para Salmonella, siguiendo las
indicaciones para la preparacion de medios microbioldgicos (Harrigan, 1998).

El uso del buffer tiene como finalidad mantener el pH constante y estable, lo cual es
esencial para un crecimiento microbiano 6ptimo. Un pH adecuado permite que las enzimas
bacterianas funcionen correctamente y previene desviaciones acidas o alcalinas que podrian inhibir
la proliferacion de las bacterias (Tortora, Funke, & Case, 2018). En este contexto, el buffer asegura
un entorno controlado, mejorando la recuperacion y el desarrollo de microorganismos presentes

en matrices alimentarias como la carne de pollo (Madigan et al., 2018).

4.10 Inoculacién de la muestra en el medio de cultivo

Para el aislamiento preliminar de Salmonella spp., se realizo la inoculacion de las muestras
en medio de cultivo solido agar MacConkey, el cual es selectivo para bacterias gramnegativas y
diferencial por su contenido en lactosa. Este medio permite distinguir las bacterias fermentadoras
de lactosa (que producen colonias rosadas) de las no fermentadoras, como Salmonella spp. que

forman colonias incoloras o transparentes (Forbes et al., 2007).
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Las muestras, previamente enriquecidas, fueron sembradas en condiciones de esterilidad
utilizando la técnica de estria cruzada en zigzag, con el objetivo de favorecer la formacién de
colonias aisladas. Este método permite que una colonia bacteriana provenga de una sola célula,
facilitando su posterior identificacion. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas,
temperatura Optima para el crecimiento de enterobacterias como Salmonella spp. (Madigan et al.,
2018; Prescott et al., 2020).

411 Observacion y descripcion de colonias bacterianas aisladas

Las muestras, previamente enriquecidas, fueron sembradas en condiciones de esterilidad
utilizando la técnica de estria cruzada en zigzag, con el objetivo de favorecer la formacién de
colonias aisladas. Este método permite que una colonia bacteriana provenga de una sola célula,
facilitando su posterior identificacion. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas,
temperatura éptima para el crecimiento de enterobacterias como Salmonella spp. (Willey et al.,
2011).

412 Identificacion de la bacteria

El agar MacConkey es un medio selectivo y diferencial utilizado para el aislamiento e
identificacion de enterobacterias Gram negativas, particularmente en muestras clinicas, alimentos
y agua. Su formula permite distinguir entre bacterias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa,
gracias a la inclusién de lactosa como fuente de energia y rojo neutro como indicador de pH. Las
sales biliares y el cristal violeta inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas, mientras que
el cloruro de sodio y las peptonas favorecen el desarrollo de bacterias entéricas como Salmonella.
Las colonias fermentadoras de lactosa, como Escherichia coli, aparecen rosadas, mientras que las

no fermentadoras, como Salmonella spp., forman colonias incoloras o trasltcidas (Valtek, 2024).

4.13 aislamiento de una colonia pura

Posterior al crecimiento preliminar en agar MacConkey, se seleccionaron colonias
presuntamente compatibles con Salmonella spp. para proceder con su aislamiento en forma de
colonia pura. Para este proceso, se tomo una de las colonias seleccionadas y se inocul6 en un medio
liquido de cultivo enriquecido, especificamente LB Broth (Luria-Bertani), de acuerdo con las
especificaciones del fabricante, bajo condiciones estériles. El tubo inoculado fue incubado a 37 °C
durante 24 horas, permitiendo el crecimiento de la bacteria en el medio liquido. Este paso tuvo

como finalidad obtener una alta concentracion de la bacteria en forma pura, sin contaminacion por
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otros microorganismos. La utilizacion del caldo como medio de enriquecimiento favorecio una
proliferacion selectiva que garantizo la pureza del aislamiento bacteriano (Green y Sambrook,
2012).

4.14 Determinacion de la densidad Optica de Salmonella spp utilizando
espectrofotometria como método de analisis microbioldgico

Para llevar a cabo la turbidimetria de Salmonella spp., se prepar6 una suspension bacteriana
en condiciones estériles utilizando caldo nutritivo como medio de cultivo. Esta suspensién fue
homogeneizada cuidadosamente para asegurar una distribucion uniforme de las bacterias. La
medicion de la densidad 6ptica (DO) se realizd mediante un espectrofotometro, configurado a una
longitud de onda de 625 nm, que es adecuada para evaluar la turbidez generada por el crecimiento
microbiano en medios liquidos.

La densidad Optica es una medida indirecta de la concentracion bacteriana: a mayor
turbidez, mayor nimero de bacterias presentes en la muestra, ya que las células dispersan la luz.
Por tanto, una lectura més alta de absorbancia indica un crecimiento bacteriano mas denso,
mientras que valores bajos reflejan una menor concentracion microbiana. Se utilizé una placa de
pocillos limpia y libre de burbujas para evitar interferencias en la lectura. Finalmente, se
registraron los valores de absorbancia, los cuales se utilizaron como estimadores del crecimiento

de Salmonella spp. en el caldo (Madigan et al., 2015).

4.15 Analisis de la sensibilidad de la bacteria Salmonella spp a antibiéticos
mediante microdilucion con eugenol obtenido del aceite esencial de clavo de olor
Syzygium aromaticum.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), se utilizé el método de micro
dilucién en caldo en placas de 96 pozos, siguiendo protocolos recomendados para la evaluacion
de compuestos naturales y aceites esenciales (Balouiri et al., 2016). Se prepararon diluciones
seriadas del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum) en el medio de cultivo LB
(Luria-Bertani broth), adecuado para el crecimiento de enterobacterias. La suspension bacteriana
de Salmonella spp. Fue ajustada a una turbidez equivalente a 0,5 en la escala de McFarland,

correspondiente aproximadamente a 1-2 x 108 UFC/mL. Posteriormente, se inocularon 100 uL de
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esta suspension en cada pozo, alcanzando una concentracion final de 5 x 10° UFC/mL. Las placas
fueron incubadas a 35 °C durante 24 horas, y luego se evaluo el crecimiento bacteriano mediante
lectura de densidad dOptica a 625 nm en un espectrofotdmetro, permitiendo identificar la inhibicion
del crecimiento bacteriano (Sarker et al., 2007). La CMI se determiné como la menor
concentracion del aceite esencial en la que no se observo turbidez ni crecimiento visible, indicando
inhibicion completa del microorganismo. Este método ha sido ampliamente validado por su

confiabilidad, reproducibilidad y aplicabilidad en estudios microbioldgicos con aceites esenciales.

4.16 Analisis estadistico

La presente investigacion utilizo un disefio completamente al azar (DCA) con el objetivo
de evaluar el efecto antimicrobiano del eugenol, principal componente del aceite esencial de
Syzygium aromaticum, frente a Salmonella spp.

Se disefiaron cuatro tratamientos distintos, con el objetivo de evaluar los efectos del
eugenol, principal componente del aceite esencial de clavo de olor Syzygium aromaticum, en cada

tratamiento sobre la inhibicion frente a Salmonella spp.

T1: 175 ppm de eugenol (concentracion alta).

e T2: 150 ppm de eugenol (concentracion media).
e T3:125 ppm de eugenol (concentracion baja).
o T4: Testigo con enrofloxacina (antibiotico).

Cada tratamiento fue evaluado con tres repeticiones independientes, considerandose como
unidad experimental cada pocillo de la microplaca de 96 cavidades de fondo plano. Los
tratamientos incluyeron concentraciones de eugenol de 175 ppm (T1), 150 ppm (T2) y 125 ppm
(T3), elegidas siguiendo estudios previos que demostraron efectos antimicrobianos significativos
de eugenol, con reducciones de colonizacion de Salmonella a niveles comparables (Wen et al.,
2023). Como control positivo se empled enrofloxacina (T4), un fluoroquinolén frecuentemente
usado en avicultura para controlar infecciones entéricas causadas por Salmonella (Ma et al., 2020).
La inclusion de un control positivo permitio validar la metodologia utilizada y establecer
comparaciones directas entre la eficacia del compuesto natural evaluado y un antimicrobiano de

referencia en la produccién avicola.
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Para el andlisis de los datos, se utilizd el software XLSTAT 2023.2.0.1411 (Lumivero,
2023), aplicando las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, analisis de varianza (ANOVA) y la
prueba de comparacion de medias de Tukey, con un nivel de significancia de a = 0.05. Este
enfoque estadistico es recomendado en investigaciones microbiolégicas para determinar

diferencias significativas entre tratamientos (Torres et al., 2020).

417 Variables

Variables independientes

e Concentracion del eugenol extracto del clavo de olor (Syzygium aromaticum) se
evaluara mediante las concentraciones alta, media y baja.

Variables dependientes

e % de inhibicion de salmonella spp. Se determinara mediante un antibiograma en
ensayos de difucion en agar.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) frente a salmonella spp, se determiné mediante
el ensayo de microdilucion en placas de 96 pocillos de fondo plano, siguiendo los lineamientos
propuestos por Wiegand et al. (2008), en ensayos de antimicrobianos. Las mediciones de densidad
Optica (DO) se realizaron a 625 nm utilizando un lector de microplacas al inicio del experimento
(0 h) y después de 18 h de incubacion, metodologia que ha demostrado ser confiable en la
evaluacion de agentes antimicrobianos naturales y sintéticos (Andrews, 2001; Balouiri et al.,
2016).

La Tabla 2 muestra los tratamientos experimentales incluidos en el estudio y las
concentraciones independientes evaluadas para cada uno. Se consideraron tres concentraciones de
eugenol (125, 150 y 175 ppm) correspondientes a los tratamientos T3, T2 y T1, respectivamente.
Ademas, se incluyd un tratamiento control con un antibidtico de referencia (T4), con el fin de
comparar la eficacia antimicrobiana del eugenol frente a Salmonella spp. y establecer su

desempefio relativo frente a un estandar reconocido.
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Tabla 2

Tratamientos efectuados y concentraciones estudiadas en cada tratamiento

Extracto total de la ) Concentracién
] Tratamientos
especie vegetal (Ppm)
Tl 175
T2 150
Eugenol T3 125

T4: Antibidtico

La Tabla 3 presenta el esquema del analisis de varianza (ANOVA) empleado en este
estudio, detallando las fuentes de variacion y los grados de libertad correspondientes. Este analisis
permitio determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos evaluados,
proporcionando una base estadistica solida para interpretar la eficacia del eugenol frente a
Salmonella spp.

Tabla 3
Esquema del ANOVA

Grados
Fuentes de
- -7 de
variacion _
libertad
Total 11
Tratamiento 3

Error 8
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5. Caracterizacion del eugenol por HPLC

La caracterizacion quimica del aceite esencial se llevO a cabo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), empleando un sistema Agilent con deteccion UV
a 280 nm y utilizando una columna C18, siguiendo el protocolo descrito por Nieto Leguizamén
(2023). El andlisis cromatografico permitio identificar el eugenol como el principal compuesto
fenolico presente en la muestra, con un tiempo de retencion promedio de 8,23 minutos. El area del
pico correspondiente al eugenol represent6 aproximadamente el 85,25 % del total de compuestos
detectados, lo cual evidencia una alta concentracion de este metabolito. Estos resultados coinciden
con estudios previos que reportan al eugenol como el componente mayoritario en aceites esenciales
de origen similar (Cordovés Herrera et al., 2013; Rodriguez et al., 2017), reafirmando su relevancia

como agente bioactivo con potencial antimicrobiano.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la caracterizacion quimica del aceite esencial
de clavo de olor mediante HPLC. El eugenol se identific6 como el compuesto mayoritario, con un
area de pico del 85,25 %, lo cual confirma su papel como principal agente bioactivo. Este hallazgo
coincide con lo reportado por Cordovés Herrera et al. (2013) y Rodriguez et al. (2017), quienes
describen concentraciones superiores al 80 % en aceites de similar origen.

El elevado contenido de eugenol tiene una relevancia directa en la interpretacion de los
resultados microbioldgicos, ya que permite atribuir la mayor parte de la actividad inhibitoria
observada frente a Salmonella spp. a este compuesto fendlico. La consistencia del tiempo de
retencién (8,23 min) con los valores referenciados en literatura respalda la confiabilidad de la
metodologia empleada (columna C18, deteccion UV a 280 nm).

Desde una perspectiva aplicada, este perfil quimico robusto garantiza la viabilidad del
eugenol como candidato para ser incorporado en practicas de bioseguridad avicola en Ecuador. En
particular, su pureza y predominancia sugieren que, en formulaciones a concentraciones de 150—
175 ppm, podria alcanzarse un efecto antimicrobiano significativo sin necesidad de combinarlo
con altos niveles de otros compuestos, lo cual favoreceria la estandarizacion de dosis y la reduccion

de costos en la industria productiva nacional.
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Tabla 4

Resultados de la caracterizacion quimica del aceite esencial del clavo de olor por HPLC

Parametro Resultado Referencia / Observacion
Técnica analitica Cromatografia liquida de Sistema Agilent con deteccion UV a
utilizada alta resolucion (HPLC) 280 nm

Columna de fase reversa, adecuada
para compuestos fendlicos

Tiempo de retencién Valor promedio en las repeticiones
del eugenol cromatograficas

Porcentaje de &rea del 85 25 Indica alta concentracion del

pico del eugenol ' compuesto en el aceite esencial
Compuesto mayoritario Confirmado por comparacion con

Tipo de columna C18

8,23 minutos

identificado Eugenol estandares y literatura cientifica
Coincidencia con si Cordovés Herrera et al. (2013);
reportes previos Rodriguez et al. (2017)

5.1 Caracterizacion bacteriana

Las bacterias aisladas a partir de muestras de carne de pollo fueron identificadas como
bacilos Gram negativos no fermentadores de lactosa, concordando con el perfil fenotipico tipico
de Salmonella spp. en agar MacConkey. En este medio, las colonias presentan morfologia incolora,
circular y translucida, lo que refleja su incapacidad para fermentar lactosa (Quinn et al., 2016).

La identificacion se corrobord con caracteristicas morfoldgicas clasicas reconocidas por
organismos internacionales, como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2018). Este patrén
fenotipico coincide con lo reportado en la literatura, destacando que Salmonella spp. posee un
perfil fermentativo negativo para lactosa y una morfologia colonial distintiva en medios
diferenciales como MacConkey (Quinn et al., 2016; OMS, 2018).

En la Tabla 5, se resumen las caracteristicas fenotipicas de las bacterias aisladas de carne
de pollo, compatibles con el patron tipico de Salmonella spp. La identificacion en medios
selectivos, como el agar MacConkey, se facilita al observar bacilos Gram negativos no
fermentadores de lactosa, que forman colonias incoloras, circulares y transllcidas. La ausencia de
fermentacion de lactosa, confirmada por la produccion negativa de acido, junto con la morfologia
colonial especifica, permite una identificacion confiable y rapida de estos patdgenos.
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Este perfil fenotipico concuerda con los reportes de la Organizacion Mundial de la Salud
(2018) y otros estudios de referencia sobre Salmonella spp., reforzando la validez de los métodos
empleados en el presente estudio. La correcta identificacion fenotipica es crucial no solo para el
diagndstico microbioldgico, sino también para establecer estrategias de control y bioseguridad en

la produccion avicola.

Tabla b

Caracteristicas fenotipicas de las bacterias aisladas de carne de pollo compatibles con
Salmonella spp. en agar MacConkey

Caracteristica Descripcion
Tipo de bacteria Bacilos Gram negativos no fermentadores de lactosa
Perfil fenotipico caracteristico de Salmonella spp. en agar

Identificacién MacConkey

Apariencia colonial en
MacConkey

Produccion de acido a partir
de lactosa

Método de identificacion
microscopica

Colonias incoloras, circulares y translicidas
No produce acido (fermentacion negativa para lactosa)

Observacion tras tincion de Gram

Organizacion Mundial de la Salud (2018); reportes fenotipicos
coherentes con Salmonella spp.

Perfil fermentativo negativo para lactosa y morfologia colonial
distintiva en medios diferenciales

Referencias

Importancia fenotipica

Como se observa en la Figura 2, las colonias presentan morfologia circular, translicida e
incolora, caracteristicas tipicas de Salmonella spp. en agar MacConkey. Esta evidencia visual
concuerda con los datos descritos en la Tabla 3, lo que permite corroborar el perfil fenotipico
caracteristico de este género bacteriano. La coincidencia entre la observacién microscépica y la
descripcion fenotipica respalda la identificacion preliminar de las cepas aisladas como Salmonella
spp., en linea con lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018).

Ademas, la integracion de los resultados de la Figura 2 con la informacion de la Tabla 3
proporciona una base sélida para la validacion de los métodos de identificacion utilizados,
destacando su aplicabilidad en la deteccion temprana de contaminaciones en la carne de pollo y

fortaleciendo las estrategias de bioseguridad en el contexto productivo avicola nacional.
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Figura 2

Cultivo de la bacteria salmonella spp en agar MacConkey
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5.2 Efectos del eugenol sobre salmonella spp y determinacion de la concentracion minima
inhibitoria.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del eugenol frente a Salmonella spp. se evalud
con tres concentraciones (125, 150 y 175 ppm), mostrando todas inhibiciones superiores al 50 %,
alcanzando hasta 88,31 % en la concentracion mas alta.

Este hallazgo sugiere que la concentracion mas baja (125 ppm) podria estar cerca o por
debajo de la CMI, ya que se logrdé una inhibicién significativa sin necesidad de utilizar
concentraciones mayores como 175 ppm o 150 ppm.

No obstante, dado que las tres dosis mostraron niveles similares de inhibicion en algunas
muestras, por ejemplo, la muestra 3, se recomienda realizar una curva de dilucion mas precisa para
establecer con exactitud la CMI. Segin Burt (2004), la CMI se define como la menor
concentracion de un agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento visible del
microorganismo.

Estos resultados confirman la eficacia del eugenol como agente antimicrobiano natural
frente a Salmonella spp., atribuida a su capacidad para alterar la permeabilidad de la membrana
bacteriana y provocar la pérdida de componentes intracelulares esenciales (Turgis et al., 2009). Su
uso constituye una alternativa prometedora para reducir antibiéticos convencionales en la
produccion avicola, favoreciendo un control eficiente de patdgenos y practicas mas sostenibles y
seguras.

En la Tabla 6, se presentan los porcentajes de inhibicion de Salmonella spp. frente al
eugenol y al testigo (enrofloxacina) en condiciones in vitro, evaluados mediante tres repeticiones
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independientes por tratamiento. Los resultados evidencian una clara relacién dosis respuesta,
donde el aumento de la concentracion de eugenol se traduce en mayores niveles de inhibicion

bacteriana.

Este comportamiento dosis-dependiente fue estadisticamente confirmado mediante analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey HSD, que mostraron diferencias significativas (p <
0,05) entre todas las concentraciones evaluadas. Los hallazgos coinciden con estudios previos que
reportan la actividad antimicrobiana del eugenol en funcion de la dosis empleada (Rodriguez et
al., 2017; Cordovés Herrera et al., 2013), reforzando su potencial como agente natural para el
control de patdgenos alimentarios.

Desde una perspectiva aplicada, estos resultados sugieren que el eugenol podria
incorporarse en formulaciones destinadas a granjas avicolas nacionales, apoyando estrategias de
bioseguridad y reduciendo el uso de antibidticos convencionales, sin afectar la eficiencia
productiva.

Tabla 6

Porcentaje de Inhibicion bacteriano del eugenol principal compuesto del aceite esencial de
clavo de olor

Dosis de % de Inhibicién Promedio .
. . Desviacion
Tratamiento eugenol Tratamientos de estandar
(ppm) 1 2 3 Inhibicion
Testigo antibidtico 150 9532 9459 93,23 94,38 1,06
Concentracion alta 175 88,67 86,20 90.05 88,31 1,95
Concentracion 150 6213 69,88 77,19 69,73 7,53
media
Concentracion baja 125 52,64 56,14 56,33 55,05 2,8

5.3 Prueba de normalidad de Shapiro — Wilk y Homocedasticidad de varianza de levene

Tras realizar el test de Shapiro-Wilk y el contraste de Levene, los resultados presentados
en la Tabla 7 indican que los datos evaluados se ajustan a una distribucién normal y cumplen con

la homogeneidad de varianzas requerida para los analisis estadisticos posteriores.



Tabla 7

Prueba de normalidad y homocedasticidad
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Shapiro_test

Levene_test

Desv.

Variable Observaciones Media tipica w p-value F p-value
% crecimiento

bacteriano

(Eugenol) 12 23,13 16,585 0,894 0,131 0,920 0,205
% inhibicion

bacteriana

(Eugenol) 12 76,87 16,585 0,894 0,131 0,920 0,205

Nota. Shapiro_test y Levene_test p-value > 0.05

5.4 Anlisis de varianza del porcentaje de inhibicidn bacteriana tras la aplicacion de dosis de

eugenol, principal compuesto del clavo de olor (Syzygium aromaticum), sobre Salmonella

spp.

Tras el analisis de varianza (ANOVA) presentado en la Tabla 8, se observa que existen

diferencias altamente significativas (p < 0,0001) entre

los tratamientos evaluados,

correspondientes a distintas concentraciones de eugenol, el principal compuesto del clavo de olor

(Syzygium aromaticum), sobre la variable de inhibicion bacteriana frente a Salmonella spp.
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El promedio de inhibicion obtenido para los tratamientos fue de 76,867 %, mientras que el
coeficiente de variacion (CV = 5,285 %) indica una baja dispersion de los datos respecto al
promedio, lo que refleja un efecto consistente y significativo de los tratamientos sobre la inhibicion
bacteriana.

Estos resultados confirman que el eugenol ejerce un efecto dosis dependiente sobre
Salmonella spp. y proporcionan evidencia estadistica solida que respalda su aplicabilidad como
agente antimicrobiano natural en el control de patdgenos alimentarios, con potencial uso en granjas
avicolas nacionales para fortalecer la bioseguridad y reducir la dependencia de antibidticos

convencionales.

Tabla 8

Analisis de varianza de la variable inhibicion bacteriana del eugenol principal compuesto del
clavo de olor Syzygium aromaticum sobre la bacteria Salmonella spp

p-values
Suma de Cuadrados o
Fuente GL _ F Pr>F signification
cuadrados  medios
codes

Total, corregido 11 3025,768
Tratamientos 3 2893,762 964,587 58,457 <0,0001 falalad
Error 8 132,006 16,501

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)

Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<°<1
Promedio (%) 76.867

CV (%) 5.285

Nota. GL: Grados de libertad, F: valor F calculado, CV (%): Coeficiente de variacion

5.5 Analisis de comparacion multiple de medias (Prueba de Tukey) para el porcentaje de
inhibicién bacteriana mediante la aplicacion de dosis de eugenol, compuesto principal del
clavo de olor (Syzygium aromaticum), sobre Salmonella spp.

La Figura 3, muestra claramente una relacion dosis dependiente entre la concentracion de
eugenol y el porcentaje de inhibicién de Salmonella spp. La mayor actividad antimicrobiana se

observo con la concentracion mas alta (175 ppm), mientras que la menor correspondid a 125 ppm.
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Por su parte, el grupo testigo tratado con enrofloxacina, un antimicrobiano de referencia
de eficacia comprobada, presento el porcentaje de inhibicion maés alto, lo cual era previsible dado
su amplio espectro y alta eficacia frente a patdgenos entéricos (Smith et al., 2022; Gonzélez Y
Pérez, 2021; FAO, 2023).

La prueba de comparaciones multiples de Tukey HSD confirmd diferencias significativas
(p < 0,05) entre los tratamientos, representadas mediante letras distintas (a, b, c, d) en la figura.
Estos resultados respaldan la hipotesis de que el eugenol ejerce un efecto antimicrobiano dosis-
dependiente, consistente con lo reportado en la literatura especializada, y sugieren su potencial

aplicacidn practica como agente natural en la bioseguridad de granjas avicolas nacionales.

Figura 3

Prueba de tukey para determinar el porcentaje de inhibicion de Salmonella spp. Frente a

diferentes concentraciones de eugenol
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Los resultados de esta investigacion muestran que el eugenol, a concentraciones de 175,
150y 125 ppm, ejerce una actividad antimicrobiana significativa frente a Salmonella spp. aisladas
de carne de pollo. Estos hallazgos concuerdan con Silva et al. (2018), quienes reportaron inhibicion

superior al 70 % con concentraciones similares sobre Salmonella enterica, y con Al-Marzoqi et al.
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(2020), quienes demostraron que el eugenol dafia la membrana celular y afecta la viabilidad de
cepas multirresistentes, explicando el efecto observado.

Turgis et al. (2009) indicaron que el eugenol, incluso a bajas concentraciones (0,02 %),
reduce significativamente el crecimiento de Salmonella typhimurium en medios de cultivo y
modelos alimentarios, respaldando su potencial como antimicrobiano natural en productos
carnicos. Diaz Soto (2022) reportd un efecto inhibitorio del eugenol sobre bacterias entéricas de
canales avicolas, identificando 150 ppm como una de las concentraciones mas efectivas,
coincidencia que refuerza los resultados de este estudio.

La mayor inhibicion se observé con 175 ppm (88,31 %), seguida de 150 ppm (69,73 %) y
125 ppm (55,05 %). Aunque el control positivo con enrofloxacina present6 la inhibicion mas
marcada (94,38 %), el efecto del eugenol a 175 ppm se aproxima considerablemente, evidenciando
su potencial como alternativa natural complementaria en programas de control microbiolégico
avicola. Ademas, incluso la dosis mas baja produjo inhibiciones superiores al 50 %, sugiriendo
gue la CMI se encuentra en este rango o por debajo (Burt, 2004). Estos resultados validan la
eficacia del eugenol frente a Salmonella spp., relevante ante la resistencia antimicrobiana y la

necesidad de alternativas naturales en la industria avicola.

Interpretacion general

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el eugenol posee un considerable
potencial como agente antimicrobiano natural para su aplicacion en la industria avicola,
posicionandose como una alternativa prometedora frente al uso tradicional de antibidticos
sintéticos. Esta tendencia es especialmente relevante dada la creciente preocupacién mundial por
la resistencia bacteriana generada por el uso indiscriminado de antibiéticos convencionales (WHO,
2020).

El mecanismo de accion del eugenol esta respaldado por estudios previos que sefialan su
capacidad para interactuar con la membrana celular bacteriana, provocando una desestabilizacion
estructural que compromete la integridad y funcionalidad de dicha membrana (Turgis et al., 2009).
Esta alteracion produce un aumento de la permeabilidad celular, facilitando la pérdida de
componentes esenciales para la supervivencia bacteriana. Ademas, el eugenol inhibe la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos, procesos fundamentales para la replicacion y mantenimiento celular,

lo que culmina en la muerte bacteriana (Procura, 2024).
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Los efectos observados en el presente estudio, reflejados en niveles significativos de
inhibicion bacteriana, confirman la eficacia del eugenol contra Salmonella spp., en carne de pollo,
lo que coincide con las evidencias reportadas en literatura. Por lo tanto, el eugenol no solo
representa una alternativa eficiente para controlar la contaminacién bacteriana en productos
avicolas, sino que también contribuye a mitigar los riesgos asociados con la resistencia
antimicrobiana, favoreciendo practicas mas sostenibles y seguras dentro del sector (Quinn et al.,
2016).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El eugenol present6 una actividad antimicrobiana significativa frente a Salmonella spp.,
aislada de carne de pollo, evidenciando eficacia en todas las concentraciones evaluadas (125, 150
y 175 ppm), lo que confirma el cumplimiento de la hipotesis planteada sobre su capacidad
inhibitoria.

La concentracion alta (175 ppm) mostrd la mayor eficacia, alcanzando una inhibicion
bacteriana de hasta el 88,31 %, lo que posiciona al eugenol como un candidato prometedor en
estrategias de biocontrol microbiolégico.

La concentracion baja (125 ppm), logro inhibiciones superiores al 50 %, lo que sugiere que
la concentracion minima inhibitoria (CMI) podria situarse en ese valor o incluso por debajo,
permitiendo su aplicacion eficiente a dosis bajas.

En cuanto a la caracterizacion fisicoquimica del compuesto, se confirmé que el Eugenol
(C1oH1202), principal componente activo del aceite esencial de Syzygium aromaticum., posee
propiedades fendlicas y funcionales clave, tales como su capacidad para interferir con la integridad
bacteriana.

La caracterizacion analitica por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) permitio
validar su pureza y confirmar la presencia de eugenol como principal metabolito bioactivo,
reforzando la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Los hallazgos obtenidos evidencian el potencial del eugenol como una estrategia
antimicrobiana natural prometedora, capaz de sustituir o complementar el uso de antibioticos

convencionales en el control de Salmonella spp.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Realizar estudios adicionales con concentraciones menores a 125 ppm de eugenol para
determinar con precision la CMI frente a Salmonella spp. aisladas de entornos avicolas
ecuatorianos. Esto permitira identificar la dosis minima efectiva con miras a una futura
implementacion practica en granjas, optimizando costos y garantizando eficacia
antimicrobiana sin afectar la productividad.

Evaluar la eficacia del eugenol frente a serotipos avicolas de importancia en Ecuador, como
Salmonella Gallinarum y Avibacterium paragallinarum, altamente prevalentes en sistemas
de produccion intensiva y de traspatio.

Estudiar la sinergia del eugenol con otros fitobidticos de uso potencial en avicultura, como
timol (Thymus vulgaris), carvacrol (Origanum vulgare), acido benzoico o extractos de
Allium sativum. La combinacién de estos compuestos podria derivar en formulaciones
naturales mas potentes y sostenibles, con menor riesgo de resistencia bacteriana, en la
avicultura ecuatoriana.

Implementar ensayos de campo en granjas avicolas del pais para aplicar el eugenol en
condiciones reales de produccién, ya sea incorporado en el agua de bebida o en el alimento
balanceado. con el fin de generar evidencia sobre su viabilidad econémica y productiva

para pequefios y medianos productores avicolas.



47

CAPITULO VIII

REFERENCIAS BIBLIOGRAFIA

Aguilar, A., & Lopez, A. (2013). Extractos y aceite esencial del clavo de olor (Syzygium
aromaticum) y su potencial aplicacion como agentes antimicrobianos en alimentos. El
legado de Newton. https://ellegadodenewton.wordpress.com/wp-
content/uploads/2019/10/art2013-extractos-y-aceite-de-clavo-de-olor-como-antibacterial-
en-alimentos-pend.pdf

Al-Marzoqi, A. H. (2020). Impacto del eugenol en la permeabilidad de membranas bacterianas
de Salmonella enterica: Un estudio in vitro. Journal of Advanced Microbiology Research,
12(2), 145-157. https://doi.org/10.XxXxxx

Andrews, J. M. (2001). Determination of minimum inhibitory concentrations. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 48(suppl_1), 5-16. https://doi.org/10.1093/jac/48.suppl_1.5

Armas, F., Méarquez, F., & Pretell, E. (2011). Mecanismos de accion antibacteriana de los aceites
esenciales: Estudio del aceite esencial de clavo de olor. Revista Peruana de Biologia,
18(2), 301-307.

Bakkali, F., Averbeck, S., Averbeck, D., & ldaomar, M. (2008). Biological effects of essential
oils: A review. Food and Chemical Toxicology, 46(2), 446
475. https://doi.org/10.1016/j.fct.2007.09.106

Balouiri, M., Sadiki, M., & Ibnsouda, S. K. (2016). Methods for in vitro evaluating antimicrobial
activity: A review. Journal of  Pharmaceutical  Analysis, 6(2), 71—
79. https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.11.005

Barrau-Pérez, M., Marin, M., & Gonzalez, J. (2023). Natural anti-parasitic agents in poultry:
Advances in phytotherapy. Poultry Science, 102(4),
101078. https://doi.org/10.1016/j.psj.2023.101078

Batiha, G. E. S., Alkazmi, L. M., Wasef, L. G., Beshbishy, A. M., Nadwa, E. H., & Rashwan, E.
K. (2020). Syzygium aromaticum L. (Myrtaceae): Traditional uses, bioactive chemical
constituents, pharmacological and toxicological activities. Molecules, 25(2),
428. https://doi.org/10.3390/molecules25020428

Bezerra, M. A., Santelli, R. E., Oliveira, E. P., Villar, L. S., & Escaleira, L. A. (2007). Response
surface methodology (RSM) as a tool for optimization in analytical chemistry. Talanta,
76(5), 965-977. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2008.05.019

Brenner, F. W., Villar, R. G., Angulo, F. J., Tauxe, R., & Swaminathan, B.
(2000). Salmonella nomenclature. Journal of Clinical Microbiology, 38(7), 2465-
2467. https://doi.org/10.1128/JCM.38.7.2465-2467.2000



https://ellegadodenewton.wordpress.com/wp-content/uploads/2019/10/art2013-extractos-y-aceite-de-clavo-de-olor-como-antibacterial-en-alimentos-pend.pdf
https://ellegadodenewton.wordpress.com/wp-content/uploads/2019/10/art2013-extractos-y-aceite-de-clavo-de-olor-como-antibacterial-en-alimentos-pend.pdf
https://ellegadodenewton.wordpress.com/wp-content/uploads/2019/10/art2013-extractos-y-aceite-de-clavo-de-olor-como-antibacterial-en-alimentos-pend.pdf
https://doi.org/10.xxxxx
https://doi.org/10.1093/jac/48.suppl_1.5
https://doi.org/10.1016/j.fct.2007.09.106
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.11.005
https://doi.org/10.1016/j.psj.2023.101078
https://doi.org/10.3390/molecules25020428
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2008.05.019
https://doi.org/10.1128/JCM.38.7.2465-2467.2000

48

Charulatha, B., & Shakunthala, S. (2013). Antimicrobial and phytochemical screening
of Syzygium aromaticum flower bud extracts. International Journal of Pharmaceutical
Sciences and Research, 4(6), 2270-2277.

Chouhan, S., Sharma, K., & Guleria, S. (2017). Antimicrobial activity of some essential oils—
Present status and future perspectives. Medicines, 4(3),
58. https://doi.org/10.3390/medicines4030058

Cevallos, [Iniciales]., [otros autores]. (2021). Produccion avicola y estructura productiva.

Delgado, C., Rosegrant, M., Steinfeld, H., Ehui, S., & Courbois, C. (2021). Livestock to 2020: The
next food revolution. International Food Policy Research Institute.

Du, W.-X,, Olsen, C. W., Avena-Bustillos, R., McHugh, T., Friedman, M., & Xiong, Y.-L. (2015).
Antimicrobial activity of essential oils and ethanolic extracts of edible plant materials
against selected foodborne pathogens. Food Control, 47, 442
450. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2014.07.033

Espinel, [Iniciales]., [otros autores]. (2022). Consumo y tendencias avicolas en Ecuador.

Fernandez-Lazaro, D., Garcia-Gonzélez, L., & Seco-Calvo, J. (2021). Immunomodulatory effects
of phytochemicals in poultry: Potential of clove (Syzygium aromaticum) and
eugenol. Animals, 11(2), 389. https://doi.org/10.3390/ani11020389

Forbes, B. A., Sahm, D. F.,, & Weissfeld, A. S. (2007). Bailey & Scott's diagnostic
microbiology (12th ed.). Mosby Elsevier.

Food and Agriculture Organization of the United Nations. (2023). FAO poultry sector country
review: Egypt. FAO.

Garcia, S., & Garcia, O. (2008). Accion bactericida de aceites esenciales: mecanismos Yy
aplicaciones. Revista Cubana de Quimica, 20(2), 213-224.

Gaspar, M. L. G. (2019). Optimizacion del proceso de extraccion de aceite de teberinto (Moringa
oleifera) mediante método Soxhlet [Tesis de maestria, Universidad Nacional del Callao].
Repositorio Institucional de la Universidad Nacional del
Callao. https://repositorio.unac.edu.pe/handle/20.500.12894/12345

Gill, A. O., & Holley, R. A. (2006). Mechanisms of bactericidal action of cinnamaldehyde
against Listeria monocytogenes and of eugenol against Listeria
monocytogenes and Lactobacillus sakei. Applied and Environmental Microbiology, 72(3),
1612-1615. https://doi.org/10.1128/AEM.72.3.1612-1615.2006

Godfray, H. C. J., Aveyard, P., Garnett, T., Hall, J. W., Key, T. J., Lorimer, J., Pierrehumbert, R.
T., Scarborough, P., Springmann, M., & Jebb, S. A. (2018). Meat consumption, health, and
the environment. Science, 361(6399), eaam5324. https://doi.org/10.1126/science.aam5324

Guaman, [Iniciales]., [otros autores]. (2023). Uso de aceites esenciales en avicultura ecuatoriana.


https://doi.org/10.3390/medicines4030058
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2014.07.033
https://doi.org/10.3390/ani11020389
https://repositorio.unac.edu.pe/handle/20.500.12894/12345
https://doi.org/10.1128/AEM.72.3.1612-1615.2006
https://doi.org/10.1126/science.aam5324

49

Bouldin, J., et al. (2004). Epidemiology of Salmonella infections in poultry. Avian Diseases,
48(2), 265-277.

Jang, H. J., Lee, H. Y., & Kim, J. H. (2021). Effects of dietary essential oils on immune responses
in broiler  chickens: Focus on  eugenol. Poultry  Science, 100(6),
101164. https://doi.org/10.1016/j.psj.2021.101164

Kémper, P., Glaeser, S. P., & Busse, H.-J. (2014). Bergey s manual of systematics of archaea and
bacteria. Springer.

Kerekes, E. B., Varga, L., & Czégény, Z. (2013). Antibacterial and antibiofilm activity of plant
essential oils and their  components  against Escherichia  coli O157:H7
and Salmonella Typhimurium. Applied Microbiology and Biotechnology, 97(18), 7557—
7568. https://doi.org/10.1007/s00253-013-5071-3

Kollanoor-Johny, A., Mattson, T., Ananda Baskaran, S., Amalaradjou, M. A. R., Babapoor, S.,
March, B., Valipe, S., & Venkitanarayanan, K. (2012). Reduction of Salmonella
enterica Serovar Enteritidis colonization in 20-day-old broiler chickens by the plant-
derived compounds trans-cinnamaldehyde and eugenol. Applied and Environmental
Microbiology, 78(8), 2987-2997. https://doi.org/10.1128/AEM.07643-11

Kumar, V., Prakash, D., & Singh, P. (2022). Hepatoprotective effects of phytochemicals: The role
of clove and eugenol. Journal of Ethnopharmacology, 292,
115192. https://doi.org/10.1016/j.jep.2021.115192

Li, X., et al. (2022). Eugenol could defend broilers from S. Typhimurium infection by stabilizing
the intestinal mucosal barrier and relieving inflammatory response. Food and Chemical
Toxicology. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35338975/

Lv, Y., Zeng, N., Feng, Y., Zhang, S., Zhou, X., & Gao, C. (2025). Eugenol accelerates intestinal
stem cell regeneration to protect the intestinal barrier integrity through inhibiting
JAK2/STAT3 signaling pathway in Salmonella enteritidis-challenged  broiler
chicks. Journal  of  Animal  Science and  Biotechnology, 16, Article
40. https://doi.org/10.1186/s40104-025-01168-y

Ma, B., Mei, X., Lei, C., Li, C., Gao, Y., Kong, L., Zhai, X., & Wang, H. (2020). Enrofloxacin
shifts intestinal microbiota and metabolic profiling and hinders recovery from Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium infection in neonatal chickens. mSphere,
5(5), e00725-20. https://doi.org/10.1128/mSphere.00725-20

Madigan, M. T., Bender, K. S., Buckley, D. H., Sattley, W. M., & Stahl, D. A. (2018). Brock
biology of microorganisms (15th ed.). Pearson.

Marchese, A., Orhan, I. E., Daglia, M., Barbieri, R., Di Lorenzo, A., Nabavi, S. F., & Nabavi, S.
M. (2017). Antibacterial and antifungal activities of thymol: A brief review of the
literature. Food Chemistry, 210, 402—
414. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.033



https://doi.org/10.1016/j.psj.2021.101164
https://doi.org/10.1007/s00253-013-5071-3
https://doi.org/10.1128/AEM.07643-11
https://doi.org/10.1016/j.jep.2021.115192
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35338975/
https://doi.org/10.1186/s40104-025-01168-y
https://doi.org/10.1128/mSphere.00725-20
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.033

50

Nieto Leguizamon, A. L. (2023). Caracterizacion de rones agricolas de Martinica obtenidos
mediante diferentes tipos de afiejamiento (Trabajo final de maéster). Escuela Técnica
Superior de Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural, Universidad de
Valencia. https://repositorio.uv.es/handle/123456789/XXXXX

Nonsee, K., Supitchaya, C., & Thawien, W. (2011). Antimicrobial activity and the properties of
edible hydroxypropyl methylcellulose-based films incorporated with encapsulated clove
(Eugenia caryophyllata Thunb.) oil. International Food Research Journal, 18(4), 1531
1541.

Nufez, C., & Diaz, C. (2022). Syzygium aromaticum como candidato a bactericida. Boletin de
Malariologia y Salud Ambiental, 62(4), 654—
662. https://doi.org/10.52808/bmsa.7e6.624.005

Oliveira, J. M. (2022). Nanotecnologia aplicada al eugenol: Mejoras en la estabilidad y efectividad
antimicrobiana [Tesis doctoral, Universidad de Porto].

Paredes, [Iniciales], et al. (2021). Prevalencia de Salmonella spp. en pollos en Ecuador.

Pavela, R. (2015). Essential oils for the development of eco-friendly mosquito larvicides: A
review. Industrial Crops and Products, 76, 174
187. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.06.017

Pollock, H. M., & Dahlgren, B. J. (1974). Clinical evaluation of enteric media in the primary
isolation of Salmonella and Shigella. Applied Microbiology, 27(1), 197-
201. https://doi.org/10.1128/am.27.1.197-201.1974

Pramod, K., Ansari, S. H., & Ali, J. (2010). Eugenol: A natural compound with versatile
pharmacological actions. Natural Product Communications, 5(12), 1999-2006.

Raja, H. A., Kumar, S., & Kumar, S. M. (2022). Eugenol and its derivatives as promising anti-
parasitic agents: Mechanisms and applications. Pharmaceutical Biology, 60(1), 439-
448. https://doi.org/10.1080/13880209.2021.1985174

Ramos-Garcia, M., Calderén-Pérez, M., & Medina-Garcia, A. (2021). Disefio experimental
completamente al azar aplicado en estudios microbioldgicos. Revista Ecuatoriana de
Ciencias Bioldgicas, 41(2), 45-53. https://doi.org/10.26807/recib.v41i2.1653

Scallan, E., Hoekstra, R. M., Angulo, F. J., Tauxe, R. V., Widdowson, M. A., Roy, S. L., Jones, J.
L., & Griffin, P. M. (2011). Foodborne illness acquired in the United States—Major
pathogens. Emerging Infectious Diseases, 17(2), 7—
15. https://doi.org/10.3201/eid1701.P11101

Silva, J. P., Carvalho, M. G., & Oliveira, L. C. (2020). Anti-inflammatory and analgesic effects of
eugenol in  experimental  models. Journal of  Ethnopharmacology, 249,
112389. https://doi.org/10.1016/j.jep.2019.112389



https://repositorio.uv.es/handle/123456789/XXXXX
https://doi.org/10.52808/bmsa.7e6.624.005
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.06.017
https://doi.org/10.1128/am.27.1.197-201.1974
https://doi.org/10.1080/13880209.2021.1985174
https://doi.org/10.26807/recib.v41i2.1653
https://doi.org/10.3201/eid1701.P11101
https://doi.org/10.1016/j.jep.2019.112389

51

Santos, T. O., da Silva, F. M. A., de Souza, L. F. B., & Dos Santos, F. A. (2019). Eugenol attenuates
inflammatory and neuropathic pain response: A systematic review of preclinical
studies. Phytomedicine, 59, 152920. https://doi.org/10.1016/j.phymed.2019.152920

Sun, J. (2011). Good laboratory practices and traceability in analytical laboratories. Journal of
AOAC International, 94(2), 563-569.

Sperber, W. H., & Doyle, M. P. (2020). Compendium of the microbiological spoilage of foods and
beverages. Springer. https://doi.org/10.1007/978-1-4419-0826-1

Timoney, J. F. (2020). Infectious diseases of poultry. Wiley-Blackwell.

Tserennadmid, R., Hwang, 1., Jang, H., & Uddin, M. (2020). Antibacterial effects of essential oils
and their bioactive compounds against Salmonella: A review. Food Control, 113,
107157. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2020.107157

Valtek. (2024). Manual del agar MacConkey y agar Salmonella — Shigella.
Valtek. https://valtek.cl/wp-content/uploads/2024/11/COMBI-PLATE-Agar-
MacConkeyAgar-SS-Valtek-Version-3.pdf

Villacis et al. (2023). Resistencia antimicrobiana en Salmonella de origen avicola.

Wang, X., Li, Z., & Huang, Y. (2023). Effects of phytogenic substances on hepatic health and
growth performance in poultry: A systematic review. Animal Nutrition, 12,
100746. https://doi.org/10.1016/j.aninu.2023.100746

Wigley, P. (2013). Salmonella infections in birds. In Diseases of Poultry (pp. 751-775). Wiley-
Blackwell.

Wigley, P. (2020). Salmonella infections in poultry: Past, present and future. Avian Pathology,
49(5), 307-321. https://doi.org/10.1080/03079457.2020.1743443

Zahniser, S., & Hansen, J. (2024, August 29). Meat consumption in Mexico, led by poultry, will
continue rising over next decade, USDA projections show. USDA Economic Research
Service. https://www.ers.usda.gov/amber-waves

Zambrano-Mendoza, J., Hidalgo, C., & Paredes, J. (2022). Evaluacion de compuestos naturales
con actividad antimicrobiana en productos carnicos. Revista Politécnica, 50(3), 112—
120. https://doi.org/10.33333/rp.v50i3.2237



https://doi.org/10.1016/j.phymed.2019.152920
https://doi.org/10.1007/978-1-4419-0826-1
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2020.107157
https://valtek.cl/wp-content/uploads/2024/11/COMBI-PLATE-Agar-MacConkeyAgar-SS-Valtek-Version-3.pdf
https://valtek.cl/wp-content/uploads/2024/11/COMBI-PLATE-Agar-MacConkeyAgar-SS-Valtek-Version-3.pdf
https://doi.org/10.1016/j.aninu.2023.100746
https://doi.org/10.1080/03079457.2020.1743443
https://www.ers.usda.gov/amber-waves
https://doi.org/10.33333/rp.v50i3.2237

52

ANEXOS
Anexo 1 Documentacion fotografiada del desarrollo investigativo

Figura 1l

Pesaje del clavo de olor antes de la extraccion del aceite

Figura 2

Montaje del equipo y extraccion del aceite esencial de clavo de olor mediante el método Soxhlet.
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Figura 3

Separacion inicial del aceite esencial en diferentes vasos de precipitacion tras el proceso de

extraccion

Figura 4

Aceite esencial de clavo de olor completamente limpio en un Unico vaso de precipitacion tras la
fase de purificacion.




54

Figura 5

Almacenamiento del aceite esencial en frascos ambar para su transporte al laboratorio de analisis

Figura 6

Muestra almacenada en bolsa estéril tipo Whirl-Pak tras la recoleccién en campo.
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Figura 7
Siembra bacteriana mediante estriado en caja Petri para el aislamiento y crecimiento de

colonias

Figura 8

Crecimiento masivo de bacterias en caldo nutritivo tras la inoculacion inicial.
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Figura 9

Incubacion de placas Petri a 37 °C para favorecer el crecimiento optimo de bacteria

Figura 10

Colonias bacterianas aisladas en medio sélido tras incubacion
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Figura 11

Resultado final de la bacteria Gnica aislada de salmonella agar MacConkey

Figura 12
Lectura de absorbancia en espectrofotémetro durante la evaluacion de la actividad

antimicrobiana




FIGURA 13

Datos obtenidos de la investigacion

Concentracton alta 1

Concentracion media 2

Concentracion baja 3

Testigo positivo

% crecimiento  |% inhibicion
] ... bacteriana bacteriana
Tratamientos |Repeticion , )
(Syzygium (Syzygium
aromaticum)  |aromaticum)
175ppm 1 1 11,33 88,67
1 2 138 86,2
1 3 9,95 90,05
150ppm 2 1 3787 62,13
2 2 00 69,38
2 3 281 7719
125ppm 3 1 47,36 52,64
3 2 43,86 56,14
3 3 43,64 56,36
Penicilina ppm
(antibiotico) 4 1 468 95,32
4 2 5,41 94,59
4 3 6,77 93,23
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FIGURA 14

Resultados Andlisis de laboratorio determinacion de eugenol
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