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Resumen: El objetivo del estudio consistié en evaluar la eficiencia de un
nutracéutico a base de orégano en la inhibicién de bacterias Gram negativas
como Escherichia coli, Pseudomonas spp. y Salmonella spp., en huevos de
gallinas Hy Line Brown. El estudio se desarroll6 durante el afio 2024 en la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo, Ecuador. Se aplicé un disefio
experimental completamente aleatorizado con cuatro tratamientos (T1, T2,
T3, T4), que variaron en la concentracién del nutracéutico de orégano. Las
variables evaluadas fueron la presencia y concentracion de E. coli,
Pseudomonas spp. y Salmonella spp., en la cascara y contenido del huevo.
Los analisis microbioldgicos se realizaron a intervalos de 0, 15, 30 y 45 dias.
Utilizando medios selectivos de cultivo y técnicas de recuento estandar. En
el muestreo inicial (dia 0), los tratamientos con orégano (T2, T3 y T4)
redujeron significativamente las bacterias en comparacion con el control (T1).
Alos 15 dias, T2 y T3 fueron mas efectivos contra Salmonella spp., mientras
gue T1 se observd una alta concentracién de Pseudomonas spp. A los 30
dias, T1y T2 lograron una mayor reduccién de Salmonella spp.; sin embargo,
T3y T4 fueron menos efectivos frente a E. coliy Pseudomonas spp. En base
a los resultados se puede concluir que el nutracéutico a base de orégano es
una alternativa natural prometedora para mejorar la inocuidad alimentaria en
huevos mediante el control de bacterias patdgenas.

Palabras clave: calidad, contaminaciéon bacteriana, control sanitario,
inocuidad, patdégenos.
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Abstract: The objective of this study was to evaluate the effectiveness of an oregano-
based nutraceutical in inhibiting Gram-negative bacteria such as Escherichia coli,
Pseudomonas spp., and Salmonella spp. in Hy-Line Brown chicken eggs. The study
was conducted during 2024 at the State Technical University of Quevedo, Ecuador. A
completely randomized experimental design was used with four treatments (T1, T2,
T3, T4), which varied in the concentration of the oregano nutraceutical. The variables
evaluated were the presence and concentration of E. coli, Pseudomonas spp., and
Salmonella spp. on the eggshell and in the egg contents. Microbiological analyses
were performed at 0, 15, 30, and 45-day intervals using selective culture media and
standard counting techniques. In the initial sampling (day 0), the oregano treatments
(T2, T3, and T4) showed a significant reduction in bacteria compared to the control
(T1). At 15 days, T2 and T3 were more effective against Salmonella spp., while T1
showed a high concentration of Pseudomonas spp. At 30 days, T1 and T2 achieved
a greater reduction in Salmonella spp.; however, T3 and T4 were less effective against
E. coli and Pseudomonas spp. Based on these results, it can be concluded that the
oregano-based nutraceutical is a promising natural alternative for improving food

safety in eggs by controlling pathogenic bacteria.

Keywords: quality, bacterial contamination, sanitary control, safety, pathogens.

1. Introduccién

La produccion de huevos en la industria avicola ha experimentado un notable aumento
debido a la alta demanda, ya que los huevos son una fuente de proteina de calidad y
bajo costo (Chavarria et al., 2021). En Ecuador, se alcanzé una produccion total de 3812
millones de huevos en 2022, lo que equivale a un consumo de 212 huevos por habitante
al afno (Yasir et al., 2024). Ademas, las provincias que se destacan por su destacada
produccién son Tungurahua, Cotopaxi, Manabi y Pichincha (Miranda, 2024). Las
gallinas ponedoras, como las de la raza Hy-Line Brown, son la principal fuente de
huevos para el consumo humano (Vera-Rodriguez et al., 2019). La calidad y la
seguridad de estos huevos son factores criticos tanto para la industria como para la
salud publica (Vera-Rodriguez et al., 2023).

Los huevos son reconocidos como una proteina de alta calidad y accesible, siendo una
fuente completa de nutrientes esenciales (Ojeda-Ojeda et al., 2024). Contiene vitaminas
como A, D, B12 y riboflavina, minerales como el yodo, el selenio y la colina, esenciales
para la salud del cerebro y el desarrollo fetal (Diaz et al., 2020). La combinacion de
proteinas y grasas saludables en los huevos promueve la saciedad y puede contribuir
al control del apetito (Gémez et al., 2025). Ademas, los huevos contienen antioxidantes
como la luteina y la zeaxantina, que son beneficiosos para la salud ocular y son utiles
para el crecimiento y la reparacion muscular (Lopez-Sobaler et al., 2025). Su versatilidad
en la preparacion los convierte en una opcion comoda y econdmica para incluir en una
dieta equilibrada (Sevilla et al., 2023).

La contaminacién bacteriana, especialmente por cepas gramnegativas de bacterias
como Escherichia coli, Pseudomonas spp. y Salmonella spp., representan un desafio
persistente en la produccion de huevos (Ortega et al., 2024). Estos patdgenos notorios
pueden ser dafinos para la salud de los consumidores y tener un impacto negativo en
la industria avicola (Araujo et al., 2024). La presencia de estas bacterias en los huevos
supone un riesgo significativo, lo que subraya la importancia de mantener estrictos
estandares de higiene y control de calidad a lo largo de la cadena de produccion para
garantizar la seguridad alimentaria (Valenzuela et al., 2021).

El Servicio Ecuatoriano de Normalizacion, a través de la Norma Técnica Ecuatoriana
(Norma Técnica Ecuatoriana, 2013), establecidé los requisitos necesarios que deben
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cumplir los huevos comerciales y los ovoproductos para consumo humano (Vera-
Rodriguez et al., 2019), esto se llevd a cabo en 1973 y no ha sido modificado hasta la
fecha, y no se han reportado investigaciones sobre la calidad de los huevos de codorniz
que se distribuyen y comercializan en el pais. Se ha evidenciado que el aceite de
Origanum Vulgare L. posee propiedades inhibitorias contra bacterias patdogenas (Rabelo
et al.,, 2024), lo que lo convierte en una opciéon prometedora para combatir los
microorganismos dafiinos en alimentos como los huevos Hy Line Brown. Un estudio
reciente demostré que el 6leo esencial O. vulgare L. y su componente carvacrol, en
forma de nanoemulsiones, reducen significativamente la adhesién y crecimiento de
Salmonella typhimurium en carne de pollo, incluso en concentraciones subinhibitorias,
prolongando la fase lag bacteriana (Diaz et al., 2020).

El presente articulo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficiencia de un
nutracéutico a base de orégano en la inhibicion de bacterias Gram-negativas como
Escherichia coli, Pseudomonas spp. y Salmonella spp., en huevos de gallinas Hy Line
Brown.

2. Materiales y Métodos

La investigacion se realizé durante el afio 2024 en el Programa Didactico de Avicultura
y el Laboratorio de Bromatologia, del Campus La Maria, perteneciente a la Facultad de
Ciencias Pecuarias y Bioldgicas de la Universidad Técnica del Estado de Quevedo. El
area de estudio se encuentra ubicado en el km 7 1/2 de la carretera Quevedo-El
Empalme, provincia de Los Rios, Ecuador. Su ubicacion geogréfica es 01°06'00" latitud
sury 79°29'00" latitud oeste, a una altitud de 73 m s. n. m. Para el estudio se utilizaron
gallinas de la linea genética Hy-Line Brown de las cuales se recolectaron sus huevos a
partir de las 25 semanas de edad.

2.1. Produccion nutracéutica

La planta seleccionada fue Origanum vulgare L. (orégano), se llevé a cabo la seleccion
de las hojas, considerando la diversidad de tamafo y estructura, solo se eligieron hojas
sanas, sin lesiones inducidas mecanicamente ni signos de patégenos. Posteriormente,
se trasladaron las muestras al Laboratorio de Bromatologia de la Facultad de Ciencias
Ganaderas y Bioldgicas de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, garantizando
condiciones higiénicas y adecuadas de almacenamiento.

En el laboratorio, las hojas se lavaron con agua destilada, con el objetivo de eliminar la
mayor cantidad de impurezas posibles, se las deshidraté durante siete dias a la sombra
y temperatura ambiente utilizando laminas de papel de aluminio, revolviéndolas
manualmente dos veces por dia. Posteriormente, se secaron en un horno con
recirculacién de aire a una temperatura de 60 °C durante una hora. Una vez secas, las
hojas se trituraron con un molino de martillos de cuchillas paralelo hasta obtener un
tamano de particulas de 1 mm. El polvo obtenido se tamizé con un colador fino de acero
inoxidable, con el fin de garantizar una textura uniforme. La harina nutracéutica se
conservo en frascos de color ambar a temperatura ambiente, protegiendo el producto
de la luz y evitando la descomposicion de los compuestos activos.

Para obtener la esencia de orégano y evaluar su efecto sobre el crecimiento bacteriano,
se pesaron 20 g de hojas frescas de orégano y se mezclaron con 250 ml de etanol. Las
hojas se maceraron cuidadosamente en un mortero con un poco de etanol hasta obtener
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una pasta homogénea. Esta mezcla se combind con el etanol restante y se dejé reposar
durante 24 horas en un agitador mecanico para asegurar una extraccion uniforme de los
compuestos activos. Tras el tiempo de reposo, la mezcla se destilé durante tres
horas, obteniendo aproximadamente un 50 % de esencia de orégano. La esencia
se coloco en tubos de ensayo y se centrifugd durante 15 minutos para eliminar
las impurezas. Posteriormente, se filtr6 a través de papel de filtro colocado en un
vaso de precipitados, asegurandose de que la esencia estuviera limpia y lista
para su uso.

2.2. Analisis bromatolégico del nutraceutico

La determinacién de la composicién bromatoldgica del nutracéutico se realizé mediante
procedimientos estandarizados en el laboratorio de Bromatologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo. Para este analisis se tom6 una muestra representativa de
200 g de harina de orégano, cuidadosamente homogeneizada para asegurar su
representatividad. A partir de esta muestra se evaluaron las variables de humedad,
materia seca, cenizas y proteina cruda, parametros considerados esenciales para
establecer la composicion quimica de la dieta experimental y relacionar estos resultados
con los efectos microbiolégicos observados en los huevos.

El contenido de humedad (%) de las muestras se determind sometiendo los huevos a
una temperatura constante de 65 °C durante 48 horas, procedimiento que permitio
eliminar de forma completa el agua presente. Luego, el peso seco se compard con el
peso inicial para calcular el porcentaje de humedad. Este procedimiento permitié
cuantificar con precision la pérdida de agua en las muestras y obtener un valor confiable
para este parametro. La formula utilizada fue:

Peso inicial — Peso final

Humedad = — x 100
Peso inicial

La materia seca (%) se determiné de manera indirecta, a partir del calculo obtenido en
la medicion de humedad. Este parametro es importante porque representa la fracciéon
solida del alimento, es decir, los nutrientes disponibles después de eliminar el contenido
de agua.

Materia seca = 100 — Humedad.

Para la determinacién de cenizas (%), las muestras fueron sometidas a un proceso de
calcinacion en mufla a 600 °C durante tres horas, lo que permitié eliminar la materia
organica y conservar unicamente el residuo inorganico.

Peso de la muestra seca — Peso de la muestra calcinada

Ceniza = x 100.
Peso de la muestra seca

Este analisis resulté indispensable para conocer la fraccidon mineral presente en la harina
de orégano, un componente clave en la nutricién animal.

El contenido de proteina cruda se determind mediante el método Kjeldahl. Para este
analisis, se utilizé acido clorhidrico 0,1 N como titulante, aplicando la ecuacion para

determinar proteina:
(VCHI-Vb)*1,401*NHCL
Gramo de muestra

Proteina =
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Incluye factores como el volumen de acido consumido en la titulacion (VCH), el volumen
del blanco (Vb), el factor 1,401 correspondiente al peso atémico del nitrégeno y la
normalidad acida. Este calculo permitié determinar la cantidad de proteina disponible en
la harina de orégano, informacion clave para evaluar su aporte nutricional en la dieta
experimental.

Donde:

1,401 = Peso atémico del nitrégeno.

NHCL = Normalidad del acido clorhidrico 0,1 N.

VCHI = Volumen de acido clorhidrico consumido en la valoracion.

Vb = Volumen obijetivo 0,05.

2.3. Inclusion del nutraceutico en la dieta de ponedoras

Se incluyd harina de hoja de orégano en diferentes proporciones segun el disefo del
estudio. Las concentraciones en los tratamientos fueron: T1 con 0,5 % (295 g), T2 con
1,0 % (590 g), T3 con 1,5 % (885 g) y un tratamiento control T4 sin aplicacion del
nutracéutico (0,0 %). La composicidn de estas dietas se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la dieta experimental con inclusiéon de orégano en polvo en gallinas Hy-

Line Brown (1 a 6 semanas).

1-6 semanas

Alimentos T4 T1 T2 T3
0% 0,5 % 1,0% 1,5%
Maiz doméstico 56,932 70,700 60,751 54,668
Arroz en polvo 5,050 5,050 5,050 5,050
Pastel de soja 44 31,178 12,148 23,230 31,172
Harina de orégano 0,000 0,505 1,010 1,515
Ac. Palma 1,010 0,302 1,010 1,010
Carbonato de calcio 4,456 9,782 4,091 5,212
Fosfato monocalcico 1,566 1,705 5,050 1,564
Cloruro de sodio marino 98 0,505 0,505 0,505 0,505
Ndcleo 0,303 0,303 0,303 0,303
TOTAL 100 100 100 100

2.4. Aislamiento de las bacterias patégenas

Las muestras fueron procesadas siguiendo protocolos estandarizados en microbiologia.
En primera instancia, se realizé un raspado superficial de la cascara y del contenido de
los huevos para luego inocularlos en medios selectivos como SS Agar, MacConkey Agar
y Agar Agar enriquecido con fosfato monopotasico, sulfato de magnesio y peptona
especial. En total se analizaron 320 huevos de gallina, evaluados en cuatro momentos
distintos: 0, 15, 30 y 45 dias, lo que permiti6 observar la evolucién de los
microorganismos en el tiempo. Una vez gelificados, los medios fueron sembrados con
las muestras previamente diluida (1:10.000) proveniente de la cascara del huevo y se
incubaron durante 24 a 48 horas en condiciones adecuadas de temperatura. Finalmente,
se analizaron las colonias bacterianas presentes, identificando de manera especifica la
incidencia de E. coli, Salmonella spp. y Pseudomonas spp. en las muestras de huevo.
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El procedimiento inicié con la preparacién de los medios: 31,5 g de Agar SS, 26 g de
Agar MacConkey y una mezcla de 3,75 g de agar en polvo con 0,375 g de fosfato
monopotasico, 0,375 g de sulfato de magnesio y 1,5 g de peptona especial. Estos
componentes se disolvieron en 500 ml de agua destilada y se esterilizaron en autoclave
durante 45 minutos para eliminar contaminantes. Una vez estériles, se manipularon en
camara de flujo laminar y se vertieron en placas de Petri, que se desinfectaron con luz
ultravioleta durante 30 minutos antes de su uso.

Para la siembra, se seleccion6 un huevo por tratamiento, desinfectando la cascara con
algoddn impregnado en agua destilada. La muestra obtenida se coloco en tubos conicos
y se inoculd en los tres tipos de medios de cultivo mediante una micropipeta de 20 pL.
Posteriormente, con la ayuda de un mango de vidrio Driglaski, se distribuyd
uniformemente el inéculo sobre la superficie de las placas. Cada placa se identificd con
el nombre del tratamiento, la fecha y el tipo de medio, y se incubd en estufa
bacteriolégica durante cuatro dias.

2.5. Caracterizacion morfolégica de los agentes patégenos

La identificaciéon morfolégica de las bacterias se realizd bajo el método de tincion de
Gram, permitiendo diferenciar entre dos tipos principales de bacterias segun la
composicion de su pared celular. Este hallazgo sugiere la presencia de ciertos tipos de
bacterias en los huevos de las gallinas Hy-Line Brown que pueden ser relevantes para
evaluar la calidad sanitaria de los huevos y tomar las medidas adecuadas de control y
prevencion de enfermedades (Vinet & Zhedanov, 2021). La técnica de tincion de Gram
al tefir las bacterias, se dividen en dos grupos: Gram Positivo (colores violetas) y Gram
Negativo (color rosa). Este método es util para determinar la naturaleza de la infeccién.

El procedimiento comenzd con la recoleccion de las muestras, que fueron colocadas
cuidadosamente en portaobjetos estériles. Con ayuda de un palillo de madera se
extendieron en una fina capa y se dejaron secar al aire libre para garantizar su
conservacion. Una vez secas, las muestras se fijaron aplicando metanol o un leve
calentamiento, con el fin de mantener su estructura. A continuacion, se afiadié el
colorante cristal violeta y, tras un enjuague con agua destilada, se aplicé lugol como
agente mordiente, dejandolo actuar unos minutos. Después se realizé la decoloracion
con alcohol-acetona y un nuevo enjuague, para finalmente aplicar un colorante de
contraste, como safranina. Con este procedimiento las preparaciones quedaron listas
para observarse al microscopio optico, lo que permitié clasificar las bacterias segun su
formay su reaccion al colorante, en Gram positivas o Gram negativas (Guerrero & Mejia,
2021).

2.6. Recuento de bacterias gramnegativas

El recuento de bacterias gramnegativas se efectué mediante la observacion directa de
las placas de Petri incubadas, utilizando una lupa estereoscépica para visualizar el
crecimiento de Salmonella spp., Escherichia coli y Pseudomonas spp.. Este
procedimiento permitié cuantificar el numero de colonias formadas y comparar los
resultados entre los diferentes tratamientos experimentales. Gracias a esta metodologia
fue posible establecer si la inclusion de harina de orégano en la dieta de las gallinas
tuvo un efecto sobre la reduccién de la carga bacteriana en los huevos.
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2.7. Técnica de inhibiciéon bacteriana con presencia de orégano

Para evaluar la accién antimicrobiana del orégano frente a bacterias patogenas, las
colonias aisladas de Salmonella spp., E. coliy Pseudomonas spp. fueron enfrentadas a
la esencia de orégano, registrandose la formacién de halos de inhibicion como indicador
de sensibilidad. Este método permitié confirmar las propiedades antimicrobianas
reportadas por otros autores (Calderon et al.,, 2024) quienes sefialan que los
compuestos fendlicos del orégano, como el carvacrol y el timol, poseen una elevada
capacidad para limitar el crecimiento bacteriano.

Cada muestra bacteriana se dividié en cuatro porciones, y en cada una se coloco un
papel de filtro impregnado con esencia de orégano. Las placas se incubaron durante 24
horas, tras lo cual se observé inhibicidon del crecimiento bacteriano, lo que demostro la
accion antimicrobiana de la esencia sobre las bacterias presentes.

2.8. Diseiio de investigacion

Se utilizd6 un disefio completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos, ocho
repeticiones, conformando 32 unidades experimentales (UE), cada una integrada por
cinco gallinas alojadas en el mismo espacio y evaluadas en conjunto. Se recolectaron
cuatro huevos por repeticiones a los 0, 15, 30 y 45 dias, para un total 320 muestras. El
ensayo tuvo una duracion de 45 dias.

Para el analisis estadistico, se aplico un ANDEVA, y para la comparacion de medias, la
prueba de Tukey (P<0,05) bajo el software estadistico SPSS.

3. Resultados

La observacion microscopica evidencio la presencia de bacterias Gram-negativas en
forma de cocobacilos rosados, con predominio de coliformes. En el tratamiento T3,
correspondiente al dia 0, se identificaron estructuras compatibles con bacilos, tal como
se muestran en la Figura 1. Estos resultados sugieren una flora inicial compuesta
principalmente por bacterias Gram-negativas de interés microbiolégico.

Figura 1. Presencia de bacteria Gram-negativas observadas mediante la tinciéon de
Gram en huevos de gallina Hy-Line Brown.

En el dia 0, los tratamientos T1, T2, T3 y T4 no presentaron variaciones
estadisticamente significativas en el crecimiento de colonias bacterianas, lo que significa
gue sus efectos fueron comparativamente invariables. Estos resultados se respaldan en
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el grafico de barras mostrado en la Figura 2, donde las barras de error representan +
Error Estandar y las letras distintas indican diferencias significativas entre los promedios.

Colonias/placas

Tratamientos

Figura 2. Efecto del tratamiento con harina de orégano sobre el crecimiento de E. coli
en huevos de gallina ponedora (dia 0) Hy-Line Brown.

El tratamiento T1 present6 la mayor concentracion unidades formadoras de colonias
(UFC) de Pseudomonas spp., evidenciando un nivel mas alto de contaminacion
bacteriana en comparacion con los tratamientos T2, T3 y T4, que mostraron una
proliferacibn menor. Estos resultados indican diferencia en la eficiencia de los
tratamientos con orégano para inhibir el crecimiento bacteriano. La Figura 3 respalda
estos hallazgos mediante un grafico de barras con barras de error + error estandar; y
letras que sefialan diferencias significativas entre los promedios.
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Figura 3. Efecto del tratamiento con harina de orégano sobre el crecimiento de
Pseudomonas spp. En huevos de gallina ponedoras (dia 0).

Los tratamientos T3 y T2 presentaron la mayor concentraciéon de UFC de Salmonella
spp., evidenciando altos niveles de contaminacién bacteriana. En contraste, los
tratamientos T1 y T4 mostraron una menor proliferacién, lo que sugiere mayor eficacia
en la inhibicién del crecimiento de este patdgeno. La Figura 4 respalda estos resultados
mediante un gréafico de barras con *+ Error estandar y letras que sefialan diferencias
significativas entre los promedios.
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Figura 4. Efecto de tratamiento con harina de orégano sobre el crecimiento de
Salmonella spp. en huevos de gallinas ponedoras (dia 0).

Al dia 15, el tratamiento T1 present6 la mayor concentracién de UFC de Salmonella
spp., lo que evidencia un nivel elevado de contaminacion bacteriana. En contraste, los
tratamientos T4, T3y T2 mostraron una menor proliferacion, destacandose por su mayor
capacidad para limitar la expansion del patégeno. Estos resultados se ilustran en la
Figura 5, donde se muestran las medias con sus respectivas barras de error (+ Error
Estandar) y las diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 5. Efecto de tratamientos con harina de orégano sobre el crecimiento del
Salmonella spp., en huevos de gallinas ponedoras (dia 15).

El tratamiento T2 muestra una mayor concentracion de unidades formadoras de colonias
(UFC) de E. coli (Figura 6), lo que indica altos niveles de contaminacion bacteriana, en
comparacion con el tratamiento T4, T1 y T3, demostrando una menor proliferacién
bacteriana. Esta cifra demuestra una eficacia diferencial en la supresion o inhibicién del
crecimiento de salmonela entre tratamientos, destacando T4, T2 y T3 por su notable
capacidad para limitar la expansion bacteriana.
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Figura 6. Efecto de tratamiento con harina de orégano sobre el crecimiento de E. coli
en huevos de gallina ponedoras (dia 15).

En la cuantificacion de Pseudomonas spp., en huevos de gallina color marrén, el
tratamiento T2 mostré una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los
demas tratamientos, reflejada en una media mas alta, lo que demuestra un efecto
marcadamente diferente. El tratamiento T4 también mostré una variabilidad significativa
en su rendimiento promedio. Por el contrario, los tratamientos T3 y T1 no mostraron
diferencias estadisticas, lo que indica que sus efectos fueron comparativamente
estables. Estos resultados se sustentan en la Figura 7.
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Figura 7. Efecto de tratamiento con harina de orégano sobre el crecimiento
Pseudomonas spp. en huevos de gallinas, ponedoras (dia 15).

Al dia 30, los tratamientos T3 y T4 presentaron la mayor concentracion de UFC de
Salmonella spp., mientras que los tratamientos T1y T2 mostraron un menor crecimiento
bacteriano. Estos resultados se ilustran en la Figura 8, que incluye las medias con sus
respectivas barras de error (x error estandar) y las diferencias significativas entre los
tratamientos.
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Figura 8. Efecto de tratamientos con harina de orégano sobre el crecimiento de
Salmonella spp. en huevos de gallina ponedoras (dia 30).

En la cuantificacién de E. coli en huevos de gallina marron de la linea Hy-Line Brown,
los tratamientos T4 y T3 presentaron la mayor concentracién de UFC, mientras que los
tratamientos T1 y T2 mostraron una menor proliferacién bacteriana. Estos resultados se
ilustran en la Figura 9, que muestra las medias con sus respectivas barras de error (
error estandar) y las diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 9. Efecto de tratamientos con harina de orégano sobre el crecimiento de E. coli,
en huevos de gallinas, ponedoras (dia 30).

En la cuantificacibn de Pseudomonas spp. en huevos de gallina color marrén, los
tratamientos T2 y T3 presentaron la mayor concentracion UFC, mientras que los
tratamientos T4 y T1 mostraron una menor proliferacién bacteriana. Estos resultados se
ilustran en la Figura 10, que muestra las medias con sus respectivas barras de error (+
error estandar) y las diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 10. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de la bacteria Pseudomonas
spp. En huevos de gallinas ponedoras (dia 30).

El dia 45, el tratamiento T4 presento la mayor concentracion de UFC de Salmonella spp.
En comparacién, los tratamientos T1, T2 y T3 mostraron niveles mas bajos de
crecimiento bacteriano. Estos resultados se ilustran en la Figura 11, que muestra las
medias con sus barras de error (x error estandar) y las diferencias significativas entre
los tratamientos.
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Figura 11. Efecto de tratamiento con harina de orégano sobre el crecimiento Salmonella
spp. En huevos de gallina ponedora (dia 45).
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En la cuantificacion de E. coli en huevos de gallina marrén de linea alta, el tratamiento
T4 presento la mayor concentracion de UFC. En comparacion, los tratamientos T3, T2
y T1 mostraron niveles mas bajos de proliferacién bacteriana. Estos resultados se
ilustran en la Figura 12, que muestra las medias con sus barras de error (x error
estandar) y las diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 12. Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de la bacteria E. coli. En
huevos de gallina ponedora (dia 45).

En la cuantificacion de Pseudomonas spp., en huevos de gallina color marrén, los
tratamientos T4, T2 y T1 mostraron la mayor concentracion de UFC. En comparacion,
el tratamiento T3 mostré una menor proliferacion bacteriana. Estos resultados se ilustran
en la Figura 13, que muestra las medias con sus barras de error (+ error estandar) y las
diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 13. Efectos de tratamiento con harina de orégano sobre crecimiento de
Pseudomonas spp. En huevos de gallinas ponedora (dia 45).

La Figura 14 muestra el recuento de bacterias gramnegativas en huevos de gallinas
ponedoras tras la aplicacion de diferentes tratamientos con orégano. Los tratamientos
T1, T2, T3 y T4 mostraron variaciones en la concentracion de UFC, lo que demuestra
diferencias en la proliferacion bacteriana entre tratamientos. Las medias se presentan
con barras de error (+ error estandar) y las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos.
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Figura 14. Morfotipos bacterianos en placas Petri inhibidos con extracto de orégano en
huevos de gallina ponedora (dia 45).

5. Discusion

La inclusién de harina de orégano (Origanum vulgare) en la dieta de gallinas ponedoras
Hy-Line Brown demostré un efecto favorable sobre la reduccién de bacterias Gram
negativas en la superficie del huevo, lo cual representa un aporte relevante al
fortalecimiento de la bioseguridad alimentaria en sistemas de produccién avicola (Sevilla
et al., 2023). La menor presencia de Salmonella spp., E. coli y Pseudomonas spp.
observada en los tratamientos con orégano sugiere una accién antimicrobiana efectiva
atribuida a los compuestos bioactivos presentes en esta planta, especialmente los
fenoles carvacrol y timol. Estos compuestos actian sobre la membrana celular de las
bacterias, alterando su permeabilidad y, por tanto, interfiriendo con funciones vitales,
como lo han demostrado Calderdn et al. (2024).

Si bien la mayoria de los tratamientos con orégano redujeron significativamente la
proliferacion bacteriana, se detectd la presencia ocasional de E. coli y Pseudomonas
spp. incluso en los tratamientos con las concentraciones mas altas. Segun Mendoza et
al. (2025) indica que esta variabilidad podria explicarse por diferencias individuales en
la fisiologia de las aves, la manipulaciéon y el almacenamiento de los huevos, o la
resistencia inherente de ciertas cepas bacterianas (Aguilar et al., 2024).

Los resultados de este estudio también muestran que la contaminacién microbiana de
los huevos es un fendmeno multifactorial. A diferencia de lo reportado por De Farias et
al. (2024), quienes informaron ausencia total de Salmonella spp., en este caso se
detect6 una presencia, incluso en el tratamiento testigo. Este hallazgo se relaciona con
lo reportado en sistema alternativos de produccién, donde se ha identificado prevalencia
de Salmonella spp y Pseudomonas spp., superiores al 8 % en huevos de gallinas criollas
y de traspatio (Miranda, 2024), lo que subraya la necesidad de estrategias
complementarias para su control.

Entre las principales limitaciones de la investigacion se destaca la ausencia de un
andlisis fitoquimico de la harina de orégano utilizada, lo que impidi6 determinar la
concentracion exacta de compuestos activos y establecer una relacion directa entre
dosis y efecto antimicrobiano. Ademas, el estudio se centrd Unicamente en el andlisis
microbiologico de la cascara, sin evaluar el contenido interno del huevo, aspecto
fundamental al considerar posibles mecanismos de contaminacién transovarica.
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A partir de estos resultados, se recomienda que futuras investigaciones incluyan el
andlisis del microbioma intestinal de las aves y la evaluacion de la posible transferencia
microbiana desde el tracto reproductivo hacia el huevo. También resulta pertinente
comparar la eficacia de distintas presentaciones del orégano (harina, extracto seco y
aceite esencial) para establecer cudl ofrece mayor estabilidad, biodisponibilidad y un
efecto antimicrobiano mas sostenido. La basqueda de alternativas fitogénicas como el
orégano constituye asi una estrategia prometedora para fortalecer la bioseguridad en la
avicultura frente a la creciente resistencia bacteriana.

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos a lo largo del estudio demuestran que la incorporacion de
nutracéuticos a base de orégano en la dieta de gallinas ponedoras ejercié un efecto
inhibitorio sobre E. coli, Pseudomonas spp. y Salmonella spp. en huevos de gallina
marron. Se observo que la magnitud de la reduccién en las unidades formadoras de
colonias variaba segun el tratamiento, lo que demuestra que ciertos niveles de inclusion
del extracto lograron un control mas efectivo de la proliferacion bacteriana.

Estos hallazgos respaldan el potencial del orégano como una alternativa natural para
mejorar la calidad microbiolégica de los huevos, proporcionando evidencia para
estrategias de manejo que buscan reducir el uso de antibidticos sintéticos sin
comprometer la inocuidad alimentaria. El uso de nutracéuticos de origen vegetal puede
constituir una herramienta viable y sostenible para la produccion avicola, con beneficios
tanto para la salud de las aves como para la inocuidad alimentaria.
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