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RESUMEN

La carne de cuy (Cavia porcellus) constituye un alimento de alto valor nutricional y cultural en la región andina; sin embargo, su producción y faenamiento bajo condiciones higiénicas limitadas pueden representar un riesgo para la salud pública. La presencia de bacterias patógenas en productos cárnicos puede relacionarse con contaminación gastrointestinal, manipulación inadecuada, deficiente limpieza de utensilios y fallas en la conservación posterior al sacrificio. Esta investigación tuvo como objetivo evaluar la calidad microbiológica de la carne de cuy producida en granjas del cantón Guaranda, provincia de Bolívar, mediante el aislamiento e identificación de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp., caracterizadas por técnicas bioquímicas.
El estudio se desarrolló mediante un Diseño Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial, considerando como factores la procedencia de las muestras y las bacterias evaluadas. Se aplicaron pruebas de cultivo selectivo, tinción de Gram, catalasa, oxidasa, recuento bacteriano y sensibilidad antimicrobiana mediante difusión en disco Kirby-Bauer. Los resultados evidenciaron una prevalencia del 60
% para Helicobacter spp. y del 40 % para Clostridium perfringens, mientras que Listeria monocytogenes no fue detectada. En la prueba de sensibilidad, Helicobacter spp. presentó halos de inhibición frente a doxiciclina, amoxicilina y enrofloxacina, siendo la amoxicilina el antibiótico con mayor respuesta. En Clostridium perfringens, el 50 % de los aislamientos presentó resistencia fenotípica frente a penicilina, metronidazol y clindamicina.
El análisis estadístico mediante ADEVA no evidenció diferencias significativas entre granjas ni entre bacterias (P>0,05).. En conclusión, la carne de cuy evaluada presentó contaminación microbiológica, por lo que se recomienda fortalecer las buenas prácticas de faenamiento, manipulación, conservación, vigilancia microbiológica y uso responsable de antimicrobianos.
Palabras clave: carne de cuy, calidad microbiológica, Clostridium perfringens, Helicobacter spp., sensibilidad antimicrobiana.

SUMMARY

Guinea pig meat (Cavia porcellus) is a food of high nutritional and cultural value in the Andean region; however, its production and slaughter under limited hygienic conditions may represent a public health risk. The presence of pathogenic bacteria in meat products may be associated with gastrointestinal contamination, inadequate handling, poor cleaning of utensils, and failures in post-slaughter preservation. This research aimed to evaluate the microbiological quality of guinea pig meat produced on farms in Guaranda canton, Bolívar province, through the isolation and identification of Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, and Helicobacter spp., characterized by biochemical techniques.
The study was carried out using a Completely Randomized Design (CRD) with a factorial arrangement, considering sample origin and the bacteria evaluated as factors. Selective culture, Gram staining, catalase, oxidase, bacterial count, and antimicrobial susceptibility testing using the Kirby-Bauer disk diffusion method were applied. The results showed a prevalence of 60% for Helicobacter spp. and 40% for Clostridium perfringens, while Listeria monocytogenes was not detected. In the susceptibility test, Helicobacter spp. showed inhibition zones against doxycycline, amoxicillin, and enrofloxacin, with amoxicillin showing the highest response. In Clostridium perfringens, 50% of the isolates showed phenotypic resistance to penicillin, metronidazole, and clindamycin.
The statistical analysis using ANOVA showed no significant differences between farms or bacteria (p > 0.05). In conclusion, the evaluated guinea pig meat showed microbiological contamination; therefore, it is recommended to strengthen good slaughtering, handling, preservation, microbiological surveillance, and responsible antimicrobial use practices.
Keywords: guinea pig meat, microbiological quality, Clostridium perfringens, Helicobacter spp., antimicrobial susceptibility..
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[bookmark: _bookmark0]CAPÍTULO I

1.1. [bookmark: _bookmark1]INTRODUCCIÓN.

La carne está formada de proteínas de alta calidad, vitaminas y minerales que contribuyen al desarrollo y mantenimiento de la salud humana. No obstante, al tener en su composición una mayor cantidad de agua y nutrientes se convierte en un medio favorable para el crecimiento microbiano si no se aplican prácticas adecuadas de manejo e higiene. En Ecuador, el cuy (Cavia porcellus) es una especie de gran importancia social y económica, especialmente en las regiones andinas, donde su crianza forma parte de la identidad cultural y de la seguridad alimentaria rural (Vásquez et al., 2023).
A pesar de su relevancia, la producción de carne de cuy suele realizarse en sistemas artesanales, con limitadas condiciones de control sanitario durante el faenamiento y la manipulación, lo que podría comprometer la inocuidad del producto final. En este contexto, los estudios microbiológicos son esenciales para determinar la calidad sanitaria de la carne, identificar patógenos zoonóticos y prevenir enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs).
Entre los microorganismos de mayor importancia en salud pública se encuentran Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. El primero es un bacilo anaerobio esporulado, productor de toxinas entéricas que causan gastroenteritis y cuadros graves de intoxicación alimentaria (Bilska et al., 2024). Listeria monocytogenes, por su parte, es un patógeno psicrótrofo capaz de desarrollarse incluso a temperaturas de refrigeración, asociado con meningitis, septicemia y abortos en humanos (Ali et al., 2022). Finalmente, Helicobacter spp. ha sido identificado como un microorganismo emergente con posible transmisión zoonótica a través del consumo de carnes contaminadas (Shah et al., 2023).
Estudios recientes realizados en diferentes regiones del mundo demuestran la presencia de estos microorganismos en productos cárnicos y su vinculación con fallas en los procesos de manipulación y conservación (Warmate et al., 2023). En Ecuador,  investigaciones  en  alimentos  de  origen  animal  han  revelado


incumplimientos de los límites microbiológicos establecidos por las normas nacionales, destacando la necesidad de fortalecer la vigilancia sanitaria y el control de inocuidad (Salazar-Llorente et al., 2021).
Ante este panorama, se hace imprescindible evaluar la calidad microbiológica de la carne de cuy producida en el cantón Guaranda, provincia de Bolívar, mediante el aislamiento e identificación de C. perfringens, L. monocytogenes y Helicobacter spp. La información obtenida servirá para establecer un diagnóstico local sobre la inocuidad del producto y aportar evidencia científica para la aplicación de medidas preventivas que aseguren la salud del consumidor.
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1.2. [bookmark: _bookmark2]PROBLEMA

En la actualidad, la producción de carne de cuy en el cantón Guaranda se desarrolla principalmente en pequeñas granjas y sistemas familiares, donde las condiciones de infraestructura, faenamiento y manejo suelen ser rudimentarias. Estas deficiencias, junto con la falta de controles microbiológicos y la manipulación empírica del producto, aumentan el riesgo de contaminación por patógenos de origen alimentario.
A nivel nacional, la vigilancia microbiológica de carnes no tradicionales como la de cuy es limitada, lo que impide conocer el verdadero estado de inocuidad de este producto. La ausencia de información científica sobre la presencia de C. perfringens, L. monocytogenes y Helicobacter spp. en la carne de cuy dificulta la identificación de riesgos sanitarios y la implementación de estrategias efectivas de control.
Clostridium perfringens puede multiplicarse rápidamente en productos cárnicos mal refrigerados o recalentados, generando enterotoxinas que causan dolor abdominal y diarrea (Bilska et al., 2024). Por otro lado, Listeria monocytogenes posee la capacidad de sobrevivir en ambientes fríos y húmedos, incluso en superficies de equipos de procesamiento, lo que la convierte en un patógeno persistente y de difícil erradicación (Ali et al., 2022). Finalmente, Helicobacter spp. se ha reportado en carnes y vísceras animales, con potencial zoonótico, lo que sugiere un riesgo emergente para la salud humana (Shah et al., 2023).
En las granjas de Guaranda no existen procedimientos estandarizados para la limpieza de áreas de faenamiento, control de temperatura ni monitoreo bacteriológico de la carne. Esta situación puede permitir la presencia de microorganismos patógenos que, al ingresar a la cadena alimentaria, se convierten en un riesgo directo para el consumidor.
Por tanto, surge la necesidad de realizar una evaluación microbiológica sistemática de la carne de cuy producida en esta zona, mediante análisis de laboratorio que

permitan identificar y cuantificar C. perfringens, L. monocytogenes y Helicobacter
spp.

Los resultados de este estudio proporcionarán información técnica y científica para la formulación de estrategias de control sanitario, fortaleciendo la inocuidad alimentaria y la salud pública local. Por lo tanto, el estudio pretende determinar los niveles de contaminación bacteriana en la carne de cuy, identificar los principales riesgos sanitarios y generar una base técnica que contribuya a la formulación de programas de vigilancia microbiológica en el cantón Guaranda, orientados a proteger la salud de los consumidores y garantizar la calidad del producto.

1.3. [bookmark: _bookmark3]OBJETIVOS

· Objetivo General.

Evaluar la calidad microbiológica de la carne de cuy (Cavia porcellus) producida en granjas del cantón Guaranda, mediante el aislamiento e identificación de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp., previamente caracterizadas por técnicas bioquímicas.
· Objetivos Específicos.

· Recolectar y procesar muestras de carne de cuy provenientes de granjas seleccionadas del cantón Guaranda bajo condiciones controladas.
· Aislar e identificar la presencia de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. mediante métodos de cultivo selectivo, tinción de Gram y pruebas bioquímicas confirmatorias.
· Determinar la prevalencia de cada microorganismo en las muestras analizadas, estableciendo comparaciones según la procedencia de las granjas.
· Evaluar la sensibilidad antimicrobiana de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. en carne de cuy bajo condiciones controladas de almacenamiento.
· Analizar estadísticamente los resultados con el fin de identificar diferencias significativas entre los tratamientos y caracterizar la calidad microbiológica de la carne de cuy en estudio.

1.4. [bookmark: _bookmark4]HIPÓTESIS

Hipótesis Nula (H0):

La carne de cuy producida en las granjas del cantón Guaranda cumple con los parámetros microbiológicos establecidos por la normativa vigente, sin evidenciar contaminación significativa por Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes o Helicobacter spp..
Hipótesis Alternativa (H1):

La carne de cuy producida en las granjas del cantón Guaranda no cumple con los parámetros microbiológicos establecidos por la normativa vigente, evidenciando contaminación significativa por Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes o Helicobacter spp..

[bookmark: _bookmark5]CAPÍTULO II

2. [bookmark: _bookmark6]MARCO TEÓRICO

2.1. [bookmark: _bookmark7]Importancia sanitaria y nutricional de la carne de cuy (Cavia porcellus)

El cuy (Cavia porcellus) es un pequeño roedor domesticado de origen en los Andes, tradicionalmente criado en los hogares de la zona rural de Ecuador, Perú, Bolivia y Colombia. Su crianza tiene relevancia socioeconómica y alimentaria destacada, especialmente en comunidades campesinas donde es una fuente sostenible de proteína de alta calidad (Vásquez et al., 2023). El cuy tiene facilidad para adaptarse a diversos climas, su corto ciclo reproductivo y su bajo requerimiento alimenticio lo convierten en una alternativa viable frente a especies pecuarias convencionales (Pérez et al., 2022).

Desde el punto de vista nutricional, la carne de cuy posee entre 18 y 21 % de proteína, con un bajo porcentaje de grasa entre 5 y 7 % y una proporción equilibrada de ácidos grasos esenciales, especialmente omega 3 y omega 6, que contribuyen a la salud cardiovascular (Vásquez et al., 2023). Asimismo, su contenido en minerales como hierro, zinc y fósforo, y en vitaminas complejo B, se posiciona como una carne funcional, ideal para poblaciones con limitaciones al acceso a alimentos de origen animal de alto valor biológico. A diferencia de las carnes de res o cerdo, el cuy posee una proporción inferior de colesterol y ácidos grasos saturados, lo que la hace recomendable en dietas hipolipemiantes (Muñoz et al., 2022).

Además de sus atributos nutricionales, la carne de cuy tiene un impacto ambiental menor que otras producciones pecuarias. Diversos estudios han demostrado que la huella de carbono y el uso de agua por kilogramo de carne producida son considerablemente inferiores en el cuy respecto al ganado bovino o porcino, lo que la convierte en una fuente de proteína sostenible dentro del concepto de economía circular y agroecología (Castro et al., 2021). Este aspecto es de importancia ante el contexto actual de cambio climático y la necesidad de sistemas alimentarios resilientes y de bajo impacto ambiental.

Sin embargo, pese a sus ventajas, la producción de carne de cuy presenta desafíos sanitarios asociados principalmente al faenamiento artesanal, la manipulación empírica y la ausencia de controles microbiológicos regulares. En Ecuador, la mayoría de unidades productivas de cuyes operan sin infraestructura sanitaria adecuada ni capacitación técnica en Buenas Prácticas de Manufactura (BPM), lo que incrementa el riesgo de contaminación cruzada con microorganismos patógenos durante el sacrificio, eviscerado, enfriamiento y comercialización (Salazar-Llorente et al., 2021).

El manejo inadecuado de la carne puede alterar su composición nutricional, acelerar los procesos de degradación proteica y facilitar la proliferación bacteriana. Según Warmate et al. (2023), los factores determinantes en la calidad sanitaria de las carnes incluyen la temperatura postmortem, la higiene de utensilios y superficies, la calidad del agua de lavado y la conservación en cadena de frío.

La importancia sanitaria de la carne de cuy radica en garantizar su inocuidad microbiológica a lo largo de toda la cadena de producción. La contaminación bacteriana no solo representa una amenaza directa para el consumidor, sino que también afecta la confianza del mercado y la rentabilidad del productor. La aplicación de programas de control microbiológico y la capacitación en buenas prácticas de faenamiento son herramientas clave para mejorar la competitividad del sector y reducir la incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos (FAO, 2024).

Por otro lado, estudios recientes han resaltado la potencialidad del cuy como recurso estratégico en seguridad alimentaria. Su crianza, de bajo costo y alta eficiencia reproductiva, permite abastecer de carne fresca a comunidades rurales con escasa infraestructura frigorífica, siempre que se acompañe de medidas básicas de higiene y monitoreo sanitario. La incorporación de tecnologías apropiadas para el enfriamiento, transporte y conservación puede mejorar significativamente la durabilidad y seguridad del producto (Pérez et al., 2022).

2.2. [bookmark: _bookmark8]Contaminación microbiológica en carnes de consumo humano

La contaminación microbiológica de la carne constituye uno de los principales factores de riesgo en la salud pública mundial, debido a que puede originar enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), afectando tanto a consumidores individuales como a poblaciones enteras (Warmate et al., 2023). En la producción animal, la contaminación puede producirse en diferentes etapas: pre faenamiento, faenamiento, procesamiento, transporte, almacenamiento y comercialización, siendo el control en cada una de estas fases determinante para asegurar la inocuidad del producto (FAO, 2024).
Los principales mecanismos de contaminación se clasifican en tres tipos:

· Contaminación endógena: generada por el microbiota intestinal del animal, que puede dispersarse hacia los tejidos cárnicos durante el proceso de eviscerado.
· Contaminación exógena: proveniente del entorno, utensilios, agua no potable, aire, superficies y manipuladores.
· Contaminación cruzada: que ocurre cuando productos crudos o semielaborados entran en contacto con superficies, equipos o personas previamente contaminadas (Ali et al., 2022).
Durante el faenamiento, la ruptura accidental de vísceras y el contacto con fluidos intestinales representan una de las fuentes más habituales de contaminación. En instalaciones sin infraestructura sanitaria adecuada, la presencia de materia orgánica, el uso de agua no tratada y la ausencia de procedimientos estandarizados de limpieza favorecen la multiplicación bacteriana. La carne, al mantener un pH cercano a la neutralidad (5,5 a 6,5) y una actividad de agua superior al 0,98, se convierte en un sustrato idóneo para el crecimiento de patógenos (Bilska et al., 2024; Shah et al., 2023).
De acuerdo con la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO, 2024), más del 60 % de los brotes alimentarios globales están

relacionados con el consumo de productos de origen animal contaminados (Ali et al., 2022).
La magnitud del riesgo depende de múltiples factores, entre ellos la densidad microbiana inicial, el tiempo y temperatura de exposición, la higiene del personal operador, la potabilidad del agua, el estado sanitario de los equipos, y las condiciones de almacenamiento y transporte. Estudios recientes confirman que la falta de refrigeración inmediata tras el sacrificio incrementa la población microbiana total en más de un orden de magnitud cada dos horas a temperatura ambiente (Warmate et al., 2023).
En Ecuador, la inocuidad de alimentos de origen animal sigue siendo un desafío. Investigaciones realizadas por Salazar-Llorente et al. (2021) identificaron la presencia de bacterias patógenas en carnes y productos cárnicos comercializados en mercados locales, evidenciando la carencia de monitoreo microbiológico y la aplicación limitada de Buenas Prácticas de Manufactura (BPM). Los autores enfatizan que la ausencia de control higiénico en faenamientos domésticos y la manipulación directa sin barreras sanitarias aumentan el riesgo de contaminación cruzada.
La contaminación microbiológica de la carne no solo tiene implicaciones sanitarias, sino también económicas. Los productos contaminados provocan pérdidas por decomiso asi reduciendo la confianza del consumidor y afectando la sostenibilidad de los pequeños productores. A nivel global, se estima que las pérdidas por brotes alimentarios asociados a productos cárnicos superan los 110 mil millones de dólares anuales, según reportes de la Organización Mundial de la Salud (FAO, 2024).
2.3. [bookmark: _bookmark9]Clostridium perfringens

2.3.1. Características morfológicas y fisiológicas

Es una bacteria Gram positiva, anaerobia estricta, no móvil y formadora de endosporas, perteneciente al filo Firmicutes. Presenta forma de bacilo recto u ocasionalmente ligeramente curvado, con dimensiones promedio de 0,6 – 1,5 µm
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de ancho y 3 a 8 µm de largo. Sus esporas son subterminales, de morfología ovalada, y no producen deformación visible en la célula madre (Bilska et al., 2024).
Una característica esencial de este microorganismo es su capacidad para formar endosporas altamente resistentes, lo que le permite sobrevivir durante largos periodos en ambientes desfavorables, incluso a temperaturas elevadas, deshidratación y exposición a desinfectantes comunes. Dichas esporas, al encontrar condiciones adecuadas de nutrientes y temperatura entre 35 a 45 °C, germinan rápidamente y restablecen su forma vegetativa.
Desde el punto de vista fisiológico, C. perfringens crece de manera óptima en un rango de pH de 6,0 a 7,5, y es capaz de fermentar diversos carbohidratos, produciendo ácidos orgánicos, gas y compuestos sulfurados. Su metabolismo predominantemente fermentativo, en ausencia de oxígeno, lo diferencia de otros bacilos grampositivos aerotolerantes. Esta versatilidad metabólica le permite adaptarse tanto al tracto gastrointestinal de animales como a ambientes externos contaminados con materia orgánica (FAO, 2024).
[bookmark: _bookmark10]Tabla 1
Clasificación taxonómica de Clostridium perfringens

Nivel taxonómico Clasificación científica

Dominio	Bacteria
Reino	Eubacteria
Filo	Firmicutes
Clase	Clostridia
Orden	Clostridiales
Familia	Clostridiaceae
Género	Clostridium
Especie	Clostridium perfringens
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2.3.2. Ecología y fuentes de contaminación

Clostridium perfringens posee una amplia distribución ecológica. Se encuentra en el suelo, el polvo, las aguas residuales y en el intestino de animales tanto domésticos como silvestres, actuando como parte de su microbiota intestinal normal. Sin embargo, su presencia en alimentos de origen animal es considerada un indicador de contaminación fecal y de deficiencias en la higiene del proceso de faenamiento (Warmate et al., 2023).
Durante el sacrificio y procesamiento de animales, el contacto entre los contenidos intestinales y los tejidos musculares puede introducir esporas en la canal. Si las condiciones de temperatura y oxigenación son propicias, las esporas germinan y las células vegetativas comienzan a multiplicarse.
Asimismo, C. perfringens puede colonizar equipos de corte, tablas, recipientes plásticos y drenajes, especialmente cuando los residuos orgánicos no son retirados adecuadamente. Las esporas pueden resistir la limpieza convencional y permanecer en estado latente hasta que las condiciones sean nuevamente favorables. Esto explica su persistencia en plantas de faenamiento y cocinas institucionales, incluso después de procedimientos de sanitización (Bilska et al., 2024).
2.3.3. Factores de virulencia y mecanismos patogénicos

La patogenicidad de C. perfringens está asociado a la producción de toxinas extracelulares, que actúan sobre las células epiteliales intestinales o los tejidos del hospedador. Basado en su perfil toxigénico, se clasifica en cinco tipos principales (A–E), según los genes responsables de codificar toxinas como la alfa (cpa), beta (cpb), épsilon (etx), iota (itx) y la enterotoxina (cpe) (Ali et al., 2022).
Las cepas tipo A, productoras de la enterotoxina CPE, son las más frecuentes en casos de intoxicación alimentaria humana. Esta toxina se libera durante el proceso de esporulación en el intestino y ejerce su acción incrementando la permeabilidad de las células epiteliales del yeyuno e íleon. El resultado es una alteración osmótica que provoca diarrea, dolor abdominal y malestar general, síntomas que suelen manifestarse entre 6 y 24 horas después de la ingesta (Bilska et al., 2024).

Además, algunas cepas patógenas pueden causar enteritis necrosante, especialmente en personas con dietas hiperproteicas o desequilibrios intestinales, y gangrena gaseosa, una infección invasiva de tejidos blandos caracterizada por necrosis y producción de gas. Estos cuadros, aunque menos frecuentes, evidencian la potencia toxigénica del microorganismo y su impacto sanitario.
2.3.4. Condiciones favorables para su desarrollo en carnes

El crecimiento de C. perfringens es favorable cuando los alimentos cocidos se enfrían lentamente o permanecen a temperatura ambiente por periodos prolongados. Las esporas sobrevivientes a la cocción germinan y las células vegetativas se multiplican exponencialmente en la denominada zona de peligro térmico (10 a 55 °C). Cuando las concentraciones bacterianas superan 10⁵-10⁶ UFC/g, el alimento se considera potencialmente riesgoso (Bilska et al., 2024).
2.3.5. Supervivencia bacteriana de Clostridium perfringens en productos cárnicos
La supervivencia bacteriana de Clostridium perfringens en productos cárnicos constituye un aspecto crítico dentro de la evaluación de la inocuidad alimentaria, debido a la capacidad de esta bacteria para formar endosporas altamente resistentes. Estas estructuras permiten al microorganismo mantenerse viable durante periodos prolongados frente a condiciones ambientales adversas, como la exposición al calor, la deshidratación y la escasez de nutrientes, lo que incrementa su tiempo de vida microbiológica en matrices alimentarias (Bilska et al., 2024).
En carnes frescas y procesadas, las esporas de C. perfringens pueden sobrevivir a tratamientos térmicos convencionales aplicados durante el faenamiento o la cocción, permaneciendo latentes hasta que se restablecen condiciones favorables para su germinación. La literatura señala que el enfriamiento lento de la carne o su permanencia dentro del rango de temperatura de riesgo favorece la reactivación de estas esporas y la rápida multiplicación de las células vegetativas, lo que incrementa el riesgo de intoxicación alimentaria (Warmate et al., 2023).

La supervivencia de este patógeno se ve reforzada por sus características fisicoquímicas que favorecen el desarrollo bacteriano. En sistemas de producción artesanal la ausencia de una cadena de frío adecuada y de controles sanitarios estrictos puede prolongar el tiempo de vida microbiológica de C. perfringens, aumentando su impacto potencial sobre la salud pública (FAO, 2024).
2.3.6. Métodos de detección y diagnóstico

La detección de C. perfringens puede realizarse mediante cultivo microbiológico, ensayos bioquímicos y técnicas moleculares. En laboratorios de control de alimentos, se utiliza el Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC) como medio selectivo para el recuento de colonias negras características, bajo condiciones estrictamente anaerobias. Posteriormente, se efectúan pruebas de reducción de sulfito, producción de gas, lecitinasa positiva y ausencia de movilidad para su confirmación (Tian et al., 2024).
Las técnicas moleculares permiten detectar genes específicos de toxinas como cpe, cpb y plc, incrementando la sensibilidad del diagnóstico. El uso de métodos rápidos, como la amplificación recombinasa polimerasa (RPA), ha mostrado resultados equivalentes a la PCR en menor tiempo, lo que representa una ventaja para laboratorios de campo o de recursos limitados (Tian et al., 2024).
2.3.7. Medidas de prevención y control

El control efectivo de C. perfringens depende de la aplicación continua de Buenas Prácticas de Manufactura (BPM), Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) y sistemas HACCP. Las medidas prioritarias incluyen:
· Cocción completa del producto (temperatura interna ≥ 74 °C).
· Enfriamiento rápido posterior (≤ 10 °C en menos de 2 horas).
· Mantenimiento de los alimentos calientes a temperaturas ≥ 60 °C.
· Limpieza y desinfección diaria de superficies y utensilios.
· Capacitación del personal en higiene y manipulación segura (FAO, 2024).

Asimismo, el uso de indicadores microbiológicos de proceso, como Clostridium perfringens, permite evaluar la efectividad de los programas de saneamiento en plantas faenadoras y cocinas institucionales. Su presencia en recuentos superiores a los límites establecidos por la normativa (10² UFC/g en carnes cocidas) indica fallas en la conservación térmica o contaminación cruzada (Warmate et al., 2023).
2.4. [bookmark: _bookmark11]Listeria monocytogenes

2.4.1. Características generales y clasificación taxonómica

Es una bacteria Gram positiva, no esporulada, móvil por flagelos perítricos a temperaturas menores de 30 °C, y facultativamente anaerobia. Su morfología es bacilar corta (0,4–0,5 µm × 1–2 µm), y se caracteriza por su capacidad de crecer en un amplio rango de temperaturas (1–45 °C), lo que le confiere un comportamiento psicrótrofo, es decir, puede multiplicarse incluso en condiciones de refrigeración (Ali et al., 2022).
Pertenece al género Listeria la vincula con una familia de microorganismos de relevancia médica y alimentaria, dentro de la cual L. monocytogenes es la principal especie patógena para humanos y animales. (NCBI Taxonomy, 2024).
[bookmark: _bookmark12]Tabla 2
Clasificación taxonómica de Listeria monocytogenes

Nivel taxonómico Clasificación científica Dominio	Bacteria
Reino	Eubacteria
Filo	Firmicutes
Clase	Bacilli
Orden	Bacillales
Familia	Listeriaceae
Género	Listeria
Especie	Listeria monocytogenes


2.4.2. Ecología y fuentes de contaminación

Listeria monocytogenes presenta una amplia distribución ambiental, encontrándose en el suelo, agua, forraje, vegetales, animales domésticos y silvestres, así como en equipos de procesamiento de alimentos. Tiene capacidad para sobrevivir a ambientes hostiles, como altas concentraciones de sal, pH ligeramente ácido y bajas temperaturas, explica su persistencia en instalaciones de faenamiento y refrigeración (FAO, 2024).
La principal fuente de contaminación en productos cárnicos es el ambiente de procesamiento. Las bacterias pueden formar biopelículas en acero inoxidable, plástico o caucho, lo que dificulta su eliminación mediante los procedimientos convencionales de limpieza (García et al., 2023). Una vez adherida a las superficies, Listeria puede transferirse a la carne por contacto directo o indirecto durante el cortado, envasado o almacenamiento.
2.4.3. Patogénesis y mecanismos de infección

Listeria monocytogenes es un patógeno intracelular facultativo capaz de atravesar barreras fisiológicas como el epitelio intestinal, la placenta y la barrera hematoencefálica. Su virulencia se debe a un conjunto de factores moleculares, entre los que destacan:
· Internalina A (InlA) y Internalina B (InlB): median la adhesión e invasión celular.
· Listeriolisina O (LLO): permite la disrupción del fagosoma y la liberación de la bacteria al citoplasma.
· ActA: induce la polimerización de actina y facilita la movilidad intracelular y propagación célula a célula (Ali et al., 2022).
La infección en humanos, conocida como listeriosis, puede manifestarse como gastroenteritis leve o evolucionar hacia formas graves como meningitis, septicemia o abortos espontáneos en mujeres embarazadas (FAO, 2024). Su tasa de letalidad puede alcanzar entre el 20 % y el 30 % en grupos vulnerables (Warmate et al., 2023).

2.4.4. Condiciones de crecimiento y supervivencia en carnes

La particularidad de L. monocytogenes es su capacidad de multiplicarse a temperaturas de refrigeración es decir entre 0 a 4 °C y sobrevivir a ambientes con bajo contenido de oxígeno. Este comportamiento psicrótrofo representa un desafío para la industria alimentaria, ya que la bacteria puede proliferar incluso durante la conservación en frío (García et al., 2023).
En productos cárnicos, el microorganismo puede mantenerse viable durante semanas, especialmente cuando la humedad relativa supera el 85 % y el pH permanece cercano a la neutralidad. El almacenamiento prolongado o los envases sellados al vacío favorecen su supervivencia (Bilska et al., 2024).
En Ecuador, la presencia de Listeria monocytogenes se ha detectado en productos listos para el consumo y carnes crudas comercializadas en mercados locales, confirmando la necesidad de fortalecer la vigilancia microbiológica (Salazar-Llorente et al., 2021).
2.4.5. Supervivencia bacteriana de Listeria monocytogenes en carne de cuy

Es reconocida como uno de los patógenos alimentarios con mayor capacidad de persistencia en alimentos de origen animal, debido a su comportamiento psicrótrofo. Esta característica le permite sobrevivir y multiplicarse a temperaturas de refrigeración, lo que prolonga significativamente su tiempo de vida microbiológica durante el almacenamiento en frío (Ali et al., 2022).
Diversos estudios han demostrado que L. monocytogenes puede mantenerse viable durante varias semanas en carnes refrigeradas sin provocar cambios evidentes en el aspecto, olor o textura del producto, lo que dificulta su detección por parte del consumidor. Esta capacidad representa un riesgo sanitario relevante, especialmente en carnes frescas como la de cuy, que suelen comercializarse sin procesos de conservación adicionales y con periodos de almacenamiento variables (García et al., 2023).

Un factor adicional que influye en la supervivencia de L. monocytogenes es su capacidad para adherirse a superficies inertes y formar biopelículas en equipos, utensilios y áreas de procesamiento. Estas estructuras protectoras favorecen la persistencia del microorganismo en el ambiente de faenamiento y facilitan la recontaminación del producto, incluso después de procedimientos de limpieza rutinarios. En contextos de producción artesanal, donde las prácticas de saneamiento pueden ser limitadas, este mecanismo contribuye a prolongar la presencia del patógeno en la cadena productiva (FAO, 2024).
2.4.6. Métodos de detección y diagnóstico

El aislamiento tradicional de L. monocytogenes se realiza mediante medios selectivos de enriquecimiento como Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) y Oxford Agar o PALCAM Agar, seguidos de pruebas bioquímicas (catalasa positiva, motilidad a 25 °C, fermentación de xilosa negativa) (Ali et al., 2022).
En la actualidad, se emplean métodos moleculares rápidos como la PCR (reacción en cadena de la polimerasa), la reacción de amplificación isotérmica (LAMP) y la hibridación fluorescente in situ (FISH), las cuales permiten identificar genes específicos de virulencia como hly, inlA y actA (Tian et al., 2024). Estas técnicas son esenciales en los programas de control de calidad alimentaria, especialmente en laboratorios de inocuidad alimentaria.
2.4.7. Medidas de control y prevención

Entre las medidas más efectivas se incluyen:

· Desinfección periódica de superficies con agentes a base de amonio cuaternario o ácido peracético.
· Mantenimiento de la cadena de frío (< 4 °C) desde el faenamiento hasta la venta.
· Separación de áreas de crudos y cocidos para evitar contaminación cruzada.
· Capacitación continua del personal manipulador.

Además, la incorporación de tecnologías emergentes como el uso de bacteriófagos específicos y bioconservadores naturales (como bacteriocinas de Lactobacillus) ha mostrado eficacia en la reducción de Listeria en productos cárnicos listos para el consumo (García et al., 2023).
2.5. [bookmark: _bookmark13]Helicobacter spp.

2.5.1. Características generales y clasificación taxonómica

El género Helicobacter comprende más de 35 especies bacterianas Gram negativas, microaerófilas, móviles por flagelos polares y de morfología helicoidal o espiralada. Estas bacterias colonizan principalmente el tracto gastrointestinal de humanos y animales, donde pueden establecer relaciones comensales o patógenas dependiendo de la especie (Shah et al., 2023).
La especie más conocida es Helicobacter pylori, reconocida por su asociación con gastritis crónica, úlcera péptica y carcinoma gástrico. Sin embargo, otras especies zoonóticas como H. suis, H. hepaticus y H. pullorum han sido detectadas en animales domésticos y productos de origen animal, incluidos pollos, cerdos y cuyes, lo que evidencia su potencial transmisión alimentaria (Azevedo et al., 2022).
[bookmark: _bookmark14]Tabla 3
Clasificación taxonómica del género Helicobacter spp.

Nivel taxonómico	Clasificación científica Dominio	Bacteria
Reino	Eubacteria
Filo	Campylobacterota
Clase	Epsilonproteobacteria
Orden	Campylobacterales
Familia	Helicobacteraceae
Género	Helicobacter


2.5.2. Morfología y fisiología

Las bacterias del género Helicobacter presentan forma espiralada con un tamaño aproximado de 0,3 µm de ancho por 2,5 a 5 µm de largo, y de 4 a 6 flagelos polares que les otorgan movilidad rápida en el moco gástrico. Son oxidasas positivas, ureasas positivas y catalasas positivas, rasgos bioquímicos que facilitan su identificación (Shah et al., 2023).
La enzima ureasa es un factor fisiológico clave, ya que neutraliza la acidez gástrica mediante la hidrólisis de urea en amoníaco y dióxido de carbono, creando un microambiente favorable para su supervivencia en condiciones ácidas. Esta adaptación confiere a Helicobacter spp. una ventaja competitiva frente a otros microorganismos gastrointestinales (Azevedo et al., 2022).
2.5.3. Ecología y reservorios animales

Helicobacter spp. coloniza de manera natural los tractos gastrointestinales de mamíferos y aves. En animales domésticos, las especies H. suis y H. pullorum han sido detectadas en el estómago y los intestinos de cerdos, conejos y aves de corral, y en algunos casos en roedores de laboratorio y cuyes (Shah et al., 2023).
Estos microorganismos pueden transmitirse al ser humano a través del consumo de alimentos contaminados, contacto directo con animales infectados o agua contaminada. El hallazgo de Helicobacter spp. en productos cárnicos sugiere que el sacrificio y la manipulación inadecuada de animales infectados constituyen un riesgo potencial de zoonosis alimentaria (FAO, 2024).
2.5.4. Patogénesis y factores de virulencia

La infección por Helicobacter spp. se inicia con la adhesión a las células epiteliales gástricas mediante proteínas de superficie específicas, seguida por la producción de ureasa, vacA (citotoxina vacuolizante) y cagA (antígeno asociado al gen de citotoxina), que desencadenan inflamación local y daño tisular (Shah et al., 2023).
En humanos, H. pylori es responsable de gastritis crónica y úlcera péptica; mientras que H. suis y H. pullorum, transmitidas por animales, se asocian con enteritis,
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hepatopatías y lesiones gástricas crónicas (Azevedo et al., 2022). Estas especies son consideradas patógenos emergentes de transmisión alimentaria, con implicaciones zoonóticas en consumidores de carnes contaminadas.
2.5.5. Supervivencia bacteriana de Helicobacter spp. en carne de cuy

Las bacterias del género Helicobacter presentan una supervivencia ambiental más limitada en comparación con otros patógenos alimentarios, debido a su naturaleza microaerófila y a su elevada sensibilidad a las variaciones de oxígeno, temperatura y desecación. Estas características condicionan su tiempo de vida microbiológica fuera del hospedador y explican su menor persistencia en matrices alimentarias (Shah et al., 2023).
No obstante, investigaciones recientes han evidenciado que Helicobacter spp. puede mantenerse viable durante periodos cortos en carnes crudas refrigeradas, especialmente cuando la contaminación ocurre en etapas recientes del faenamiento y las condiciones de humedad son elevadas. En estos escenarios, el microorganismo puede sobrevivir durante varios días, lo que representa un riesgo potencial de transmisión zoonótica si la carne se manipula de forma inadecuada o se consume insuficientemente cocida (Azevedo et al., 2022).
La supervivencia de Helicobacter spp. en carne está estrechamente relacionada con la carga bacteriana inicial y con las condiciones de almacenamiento post faenamiento. En sistemas artesanales, donde la manipulación directa y la falta de controles sanitarios son frecuentes, la contaminación cruzada desde el tracto gastrointestinal del animal hacia el tejido muscular puede favorecer la presencia temporal del patógeno en la carne de cuy (FAO, 2024).
Aunque el tiempo de vida microbiológica de Helicobacter spp. es relativamente corto, su estudio es relevante debido a su potencial zoonótico y a su condición de patógeno emergente. Evaluar su supervivencia en carne de cuy aporta información clave para la prevención de riesgos sanitarios y refuerza la necesidad de aplicar prácticas adecuadas de higiene y cocción.
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2.5.6. Detección y diagnóstico

La identificación de Helicobacter spp. en alimentos se realiza mediante cultivo microaerófilo en medios selectivos como Skirrow Agar o Columbia Agar suplementados con antibióticos (vancomicina, trimetoprima y polimixina B). El crecimiento suele observarse después de 3 a 7 días de incubación a 37 °C bajo una atmósfera reducida de oxígeno (Azevedo et al., 2022).
No obstante, el diagnóstico convencional presenta limitaciones debido a la baja viabilidad del microorganismo fuera del huésped. Por ello, se utilizan técnicas moleculares como PCR para la detección de genes ureA, glmM y cagA, que aumentan la sensibilidad y especificidad del análisis. En investigaciones recientes, la PCR anidada ha permitido identificar H. suis y H. pullorum en productos cárnicos con límites de detección inferiores a 10² UFC/g (Shah et al., 2023).
2.5.7. Transmisión alimentaria y riesgo zoonótico

La transmisión de Helicobacter spp. a través de los alimentos esta relaciona con la ingesta de carne contaminada cruda o insuficientemente cocida, la contaminación cruzada y el contacto con utensilios contaminados. Las condiciones de faenamiento artesanal, sin control sanitario, favorecen la dispersión del microorganismo desde el intestino del animal hacia el tejido muscular (FAO, 2024).
En la carne de cuy, donde la manipulación y la refrigeración suelen ser limitadas, el riesgo de contaminación es mayor. Las bacterias pueden mantenerse viables en la superficie de la carne durante el almacenamiento a 4 °C y sobrevivir a la cocción si el tratamiento térmico no alcanza temperaturas internas superiores a 70 °C (Azevedo et al., 2022).
2.6. [bookmark: _bookmark15]Normas internacionales y ecuatorianas sobre inocuidad alimentaria

2.6.1. Importancia de la inocuidad alimentaria en la salud pública

La inocuidad alimentaria constituye un componente esencial de la salud pública y del desarrollo sostenible. Garantiza que los alimentos sean seguros para el consumo humano en todas las etapas de la cadena de producción desde la granja hasta la

mesa, evitando la transmisión de agentes patógenos y contaminantes químicos o biológicos (FAO, 2024). Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), más de 600 millones de personas enferman anualmente a causa de alimentos contaminados, y alrededor de 420 000 mueren por enfermedades transmitidas por alimentos (WHO, 2023).
En el caso de las carnes, la inocuidad depende del cumplimiento de normas microbiológicas y prácticas higiénicas estrictas durante el sacrificio, procesamiento y distribución. Estas regulaciones establecen límites máximos permisibles de microorganismos patógenos y definen los procedimientos de muestreo, análisis y control (Codex Alimentarius, 2023).
2.6.2. Principales organismos internacionales reguladores

La FAO (Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura) y la OMS (Organización Mundial de la Salud) son los organismos líderes en la formulación de normas internacionales de inocuidad alimentaria. Ambas entidades crearon el Codex Alimentarius, sistema de referencia global que armoniza los criterios de calidad e inocuidad en los alimentos para facilitar el comercio y proteger la salud del consumidor (Codex Alimentarius, 2023).
El Codex establece principios generales sobre:

· Límites microbiológicos en carnes frescas y procesadas
· Uso de métodos analíticos estandarizados (ISO y AOAC)
· Condiciones de almacenamiento y transporte
· Trazabilidad y etiquetado.

En paralelo, la Organización Mundial de Sanidad Animal (WOAH, antes OIE) emite directrices específicas sobre el control de zoonosis y bioseguridad en mataderos, mientras que la ISO (International Organization for Standardization) publica normas técnicas complementarias que regulan los sistemas de gestión de calidad e inocuidad (ISO 22000, 2024).

· Normativa internacional aplicable al control microbiológico en carnes

Las normas más relevantes en el ámbito internacional para el control microbiológico de productos cárnicos incluyen:
· ISO 4833-1:2023: Microbiology of the food chain – Horizontal method for the enumeration of microorganisms – Part 1: Colony count at 30 °C by the pour plate technique.
· ISO 6579-1:2017: Detection of Salmonella spp.
· ISO 11290-1:2017: Detection and enumeration of Listeria monocytogenes
and other Listeria species.
· ISO 7937:2023: Enumeration of Clostridium perfringens – Colony-count technique.
Asimismo, la norma ISO 22000:2018 establece los requisitos para implementar sistemas de gestión de inocuidad alimentaria (SGIA), integrando los principios del Análisis de Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP), reconocidos internacionalmente (ISO, 2024).
· Normativa ecuatoriana sobre inocuidad alimentaria

En Ecuador, la inocuidad de alimentos de origen animal se encuentra regulada por el Ministerio de Agricultura, Ganadería, Acuacultura y Pesca (MAGAP), el Agrocalidad y el Servicio Ecuatoriano de Normalización (INEN), en concordancia con los estándares del Codex Alimentarius.
Las principales normas vigentes relacionadas con la inocuidad de carnes son:

· INEN 1529-1:2013: Carne y productos cárnicos
· INEN 1338:2012: Carne y productos cárnicos
· INEN 2641:2013: Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) para la industria alimentaria.
· INEN 2631:2012: Sistema de Análisis de Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP).
· INEN 2564:2011: Microbiología de alimentos

Además, el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA), expedido por la Agencia Nacional de Regulación, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA), define los criterios microbiológicos para alimentos listos para el consumo y establece sanciones en caso de incumplimiento (ARCSA, 2023).
2.6.3. Programas y sistemas de gestión de inocuidad

El Sistema HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) constituye la herramienta más utilizada para garantizar la inocuidad en la industria alimentaria. Este sistema identifica peligros biológicos, químicos y físicos, estableciendo medidas de control en los puntos críticos del proceso productivo (FAO, 2024).
Ecuador ha adoptado la aplicación obligatoria de HACCP en establecimientos procesadores de alimentos de origen animal, especialmente en plantas de faenamiento y empacadoras. De igual manera, el cumplimiento de Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) y Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) son requisitos indispensables para obtener certificaciones nacionales e internacionales de calidad (INEN, 2023).
El país también ha iniciado la implementación de programas basados en la norma ISO 22000, con el fin de integrar la gestión de inocuidad y calidad bajo un enfoque de mejora continua, lo que fortalece la competitividad del sector cárnico ecuatoriano.
2.7. [bookmark: _bookmark16]Técnicas de cultivo, aislamiento y caracterización de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp.
2.7.1. Técnicas generales de cultivo y aislamiento bacteriano

El cultivo bacteriano es el pilar fundamental del diagnóstico microbiológico, ya que permite aislar, identificar y caracterizar microorganismos patógenos a partir de muestras biológicas o alimentarias. En medicina veterinaria, las técnicas de cultivo se aplican en el control sanitario de alimentos de origen animal, especialmente carnes, leche y derivados (FAO, 2024).

Los procedimientos básicos incluyen:

· Toma aséptica de muestras, evitando contaminación cruzada.

· Homogeneización en solución salina estéril (0,85 % NaCl) o agua peptonada.
· Siembra en medios selectivos y diferenciales, bajo condiciones específicas de temperatura y atmósfera.
· Incubación y observación de colonias características.

· Pruebas bioquímicas y moleculares de confirmación.

[bookmark: _bookmark17]Tabla 4
Condiciones generales para el cultivo bacteriano



Etapa

Procedimiento	Condiciones materiales

Observaciones técnicas

Recolección de muestras
Preparación	de muestra

Uso	de	guantes	y pinzas estériles.
Homogeneización en diluyente estéril.

Frascos		estériles, refrigeración 4 °C. Solución		salina 0,85	%,		agua peptonada.

Evitar exposición a luz solar.
10 g de muestra +
90	mL	de diluyente.

Siembra primaria

En medios selectivos.  Medio	específico
por bacteria.

Aplicar técnica de estría.

Incubación	Aerobia o anaerobia.	24–72 h a 35–37
°C.

Monitorear crecimiento.

Identificación	Colonias, morfología,
tinción de Gram.

Microscopio
óptico.

Confirmar	con
pruebas
bioquímicas.




2.7.2. Pruebas bioquímicas para la identificación bacteriana

En microbiología alimentaria, las pruebas bioquímicas constituyen uno de los pilares fundamentales para la identificación y diferenciación de bacterias, ya que permiten analizar las reacciones metabólicas y enzimáticas que caracterizan a los microorganismos. Estas pruebas se sustentan en principios fisiológicos bien establecidos y aportan información clave sobre el comportamiento bacteriano, complementando los resultados obtenidos mediante el cultivo y la observación microscópica.
Las pruebas bioquímicas no solo cumplen una función diagnóstica, sino que también permiten comprender los mecanismos de adaptación, supervivencia y potencial patogénico de las bacterias en distintas matrices, incluidos los alimentos de origen animal.
· Prueba de catalasa

Se basa en la detección de la enzima catalasa, la cual interviene en los mecanismos de defensa bacteriana frente al estrés oxidativo. Esta enzima permite la degradación del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno, evitando la acumulación de compuestos tóxicos para la célula bacteriana.
La presencia o ausencia de actividad catalasa refleja diferencias en los sistemas metabólicos de las bacterias y su capacidad para tolerar ambientes con oxígeno. Por esta razón, la prueba de catalasa es ampliamente utilizada en microbiología como un criterio inicial de clasificación bacteriana y como apoyo para la diferenciación de grupos con distintos requerimientos fisiológicos (Ali et al., 2022).
· Prueba de oxidasa

Permite identificar la presencia de la enzima citocromo c oxidasa, involucrada en la cadena de transporte de electrones durante la respiración celular. Esta prueba se fundamenta en la capacidad de ciertos microorganismos para utilizar oxígeno como aceptor final de electrones en su metabolismo energético.

La reacción oxidasa aporta información sobre el tipo de respiración bacteriana y su adaptación a diferentes niveles de oxígeno. Por ello, esta prueba es relevante en la clasificación metabólica de bacterias y en la comprensión de sus requerimientos ambientales y fisiológicos (Shah et al., 2023).
· Movilidad bacteriana

La movilidad bacteriana se refiere a la capacidad de las bacterias para desplazarse activamente mediante estructuras especializadas, como los flagelos, esta característica está vinculada a procesos de colonización, diseminación y adaptación al entorno.
El estudio de la movilidad permite comprender cómo los microorganismos interactúan con su ambiente, acceden a nutrientes y evitan condiciones adversas. En microbiología, la movilidad se utiliza como un criterio diferencial y como un indicador del comportamiento dinámico de las bacterias en medios líquidos o semisólidos (Ali et al., 2022).
· Producción de lecitinasa

La lecitinasa es una enzima capaz de hidrolizar fosfolípidos presentes en las membranas celulares. Desde el enfoque teórico, la producción de lecitinasa se asocia con mecanismos de daño celular y alteración de tejidos, ya que la degradación de componentes lipídicos compromete la integridad de las membranas.
En microbiología de alimentos y patógenos, la actividad lecitinasa se considera un indicador relevante del potencial citotóxico de ciertos microorganismos. Su estudio permite comprender procesos de virulencia y degradación tisular, así como la interacción de las bacterias con matrices ricas en lípidos (Bilska et al., 2024).
· Producción de ureasa

La ureasa es una enzima que cataliza la hidrólisis de la urea en amoníaco y dióxido de carbono. Desde una perspectiva teórica, esta reacción permite a las bacterias modificar el pH de su entorno inmediato, creando condiciones más favorables para su supervivencia.

La producción de ureasa se interpreta como una estrategia adaptativa que facilita la persistencia bacteriana en ambientes adversos, particularmente aquellos con pH ácido. En el ámbito de la microbiología, esta prueba aporta información sobre los mecanismos fisiológicos que permiten a los microorganismos colonizar distintos nichos biológicos y ambientales (Azevedo et al., 2022).
· Importancia de las pruebas bioquímicas en microbiología de alimentos

El análisis de las pruebas bioquímicas permite comprender los fundamentos científicos que sustentan la identificación bacteriana en estudios de inocuidad alimentaria. Estas pruebas representan herramientas clave para interpretar el comportamiento metabólico, la capacidad adaptativa y el potencial patogénico de los microorganismos presentes en alimentos de origen animal, estableciendo una base sólida para su posterior aplicación en el análisis experimental.
2.7.3. Métodos específicos para Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es un bacilo Gram positivo, anaerobio y formador de esporas, por lo que requiere condiciones estrictamente anaerobias para su crecimiento. Se cultiva comúnmente en Tryptose Sulfite Cycloserine Agar (TSC) o Reinforced Clostridial Medium (RCM).
· Procedimiento de aislamiento

1. Inocular 1 mL del homogenizado en caldo enriquecido para Clostridium
(Thioglycollate Broth).
2. Incubar a 37 °C durante 18–24 h en atmósfera anaerobia (cámara de gas o jarra anaeróbica).
3. Sembrar en placas de TSC Agar, incubar 24–48 h.
4. Observar colonias negras (reducción de sulfito a sulfuro de hierro).

· Pruebas de confirmación

· Gram positivo (bacilos rectos).
· Prueba de lecitinasas positiva en Egg Yolk Agar.
· Ausencia de motilidad.

· [bookmark: _bookmark19]Fermentación de lactosa.

[bookmark: _bookmark18]Tabla 5
Medios de cultivo y condiciones de incubación para Clostridium perfringens

	Medio de cultivo
	Atmósfera
requerida
	Temperatur
a (°C)
	Tiempo
(h)
	Resultado
esperado

	Thioglycollate Broth
	Anaerobia
	37
	18–24
	Turbidez inicial

	TSC Agar
	Anaerobia
	37
	24–48
	Colonias negras

	Egg Yolk Agar
	Anaerobia
	37
	24
	Halo	opaco

	
	
	
	
	(lecitinasa +)

	Reinforced
	Anaerobia
	35
	48
	Crecimiento

	Clostridial Medium
	
	
	
	difuso


2.7.4. Métodos específicos para Listeria monocytogenes

Es una bacteria Gram positiva, móvil y facultativamente anaerobia. Su aislamiento se basa en medios selectivos con inhibidores de flora competidora y procedimientos de enriquecimiento en dos etapas.
· Procedimiento de aislamiento

1. Pre-enriquecer la muestra en caldo UVM (University of Vermont Medium) durante 24 h a 30 °C.
2. Transferir 0,1 mL al caldo Fraser, incubar 48 h a 35 °C.
3. Sembrar en Oxford Agar o PALCAM Agar, incubar 24–48 h.
4. Colonias características: grisáceas, con halo negro.

· Confirmación

· Catalasa positiva.
· Motilidad a 25 °C.
· Fermentación negativa de xilosa.
· Pruebas moleculares (PCR) dirigidas al gen hly o inlA.
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Tabla 6
Medios de cultivo y pruebas para Listeria monocytogenes

	
	Temperatura
	Tiempo
	Interpretación

	Medio o prueba
	(°C)
	(h)
	

	Caldo UVM
	30
	24
	Pre-enriquecimiento

	
	
	
	selectivo.

	Caldo Fraser
	35
	48
	Enriquecimiento

	
	
	
	secundario.

	Oxford	/	PALCAM
	37
	24–48
	Colonias gris-negras.

	Agar
	
	
	

	Prueba de catalasa
	Ambiente
	—
	Burbujeo positivo.

	PCR (hly, inlA)
	—
	2–3
	Confirmación molecular.


2.7.5. Métodos específicos para Helicobacter spp.

Las especies del género Helicobacter requieren condiciones microaerófilas (5 % O₂, 10 % CO₂, 85 % N₂). Su aislamiento es complejo debido a su fragilidad fuera del hospedador.
2.7.6. Procedimiento de aislamiento

1. Homogeneizar la muestra (tejido o carne) en caldo Brucella enriquecido con suero fetal bovino (10 %).
2. Sembrar en Skirrow Agar o Columbia Agar suplementado con antibióticos (vancomicina, trimetoprima y polimixina B).
3. Incubar a 37 °C durante 3–7 días en atmósfera microaerófila.
4. Colonias pequeñas, transparentes, brillantes.

· Confirmación

· Tinción de Gram negativa espiralada.
· Ureasa positiva (rápida).
· Catalasa y oxidasa positivas.
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[bookmark: _bookmark20]Tabla 7
Medios de cultivo y condiciones para Helicobacter spp.



Medio de cultivo

Condición atmosférica

Tiempo (días)

Resultado esperado


Skirrow Agar	Microaerófila	3–7	Colonias	pequeñas,
brillantes.
Columbia Agar + Microaerófila	5	Crecimiento difuso. suero
Prueba de ureasa	Ambiente	—	Cambio a color rojo.


2.8. [bookmark: _bookmark21]Sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana es la herramienta fundamental dentro de los estudios microbiológicos aplicados a alimentos de origen animal, debido a que nos permite conocer el comportamiento de las bacterias aisladas frente a diferentes agentes antimicrobianos. En el caso de la carne de cuy Cavia porcellus, no solo nos permite identificar la presencia de microorganismos patógenos, sino también si presentan perfiles de resistencia que puedan representar un riesgo adicional para la salud pública (WHO, 2023).
La resistencia antimicrobiana se desarrolla cuando las bacterias presentan capacidad de sobrevivir o multiplicarse en presencia de sustancias destinadas a inhibirlas o eliminarlas. Este fenómeno puede originarse por mutaciones espontáneas, adquisición de genes de resistencia o presión selectiva generada por el uso inadecuado de antibióticos en medicina humana, medicina veterinaria y producción animal (WHO, 2023).
En el caso de Clostridium perfringens, la evaluación de sensibilidad antimicrobiana es relevante porque esta bacteria puede encontrarse en el tracto intestinal de animales y contaminar la carne durante el faenamiento, especialmente cuando existen fallas en la higiene, evisceración o conservación térmica. Su presencia en productos cárnicos no solo se relaciona con contaminación fecal o deficiencias de

manipulación, sino también con la posibilidad de encontrar cepas que presenten resistencia frente a antimicrobianos de uso veterinario o clínico (Kerek et al., 2025).
Aunque Clostridium perfringens ha sido considerado tradicionalmente sensible a ciertos antibióticos, estudios recientes han descrito perfiles variables de resistencia en aislamientos de origen animal. Esta situación justifica la necesidad de evaluar su sensibilidad en alimentos de origen pecuario, especialmente en carnes procedentes de sistemas productivos donde el control sanitario puede ser limitado y donde la contaminación bacteriana podría pasar inadvertida si únicamente se realiza conteo microbiológico (Kerek et al., 2025).
En Listeria monocytogenes, el análisis de sensibilidad antimicrobiana posee un valor sanitario considerable, debido a que este microorganismo puede sobrevivir en ambientes de refrigeración, formar biopelículas y persistir en superficies de procesamiento. Esta capacidad de adaptación favorece su permanencia en la cadena alimentaria y convierte su vigilancia en una necesidad dentro de los estudios de inocuidad de productos cárnicos (Díaz-Martínez et al., 2025).
Respecto a Helicobacter spp., la sensibilidad antimicrobiana es un aspecto de interés debido a que algunas especies del género poseen importancia zoonótica y pueden estar relacionadas con enfermedades gastrointestinales en humanos y animales. Su evaluación resulta más compleja que en otras bacterias alimentarias, debido a sus requerimientos microaerófilos, crecimiento lento y menor viabilidad fuera del hospedador. (EUCAST, 2024a)
La concentración mínima inhibitoria corresponde a la menor concentración de un antimicrobiano capaz de impedir el crecimiento visible de una bacteria bajo condiciones controladas. Este método permite comparar de manera cuantitativa la actividad de diferentes antibióticos y resulta especialmente útil cuando se requiere mayor precisión interpretativa, sobre todo en microorganismos exigentes, anaerobios o microaerófilos (EUCAST, 2024b).
Para garantizar resultados confiables, las pruebas de sensibilidad antimicrobiana deben realizarse bajo criterios técnicos estandarizados. El Clinical and Laboratory

Standards Institute establece lineamientos para pruebas de difusión en disco, dilución en caldo, microdilución y dilución en agar en bacterias aisladas de animales, mediante documentos veterinarios como VET01 y VET01S (CLSI, 2024a, 2024b).
De manera complementaria, EUCAST proporciona criterios metodológicos para pruebas fenotípicas de sensibilidad, incluyendo microdilución de referencia y difusión en disco estandarizada. La aplicación de estos lineamientos permite reducir errores metodológicos, mejorar la reproducibilidad de los resultados y comparar los hallazgos con investigaciones similares realizadas en alimentos, animales o muestras clínicas (EUCAST, 2024a).

[bookmark: _bookmark22]CAPÍTULO III

3. [bookmark: _bookmark23]MARCO METODOLÓGICO

3.1. [bookmark: _bookmark24]Ubicación de la investigación Localización de la investigación
La presente investigación se desarrolló en el cantón Guaranda, provincia de Bolívar, Ecuador. La recolección de las muestras de carne de cuy se realizó en 3 granjas de producción familiar y semi-tecnificada ubicadas en el mismo cantón.
El procesamiento microbiológico y bioquímico de las muestras se llevó a cabo en los Laboratorios de la Universidad Estatal de Bolívar (UEB).
Situación geográfica y edafoclimática

El cantón Guaranda se encuentra localizado a una altitud promedio de 2.668 m s. n. m., con coordenadas geográficas 1°36’ S y 79°00’ O. Presenta un clima templado-húmedo, con una temperatura media anual de 15 °C, precipitación aproximada de
1.000 mm/año y humedad relativa del 75 %.

Los suelos son de tipo andosol y franco-arenoso, favorables para la producción forrajera destinada a la alimentación animal. Estas condiciones edafoclimáticas son apropiadas para el desarrollo del cuy como especie doméstica, ampliamente adaptada al entorno andino.

3.2. [bookmark: _bookmark25]Metodología

3.2.1. Material experimental.

Muestras de carne de cuy (Cavia porcellus) (30 muestras).

3.2.2. Factores en estudio Variables independientes
Se realizó un análisis comparativo del comportamiento microbiológico de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. aisladas de muestras de carne de cuy, considerando las diferentes procedencias de las granjas del cantón Guaranda.
Factor (a): Muestras de carne de cuy.

(a₁): Muestras de carne de cuy de la Granja 1 (a₂): Muestras de carne de cuy de la Granja 2 (a₃): Muestras de carne de cuy de la Granja 3 Factor (b): Bacterias en estudio.
(b₁): Clostridium perfringens (b₂): Listeria monocytogenes (b₃): Helicobacter spp.

3.2.3. Tratamientos

[bookmark: _bookmark26]Tabla 8
Tratamientos en estudio

	Tratamiento
	Código
	Descripción

	T1
	a1b1
	Carne de cuy Granja 1 + Analisis para Clostridium perfringens + Sensibilidad antimicrobiana

	T2
	a1b2
	Carne de cuy Granja 1	+ Analisis para Listeria monocytogenes +

	
	
	Sensibilidad antimicrobiana

	T3
	a1b3
	Carne de cuy Granja 1 + Analisis para Helicobacter spp. + Sensibilidad

	
	
	antimicrobiana

	T4
	a2b1
	Carne de cuy Granja 2 + Analisis para Clostridium perfringens + Sensibilidad antimicrobiana

	T5
	a2b2
	Carne de cuy Granja 2	+ Analisis para Listeria monocytogenes + Sensibilidad antimicrobiana

	T6
	a2b3
	Carne de cuy Granja 2 + Analisis para Helicobacter spp. + Sensibilidad

	
	
	antimicrobiana

	T7
	a3b1
	Carne de cuy Granja 3 + Analisis para Clostridium perfringens +

	
	
	Sensibilidad antimicrobiana

	T8
	a3b2
	Carne de cuy Granja 3	+ Analisis para Listeria monocytogenes + Sensibilidad antimicrobiana

	T9
	a3b3
	Carne de cuy Granja 3 + Analisis para Helicobacter spp. + Sensibilidad antimicrobiana



3.2.4. Descripción técnica del ensayo

El presente proyecto investigativo se enfocó en la evaluación microbiológica de la carne de cuy (Cavia porcellus), con el propósito de identificar la presencia de bacterias patógenas de importancia sanitaria. Para ello, se recolecto muestras de carne en condiciones controladas y se sometieron a un proceso de análisis en los laboratorios de la Universidad Estatal de Bolívar (UEB).
En el laboratorio, las muestras fueron preparadas y procesadas para el aislamiento de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. utilizando medios de cultivo selectivos bajo condiciones específicas de incubación: anaerobia para C. perfringens, aeróbica para L. monocytogenes y microaerofílica para Helicobacter spp.. Las colonias obtenidas fueron observadas y caracterizadas con base en su morfología y mediante pruebas bioquímicas complementarias como catalasa, oxidasa y hemólisis.

Los resultados se organizaron y analizaron de manera comparativa, expresando la frecuencia de aislamiento y los niveles de contaminación bacteriana presentes en las muestras evaluadas.
3.2.5. Tipo de diseño experimental

El presente estudio se desarrolló bajo un Diseño Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial, en el cual las unidades experimentales fueron asignadas aleatoriamente a cada uno de los tratamientos establecidos.
Este diseño permitió evaluar el efecto de la procedencia de las muestras y del tipo de bacteria, así como la posible interacción entre ambos factores.
3.2.6. Tipos de análisis

En la presente investigación se emplearon diversos análisis estadísticos con el propósito de comparar los niveles de contaminación y la frecuencia de aislamiento bacteriano de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. en muestras de carne de cuy obtenidas en diferentes granjas del cantón Guaranda.
El análisis de los datos se realizó mediante un Análisis de Varianza (ADEVA) correspondiente a un Diseño Completamente al Azar con arreglo factorial, con un nivel de significancia del 5 % (p < 0,05). En caso de existir diferencias significativas entre tratamientos, se aplicó la prueba de comparación de medias de Tukey.
Se aplicó la prueba de Shapiro–Wilk para verificar la normalidad de los datos y la prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de varianzas, garantizando el cumplimiento de los supuestos estadísticos.

3.2.7. Métodos de evaluación y datos a tomarse Variables dependientes
· Prevalencia

Para determinar la presencia de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. en muestras de carne de cuy recolectadas en tres granjas del cantón Guaranda, se aplicó la siguiente fórmula:


𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (%) =

Número de muestras positivas para la bacteria en estudio Número total de muestras	𝑥100


Pruebas bioquímicas

· Catalasa: Positiva en Listeria monocytogenes y Helicobacter spp., evidenciado por la formación de burbujas tras el contacto con peróxido de hidrógeno.
· Oxidasa: Negativa en Clostridium perfringens y positiva en Helicobacter spp., observable por el cambio de color del reactivo.
· Pruebas microscópicas Tinción de Gram
· Clostridium perfringens: Bacilos grandes, Gram positivos, dispuestos en cadenas cortas o pares, de color violeta.
· Listeria monocytogenes: Bacilos cortos, Gram positivos, color violeta, con disposición aislada o en pares.
· Helicobacter spp.: Bacilos curvos o espirales, Gram negativos, observados de color rosado.

· Pruebas microbiológicas.

Aislamiento en Medios Selectivos:

· Agar Sangre: Permitio identificar Clostridium perfringens mediante el desarrollo de colonias con una doble zona de hemólisis (β y α) característica, tras incubación a 37 °C en condiciones anaerobias.
· Agar Oxford: Se utilizo para el aislamiento de Listeria monocytogenes, donde las colonias se observan de color negro con un halo claro, resultado de la hidrólisis de la esculina.
· Agar Columbia Suplementado: Favoreció el crecimiento de Helicobacter spp., que se manifestó como colonias pequeñas, grisáceas y húmedas luego de 72 h de incubación a 37 °C en atmósfera microaerófila.
· Pruebas de susceptibilidad antibiótica (Método Kirby-Bauer).

· Prueba de Difusión en Disco (Kirby-Bauer)

La sensibilidad antimicrobiana se evaluó mediante el método de difusión en disco Kirby-Bauer, utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con sangre desfibrinada al 5 %. Esta prueba se aplicó únicamente a los aislamientos bacterianos confirmados de Clostridium perfringens y Helicobacter spp.. En el caso de Listeria monocytogenes, no se realizó antibiograma debido a que no se obtuvo aislamiento compatible en las muestras analizadas.
Para la estandarización del inóculo, las colonias bacterianas fueron suspendidas en solución estéril hasta alcanzar una turbidez equivalente al estándar 0,5 de la escala de McFarland. Posteriormente, la suspensión fue sembrada de forma homogénea sobre la superficie del agar Mueller-Hinton suplementado con sangre desfibrinada al 5 %. Luego se colocaron los discos antibióticos correspondientes a cada bacteria.
Para Clostridium perfringens, se evaluó la respuesta frente a penicilina, metronidazol y clindamicina. Las placas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis utilizando sobres Anaerogen, a 42 °C durante 48 horas. Para Helicobacter spp., se evaluó la respuesta frente a doxiciclina, amoxicilina y
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enrofloxacina. Las placas fueron incubadas bajo condiciones de microaerofilia mediante sobres Campygen, a 37 °C durante 48 horas.
Finalizado el periodo de incubación, se realizó la lectura de los halos de inhibición formados alrededor de cada disco antibiótico. Los diámetros fueron medidos en milímetros utilizando un pie de rey. La presencia de halo se interpretó como evidencia de inhibición bacteriana, mientras que la ausencia de halo se registró como resistencia fenotípica. Debido a que no todas las combinaciones bacteria-antibiótico evaluadas cuentan con puntos de corte específicos en milímetros establecidos por CLSI o EUCAST para difusión en disco, la interpretación se realizó de forma descriptiva.
[bookmark: _bookmark27]Tabla 9
Antibióticos evaluados mediante difusión en disco
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Bacteria evaluada



Clostridium perfringens




Listeria

Antibióticos evaluados

Penicilina, metronidazol y clindamicina
No aplicado por ausencia

Medio utilizado Agar Mueller-Hinton + sangre desfibrinada al 5 %

Condición de incubación



Anaerobiosis con Anaerogen

Temperatura y tiempo



42 °C durante
48 horas

monocytogenes

de aislamiento


Doxiciclina,

No aplicado	No aplicado	No aplicado


Agar Mueller-

Helicobacter
spp.

amoxicilina y enrofloxacina

Hinton + sangre desfibrinada al 5 %

Microaerofilia con Campygen

37 °C durante
48 horas



3.2.8. Manejo del experimento Recolección de muestras:
La investigación inició con la recolección de muestras procedentes de cuyes faenados en tres granjas del cantón Guaranda. Durante el faenamiento se seleccionaron tejidos con mayor probabilidad de carga bacteriana, específicamente hígado, colon y ciego, con el propósito de incrementar la posibilidad de recuperación de microorganismos asociados al tracto gastrointestinal y a la contaminación durante el proceso de beneficio.
Las muestras fueron manipuladas bajo condiciones de asepsia, utilizando guantes, material estéril y fundas tipo Ziploc previamente identificadas. Posteriormente, fueron colocadas en solución de cloruro de sodio al 0,9 % y transportadas en cooler en estado sólido, manteniendo condiciones de conservación que permitieron preservar la viabilidad microbiológica hasta su procesamiento en el laboratorio.
Preparación de la muestra e inoculación

Para el procesamiento microbiológico se preparó agua peptonada como diluyente inicial, utilizando 4 g de agua peptonada en 250 mL de agua desionizada. La mezcla fue calentada hasta lograr su completa dilución y homogeneidad, y posteriormente fue esterilizada en autoclave de acuerdo con el protocolo del laboratorio.
Para la inoculación de las muestras se emplearon 10 g de cada muestra y 90 mL de agua peptonada estéril, manteniendo una relación 1:10. Esta dilución permitió homogenizar el material biológico y obtener una suspensión inicial adecuada para la siembra microbiológica. El procedimiento fue realizado bajo condiciones asépticas, empleando cámara de bioseguridad, asas desechables de 10 µL y cajas Petri con medios selectivos previamente preparados y solidificados.

· Aislamiento de Listeria monocytogenes

Se utilizó agar PALCAM como medio selectivo. La preparación del medio se realizó utilizando 17,25 g de agar PALCAM en 250 mL de agua desionizada tipo
II. La mezcla fue calentada hasta lograr su completa disolución y homogeneidad, luego se esterilizó en autoclave. Una vez esterilizado, el medio se dejó enfriar aproximadamente hasta 50 °C y se adicionó asépticamente el suplemento selectivo PALCAM.
Posteriormente, el medio fue vertido en cajas Petri estériles y se dejó solidificar. Las muestras fueron sembradas mediante técnica de estriado en superficie, utilizando asas estériles. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 horas. Finalizado el tiempo de incubación, se realizó la observación macroscópica del crecimiento bacteriano.
· Aislamiento de Clostridium perfringens

Se utilizó agar TSC, correspondiente a Tryptose Sulfite Cycloserine, medio selectivo recomendado para la recuperación de bacterias anaerobias sulfito reductoras. El medio fue adquirido comercialmente y se mantuvo protegido de la luz hasta su utilización, con el fin de conservar sus propiedades selectivas.
La inoculación se realizó en cámara de bioseguridad, utilizando asas desechables de 10 µL y cajas Petri con el medio TSC previamente solidificado. Las muestras fueron sembradas mediante técnica de estriado en superficie. Posteriormente, las placas fueron colocadas en una cámara de anaerobiosis con sobres generadores de atmósfera anaerobia tipo Anaerogen, con el propósito de crear condiciones de anaerobiosis estricta. Las placas fueron incubadas a 42 °C durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a la observación de colonias compatibles con Clostridium perfringens y a la realización de pruebas microscópicas y bioquímicas complementarias.

· Aislamiento de Helicobacter spp.

Se utilizó Brucella Medium Base suplementado con sangre desfibrinada al 5 %. La preparación del medio se realizó empleando 11,25 g de Brucella Medium Base en 250 mL de agua desionizada tipo II. La mezcla fue calentada hasta obtener una solución homogénea y posteriormente esterilizada en autoclave.
Una vez esterilizado, el medio se dejó enfriar aproximadamente hasta 50 °C y se suplementó asépticamente con sangre desfibrinada al 5 %, con el propósito de aportar factores de crecimiento necesarios para bacterias exigentes. Luego, el medio fue vertido en cajas Petri estériles y se dejó solidificar. La inoculación se realizó en cámara de bioseguridad, mediante técnica de estriado en superficie con asas desechables de 10 µL. Las placas inoculadas fueron colocadas en cámara de anaerobiosis con sobres tipo Campygen para generar una atmósfera microaerófila, e incubadas a 37 °C durante 72 horas.
· Pruebas bioquímicas

Después del periodo de incubación, las colonias sospechosas fueron seleccionadas a partir de las cajas Petri para la realización de pruebas bioquímicas. Para ello se utilizaron asas estériles de acero, portaobjetos limpios, suero fisiológico, peróxido de hidrógeno y discos de oxidasa.
La prueba de catalasa se realizó colocando una colonia bacteriana sobre un portaobjetos y añadiendo una gota de peróxido de hidrógeno. La formación de burbujas fue interpretada como reacción positiva, mientras que la ausencia de burbujeo se consideró negativa. En el caso de Clostridium perfringens, se esperó una reacción catalasa negativa, mientras que para Helicobacter spp. se consideró compatible una reacción catalasa positiva.
La prueba de oxidasa se efectuó utilizando discos de oxidasa. Para ello, se colocó una colonia bacteriana en un portaobjetos con una gota de suero fisiológico y se puso en contacto con el disco de oxidasa. El cambio de color hacia púrpura se interpretó como reacción positiva, mientras que la ausencia de cambio de color se registró como negativa. En Clostridium perfringens se esperó oxidasa negativa,

mientras que en Helicobacter spp. una reacción oxidasa positiva fue considerada compatible con el género.
· Tinción de Gram

Se tomó una colonia bacteriana y se mezcló con una gota de suero fisiológico sobre un portaobjetos. La preparación se dejó secar completamente y luego se procedió con la coloración diferencial.
El procedimiento consistió en aplicar cristal violeta durante 60 segundos, seguido de lavado con agua desionizada. Posteriormente, se agregó lugol o yodo durante 60 segundos y se lavó nuevamente. Luego se aplicó alcohol etílico durante 10 segundos como agente decolorante, seguido de un nuevo lavado. Finalmente, se colocó safranina durante 45 segundos, se lavó con agua desionizada, se dejó secar y se observó al microscopio óptico. La observación permitió identificar bacilos Gram positivos compatibles con Clostridium perfringens y bacilos curvos Gram negativos compatibles con Helicobacter spp.
· Prueba de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad antimicrobiana se evaluó mediante el método de difusión en disco, utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con sangre desfibrinada al 5 %, preparado bajo condiciones estériles. Para la estandarización del inóculo, se ajustó la suspensión bacteriana de Clostridium perfringens y Helicobacter spp. a una turbidez equivalente al estándar 0,5 de la escala de McFarland, con el fin de garantizar una concentración bacteriana uniforme.
Posteriormente, las suspensiones bacterianas fueron sembradas sobre la superficie del agar mediante la técnica de Kirby-Bauer, procurando la distribución homogénea del microorganismo en todo el medio. En el caso de Clostridium perfringens, se colocaron discos de penicilina, metronidazol y clindamicina. Para Helicobacter spp., se emplearon discos de amoxicilina, enrofloxacina y doxiciclina. Los discos fueron distribuidos cuidadosamente sobre la superficie del agar con ayuda de pinzas estériles.

Las placas inoculadas con Clostridium perfringens fueron incubadas en ambiente de anaerobiosis, utilizando sobres generadores de anaerobiosis tipo Anaerogen, a 42 °C durante 48 horas. En el caso de Helicobacter spp., las placas fueron incubadas en condiciones de microaerofilia mediante sobres tipo Campygen, a 37 °C durante 48 horas. Finalizado el tiempo de incubación, se realizó la lectura de resultados mediante la observación de halos de inhibición alrededor de los discos antimicrobianos.
Los diámetros de los halos de inhibición fueron medidos en milímetros utilizando un pie de rey, utilizados para la interpretación de sensibilidad o resistencia de los microorganismos frente a los antibióticos evaluados.
Registro y análisis de datos:

Los resultados fueron registrados en hojas de control de laboratorio, considerando la procedencia de la muestra, bacteria evaluada, medio de cultivo, resultado de crecimiento, tinción de Gram, prueba de catalasa, prueba de oxidasa, recuento de UFC/mL y halos de inhibición obtenidos en la prueba de sensibilidad antimicrobiana.
Los datos microbiológicos se organizaron en una base estadística para su análisis mediante un Diseño Completamente al Azar con arreglo factorial, considerando como factores la procedencia de las muestras y el tipo de bacteria evaluada. La variable cuantitativa utilizada para el análisis fue la carga bacteriana expresada en UFC/mL, transformada mediante log10(UFC/mL + 1). Se aplicó análisis de varianza, prueba de Shapiro-Wilk para normalidad, prueba de Levene para homogeneidad de varianzas y comparación de medias mediante Tukey al 95 % de confianza.
Los resultados de sensibilidad antimicrobiana se analizaron de manera descriptiva, debido a que no todos los antibióticos evaluados cuentan con puntos de corte específicos en milímetros para las bacterias estudiadas. Por ello, se reportaron los halos de inhibición en milímetros y la presencia de resistencia fenotípica cuando no se evidenció halo alrededor del disco antibiótico.
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4. [bookmark: _bookmark29]RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1. [bookmark: _bookmark30]Interpretación de resultados

4.1.1. Prevalencia
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Resultados prevalencia de las bacterias en estudio

Clostridium perfringens	Listeria monocytogenes	Helicobacter spp.
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De los 30 datos analizados para cada bacteria en carne de cuy de las tres granjas del cantón Guaranda, Helicobacter spp. presentó la mayor prevalencia, 18 resultados positivos, equivalente al 60%. Seguido de Clostridium perfringens, con 12 resultados positivos, una prevalencia del 40%. Por otro lado, Listeria monocytogenes no fue detectada en ninguna de las muestras evaluadas, registrando el 100 % de resultados negativos. Estos datos evidencian que la contaminación microbiológica no fue uniforme entre los microorganismos estudiados.

La presencia de Clostridium perfringens en el 40% de los registros analizados representa un hallazgo sanitario relevante, debido a que esta bacteria puede encontrarse en diversos medios como el intestino de los animales, suelo, polvo y superficies contaminadas con materia orgánica. Su detección en carne de cuy podría estar relacionada con deficiencia durante el faenamiento, contacto del tejido muscular con contenido gastrointestinal, manipulación inadecuada o fallas en la conservación posterior al sacrificio. Además, al tratarse de una bacteria formadora de esporas, puede sobrevivir en condiciones ambientales desfavorables y multiplicarse cuando la carne se mantiene a temperaturas inadecuadas (Duc et al., 2024; Ali & Alsayeqh, 2022).
En el caso de Listeria monocytogenes, la ausencia de esta, constituye un resultado favorable desde el punto de vista de inocuidad alimentaria. Estudios recientes señalan que L. monocytogenes puede persistir en ambientes de procesamiento de alimentos y generar contaminación cruzada si no se aplican protocolos adecuados de limpieza y desinfección; por ello, aunque en esta investigación no fue detectada, su vigilancia sigue siendo necesaria en productos cárnicos (Zhu et al., 2024; Romeo et al., 2025).
La prevalencia del 60% registrada para Helicobacter spp. es el resultado más alto de esta evaluación y sugiere que puede estar asociado al manejo gastrointestinal durante el faenamiento. Debemos analizar con prudencia este hallazgo ya que las bacterias del género Helicobacter presentan requerimientos especiales de crecimiento y menor viabilidad fuera del hospedador; no obstante, su detección en carne de cuy puede relacionarse con contaminación reciente, manipulación deficiente o contacto con superficies contaminadas. Autores recientemente han señalado que los alimentos, especialmente bajo condiciones higiénicas deficientes, podrían actuar como vehículos potenciales de transmisión de Helicobacter, aunque aún se requiere mayor evidencia para definir con precisión su papel epidemiológico (Schuppler, 2025; Almagro-Martínez et al., 2025).
Estos resultados reflejan la necesidad de fortalecer las buenas prácticas de faenamiento, la limpieza de utensilios, el control de contaminación cruzada y la conservación adecuada de la carne después del sacrificio. Asimismo, la presencia

de bacterias de importancia sanitaria en productos de consumo tradicional refuerza la importancia de implementar programas de vigilancia microbiológica en granjas de cuyes del cantón Guaranda.
4.1.2. Pruebas microscópicas

· Tinción gram

[bookmark: _bookmark33]Tabla 11
Resultados tinción Gram

Clostridium perfringens	Listeria monocytogenes	Helicobacter spp.

# Muestra	Tinción Gram

# Muestra	Tinción
Gram

# Muestra	Tinción Gram

T1G1M1R1 Ausencia T2G1M1R1 Ausencia T3G1M1R1  Ausencia T1G1M1R2 Ausencia T2G1M1R2 Ausencia T3G1M1R2  Ausencia T1G1M1R3   Ausencia   T2G1M1R3  Ausencia  T3G1M1R3    Ausencia

T1G1M2R1  Bacilos Gram
Positivos
T1G1M2R2  Bacilos Gram
Positivos
T1G1M2R3  Bacilos Gram
Positivos
T1G1M3R1  Bacilos Gram
Positivos
T1G1M3R2  Bacilos Gram
Positivos

T2G1M2R1	Ausencia	T3G1M2R1	Ausencia
T2G1M2R2	Ausencia	T3G1M2R2	Ausencia T2G1M2R3	Ausencia	T3G1M2R3	Ausencia
T2G1M3R1	Ausencia	T3G1M3R1	Bacilos Curvos
Gram Negativos
T2G1M3R2	Ausencia	T3G1M3R2	Bacilos Curvos
Gram Negativos


	T1G1M3R3
	Bacilos Gram
Positivos
	T2G1M3R3
	Ausencia
	T3G1M3R3
	Bacilos Curvos
Gram Negativos

	T4G2M1R1
	Ausencia
	T5G2M1R1
	Ausencia
	T6G2M1R1
	Ausencia

	T4G2M1R2
	Ausencia
	T5G2M1R2
	Ausencia
	T6G2M1R2
	Ausencia

	T4G2M1R3
	Ausencia
	T5G2M1R3
	Ausencia
	T6G2M1R3
	Ausencia

	T4G2M2R1
	Ausencia
	T5G2M2R1
	Ausencia
	T6G2M2R1
	Ausencia

	T4G2M2R2
	Ausencia
	T5G2M2R2
	Ausencia
	T6G2M2R2
	Ausencia

	T4G2M2R3
	Ausencia
	T5G2M2R3
	Ausencia
	T6G2M2R3
	Ausencia


Bacilos Curvos Gram Negativos Bacilos Curvos Gram NegativosT4G2M3R1
Ausencia
T5G2M3R1
Ausencia
T6G2M3R1
T4G2M3R2
Ausencia
T5G2M3R2
Ausencia
T6G2M3R2


T4G2M3R3	Ausencia	T5G2M3R3	Ausencia	T6G2M3R3	Bacilos Curvos
Gram Negativos

T7G3M1R1  Bacilos Gram
Positivos

T8G3M1R1	Ausencia	T9G3M1R1	Ausencia

T7G3M1R2  Bacilos GramT8G3M1R2
Ausencia
T9G3M1R2
Ausencia
T8G3M1R3
Ausencia
T9G3M1R3
Ausencia
T8G3M2R1
Ausencia
T9G3M2R1
Ausencia
T8G3M2R2
Ausencia
T9G3M2R2
Ausencia
T8G3M2R3
Ausencia
T9G3M2R3
Ausencia
T8G3M3R1
Ausencia
T9G3M3R1
Ausencia
T8G3M3R2
Ausencia
T9G3M3R2
Ausencia
T8G3M3R3
Ausencia
T9G3M3R3
Ausencia


Positivos
T7G3M1R3  Bacilos Gram
Positivos
T7G3M2R1  Bacilos Gram
Positivos
T7G3M2R2  Bacilos Gram
Positivos
T7G3M2R3  Bacilos Gram
Positivos
T7G3M3R1 Ausencia T7G3M3R2 Ausencia T7G3M3R3   Ausencia
	T7G3M4R1
	Ausencia
	T8G3M4R1
	Ausencia
	T9G3M4R1	Bacilos Curvos
Gram Negativos

	T7G3M4R2
	Ausencia
	T8G3M4R2
	Ausencia
	T9G3M4R2	Bacilos Curvos
Gram Negativos

	T7G3M4R3
	Ausencia
	T8G3M4R3
	Ausencia
	T9G3M4R3	Bacilos Curvos
Gram Negativos
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De los 30 datos evaluados mediante tinción Gram para cada bacteria en estudio, 12 presentaron bacilos Gram positivos compatibles con Clostridium perfringens, que representa el 40% de positividad microscópica constituyéndose en el microorganismo con mayor frecuencia de observación microscópica dentro de esta prueba. En el caso de Listeria monocytogenes, no se observaron estructuras bacterianas compatibles, registrando una ausencia del 100% de los casos. Para
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Helicobacter spp., se identificaron 9 registros con bacilos curvos Gram negativos, equivalentes al 30 %,
La presencia de bacilos Gram positivos compatibles con Clostridium perfringens confirma la utilidad de la tinción Gram como una prueba microscópica inicial para orientar la identificación bacteriana. Este hallazgo coincide con las características morfológicas descritas para este microorganismo, el cual se reconoce como un bacilo Gram positivo, anaerobio y formador de esporas, asociado principalmente a productos cárnicos contaminados y a condiciones deficientes de manipulación o conservación. En este sentido, los resultados observados refuerzan la necesidad de relacionar la identificación microscópica con las condiciones higiénicas del faenamiento de cuyes (Bilska, 2024; Yao et al., 2023).
En relación con Listeria monocytogenes, la ausencia de estructuras compatibles en la tinción Gram mantiene concordancia con los resultados de prevalencia, donde no se evidenció positividad para este patógeno. Este resultado puede considerarse favorable desde la perspectiva de inocuidad alimentaria; sin embargo, no elimina la necesidad de vigilancia, debido a que L. monocytogenes puede persistir en superficies de contacto con alimentos y formar biopelículas en ambientes de procesamiento cárnico. Por ello, aunque no se observó presencia microscópica en las muestras analizadas, el control sanitario debe mantenerse de forma preventiva (Lima et al., 2024; Zhu et al., 2024).
La identificación de bacilos curvos Gram negativos compatibles con Helicobacter spp. en el 30% de los registros representa un hallazgo relevante, aunque menor al observado en la prevalencia general. Esta diferencia puede explicarse porque no todos los registros positivos en cultivo o pruebas bioquímicas presentaron morfología microscópica claramente compatible mediante tinción Gram. Las bacterias del género Helicobacter se describen como microorganismos Gram negativos, curvos o espiralados, microaerófilos y asociados al tracto gastrointestinal de humanos y animales, por lo que su presencia en carne de cuy podría vincularse con contaminación gastrointestinal durante el faenamiento o manipulación deficiente (Schuppler, 2025; Almashhadany, 2026).
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4.1.3. Pruebas bioquímicas

	
	Catalasa
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	Resultados Prueba Catalasa
	
	
	
	

	Clostridium perfringens
	Listeria monocytogenes
	Helicobacter spp.

	MUESTRA
	CATALASA
	MUESTRA
	CATALASA
	MUESTRA
	CATALASA

	T1G1M1R1
	Ausencia
	T2G1M1R1
	Ausencia
	T3G1M1R1
	+

	T1G1M1R2
	Ausencia
	T2G1M1R2
	Ausencia
	T3G1M1R2
	+

	T1G1M1R3
	Ausencia
	T2G1M1R3
	Ausencia
	T3G1M1R3
	+

	T1G1M2R1
	-
	T2G1M2R1
	Ausencia
	T3G1M2R1
	Ausencia

	T1G1M2R2
	-
	T2G1M2R2
	Ausencia
	T3G1M2R2
	Ausencia

	T1G1M2R3
	-
	T2G1M2R3
	Ausencia
	T3G1M2R3
	Ausencia

	T1G1M3R1
	-
	T2G1M3R1
	Ausencia
	T3G1M3R1
	+

	T1G1M3R2
	-
	T2G1M3R2
	Ausencia
	T3G1M3R2
	+

	T1G1M3R3
	-
	T2G1M3R3
	Ausencia
	T3G1M3R3
	+

	T4G2M1R1
	Ausencia
	T5G2M1R1
	Ausencia
	T6G2M1R1
	+

	T4G2M1R2
	Ausencia
	T5G2M1R2
	Ausencia
	T6G2M1R2
	+

	T4G2M1R3
	Ausencia
	T5G2M1R3
	Ausencia
	T6G2M1R3
	+

	T4G2M2R1
	Ausencia
	T5G2M2R1
	Ausencia
	T6G2M2R1
	+

	T4G2M2R2
	Ausencia
	T5G2M2R2
	Ausencia
	T6G2M2R2
	+

	T4G2M2R3
	Ausencia
	T5G2M2R3
	Ausencia
	T6G2M2R3
	+

	T4G2M3R1
	Ausencia
	T5G2M3R1
	Ausencia
	T6G2M3R1
	+

	T4G2M3R2
	Ausencia
	T5G2M3R2
	Ausencia
	T6G2M3R2
	+

	T4G2M3R3
	Ausencia
	T5G2M3R3
	Ausencia
	T6G2M3R3
	+

	T7G3M1R1
	-
	T8G3M1R1
	Ausencia
	T9G3M1R1
	-

	T7G3M1R2
	-
	T8G3M1R2
	Ausencia
	T9G3M1R2
	-

	T7G3M1R3
	-
	T8G3M1R3
	Ausencia
	T9G3M1R3
	-

	T7G3M2R1
	-
	T8G3M2R1
	Ausencia
	T9G3M2R1
	-

	T7G3M2R2
	-
	T8G3M2R2
	Ausencia
	T9G3M2R2
	-

	T7G3M2R3
	-
	T8G3M2R3
	Ausencia
	T9G3M2R3
	-

	T7G3M3R1
	Ausencia
	T8G3M3R1
	Ausencia
	T9G3M3R1
	-

	T7G3M3R2
	Ausencia
	T8G3M3R2
	Ausencia
	T9G3M3R2
	-

	T7G3M3R3
	Ausencia
	T8G3M3R3
	Ausencia
	T9G3M3R3
	-

	T7G3M4R1
	Ausencia
	T8G3M4R1
	Ausencia
	T9G3M4R1
	+

	T7G3M4R2
	Ausencia
	T8G3M4R2
	Ausencia
	T9G3M4R2
	+

	T7G3M4R3
	Ausencia
	T8G3M4R3
	Ausencia
	T9G3M4R3
	+
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De los 30 datos para cada bacteria mediante la prueba de catalasa, Clostridium perfringens presentó 12 resultados negativos, equivalentes al 40%, 18 registros se reportó ausencia, correspondiente al 60%. En el caso de Listeria monocytogenes, no se registraron reacciones positivas ni negativas, ya que el 100 % de los resultados correspondió a ausencia. Para Helicobacter spp., se observaron 18 reacciones positivas, equivalentes al 60%, 9 negativas, correspondientes al 30%, y 3 registros con ausencia, equivalentes al 10%. Estos resultados muestran una mayor actividad catalasa en los aislamientos relacionados con Helicobacter spp., mientras que Clostridium perfringens presentó un comportamiento compatible con catalasa negativa.0
40
0
0
30
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La reacción negativa observada en Clostridium perfringens concuerda con las características bioquímicas de este microorganismo, ya que se trata de una bacteria anaerobia estricta que generalmente no expresa actividad catalasa significativa. La ausencia de esta enzima se relaciona con su metabolismo adaptado a ambientes con bajo nivel de oxígeno, como el tracto intestinal y tejidos contaminados con materia orgánica. Por ello, los 12 resultados negativos obtenidos fortalecen la identificación preliminar de C. perfringens, especialmente cuando se interpretan junto con la observación de bacilos Gram positivos (Bilska, 2024; Yao et al., 2023).

En Listeria monocytogenes, la ausencia total de reacción catalasa se relaciona con la falta de crecimiento bacteriano en las muestras evaluadas. Este resultado mantiene concordancia con los hallazgos de prevalencia y tinción Gram, donde tampoco se identificaron registros positivos para este microorganismo. Aunque L. monocytogenes suele ser catalasa positiva cuando se logra su aislamiento, en este caso no fue posible evidenciar dicha reacción debido a la ausencia del patógeno en el medio de cultivo. Este hallazgo puede considerarse favorable desde la inocuidad alimentaria, aunque la vigilancia debe mantenerse por la capacidad de Listeria para persistir en ambientes de procesamiento cárnico y formar biopelículas (Hua et al., 2024; Zhu et al., 2024).
En caso de Helicobacter spp., el 60% de reacciones catalasa positivas indica actividad enzimática compatible con bacterias del género, las cuales suelen ser catalasa, oxidasa y ureasa positivas. Esta característica les permite resistir condiciones de estrés oxidativo y adaptarse a ambientes gastrointestinales. Sin embargo, la interpretación debe realizarse con prudencia, ya que algunos registros catalasa positivos no necesariamente confirman aislamiento definitivo si no están acompañados de bacilos curvos Gram negativos, oxidasa positiva y crecimiento bacteriano. Por tanto, la catalasa debe considerarse una prueba bioquímica complementaria y no un criterio único de identificación (Schuppler, 2025; Almashhadany, 2026).

· Oxidasa

[bookmark: _bookmark37]Tabla 13
Resultados Prueba Oxidasa

Clostridium perfringens	Listeria monocytogenes	Helicobacter spp.

	MUESTRA
	OXIDASA
	MUESTRA
	OXIDASA
	MUESTRA
	OXIDASA

	T1G1M1R1
	Ausencia
	T2G1M1R1
	Ausencia
	T3G1M1R1
	Ausencia

	T1G1M1R2
	Ausencia
	T2G1M1R2
	Ausencia
	T3G1M1R2
	Negativo

	T1G1M1R3
	Ausencia
	T2G1M1R3
	Ausencia
	T3G1M1R3
	Negativo

	T1G1M2R1
	Negativo
	T2G1M2R1
	Ausencia
	T3G1M2R1
	Ausencia

	T1G1M2R2
	Negativo
	T2G1M2R2
	Ausencia
	T3G1M2R2
	Ausencia

	T1G1M2R3
	Negativo
	T2G1M2R3
	Ausencia
	T3G1M2R3
	Ausencia

	T1G1M3R1
	Negativo
	T2G1M3R1
	Ausencia
	T3G1M3R1
	Positivo

	T1G1M3R2
	Negativo
	T2G1M3R2
	Ausencia
	T3G1M3R2
	Positivo

	T1G1M3R3
	Negativo
	T2G1M3R3
	Ausencia
	T3G1M3R3
	Positivo

	T4G2M1R1
	Ausencia
	T5G2M1R1
	Ausencia
	T6G2M1R1
	Negativo

	T4G2M1R2
	Ausencia
	T5G2M1R2
	Ausencia
	T6G2M1R2
	Negativo

	T4G2M1R3
	Ausencia
	T5G2M1R3
	Ausencia
	T6G2M1R3
	Negativo

	T4G2M2R1
	Ausencia
	T5G2M2R1
	Ausencia
	T6G2M2R1
	Positivo

	T4G2M2R2
	Ausencia
	T5G2M2R2
	Ausencia
	T6G2M2R2
	Positivo

	T4G2M2R3
	Ausencia
	T5G2M2R3
	Ausencia
	T6G2M2R3
	Positivo

	T4G2M3R1
	Ausencia
	T5G2M3R1
	Ausencia
	T6G2M3R1
	Positivo

	T4G2M3R2
	Ausencia
	T5G2M3R2
	Ausencia
	T6G2M3R2
	Positivo

	T4G2M3R3
	Ausencia
	T5G2M3R3
	Ausencia
	T6G2M3R3
	Positivo

	T7G3M1R1
	Negativo
	T8G3M1R1
	Ausencia
	T9G3M1R1
	Negativo

	T7G3M1R2
	Negativo
	T8G3M1R2
	Ausencia
	T9G3M1R2
	Negativo

	T7G3M1R3
	Negativo
	T8G3M1R3
	Ausencia
	T9G3M1R3
	Negativo

	T7G3M2R1
	Negativo
	T8G3M2R1
	Ausencia
	T9G3M2R1
	Negativo

	T7G3M2R2
	Negativo
	T8G3M2R2
	Ausencia
	T9G3M2R2
	Negativo

	T7G3M2R3
	Negativo
	T8G3M2R3
	Ausencia
	T9G3M2R3
	Negativo

	T7G3M3R1
	Ausencia
	T8G3M3R1
	Ausencia
	T9G3M3R1
	Negativo

	T7G3M3R2
	Ausencia
	T8G3M3R2
	Ausencia
	T9G3M3R2
	Negativo

	T7G3M3R3
	Ausencia
	T8G3M3R3
	Ausencia
	T9G3M3R3
	Negativo

	T7G3M4R1
	Ausencia
	T8G3M4R1
	Ausencia
	T9G3M4R1
	Positivo

	T7G3M4R2
	Ausencia
	T8G3M4R2
	Ausencia
	T9G3M4R2
	Positivo

	T7G3M4R3
	Ausencia
	T8G3M4R3
	Ausencia
	T9G3M4R3
	Positivo
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De los 30 datos evaluados para cada bacteria mediante la prueba de oxidasa, Clostridium perfringens presentó 12 resultados negativos, equivalentes al 40% y 18 datos ausencia, correspondiente al 60%. En Listeria monocytogenes, el 100% de los datos presentó ausencia, sin evidenciar reacción positiva ni negativa. Para Helicobacter spp., se observaron 12 resultados positivos, equivalentes al 40%, 14 negativos, correspondientes al 46,66%, y 4 con ausencia, equivalentes al 13,33%. Estos resultados evidencian que la prueba de oxidasa permitió diferenciar el comportamiento bioquímico de los microorganismos evaluados, especialmente en los aislamientos compatibles con Helicobacter spp.40
0
0
0
40
13,33

La reacción negativa observada en Clostridium perfringens concuerda con las características bioquímicas esperadas para esta bacteria, ya que se trata de un microorganismo anaerobio estricto, cuyo metabolismo no depende de la enzima citocromo c oxidasa. La presencia de 12 registros negativos, junto con la identificación previa de bacilos Gram positivos y crecimiento bacteriano fortalece la sospecha microbiológica de C. perfringens. Este resultado es importante porque dicho microorganismo puede estar asociado a contaminación de origen intestinal durante el faenamiento y a deficiencias higiénicas en productos cárnicos (Bilska, 2024; Yao et al., 2023).
En el caso de Listeria monocytogenes, la ausencia total de reacción en la prueba de oxidasa mantiene concordancia con los resultados obtenidos en prevalencia, tinción

Gram y catalasa, donde tampoco se evidenció crecimiento compatible con este patógeno. Aunque L. monocytogenes se caracteriza generalmente por ser oxidasa negativa cuando se logra su aislamiento, en este estudio no se obtuvo reacción debido a la ausencia del microorganismo en las muestras evaluadas. Este hallazgo puede interpretarse como favorable desde el punto de vista de inocuidad alimentaria, aunque su vigilancia sigue siendo necesaria por su capacidad de persistir en ambientes de procesamiento y formar biopelículas (Hua et al., 2024; Zhu et al., 2024).
Para Helicobacter spp., la presencia de 12 registros oxidasa positivos representa un hallazgo compatible con las características bioquímicas del género, ya que estas bacterias suelen ser oxidasas positivas, catalasas positivas y de morfología curva Gram negativa. Sin embargo, la existencia de 14 registros negativos indica que no todos los resultados presentaron el perfil bioquímico esperado, por lo que la interpretación debe realizarse con prudencia. En este caso, la prueba de oxidasa debe analizarse conjuntamente con la tinción Gram, catalasa, medio de cultivo y recuento bacteriano, evitando confirmar la bacteria únicamente con una prueba bioquímica aislada (Schuppler, 2025; Almashhadany, 2026).
Los datos variables observada en Helicobacter spp. podría relacionarse con las condiciones exigentes de crecimiento de este género bacteriano, su sensibilidad al oxígeno ambiental y su menor viabilidad fuera del hospedador. En muestras de carne, la recuperación de Helicobacter spp. puede verse afectada por el tiempo transcurrido entre el faenamiento y el procesamiento, la temperatura de conservación, la carga bacteriana inicial. Por esta razón, los resultados positivos de oxidasa respaldan la sospecha de aislamientos compatibles, mientras que los negativos deben interpretarse como posibles registros no confirmatorios o con baja viabilidad bacteriana (Schuppler, 2025; Almashhadany, 2026).
Los resultados muestran que la prueba de oxidasa aportó información complementaria para la caracterización bioquímica de las bacterias estudiadas en carne de cuy. Clostridium perfringens presentó un comportamiento oxidasa negativo compatible con su naturaleza anaerobia; Listeria monocytogenes no mostró reacción por ausencia de crecimiento; y Helicobacter spp. presentó

resultados positivos en una parte importante de los registros, aunque con variabilidad que exige confirmación mediante otras pruebas. Estos hallazgos refuerzan la importancia de emplear un conjunto de pruebas microbiológicas y bioquímicas para lograr una identificación más confiable de bacterias de interés sanitario en alimentos de origen animal (Ali et al., 2022; World Health Organization, 2024).
· Prueba de Difusión en Disco (Kirby-Bauer)

La prueba de sensibilidad antimicrobiana se realizó mediante el método de difusión en disco Kirby-Bauer, utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con sangre desfibrinada al 5 %. Los resultados fueron expresados mediante la medición del diámetro del halo de inhibición en milímetros alrededor de cada disco antibiótico. Esta prueba permitió evaluar el comportamiento fenotípico de los aislamientos bacterianos frente a los antimicrobianos seleccionados.
En el caso de Listeria monocytogenes, no se realizó la prueba de sensibilidad antimicrobiana, debido a que no se obtuvo crecimiento compatible con esta bacteria en las muestras analizadas.
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Hallazgos de sensibilidad antimicrobiana de Helicobacter spp. mediante difusión en discoN°	Bacteria	Agar	Doxiciclina
Amoxicilina
Enrofloxacina
Agar Mueller-
G1M3	Helicobacter	Hinton + sangre	21 mm

45 mm

14 mm
%


Agar Mueller-


G2M3	Helicobacter	Hinton + sangre	30 mm
43 mm
21 mm
%
Agar Mueller-


G3M4	Helicobacter	Hinton + sangre	26 mm
21 mm
9 mm



muestra


spp.	desfibrinada 5



spp.	desfibrinada 5




spp.

desfibrinada 5
%




En los aislamientos de Helicobacter spp., se observó formación de halos de inhibición frente a los tres antibióticos evaluados. La amoxicilina presentó los halos de mayor diámetro, con valores de 45 mm, 43 mm y 21 mm, lo que indica una mayor actividad inhibitoria frente a los aislamientos evaluados. La doxiciclina también mostró inhibición en todas las muestras, con halos entre 21 mm y 30 mm. En cambio, la enrofloxacina presentó halos menores, especialmente en la muestra G3M4, donde se obtuvo un halo de 9 mm, lo que sugiere una menor actividad inhibitoria en comparación con los otros antibióticos.

[bookmark: _bookmark40]Tabla 15
Hallazgos de sensibilidad antimicrobiana de Clostridium perfringens mediante difusión en discoN° de	Bacteria	Agar	Penicilina
Metronidazol
Clindamicina
Agar Mueller-
G2M1	Clostridium	Hinton +	41 mm


30 mm


16 mm
desfibrinada 5 %
Agar Mueller-


G1M3	Clostridium	Hinton +	42 mm
22 mm
14 mm
desfibrinada 5 %
Agar Mueller-


G3M1	Clostridium	Hinton +	Resistente
Resistente
Resistente
desfibrinada 5 %
Agar Mueller-


G3M2	Clostridium	Hinton +	Resistente
Resistente
Resistente



muestra



perfringens	sangre




perfringens	sangre





perfringens	sangre






perfringens

sangre desfibrinada

	5 %	

En los aislamientos de Clostridium perfringens, se observó variabilidad en la respuesta frente a los antibióticos evaluados. Las muestras G2M1 y G1M3 presentaron halos de inhibición frente a penicilina, metronidazol y clindamicina, lo que evidencia actividad inhibitoria de estos antimicrobianos. La penicilina presentó los halos de mayor diámetro, con 41 mm y 42 mm, seguida del metronidazol, con 30 mm y 22 mm. La clindamicina mostró halos menores, con 16 mm y 14 mm. Por otro lado, las muestras G3M1 y G3M2 fueron resistentes frente a los tres antibióticos evaluados, al no evidenciarse formación de halo de inhibición.
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Porcentaje de respuesta antimicrobiana de las bacterias evaluadasBacteria	Antibiótico	Aislamientos
Aislamientos
%
%

con halo
resistentes
inhibición
resistente
Helicobacter	Doxiciclina
3
0
100 %
0 %
Helicobacter	Amoxicilina
3
0
100 %
0 %
Helicobacter	Enrofloxacina
3
0
100 %
0 %
Clostridium	Penicilina
2
2
50 %
50 %
Clostridium	Metronidazol
2
2
50 %
50 %
Clostridium	Clindamicina
2
2
50 %
50 %






spp. spp. spp.
perfringens perfringens

60

perfringens Listeria monocytogenes


No aplicado	0	0		No aplicado


No aplicado


De manera general, los resultados evidencian que Helicobacter spp. presentó inhibición frente a los tres antibióticos evaluados, siendo la amoxicilina el antimicrobiano con mayor diámetro promedio de halo. En Clostridium perfringens, la penicilina mostró los halos más amplios en los aislamientos sensibles; sin embargo, el 50 % de los aislamientos no presentó respuesta frente a ninguno de los tres antibióticos, evidenciando resistencia fenotípica. Estos hallazgos demuestran que la sensibilidad antimicrobiana varió según la bacteria y el antibiótico evaluado.

Debido a que no todas las combinaciones bacteria-antibiótico cuentan con puntos de corte específicos en milímetros establecidos por CLSI o EUCAST para difusión

en disco, la interpretación se realizó de forma descriptiva, considerando la presencia del halo como evidencia de inhibición bacteriana y la ausencia de halo como resistencia fenotípica. Por tanto, los resultados permiten caracterizar el comportamiento antimicrobiano de los aislamientos, pero deben interpretarse con prudencia desde el punto de vista clínico.

4.1.4. ADEVA de la carga bacteriana expresada en UFC/ml

[bookmark: _bookmark42]Tabla 17
Análisis de varianza para Log10UFC

	Fuente
	Suma de Cuadrados
	Gl
	Cuadrado Medio
	Razón-F
	Valor-P

	EFECTOS PRINCIPALES
	
	
	
	
	

	A: Granja
	0,152543
	2
	0,0762716
	0,69
	0,5131

	B: Bacteria
	0,567981
	2
	0,28399
	2,55
	0,0980

	RESIDUOS
	2,7817
	25
	0,111268
	
	

	TOTAL (CORREGIDO)
	3,50222
	29
	
	
	



El análisis de varianza aplicado a la variable transformada Log10UFC permitió evaluar si la carga bacteriana expresada en UFC/mL presentó diferencias significativas según la procedencia de las muestras y el tipo de bacteria estudiada. Para el factor A: Granja, se obtuvo un valor F=0,69 y un valor P=0,5131, mayor al 0,05. Esto indica que no existieron diferencias estadísticamente significativas entre las granjas evaluadas, por lo que la procedencia de la carne de cuy no influyó de manera significativa en la carga bacteriana registrada.
En el caso del factor B: Bacteria, se obtuvo un valor F=2,55 y un valor P=0,0980 mayor a 0,05, por lo que no se evidenciaron diferencias estadísticamente significativas entre Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. en la variable transformada. Sin embargo, desde el punto de vista microbiológico, los resultados descriptivos si se evidencian diferencias, ya que
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Listeria monocytogenes presentó ausencia total, mientras que Clostridium perfringens y Helicobacter spp. fueron identificadas en parte de las muestras.
Estos resultados señalan que estadísticamente, la carga bacteriana no varió de forma significativa entre granjas ni entre bacterias al 95 % de confianza. No obstante, la ausencia de significancia estadística no debe interpretarse como ausencia de riesgo sanitario, ya que la detección de bacterias patógenas en carne de cuy representa un hallazgo relevante desde la perspectiva de inocuidad alimentaria. En este sentido, la evaluación microbiológica debe integrar tanto el análisis estadístico como la interpretación sanitaria de la presencia o ausencia de microorganismos de importancia en salud pública.
· Prueba de normalidad Shapiro-wilk

[bookmark: _bookmark43]Tabla 18
Resultado de la prueba de normalidad Shapiro-Wilk

Prueba	Estadístico Valor-P

Estadístico W de Shapiro-Wilk 0,534249	3,69325E-10

Para verificar el supuesto de normalidad, se aplicó la prueba de Shapiro-Wilk a la variable UFC/ML convertida. El resultado presentó un estadístico W=0,534249 y un valor P=3,69325E-10, menor a 0,05. Este resultado indica que los datos no se ajustan a una distribución normal con un 95 % de confianza.
Este comportamiento puede explicarse por la naturaleza microbiológica de los datos, debido a que existieron varios datos que registraron ausencia de crecimiento bacteriano, codificados como cero, y pocos registros con valores positivos de UFC/mL. Esta distribución genera concentración de datos en cero y valores positivos dispersos, lo que afecta el cumplimiento del supuesto de normalidad por esta razón, los resultados del ADEVA deben interpretarse con prudencia, considerando la estructura propia de los datos microbiológicos.

· Homogeneidad de varianzas

[bookmark: _bookmark44]Tabla 19
Resultados de la prueba de Levene

Prueba Valor-P

Levene's 3,23941 0,0548296

Para verificar el supuesto de homogeneidad de varianzas, se aplicó la prueba de Levene. El resultado presentó un valor P=0,0548296 mayor a 0,05, por lo que no se evidenciaron diferencias estadísticamente significativas entre las varianzas de los grupos evaluados. En consecuencia, se asumió homogeneidad de varianzas con un nivel de confianza del 95 %.
Este resultado permite continuar con la interpretación del análisis de varianza, ya que las desviaciones estándar entre los niveles del factor Granja no presentaron diferencias significativas. Sin embargo, al haberse incumplido el supuesto de normalidad, la lectura del ADEVA debe realizarse de manera cautelosa. Aun así, la homogeneidad de varianzas aporta estabilidad al modelo y permite analizar comparativamente la carga bacteriana transformada entre las granjas y bacterias evaluadas.
· Comparación múltiple de medias Tukey HSD

[bookmark: _bookmark45]Tabla 20
Resultados de la prueba Tukey HSD para el factor Bacteria

	Bacteria
	Casos
	Media LS
	Sigma LS
	Grupos Homogéneos

	Listeria monocytogenes
	10
	-0,00194966
	0,105809
	A

	Helicobacter spp
	10
	0,23819
	0,105809
	A

	Clostridium perfringens
	10
	0,322929
	0,105809
	A
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Resultados Prueba Tukey HSD Medias


Medias y 95,0% de Fisher LSD


0,64


0,44


0,24Log10_UFC_1



0,04


-0,16
Clostridium  Helicobacter  Listeria
Bacteria

La prueba de Tukey al 95 % de confianza permitió comparar las medias ajustadas de la variable UFC/mL entre las bacterias evaluadas. Los resultados muestran que Clostridium perfringens presentó la media más alta, con 0,322929; seguida de Helicobacter spp., con 0,238190; mientras que Listeria monocytogenes registró la media más baja, con -0,00194966. Este comportamiento coincide con los resultados microbiológicos descriptivos, donde Listeria monocytogenes presentó ausencia en las muestras analizadas, mientras que Clostridium perfringens y Helicobacter spp. fueron identificadas en parte de los registros.
Sin embargo, las tres bacterias se ubicaron dentro del mismo grupo homogéneo, representado por la letra A. Esto indica que no existieron diferencias estadísticamente significativas entre las medias de UFC/mL para Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp. al 95 % de confianza. Por lo tanto, aunque descriptivamente Clostridium perfringens presentó una media superior y Listeria monocytogenes la menor carga bacteriana, estas diferencias no fueron suficientes para ser consideradas estadísticamente significativas.
En consecuencia, la comparación múltiple de Tukey confirma lo obtenido en el ADEVA, donde el factor Bacteria presentó un valor P mayor a 0,05. Esto permite establecer que la carga bacteriana transformada no varió significativamente entre los microorganismos estudiados. No obstante, desde el punto de vista sanitario, la

presencia de Clostridium perfringens y Helicobacter spp. en carne de cuy sigue siendo relevante, ya que ambos microorganismos pueden estar asociados con contaminación gastrointestinal, manipulación deficiente o fallas higiénicas durante el faenamiento.

4.1.5. COMPROBACION DE HIPOTESIS

El análisis de varianza (ADEVA) bajo un Diseño Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial no evidenció diferencias estadísticamente significativas en el efecto de la procedencia de las muestras ni en el tipo de bacteria evaluada. Para el factor Granja se obtuvo F=0,69 y P=0,5131; mientras que para el factor Bacteria se obtuvo F=2,55 y P=0,0980. Estos valores, al ser mayores a 0,05, indican que la carga bacteriana transformada Log10UFC no presentó diferencias significativas entre las granjas ni entre las bacterias en estudio al 95 % de confianza.

Sin embargo, la comprobación de hipótesis no solo se basó en la existencia de diferencias estadísticas entre tratamientos, sino también en la presencia o ausencia de contaminación microbiológica en la carne de cuy evaluada. Los resultados descriptivos demostraron que Helicobacter spp. presentó una prevalencia del 60 %, mientras que Clostridium perfringens alcanzó una prevalencia del 40 %. En contraste, Listeria monocytogenes no fue detectada en las muestras analizadas. Estos hallazgos evidencian la presencia de microorganismos de importancia sanitaria en parte de las muestras evaluadas, por lo que se rechaza la hipótesis nula (H₀) y se acepta la hipótesis alternativa (H₁): la carne de cuy producida en las granjas del cantón Guaranda no cumple completamente con los parámetros microbiológicos esperados, al evidenciar contaminación por Clostridium perfringens y Helicobacter spp.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk presentó un valor P=3,69325E-10, menor a 0,05, lo que indicó que los datos no se ajustaron a una distribución normal. Este comportamiento se atribuye a la naturaleza microbiológica de los resultados, debido a la presencia de varios registros con ausencia de crecimiento bacteriano y pocos valores positivos de UFC/mL. Por otro lado, la prueba de Levene presentó un valor P=0,0548296, mayor a 0,05, por lo que se asumió homogeneidad de varianzas. Aun así, los resultados estadísticos fueron interpretados con prudencia debido al incumplimiento del supuesto de normalidad.

Los resultados de la prueba de Tukey confirmaron que las bacterias evaluadas se ubicaron dentro del mismo grupo homogéneo, por lo que no existieron diferencias

significativas entre sus medias ajustadas. No obstante, descriptivamente Clostridium perfringens presentó la media más alta de Log10UFC, seguida de Helicobacter spp., mientras que Listeria monocytogenes registró la media más baja, concordante con su ausencia en las muestras analizadas. Este hallazgo demuestra que, aunque no hubo diferencias estadísticas significativas entre bacterias, sí existió evidencia microbiológica de contaminación en las muestras evaluadas.

La presencia de Clostridium perfringens y Helicobacter spp. en carne de cuy representa un hallazgo relevante desde el punto de vista de inocuidad alimentaria, debido a que ambos microorganismos pueden estar asociados con contaminación gastrointestinal, deficiencias durante el faenamiento, manipulación inadecuada o fallas en la conservación del producto. Estos resultados concuerdan con estudios recientes que advierten sobre la importancia de controlar microorganismos patógenos en alimentos de origen animal y fortalecer las buenas prácticas de faenamiento, higiene y vigilancia microbiológica (Duc et al., 2024; Schuppler, 2025).

[bookmark: _bookmark47]CAPÍTULO V

5. [bookmark: _bookmark48]CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. [bookmark: _bookmark49]Conclusiones

· Se determinó la presencia de contaminación microbiológica en la carne de cuy evaluada, principalmente por Helicobacter spp., con una prevalencia del 60%, y Clostridium perfringens con 40%. Estos resultados evidencian que existen riesgos sanitarios asociados al faenamiento, manipulación y conservación del producto.
· Listeria monocytogenes no fue detectada en ninguna de las muestras analizadas, lo que representa un resultado favorable para la inocuidad de la carne de cuy. Sin embargo, su vigilancia debe mantenerse, debido a su importancia como patógeno alimentario.
· La tinción Gram junto con las pruebas bioquímicas permitieron complementar la identificación de los microorganismos aislados. Los resultados fueron compatibles con la presencia de Clostridium perfringens y Helicobacter spp., aunque en este último se observó cierta variabilidad en las pruebas de catalasa y oxidasa.
· La prueba de sensibilidad antimicrobiana mostró que Helicobacter spp. presentó halos de inhibición frente a doxiciclina, amoxicilina y enrofloxacina, siendo la amoxicilina el antibiótico con mayor respuesta. En Clostridium perfringens, se observó resistencia fenotípica en el 50 % de los aislamientos evaluados frente a penicilina, metronidazol y clindamicina.
· La resistencia fenotípica observada en el 50 % de los aislamientos de Clostridium perfringens frente a penicilina, metronidazol y clindamicina representa un hallazgo relevante para la salud pública y la medicina veterinaria. Este resultado demuestra la necesidad de ampliar la evaluación de sensibilidad antimicrobiana con otros fármacos, a fin de identificar alternativas más efectivas y promover un uso responsable de antibióticos en la producción animal.

· [bookmark: _bookmark50]El ADEVA no evidenció diferencias estadísticamente significativas entre granjas ni entre bacterias, ya que los valores de P > 0,05. No obstante, la presencia de bacterias de importancia sanitaria demuestra que la contaminación microbiológica sí representa un aspecto relevante en la calidad de la carne de cuy.

5.2. Recomendaciones

· Se recomienda mejorar las prácticas de faenamiento en las granjas de cuyes, especialmente durante la evisceración, manipulación de vísceras y contacto con la carne, para reducir el riesgo de contaminación gastrointestinal.
· Capacitar a productores y manipuladores en higiene, uso de guantes, limpieza de utensilios, desinfección de superficies y manejo adecuado de residuos durante el procesamiento de la carne de cuy.
· Se recomienda mantener una adecuada cadena de frío después del faenamiento, con el fin de evitar la multiplicación de bacterias y conservar la calidad sanitaria del producto.
· Realizar controles microbiológicos periódicos en granjas y puntos de comercialización de carne de cuy, incluyendo la búsqueda de Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Helicobacter spp. y otros patógenos alimentarios.
· Promover el uso responsable de antibióticos en la producción animal, evitando la automedicación y aplicando tratamientos únicamente bajo criterio veterinario.
· Se recomienda complementar futuras investigaciones con pruebas moleculares, como PCR, para confirmar la identificación de los microorganismos aislados, especialmente en el caso de Helicobacter spp. y Clostridium perfringens. Esto permitiría obtener resultados más precisos, ya que la presente investigación se basó principalmente en cultivo, tinción de Gram y pruebas bioquímicas.
· Se sugiere evaluar otros antimicrobianos frente a Clostridium perfringens, debido a que en esta investigación se observó resistencia fenotípica en el 50
% de los aislamientos frente a penicilina, metronidazol y clindamicina. Para	ello,	se recomienda utilizar	amoxicilina	asociada	con	ácido clavulánico o tilosina ya que no evitan la resistencia peo si ayuda a reducir el riesgo de desarrollarla.
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Ubicación de las granjas en estudio
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	# Muestra
	Procedencia (Granja)
	Medio de cultivo
	Catalasa
	Oxidasa
	Tinción Gram
	UFC
	UFC/ML
	Bacteria aislada

	G1M1R1
	Granja 1 de Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G1M1R2
	Granja1 de
Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G1M1R3
	Granja1 de Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G1M2R1
	Granja1 de
Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G1M2R2
	Granja1 de Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G1M2R3
	Granja1 de
Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G1M3R1
	Granja1 de Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G1M3R2
	Granja1 de Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G1M3R3
	Granja1 de Dalemberth
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G2M1R1
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G2M1R2
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G2M1R3
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G2M2R1
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G2M2R2
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G2M2R3
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G2M3R1
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G2M3R2
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G2M3R3
	Granja2 de Mary
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G3M1R1
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G3M1R2
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G3M1R3
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)








	G3M2R1
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G3M2R2
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G3M2R3
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G3M3R1
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G3M3R2
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G3M3R3
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G3M4R1
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G3M4R2
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G3M4R3
	Granja 3 Emma
	Agar Palcam
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	# Muestra
	Procedencia (Granja)
	Medio de cultivo
	Catalasa
	Oxidasa
	Tinción Gram
	UFC
	UFC/ML
	Bacteria aislada

	G1M1R1
	Granja 1 de
Dalemberth
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G1M1R2
	Granja1 de Dalemberth
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G1M1R3
	Granja1 de
Dalemberth
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G1M2R1
	Granja1 de Dalemberth
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	4
	UFC/ML= 𝟒𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R1)

	G1M2R2
	Granja1 de
Dalemberth
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram
Positivos
	6
	UFC/ML= 𝟔𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium
perfringens (R2)

	G1M2R3
	Granja1 de Dalemberth
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	5
	UFC/ML= 𝟓𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R3)

	G1M3R1
	Granja1 de
Dalemberth
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram
Positivos
	6
	UFC/ML= 𝟔𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium
perfringens (R1)

	G1M3R2
	Granja1 de Dalemberth
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	5
	UFC/ML= 𝟓𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R2)

	G1M3R3
	Granja1 de Dalemberth
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	7
	UFC/ML= 𝟕𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R3)

	G2M1R1
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G2M1R2
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G2M1R3
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)








	G2M2R1
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G2M2R2
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G2M2R3
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G2M3R1
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G2M3R2
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G2M3R3
	Granja2 de Mary
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G3M1R1
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram
Positivos
	5
	UFC/ML= 𝟓𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium
perfringens (R1)

	G3M1R2
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	6
	UFC/ML= 𝟔𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R2)

	G3M1R3
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram
Positivos
	5
	UFC/ML= 𝟓𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium
perfringens (R3)

	G3M2R1
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	6
	UFC/ML= 𝟔𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R1)

	G3M2R2
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram
Positivos
	5
	UFC/ML= 𝟓𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium
perfringens (R2)

	G3M2R3
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Negativo
	Negativo
	Bacilos Gram Positivos
	6
	UFC/ML= 𝟔𝑿𝟏𝟎𝟑
	Clostridium perfringens (R3)

	G3M3R1
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa
Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G3M3R2
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G3M3R3
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)

	G3M4R1
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R1)

	G3M4R2
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R2)

	G3M4R3
	Granja 3 Emma
	Agar (Triptosa Sulfito Cicloserina)
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia
	Ausencia (R3)
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	N° de
muestra
	Bacteria
	Agar
	Doxiciclina
	Amoxicilina
	Enrofloxacina

	G1M3
	Helicobacter
spp
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	(21 mm)
	(45 mm)
	(14 mm)

	G2M3
	Helicobacter
spp
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	(30 mm)
	(43mm)
	(21mm)

	G3M4
	Helicobacter
spp
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	(26 mm)
	(21mm)
	(9mm)

	Número de
muestra
	Bacteria
	Agar
	Penicilina
	Metronidazol
	Clindamicina

	G2M1
	Clostridium perfringens
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	(41 mm)
	(30mm)
	(16mm)

	G1M3
	Clostridium perfringens
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	(42 mm)
	(22mm)
	(14mm)

	G3M1
	Clostridium perfringens
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	Resistente
	Resistente
	Resistente

	G3M2
	Clostridium perfringens
	Agar mueller + sangre desfribinada
5%
	Resistente
	Resistente
	Resistente
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	Fotografía 1. Faenamiento de cuyes
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	Fotografía 2. Recolección de muestras
	Fotografía 3. Preparación agar Palcam para Listeria monocytogenes
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	Fotografía 4. Preparación del Agar TSC adquirido directamente listo para cultivar
	Fotografía 5. Inoculación en cámara de bioseguridad
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	Fotografía 6. Preparación ambiente anaeróbico para Clostridium perfringens
	Fotografía 7. Crecimiento bacteriano de Clostridium perfringens
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	Fotografía 8. Preparación agar Brucella médium para Helicobacter spp.
	Fotografía 9. Preparación ambiente anaeróbico para Clostridium perfringens
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	Fotografía 10. Crecimiento bacteriano de Helicobacter spp.
	Fotografía 11. Prueba catalasa negativa para Clostridium perfringens
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	Fotografía 12. Prueba oxidasa para Clostridium perfringens
	Fotografía 13. Tinción Gram para Clostridium perfringens
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	Fotografía 14. Prueba catalasa positiva para Helicobacter spp.
	Fotografía 15. Prueba oxidasa para Helicobacter spp.
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	Fotografía 16. Tinción Gram para Helicobacter spp.
	Fotografía 17. Se sembraron las superficies de las placas mediante técnica de kirby Bauer
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	Fotografía 18. Clostridium perfringens, se colocaron en discos correspondientes a metronidazol,
penicilina y clindamicina.
	Fotografía 19. Helicobacter spp se emplearon discos de amoxicilina, enrofloxacina y doxiciclina
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ADEVA: Análisis de varianza utilizado para determinar si existen diferencias estadísticamente significativas entre los promedios de los tratamientos o factores evaluados. En esta investigación se aplicó para comparar la carga bacteriana transformada entre granjas y bacterias estudiadas.
Aislamiento bacteriano: Procedimiento microbiológico que permite separar una bacteria específica a partir de una muestra que puede contener diferentes microorganismos. En este estudio se utilizó para identificar bacterias compatibles con Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y Helicobacter spp.
Anaerobiosis: Condición ambiental en la que no existe oxígeno disponible. Es necesaria para el crecimiento de bacterias anaerobias estrictas, como Clostridium perfringens, que requieren este tipo de atmósfera para desarrollarse adecuadamente.
Antibiótico: Sustancia utilizada para inhibir el crecimiento o eliminar bacterias. En el estudio se evaluaron antibióticos como penicilina, metronidazol, clindamicina, amoxicilina, doxiciclina y enrofloxacina, con el fin de observar la respuesta de los aislamientos bacterianos.
Calidad microbiológica: Condición sanitaria de un alimento determinada por la presencia, ausencia o cantidad de microorganismos. Una buena calidad microbiológica indica que el alimento presenta menor riesgo para el consumidor.
Contaminación gastrointestinal: Presencia de microorganismos procedentes del tracto digestivo del animal en la carne o en superficies de contacto. Puede ocurrir durante el faenamiento, especialmente si existe ruptura de vísceras o manipulación inadecuada.
Contaminación cruzada: Transferencia de microorganismos desde una fuente contaminada hacia un alimento, utensilio, superficie o muestra limpia. En carne de cuy puede producirse por contacto con vísceras, cuchillos, mesas, fundas o manos contaminadas.


DCA (Diseño Completamente al Azar): Diseño experimental en el que las unidades experimentales se asignan de manera aleatoria a los tratamientos. En esta investigación se utilizó un DCA con arreglo factorial, considerando como factores la procedencia de las muestras y las bacterias evaluadas.
Faenamiento: Proceso mediante el cual un animal es sacrificado y preparado para obtener carne destinada al consumo. Cuando no se realiza bajo condiciones higiénicas adecuadas, puede favorecer la contaminación microbiológica del producto.
Halo de inhibición: Zona clara que aparece alrededor de un disco antibiótico cuando la bacteria no logra crecer cerca del antimicrobiano. Su diámetro se mide en milímetros y permite observar la respuesta fenotípica de la bacteria frente al antibiótico evaluado.
Inocuidad alimentaria: Garantía de que un alimento no causará daño al consumidor cuando sea preparado, conservado y consumido de forma adecuada. En esta investigación, la inocuidad se relaciona con la presencia o ausencia de bacterias de importancia sanitaria en la carne de cuy.
Log10UFC: Transformación logarítmica aplicada a los valores de unidades formadoras de colonias. Se utiliza para facilitar el análisis estadístico de datos microbiológicos, especialmente cuando existen valores muy dispersos o registros con ausencia de crecimiento.
Microorganismo patógeno: Microorganismo capaz de causar enfermedad en humanos o animales. En alimentos, su presencia representa un riesgo sanitario, especialmente cuando el producto no se manipula o conserva adecuadamente.
Recuento bacteriano: Medición de la cantidad de bacterias viables presentes en una muestra. Generalmente se expresa en unidades formadoras de colonias por mililitro o por gramo, según el tipo de muestra analizada.


Resistencia antimicrobiana: Capacidad de una bacteria para sobrevivir o multiplicarse en presencia de un antibiótico que normalmente debería inhibirla. Su vigilancia es importante porque puede limitar la eficacia de los tratamientos.
Resistencia fenotípica: Respuesta observada en el laboratorio cuando una bacteria no presenta halo de inhibición frente a un antibiótico. En esta investigación se reportó como ausencia de inhibición visible alrededor del disco.
UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro. Es una medida utilizada para expresar la cantidad de bacterias viables presentes en una muestra líquida o suspensión microbiológica.
Vigilancia microbiológica: Seguimiento periódico de la presencia de microorganismos en alimentos, superficies o ambientes de producción. Permite detectar riesgos sanitarios y aplicar medidas de control oportunas.
Zoonosis: Enfermedad o agente infeccioso que puede transmitirse de los animales al ser humano, de forma directa o indirecta, incluyendo el consumo de alimentos contaminados.
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