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RESUMEN

Actualmente se ha observado un aumento de mascotas no convencionales, que son
animales domésticos diferentes al perro y gato.

Entre estas mascotas se destacan los conejos como una tendencia, sin embargo, hay
muy poca informacion disponible de los cuidados o de los alimentos comerciales
disponibles para estos, que puedan acceder los tutores. Lo que da la relevancia de
conocer, si los alimentos comunmente utilizados por los tutores estdn expuestos a
contaminacion, afectando la calidad del alimento. Dado que los conejos presentan un
alto porcentaje de patologias digestivas, que se presentan mas en la consulta clinica, lo
que se atribuye al delicado equilibrio que existe entre la microbiota y los procesos de
cecotrofia. La contaminacion alimentaria es una de las causas comun que produce
disbiosis en el conejo

El presente estudio tiene como objetivo determinar la calidad microbiolégica del
alimento peletizado a granel en locales de la comuna de Talcahuano, segun los limites
maximos de contaminantes microbiolégico permisibles por el Servicio Agricola
Ganadero (SAG) que es el organismo oficial del estado de Chile encargado de
regularizar y fiscalizar los procesos de elaboracion de alimento para el consumo animal.

Se recolectaron 9 muestras de alimento para conejo a granel y 3 de alimento
sellado de tres locales de Talcahuano, analizando si cumplen con la normativa de la
resolucion exenta 7885 (SAG). En donde los resultados obtenidos, arrojaron que el
100% de las muestras analizadas no presenta Salmonella sp. Para el recuento de
Enterobacterias, las muestras presentaron valores menores a las 300 unidades
formadoras de colonia (UFC), que es el limite maximo permisible de contaminacién
microbiolégica del SAG, en el 100% de las muestras. Se concluye que el alimento
peletizado a granel para conejo, en la ciudad de Talcahuano cumple con la norma, para
los parametros de contaminacién microbioldgica en el alimento para consumo animal.

Palabras claves: Conejo, Granel, Enterobacteria, Peletizado, Salmonella sp.,
Talcahuano, Indicadores de contaminacion, Control microbiol6gico.
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ABSTRACT

Currently, an increase in unconventional pets has been observed, which are domestic
animals other than dogs and cats.

Among these pets, rabbits stand out as a trend, however, there is very little information
available on the care or commercial foods available for them, which guardians can
access. Which makes it important to know if the foods commonly used by guardians are
exposed to contamination, affecting the quality of the food. Given that rabbits have a
high percentage of digestive pathologies, which occur more in the clinical consultation,
which is attributed to the delicate balance that exists between the microbiota and
cecotrophy processes. Food contamination is one of the common causes that produces
dysbiosis in rabbits.

The objective of this study is to determine the microbiological quality of bulk pelleted
food in premises of the commune of Talcahuano, according to the maximum limits of
microbiological contaminants permissible by the Livestock Agricultural Service (SAG),
which is the official body of the state of Chile in charge of regularize and supervise the
processes of producing food for animal consumption.

9 samples of bulk rabbit food and 3 of sealed food were collected from three locations in
Talcahuano, analyzing whether they comply with the regulations of exempt resolution
7885 (SAG). Where the results obtained showed that 100% of the samples analyzed did
not present Salmonella sp. For the Enterobacteriaceae count, the samples presented
values less than 300 colony forming units (CFU), which is the maximum permissible limit
of microbiological contamination of the SAG, in 100% of the samples. It is concluded
that the bulk pelleted food for rabbit, in the city of Talcahuano, complies with the
standard for the parameters of microbiological contamination in food for animal
consumption.

Key words: Rabbit, Bulk, Enterobacter, Pellet, Salmonella sp, Talcahuano, Pollution
indicators, Microbiological control.
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1.INTRODUCCION

1.1 El conejo

En una encuesta de turismo, sobre los animales de compaiiia (Fabiani, 2016), y segun
las Ultimas tendencias de mascotas no convencionales (Corpas et al., 2016), se
considera al conejo como parte de las nuevas tendencias mundiales, en lo que respecta
a los animales de compaiiia.

Esto se puede atribuir a las mdltiples funciones, que puede cumplir como mascota
(Gbmez et al., 2007). Por otro lado, al no ser una mascota convencional hay mucho
desconocimiento por parte de la sociedad con respecto a los cuidados basicos que
necesitan (Jauregui, 2020). Asi los perros y gatos dejan de ser los Unicos animales de
compafia que representan un porcentaje importante en gastos veterinarios y
alimentacion (Corpas et al., 2016).

En la actualidad, en virtud del cambio en el ritmo de vida de la poblacién hay una menor
disponibilidad de tiempo por parte del tutor para preparar alimentos a sus mascotas, por
esta causa, se ha visto un aumento en la compra de alimentos concentrados para las
mascotas y el conejo no es la excepcion (Bustos, 2006).

A diferencia del perro y el gato, para el conejo no existen muchos estudios sobre la
calidad microbioldgica del alimento peletizado, ya sea, en su presentacion sellada o a
granel. Y esto deberia ser de suma importancia debido a las particularidades que tiene
como especie (Jauregui, 2020) pues, el 60% de las patologias del conejo son
digestivas, por el delicado equilibrio que hay en la microbiota intestinal, y en muchos
casos pueden llegar a producir la muerte (Blas et al., 2002).

1.2 Microbiota intestinal

Para el funcionamiento del tracto digestivo, se ha determinado que se deben encontrar

variaciones en el dominio de la microbiota de las bacterias a lo largo del sistema

digestivo (Velasco et al., 2017), por lo que podemos encontrar en el colon y ciego
1



mayor predominio de las bacterias aerébicas Gram negativas (la mayoria bacteroides,
en menor cantidad los clostridios y los estreptococos); En el intestino delgado
predominan las bacterias Gram positivas (sin embargo, en menor cantidad se puede
encontrar Escherichia coli, que en condiciones patoldégicas son la microbiota
dominante) (Pimentel et al., 2002). Algunas de las bacterias que conforman la
microbiota normal son poco conocidas por aparecer en publicaciones aisladas y muy
especializadas, como Akkermansia, Lachnospira, Faecalibacterium, Roseburia
(Pimentel et al., 2002).

La estabilidad de la microbiota, puede verse afectada por varios factores que producen
desarreglos digestivos, en donde los mecanismos de defensa no logran ser eficaces:
Causas generales: estrés, sobrecarga alimenticia, indigestiones, afecciones renales,
cuadros de fiebre, infecciones. Cambios en la microbiota: desarrollo anormal de
Clostridium y coliformes, elevacion de pH, reduccién de la flora anaerdbica, disbiosis.
Causas alimenticias: alimentacion inadecuada o contaminada, mala calidad del

agua (Pimentel et al., 2002).

1.3 Nutricién

Los conejos pueden nutrirse a partir de distintas fuentes alimentarias como el heno,
granos y concentrados comerciales balanceados (Ruiz, 1983). La porcién de alimento y
de agua consumidos dependen de la naturaleza de los alimentos, que se ofrecen al
conejo. Pero la racion de alimento depende igualmente del tipo de raza, de su edad, el

género y de su periodo reproductivo (Ruiz, 1983).

1.3.1 Alimento

Se entiende por alimento para animales, todo aquel alimento que sea completo o
balanceado, aditivos o ingredientes que estén destinados para el consumo del animal,
gue sea ingerido por via oral (Reglamento de alimentos para animales, 2017).

El alimento debe presentar una concentracion de energia digerible reducida, de
aproximadamente 2400 a 2800 Kcal/Kg de alimento (Church et al., 2002). Estos
alimentos comerciales para conejos pueden estar en dos tipos de presentaciones, como

heno o como pelet granulado (Buxadé, 2001). Para la venta del heno, la materia prima



es el forraje, una planta pratense o no (que es de prado), que se cortd y que se
suministra para la alimentacién animal (Londofio, 1993), debe pasar por un proceso que
le permite su conservacion por largos periodos de tiempo, este proceso es la
henificacién que consiste en la deshidratacion del forraje y lograr un nivel de humedad
generalmente inferior al 15%, lo que lo hace menos susceptible a contaminarse por la
poca actividad del agua que presenta (Roberto y Blanco , s.f.). Por otro lado, el pelet es
un alimento compuesto de diferentes tamafios de particulas de ingredientes, las cuales
se someten a presion para luego ser obligadas a salir a través de unos huecos
metalicos por medios mecanicos para adquirir su forma, haciendo que el alimento sea
mas facil de manejar y a su vez disminuye la presencia de polvo (Ortiz, 1981). Esto
produce un efecto beneficioso en los conejos, dado que, hay ingredientes que se
adicionan a la alimentacion en forma de harina, de los cuales se ha observado que
aumentan la presencia de problemas respiratorios y diarreas, a medida que disminuye
el tamafio de la particula de alimento. Por esta causa el alimento concentrado se
prepara en forma de pastillas, siendo el tamafio mas comun, el de 4 a 5 mm de
diametro por 6 a 7 mm de largo en alimentos comerciales que se emplean en la
actualidad, bajo el nombre de pelets (Shimada, 2007). También el pelet debe tener una
dureza que no sea tan resistente al momento que el conejo realice el corte, ya que, de
no ser asi, el conejo lo rechazard, lo que se refleja en una disminucion del consumo y
mayor desperdicio de alimento (Mateos et al., 1993).

Ademas cuando se comercializa alimento de mascotas que no es de presentacion a
granel, es necesario segun el decreto 4, articulo 21° (2017) sefialar que “Los alimentos
para animales, de venta a terceros, deberan comercializarse en envases de primer uso,
sellados y rotulados, asegurando la conservacion de su contenido”, ademas en el
articulo 31 del decreto 4 se menciona que “Los locales de expendio que fraccionen y
transfieran, a cualquier titulo, alimentos para animales que se hayan adquirido sellados
y rotulados, deberdn cumplir con las siguientes obligaciones”, donde se recalca la
importancia de conservar la inocuidad, las caracteristicas organolépticas, informar la
composicion y la conservacion del producto (Decreto 4, 2017).

Las cuales, se cumplen en el alimento sellado por estar normalizado por el exento 7885

propuesto por el SAG (Biblioteca del Congreso Nacional, 2022). En el caso del alimento



a granel no existe una norma que especifique como debe ser comercializado solo se
entiende que es, aquel alimento que se transfiere a cualquier titulo y sin un envase o
sellado (Reglamento de alimentos para animales, 2017). A razon de esto un estudio
realizado en la Universidad de Chile, evalu6 los diferentes alimentos de
comercializacién a granel para perros, buscando ver que efecto tenia la presentacion en
la calidad del alimento, concluyendo que una vez que se vulneraba el envase primario
para comercializarlo en formato a granel, el alimento se encontraba con mayor riego de
exponerse al deterioro y por consiguiente a los factores extrinsecos determinantes del

ambiente, que pueden contaminar el alimento (Bustos, 2006).

1.4 Deterioro del alimento

Todo alimento tiene una vida util, que es el tiempo finito que transcurre después de su
elaboracion en condiciones controladas de almacenamiento, en donde el alimento va
perdiendo sus propiedades sensoriales y fisicoquimicas, ademas de sufrir un cambio en
su perfil microbiologico (Carrilo y Reyes, 2013).

A todo lo anterior, también se debe agregar que, a partir del origen del alimento, hasta
que llegue al tutor y finalmente a la mascota, este debe pasar por diversas etapas,
desde que se cosechan las materias primas hasta su envase final; durante esas etapas
el alimento es manipulado por diferentes personas. A causa de todo esto, el alimento
puede sufrir procesos de contaminacion, deterioro y/o alteracién (Martinez, 2013).

Entre los agentes causales que deterioran el alimento podemos encontrar a las
bacterias, levaduras y hongos (Delgado y Ortiz, 2014). Pero no todos tienen la
capacidad de replicarse activamente sobre el alimento, por lo que el cambio del perfil
microbiolégico en el alimento depende de diferentes factores (Gonzélez y Fernandez,
2015).

La poblacién original del alimento es heterogenia y con el tiempo esta pasa a ser una
poblacién mas homogénea por la competencia de microorganismo que se genera. Los
microorganismos que logran colonizar el alimento deben enfrentarse antes, a los
factores intrinsecos como la actividad del agua (Aw), potencial hidrogeno (pH),
nutrientes y el potencial redox (que se encuentra relacionada con el oxigeno) ademas

de los factores extrinsecos (Aguilar, 2018) que son cualidades inherentes del medio



ambiente como (Mejia, 2013) la temperatura elevada, que favorecen el desarrollo de
microorganismo al aumentar la velocidad de las reacciones enzimaticas de estos
(Gonzélez y Franco, 2015) o puede ser que genere un dafio en las células de los
microorganismos, humedad relativa y la concentraciones de gases que estan presentes
en el ambiente, para que finalmente solo un género de microorganismo consiga
colonizar el alimento, siendo este la poblacion dominante que termine contaminando el
alimento (Aguilar, 2018).

Es importante por lo mismo tener en consideracion que los alimentos juegan un rol
fundamental en la transmisidon de enfermedades, lo que constituye un problema

relevante para la salud publica (Larias y Antillén, 2000).

1.4.1 Microorganismos presentes en el alimento

La proliferacién de los microorganismos en el alimento podria generar dos condiciones:
una seria el deterioro del alimento como se observa en la tabla 1 y/o la posibilidad de
transmitir enfermedades a través del mismo. En la tabla 2 se muestran algunos
ejemplos de microorganismos presentes en diferentes tipos de alimentos (Carrillo y
Reyes, 2014)

Tabla 1. Agentes causales del deterioro de alimentos

Microorganismos Alimento que deteriora
Rhizopus orizae Tomate

Aspergillus flavus Cereales, cacahuates
Penicillium citricos
Zygosacharomyces baili Jarabes, jamones y jaleas
Rhizopus Pan

Aspergillus Tortilla

Pseudomona Carne deresy de ave

Fuente: Carrillo y Reyes (2014)



Tabla 2. Bacterias patdgenas que pueden estar presentes en los alimentos

Microorganismo Enfermedad que causa Alimentos involucrados
Bacillus cereus Intoxicacién Arroz cocido
Staphylococcus aureus Intoxicacién Alimentos crudos o cocinados de origen
animal
Salmonella thiphy Fiebre tifoidea Carne, huevo
Escherichia coli O7:H57 Gastroenteritis Carne, agua
Vibrio cholerae Célera Mariscos, agua
Shigella disenteriae Disenteria Verduras
Listeria monocytogenes Gastroenteritis Ensaladas y productos carnicos
Clostridium botulinum Botulismo Alimentos enlatados
Campilobacter jejuni Enteritis Pollos rostizados y asados

Fuente: Carrillo y Reyes (2014)

1.4.2 Microorganismos indicadores de contaminacién

Los microorganismos indicadores de contaminacién son grupos 0 especies de
microorganismo en donde su presencia en los alimentos, indica que estos productos
estuvieron en alguna parte de su elaboracion, expuestos a condiciones que permitieron
la penetracion de organismos patdgenos y/o se permitio la multiplicaciéon de
microorganismos infecciosos, que son peligrosos para la salud animal y humana
(Swanson, 2011). Para el alimento de mascotas, existen dos microorganismos
indicadores de contaminacién microbiolégica, que se determinaron en la resolucién
exenta 7885 por el SAG en Chile, encontrdndose las Enterobacterias y Salmonella sp.
(Biblioteca del Congreso Nacional, 2022).

La familia de las Enterobacterias se conforma por un gran namero de ejemplares
heterogéneo de bacterias bacilos Gram negativos (Guerrero et al., 2014), que habitan
normalmente como agentes saprofitos en el intestino del sistema digestivo de muchos
animales incluyendo al hombre. Entre los ejemplares mas relevantes de esta familia
encontramos Escherichia coli (produce diarrea en los mamiferos) y Salmonella
choleraesuis (produce la salmonelosis), ambos organismos nombrados anteriormente
se consideran indicadores de contaminacion en los alimentos por su efecto nocivo para

la salud (Puerta y Mateos, 2010).



El género Salmonella sp., estd compuesto por bacilos Gram negativos no esporulados,
gue sobreviven en medios anaerdbicos facultativos (Mustos, 2013). Algunos serotipos
de Salmonella, en los mamiferos como el conejo producen una enfermedad zoondtica
llamada salmonelosis, que se transmite via oral por alimento contaminado y luego es
diseminado a través de las heces por los conejos. En la especie, produce sinologia
clinica aguda con cuadros diarreicos que pueden producir en el animal una muerte
aguda (Sanchez y Martinez, 2020).

Para el resguardo de la salud, tanto animal como el de los humanos, el SAG propone
dos resoluciones importantes; una de ellas es la 5025, la cual menciona las medidas
gque permiten mantener la inocuidad y la calidad de las fabricas o empresas
elaboradoras de alimento para mascotas. Y la otra, resolucion exenta 7885, que para el
fin de este estudio es muy relevante, indica los limites maximos permisible de
contaminantes microbiolégicos en el alimento destinado al consumo animal segun lote
de alimento producido (Biblioteca del Congreso Nacional, 2022). Como el estudio se
limita a tomar muestras de alimento peletizado, que se encuentre disponible para la
compra en los locales de expendio de Talcahuano, se adapt6 los valores establecidos
en el exento 7885, modificando el nUmero de muestras por lote a muestras por local y
eliminando el numero de muestras permitidas entre m y M, como se demuestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Limites maximos de contaminacion microbiologica permisible en alimentos

Contaminante

Categoria Salmonella Enterobacterias
Ingredientes de origen animal y Ausencia n=3, m= 10, M=300 UFC
vegetal (n=3, c=0, m=0, M=0 en 25 gr.) enlgr.
Alimentos compuestos 0 Ausencia n=3, m= 10, M =300 UFC
suplementos, secos (extruidos o (n=3, c=0, m=0, M=0 en 25 gr.) enlgr.
peletizados) o semi-himedos
para mascotas

Donde;

n = numero de muestras por local.



m = valor umbral del nUmero de bacterias; siendo satisfactorio si todas las muestras
tienen un numero de bacterias inferior a m.

M = valor maximo de bacterias; si existe una 0 mas muestras superiores a M se
consideran insatisfactorio

c = cantidad de muestras que se permite, que en su recuento de bacterias presente un

valor entre my M.

Al analizar la informacion recopilada en el marco tedrico, se puede sospechar que los
alimentos para conejos comercializados a granel pueden presentan un riesgo potencial
de contaminacidén microbiolégica, con el consiguiente peligro para la salud animal. En la
comuna de Talcahuano, existen locales que ofrecen este tipo de alimento para conejos
en formato a granel, donde los tutores acceden a la compra de este producto. Por eso
surge la siguiente pregunta de investigacion: ¢Los alimentos para conejos vendidos a
granel, cumpliran los limites maximos de contaminacion microbioldgica permisible en

los locales de venta ubicados en la comuna de Talcahuano?



2. HIPOTESIS

HO= Los peletizados comercializados a granel para conejos, presentan en su
composiciéon menos de 10 UFC de Enterobacterias y la ausencia de Salmonella sp.,

cumpliendo con la norma SAG del decreto 7885.

H1= Los peletizados comercializados a granel para conejos, presentan en su
composicién mas de 10 UFC de Enterobacterias y la presencia de Salmonella sp, no

cumpliendo con la norma SAG del decreto 7885.



3. OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

e Determinar la calidad microbiolégica del alimento peletizado a granel segun los

limites maximos permisibles por el SAG.
3.2.- Objetivos especificos
o Determinar si el recuento de enterobacterias es menor a 10 UFC/g en
alimentos comerciales para conejo peletizado a granel.

o Pesquisar la presencia de Salmonella sp. en alimentos comerciales para

conejo peletizado a granel.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 Evaluacion bioética

El presente estudio, estd estrechamente relacionado con la indagacion de la calidad
microbiolégica de alimentos peletizados para Oryctolagus cuniculus, Por lo tanto, en
ningln momento se trabajé directamente con el animal, s6lo manipulacion de alimento

para dicha especie, es decir, por lo que el estudio, no requiere de evaluacién bioética.

4.2 Poblacion de estudio

El estudio se realizé en Chile, en la regién del Biobio, en la comuna puerto de
Talcahuano. La poblacién objetivo, son locales de expendio de alimento para mascotas,
que venden alimento para conejos de la especie Oryctolagus cuniculus, a granel y
sellado, que, ademas cumplan con el articulo 29, 30 y 31 del titulo V, del decreto 4, que
regula los alimentos para animales en Chile (Decreto, 2017) (anexo 1).

Segun los datos recolectados en la oficina de Servicio de Impuestos Internos
(Servicios de impuestos internos [Sll], s/f) de Talcahuano, los locales que se encuentran
con inicio de actividades segun el codigo 477391, que habla de las ventas por menor de
alimento para mascotas, s6lo existen tres locales que cumplen con los requisitos del

decreto 4 y que, ademas, vendan el alimento a granel para conejos ([SII], s/f).

4.3 Metodologia

4.3.1 Disefio

Estudio descriptivo de corte transversal.

Muestras de alimentos recolectadas por el analista se obtuvo durante el mes de abril
del afio 2023, tomando un tiempo de 4 horas desde que se recolect6 hasta que se dejé
en el laboratorio. Las muestras se trasladan en bolsas estériles “whirl pack”, para evitar
contaminacion cruzada y almacenadas en un cooler de manera de mantener una

temperatura de 7°C durante todo su transporte hacia el laboratorio.

11



En la toma de muestras se solicitd al vendedor que introdujera por cada bolsa “whirl
pack” una bolsa de alimento para comprarla y retirarla del local, sin informarle referente

al estudio. La bolsa “whirl pack” se tomo6 con guantes y se almaceno en el cooler.

4.4 Materiales

4.4.1 Recursos de laboratorio
e Delantal
e Guantes
e Alcohol (95%)
e Balanza (0,1 g de sensibilidad)
e Pipetas Pasteur
e Cuchara
e Agitador magnético con barra agitadora
e Solucidn salina peptonada (1%)
e Mortero con pistilo
e Incubadora
e Tubos de vidrio
e Gradillas
e Solucién salina (0,9%)
e Urea indole test
e Agar no selectivo
e Placa de agar de hierro kligler
e Caldo de Tetrationato-Novobiocina de Muller-Kauffmann (mkttn) + suplemento
selectivo de Novobiocin Bateria bioquimica
e Caldo de peptona de soja Rappaport-Vassiliadis
e Medio de Glucose OF Medium ISO
e Oxidase Detection Strips ISO
e VRBG agar

e Bateria bioguimica

12



e Reactivo de Kovacs

e Peroxido de hidrégeno
e Portaobjetos

e Kit de tincion de Gram
e Microscopio 6ptico

e Refrigerador

e Oxidasa

4.4.2 Recursos de campo

o Nueve muestras de alimento peletizado a granel para conejos
o Tres muestras de alimento sellado para conejos

o Un marcador de identificacion

o Doce bolsas estériles “whirl pak”

o Cooler (8 LT)
. Tres bolsas de gel pack (200 g.)

o Termdmetro digital

4.4.3 Centro de referencia

Laboratorio de Corthorn Quality, avenida Cristobal Colon 3940, Talcahuano (Chile).

4.5 Métodos de campo

4.5.1 Toma de muestra

Se recolectd tres muestras de un kilo de alimento peletizado a granel para conejo de
cada uno de tres locales de expendio anteriormente identificados, ademas, de tres
muestras de alimento sellado de uno de los tres locales que tenia disponible en el
momento, como control. Todas las muestras se recolectaron en la ciudad de
Talcahuano en un dia, en un intervalo de 4 horas. Haciendo un total de 12 muestras
recolectadas, cada una se obtuvo en un envoltorio primario. Estas fueron dispuestas
individualmente en una bolsa “whirl pak” estéril por el vendedor y luego almacenada e

identificada en el cooler donde se transportaron hasta el laboratorio.
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4.6 Laboratorio
A cada muestra recolectada, se le determind los siguientes indicadores de
contaminacion microbiologica propuestas en el exento:

o Se determiné el recuento de Enterobacterias

o Se determind la presencia de Salmonella sp.
Los indicadores de contaminacion microbiologica para las muestras de alimentos son
mencionados en el exento 7885 para las fabricas o empresas que comercialicen

alimento para mascotas (Biblioteca del Congreso Nacional, 2022).

4.7 Procesamiento de muestras
En el procesamiento de las muestras el laboratorio utilizé las normativas 1SO
propuestas por el SAG para la determinacién de la presencia de Salmonella sp, y la

normativa ISO para el recuento de Enterobacterias.

4.7.1 Deteccion y recuento de Enterobacterias

Se emplea el método estandarizado 1SO 21528-2:2017 para la deteccion y
enumeracion de recuento de colonias, de la siguiente manera:

Se triturd las muestras y homogenizé en agua peptonada de manera que, una vez
obtenida la muestra liquida, se forme diluciones decimales. Posteriormente, se
trasfirieren a una placa Petri vacia (estéril). Luego se vierte en cada placa Petri, agar
VRBG (Agar Bilis Glucosa con cristal violeta y rojo neutro), procurando mantener una
temperatura de 47°C- 50°C en un bafio de agua, para luego mezclar y dejar enfriar.

Una vez solidificada en la placa, se afiadi6 una nueva capa de agar VRBG y se dejo
enfriar, igual que como se realiz6 anteriormente. Luego se incuba a 37°C durante 24
horas £ 2 horas.

Para el recuento y la confirmacion de las colonias formadas, se comprob6 un color
caracteristico rosa-roja o purpura con o sin la precipitacion del halo. Una vez
identificados se selecciond placas que contenga < 150 colonias caracteristicas.
Enseguida luego se resembraron con al menos 5 colonias caracteristicas en agar

nutritivo, no selectivo, para posteriormente confirmar su presencia, incuba a 37°C
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durante 24 horas + 2 horas. La confirmacidon de las enterobacterias se realizo por la
reaccion de la oxidasa (-) y también a través de la fermentacién de la glucosa (+)

(Sistemas avanzados de analisis S.L., 2012).

4.7.2 Determinacion de Salmonella sp.

Se emplea el método estandarizado ISO 6579-1:2017/A1 para el andlisis de Salmonella
sp. Para el efecto se trituro y homogenizé las muestras en agua peptonada tamponada
e incuba por 18 horas + 2 horas a una temperatura de 3°C.

Una vez que transcurrio el tiempo se llevé al caldo de enriquecimiento selectivo. Se
toma 0.1 mL de la solucién del cultivo que prepara con anterioridad al medio de cultivo
liquido Muller-Kauffmann (MKttn) y paralelamente 10 mL de caldo de peptona al medio
Rappaport-vassiliadis incubada durante 24 horas + 3 horas a 35°C y 41.5°C = 1°C,
respectivamente.

Desde ambos medios de cultivos liquidos se traspasa a un medio sélido X.L.D. Y
(Xilosa, Lisina, Desoxicolato) y Hektoen por el método estriado, se deja incubar durante
24h + 3h a 37°C % 1°C, para observar colonias caracteristicas.

De cada placa, se estudid una colonia caracteristica. Cuando este fendmeno es
negativo, se estudia otras cuatro colonias. Posteriormente, las colonias positivas se
cultiva en agar nutritivo. Por el método de estria, por agotamiento se aisla las colonias
totalmente, estas fueron incubadas en las placas de manera invertida a 37 + 1°C
durante 24 horas + 3 horas.

Finalmente, se confirma las colonias presuntivas de Salmonella sp., con pruebas
bioguimicas de Urea, donde, si el microorganismo daba ureasa positivo al agar, se
forma metabolitos como el amoniaco, que provoca una alcalinizacion del medio que se
visualiza por un cambio de color de amarillento a rojizo. También sirve las pruebas de
TSI (Agar triple azucar hierro), LIA (Agar Lisina Hierro) y la prueba de Indol para

confirmar, en caso de no tener la anterior (Robledo, 2015).

4.8 Analisis de resultados
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Para el andlisis de los datos del cultivo microbiolégico obtenida, se utiliza tablas simples
y gréaficos de barras para su representacion.

Con el fin de mantener reservada la identidad de los locales de expendio de alimento
para conejos, muestreados se representan con una letra mayudscula. Si pertenecen las
muestras al mismo local de expendio, ademas se acompafian con letras en mindscula,
gue se encuentran en orden alfabético desde la letra a hasta la c, para diferenciar las
muestras obtenidas del mismo local de expendio. Para las muestras control, se le
designa el nombre “Cot”, acompafiado con un niumero que va del 1 al 3, con el fin de

diferenciar las muestras como, se representa a continuacion en la Figura 1.

Figura 1. Identificacion de los locales y muestras.
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Fuente: Elaboracion propia en base a Word
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Los resultados del presente estudio del recuento de enterobacterias (UFC) y la
presencia de Salmonella sp., en los locales A, B y C, se presentan clasificados en las
Tablas 4, 5, 6 y 7, donde se encuentran los valores obtenidos en cada parametro del

exento 7885 evaluado en los locales de expendio (anexo 2) y en la Figura 2 un resumen

5. RESULTADOS

comparativo de los resultados.

Tabla 4: Analisis de recuento de enterobacterias (UFC) y Salmonella sp., local A

Muestras | Recuento de Enterobacterias (UFC) | Salmonella sp.
Aa <10 Ausencia
Ab <10 Ausencia
Ac <10 Ausencia

Tabla 5: Analisis de recuento de enterobacterias (UFC) y Salmonella sp., local B

Muestras | Recuento de Enterobacterias (UFC) | Salmonella sp.
Ba 260 Ausencia
Bb 230 Ausencia
Bc 210 Ausencia

Tabla 6: Andlisis de recuento de enterobacterias (UFC) y Salmonella sp., local C

Muestras

Recuento de Enterobacterias (UFC)

Salmonella sp.

Ca

100

Ausencia
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Cb 180 Ausencia

Cc 200 Ausencia

Tabla 7: Analisis de recuento de enterobacterias (UFC) y Salmonella sp., muestras

control

Muestras | Recuento de Enterobacterias (UFC) | Salmonella sp.

Cot1 200 Ausencia
Cot 2 190 Ausencia
Cot3 210 Ausencia

Figura 2. Resumen comparativo del recuento de enterobacterias (UFC) y los

tres locales muestreados ademas de las muestras control.

Recuento de enterobacterias

260
240
220

UFC
200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 | i

Local A Local B Local C Muesta control
Ha Wb mc

Los valores en el recuento de enterobacterias. En el local A, todas las muestras arrojan
valores menores a 10 UFC; el local B presenta variaciones en el recuento desde 210
hasta 260 UFC; el local C presenta valores que van de las 100 hasta 200 UFC vy las
muestras control valores de 190 a 210 UFC.
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6. DISCUSION

El presente estudio tiene como objetivo analizar el alimento peletizado a granel
para consumo en conejos, por ser esta especie tendencia como mascota en los
ultimos afos y presentar frecuentemente enfermedades digestivas (Corpas et al.,
2016), determinando la calidad microbioldgica de los alimentos peletizado a
granel para conejo en la comunidad de Talcahuano. Por medio de una
adaptacion de los limites de contaminantes microbiol6gicos permisibles por la
entidad de salud animal en chile (SAG), evaluando si la concentracion de
Enterobacterias es menor a 10 UFC y ademas, si existe la ausencia de

Salmonella sp.

La presentacion a granel de los alimentos se ve mas expuesta a factores de
contaminacion extrinsecos que los alimentos sellados, al estar en constante
contacto con el ambiente que lo rodea y la manipulacion del vendedor,
favoreciendo que el alimento pase de ser un alimento apto para consumo animal,
a ser un alimento contaminado que no es apto para el consumo animal (Bustos,
2006).

Estudios y articulos veterinarios han evaluado la carga microbiolégica de los
alimentos destinados al consumo animal de herbivoros, incluyendo al conejo,
logrando proponer concentracion de UFC aptas para su consumo, entre ellas
encontramos que para representantes de la familia de Enterobacterias se permite
10x10° UFC (NRC, 1977), otros encuentran que tener mas de 100.000 UFC de
esta familia (Jauregui, 2022), genera una alta probabilidad de tener Salmonella
sp., que con la presencia de una UFC, basta para rechazar el alimento.
Confirmando estos estudios la similitud de UFC permitidos en Chile por la

entidad de salud animal.

En este trabajo se analiza las muestras de alimento para conejo de

comercializacién a granel de 3 locales de expendio (Talcahuano), determinando
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que, en 2 locales los valores obtenidos fueron superiores a 10 UFC de
Enterobacterias, mientras que, para la presencia de Salmonella sp., el 100% de
las muestras obtenidas presento ausencia del patdégeno, encontrdndose este
ultimo pardmetro evaluado dentro de la adaptacion a las normas propuestas por

el SAG para contaminantes microbiologicos en alimentos para animales.

Esto es consistente con los estudios realizados en caninos en Chile, en donde se
analiz6 50 muestras de alimento a granel recolectadas en la ciudad de Santiago,
de las cuales también se obtuvo la ausencia de Salmonella sp. en todas las
muestras (Bustos, 2006). Si bien el estudio presente y el realizado en caninos, se
realizaron con muestras diferentes en distintas regiones del pais, en ambos
estudios se recolect6 muestras de alimento seco a granel, compartiendo
caracteristicas similares de presentacion comercial y actividad de agua (Bustos,
2006).

En la Universidad de Zaragoza se realiz0, dos estudios en donde se analiz6 la
carga microbioldgica de los piensos para conejos abiertos, evaluando parametros
similares a los del presente estudio, en ambos estudios tras analizar 32
(Rodriguez et al.,1988) y 10 (Gargallo et al., 1984) muestras de peletizado para
conejo, se concluye la ausencia de Salmonella sp. en todas las muestras, lo cual
se ratifica en el presente estudio. En el recuentro de enterobacterias también se
encontré un aumento como el presente estudio (23%) en donde se obtuvo que el

19% y en el segundo 60% de las muestras se encontraban contaminadas.

El alimento para las mascotas también es una fuente de alimentacién para
animales de produccion, es lo que es de relevancia evaluar los diversos
parametros de contaminacion que estos pueden presentar, en el caso de
contaminacion bioldgica sirve para evitar las ETAs que se pueden producir en los
animales al consumir el alimento y a su vez en los humanos que consumen
animales de produccién que pueden ser una potencial fuente de contaminacion
para los humanos. Por eso el presente estudio propone evaluar dos nuevos
parametros, uno la carga de aflatoxinas presentes en el alimento comercializado

a granel, como se realizé en México (Segura et al., 2014) para poder evaluar si
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cumple con la norma chilena y ademas evaluar la concentracion de metales
pesados como el estudio de costa rica (Naranjo, 2023), que igualmente se
encuentra normalizado por la norma chilena, siendo de relevancia el arsénico por

causar problemas cardiacos en conejos (Naranjo et al., 2023).
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los distintos resultados de este estudio, se concluye que el
alimento peletizado a granel para conejo, en la ciudad de Talcahuano no cumple
con la norma del exento 7885, para uno de los pardmetros de contaminacion
microbioldgica en el alimento para consumo animal evaluados en el estudio, por

lo que se rechaza la hipotesis nula parcialmente.

Es importante considerar ademas que los parametros propuestos por el SAG no
son especificos para la especie Oryctolagus cuniculus, por lo tanto, no se puede
deducir que la concentracion de microorganismos que exige el exento 7885 a los
locales de expendio con inicio de actividades, garantice que el alimento es

inocuo y apto para el consumo de conejos.
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9. ANEXOS

9.1 Articulos del decreto 4, titulo V

Articulo 29° El expendio de alimentos para animales debera realizarse en
establecimientos que cumplan con los requisitos estructurales y operacionales que

seran establecidos en el acto administrativo correspondiente.

Articulo 30°: Los locales de expendio que comercien alimentos para animales deberan:
a) Cumplir las condiciones de almacenaje y venta establecidas indicadas en el rétulo
del producto. b) Garantizar la trazabilidad de los alimentos para animales de acuerdo a

lo sefialado en el articulo 8 del presente Reglamento.

Articulo 31°: Los locales de expendio que fraccionen y transfieran, a cualquier titulo,
alimentos para animales que se hayan adquirido sellados y rotulados, deberan cumplir
con las siguientes obligaciones: a) Garantizar la conservacion de las caracteristicas e
inocuidad del producto, de acuerdo a la naturaleza del mismo. b) Informar al adquiriente
todas las indicaciones obligatorias del rotulo de conformidad con el presente
Reglamento, mediante un anuncio apropiado en el local de expendio. c) Entregar un
documento al consumidor final de ingredientes o piensos el cual incluya, a lo menos, las
siguientes indicaciones: nombre genérico o comercial, categoria, especie de destino y
precauciones y advertencias, si corresponde. d) Incorporar en el contenedor de
alimentos para mascotas toda la informacion necesaria para identificar el producto que
contiene, de acuerdo con las indicaciones obligatorias del rotulo, de conformidad con el

presente Reglamento.

9.2 Resultados del laboratorio
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Solicitante

Direccion

Contacto

Solicitud Muestreo/Analisis
Tipo de Muestras

N° de Muestras

T° de Ingreso (°C)

Fecha y Entidad de Muestreo
Fecha y Hora de Ingreso
Fecha y Hora de Inicio
Fecha y Hora de Termino

LABORATORIO MICROBIOLOGIA
SANTIAGO

INFORME DE ANALISIS N° 286215

Catalina Poblete
Jaime Repullo 2802 Condominio Asturias, casa 108, COMUNA TALCAHUANO
Catalina Poblete
Muestra de Pellet de Conejo
Pellets
12
7°c
Muestra proporcionada por &l solicitante. Los resultados se aplican a la muestra como fue recibida.
03-05-2312:16
03-05-23 13:00
10-05-23 11:00

[ N°® [Metodologia

1 CQ-MIC-014-D/A: NCh 2675 Of. 02 - CQ-MIC-060-D: IS0 6579:2017 (Acreditacidn A2LA)2Z
CQ-MIC-026-D: NCh 2676 Of, 02; IS0 21528-2:2017 (Acreditacién AZLA)

Alimentos

Identificacion De La Muestra Recuento Salmonella
NI | Rotulacion Enterobacterias P/A (1)
UFC/g (2)
(22305 Muestra Aa i
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"232312]‘;5 Muestra Ba 2,6 x 102 Ausencia
"232312];5 Muestra Ca <102 Ausencia
2305 Muestra Ab =10 Ausencia
(22305 Huestra Ac i
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I HMuestraBb i
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total del presente informe.
NOTA:
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Abreviaciones: LD=Limite deteccion; LC=Limite de Cuantificacion; D=Detectado; ND=No detectado; NI=N1 Interno
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