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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA CALIDAD BACTERIOLOGICA
DEL PLASMA SANGUINEO DE BOVINO

Effect of temperature in the bacteriological quality of bovine blood plasma

RESUMEN

Con el fin de evaluar la calidad bacterioldgica del plésma y el
efecto que la relacién temperatura-tiempo ejerce sobre la carga
bacteriana del mismo, se obtuvieron muestras de sangre
proveniente de bolsas de recoleccién y de tanques de
almacenamiento ubicados en un matadero de la localidad.
Para obtener el plasma, la sangre se centrifugé a 2500 rpm
durante 20 minutos, y se le aplicaron los siguientes
tratamientos: Refrigeracion (5°C) por cuatro dias, congelacion
(-15°C) por siete dias, calentamiento a 45°C por 5 ¢ 10
minutos, calentamiento a 48°C por 5 minutos, y calentamiento
a 60°C a través de un Milkotester a una velocidad de 33
ml/minuto. A todos los tratamientos se les determiné recuento
total de aerobios (RTA), coliformes totales (CT), coliformes
fecales (CF), recuento y deteccion de Staphylococcus aureus 'y
Salmonella, asi mismo siembra en Mc Conkey e identificacion
bioguimica de colonias fermentadoras o no de la lactosa. Los
resultados muestran que el RTA y CT fueron mayores (P<
0.05) cuando el plasma provenia de sangre recogida del
tanque de almacenamiento. Los CF estuvieron ausentes en
todas las muestras. El contenido bacteriolégico aumentd
durante los cuatro dias de refrigeracion. Se observé una
disminucién (P< 0.05) del RTA y CT cuando el plasma se
sometié a calentamiento durante 10 minutos a 45°C 6 durante
5 minutos a 48°C 6 a 60°C a través del Milkotester, siendo éste
ultimo el mas efectivo. El congelamiento y el calentamiento a
45°C durante 5 minutos no fueron efectivos para disminuir la
carga bacteriolégica, aunque si disminuyé la cantidad de
coliformes totales, mientras que el calentamiento a 48°C
durante 5 minutos produjo turbidez en el plasma. En ninguna
de las muestras se detecté Staphylococcus aureus 6
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ABSTRACT

In order to evaluate the plasma bacteriological quality and the
effect that temperature-time exert on plasma bacterial count,
blood samples were collected from bags and storage tank
placed in a slaughterhouse of the locality. Blood samples were
subjected to the following treatment: Refrigeration storage for 4
days (5°C), frozen storage (-15°C) for seven days, heat at 45°C
for 5 or 10 minutes, heat at 48°C for 5 minutes and heat at
60°C through a Milkotester machine with a speed of 33
ml/minute. Total aerobic plate count (APC), total coliform (TC),
fecal coliform (FC) and detection and count of Staphylococcus
aureus and Salmonella were determined to all the treatments.
In the same way were cultivate in Mc Conkey agar, in addition,
colonies lactose whether ferment or not, were biochemical
identifying. Results showed that APC and TC were higher (P<
0.05) for plasma obtained collected from blood storage tank.
FC were absent in all the samples. Bacteriological count
increased during the four days of refrigeration storage. A
decreased of APC and CT was observed when plasma was
subjected to 45°C for 10 minutes at 48°C for 5 minutes or 60°C
through a Milkotester, being the last one the most effective.
Frozen treatment and heat at 45°C for 5 minutes were not
effective to decreasing bacteriological count, though total
coliform decreased; while heat at 48°C for 5 minutes produced
turbidity in the plasma. Staphylococcus aureus and Salmonella
were not in any samples. |solated bacteria genus were
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Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, Citrobacter and
Pseudomonas.

Key words: Plasma, bacteriological quality, temperature.

INTRODUCCION

Actualmente la hambruna a nivel mundial ha generado la
necesidad de conseguir nuevas fuentes de proteinas de alto
valor nutritivo, esto ha llevado a considerar la proteina sangui-
nea como una alternativa alimenticia. Debido a su contenido en
aminodcidos esenciales y a sus propiedades funcionales, se
ha utilizado para formular alimentos de consumo humano y
animal [10, 23, 24, 31, 32, 36, 38]. Su utilizacién, contribuye a
mejorar los problemas de contaminacién generados por las in-
dustrias carnicas [31,38] y evita la pérdida de cantidades signi-
ficativas de proteinas utilizables [25,26].

La sangre por su alta actividad de agua, su pH alrededor
de 7.4 [29] y por su alto valor nutritivo, es un excelente caldo
de cultivo [27, 33, 37], aun para los microorganismos mas exi-
gentes. Uno de los problemas en la utilizacién de la proteina
sanguinea consiste en que durante la exanguinacion del ani-
mal, la sangre que por naturaleza es estéril es contaminada
por los distintos microorganismos que se encuentran en el drea
de matanza. Esto se debe a la forma de recoleccién y al poco
control sanitario de dichas &reas [1, 11, 35].

Los niveles de contaminacién microbiana encontrados en
diferentes lugares de un matadero sefialan que la piel del ani-
mal, el piso y el contenido intestinal poseen altas poblaciones
microbianas y son las mayores fuentes de contaminacion [28].
La calidad bacteriolégica de la sangre depende de diversos
factores, entre los cuales estan: la salud de los animales, la
limpieza de los animales y de las instalaciones de reposo, la
extension de la linea de matanza, asi como de las condiciones
del local [27].

Entre los géneros que se han encontrado en la sangre se
incluyen estreptococos aerobios y anaerobios, estafilococos,
neumococos, Salmonellas, pseudomonas y bacilos coliformes
[23, 35]. La sangre, asi como el plasma pueden ser esteriliza-
dos por filtracién, ya que este es el método mas empleado
para materiales |abiles al calor [20], sin embargo, ésta técnica
posee una gran desventaja, la cual es su alto costo, sobre todo
cuando se requiere filtrar grandes volimenes de ligquido, como
es el caso de la sangre proveniente de mataderos. Con el pro-
posito de disminuir los costos que acarrea la esterilizacion por
filtracién se ha sugerido utilizar tratamientos térmicos. Experi-
mentos a nivel de laboratorio han demostrado que una pasteu-
rizacion de cuatro minutos a 68°C, en un intercambiador de
placas mejora la calidad bacteriolégica del plasma o la sangre.
Pero a nivel industrial los tratamientos han fracasado, debido al
taponamiento de los intercambiadores por coagulacién del pro-
ducto [3]. El tratamiento térmico al cual debe ser sometido el
plasma sanguineo debe ser tal que mejore su calidad bacterio-
|6gica sin producir pérdida de sus propiedades funcionales.
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A pesar de que en algunos paises se han realizado estu-
dios para determinar la calidad bacteriolégica del plasma que
es empleado en el consumo humano, en Venezuela existe es-
casez de informacion.

El objetivo de este trabajo es el de evaluar la calidad
bacteriologica del plasma obtenido por centrifugacién de la
sangre proveniente tanto de bolsa de recoleccién, como del
tanque de almacenamiento y medir el efecto que la relacién
temperatura-tiempo ejerce sobre la carga microbiana del plas-
ma sin producir turbidez en el mismo.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién de la sangre

La sangre fresca de bovino se recolectd en un matadero
de la localidad (Frigorifico MAIMCA) al momento de sacrificar
el animal. El sistema de recoleccion de sangre en este matade-
ro es de la siguiente manera: en el momento de la exanguina-
cién la sangre es recogida directamente del animal en bolsas
conteniendo una solucién de citrato de sodio al 2% por litro de
sangre, inmediatamente es vertida en tanques refrigerados
donde se mantiene con agitacién constante. El muestreo se
hizo de la bolsa y del tanque, utilizando material estéril el cual
fue colocado en cava con hielo (4°C) para ser transportado al
laboratorio.

Obtencion del plasma

Con el propésito de obtener el plasma, la sangre fue so-
metida a centrifugacién a 2500 rpm por 20 minutos, en una
centrifuga marca International modelo K, N° 69984M=3, el mis-
mo dia que fue recolectada.

Tratamiento de muestras

El plasma proveniente de la sangre de bolsa o del tan-
gue fue dividido en varias porciones de 40 ml en tubos de en-
sayo estériles. Estas porciones fueron sometidas a los siguien-
tes tratamientos:

1. Refrigeracidn a 5°C por un periodo de cuatro dias
2. Congelacién a -15°C durante siete dias.

3. Calentamiento a 60°C utilizando un Milkotester MK ||
tipo FEM N°PO23, de la casa A/S N. Foss Electric, a velocidad
de flujo de 33 ml/minuto.

4. Calentamiento en bafio de agua termostatizado a
45°C por 5 6 10 minutos y 48°C por 5 minutos.

Analisis bacteriolégico del plasma

Antes y después de cada tratamiento se realizé un anali-
sis bacteriologico a la muestra. Durante el tratamiento refrige-
racion el andlisis bacterioldgico se realizé a diario. El procedi-
miento fue de la siguiente manera: De cada muestra se tomé
11 ml y se homogeneizé con 99 ml de agua peptonada al
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TABLA |

VALORES PROMEDIOS DE RECUENTO TOTAL DE
AEROBIOS, COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES
FECALES EN PLASMA SANGUINEO DE BOVINO
PROVENIENTE DE SANGRE RECIEN COLECTADA DE
BOLSA DE RECOLECCION Y TANQUE DE
ALMACENAMIENTO

Método de Recoleccion

Caracteristicas Bolsa Tanque
RTA 1.32 8.5b
CT 6.22 43
CF <3* <3

a,b Medias con diferentes superindices y dentro de una misma fila
difieren significativamente (P < 0.05). RTA: Recuento total de
aerobios expresados en UFC/ml x 10°.  CT: Coliformes totales
expresados en NMP/m. CF: Coliformes fecales expresados en
NMP/ml. *<3 significa ningln tubo positivo segun la Técnica del
Numero Més Probable, serie de tres tubos.

0.1%, a partir de este se hicieron diluciones seriadas hasta
10°® [4]. A partir de estas diluciones se realiz6 el contaje estan-
dar en placas para determinar el recuento de aerobios totales
[2, 5]. Se aplicé la técnica del nimero mas probable para la de-
terminacion de coliformes totales y fecales en serie de tres tu-
bos, asi como para la confirmacién de Escherichia coli [6].

Para la determinacién y recuento de Siaphylococcus au-
reus se sembraron por extension diluciones de la muestra en
agar Baird Parker completo (Merck, Germany) [7].

Para verificar la presencia de Salmonella, se sembro
25 ml de la muestra en caldo lactosado de pre-enriquecimien-
to, después de incubado por 24 horas a 35°C = 2, se inoculo
en caldo selenito cistina (Hi-Media Laboratories, India) y caldo
tetrationato (Hi-Media Laboratories, India) como medios de en-
riquecimiento, se incubaron por 24 horas a 43°C en bafo de
agua y posteriormente se sembraron en medios sdlidos de
diagndstico selectivo: bismuto sulfito agar (Merck, Germany),
xilosa lisina agar (Merck, Germany), desoxicolato citrato agar
(Difco, USA) y Salmonella-Shigella agar (Merck, Germany).
Los medios fueron examinados para observar la presencia de
colonias, que por sus caracteristicas fueron consideradas pre-
suntivas de Salmonella. Para la confirmacién, se determinaron
las caracteristicas bioguimicas [8].

A otras colonias que crecieron en los medios de diagnos-
tico selectivo de Salmonella se les realizaron pruebas bioqui-
micas para identificar microorganismos presentes en el plas-
ma, estos fueron identificados segun las caracteristicas sefala-
das por el Manual de Bergey [22] y Koneman y col. [21].

Paralelamente las muestras de plasma se sembraron en
agar Mc Conkey (Hi-Media Laboratories, India), se incubaron a
37°C por 24 horas. A las colonias fermentadoras o no de la lac-
tosa aisladas del Mc Conkey se les estudié la morfologia colo-

nial, se inocularon en medio triple azdcar hierro (TSI) (Merck,
Germany) y agar nutritivo (Merck, Germany) y se incubaron a
37°C por 24 horas. Las colonias oxidasa negativas con TS| aci-
do/acido o acido/alcalino con o sin produccion de H2S se sem-
braron en caldo indol (BBL, USA), agar urea (Merck, Germa-
ny), agar citrato (Difco, USA), agar motilidad (BBL, USA) v cal-
dos ornitina y lisina decarboxilasa (Sigma, USA), incubados a
37°C por 24 horas para su caracterizaciéon segun la metodolo-
gia descrita por Farmer y col. [13]. Se tomaron las colonias no
fermentadoras de la lactosa del agar Mc Conkey que presenta-
ran TSI inactivo (alcalino/alcalino) y oxidasa positiva o negativa
compatibles con los bacilos gram negativos no fermentadores
de la glucosa, se les efectuaron las pruebas de motilidad en
gota pendiente, utilizacién de la glucosa y presencia o no de
pigmento en el TSI, segln Gilardi [14].

Andlisis estadistico

Se utilizé analisis de varianza para detectar defectos sig-
nificativos de los tratamientos. Los datos obtenidos fueron ana-
lizados utilizando el procedimiento del SAS PROC GLM [34].
Las medias se compararon empleando el procedimiento de
Duncan [12]. Las diferencias entre las medias se declararon a
un nivel de 5% de probabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se presentan los valores promedios de re-
cuento total de aerobios expresados en UFC/ml por 10%, coli-
formes totales y coliformes fecales expresados en NMP/ml en
plasma sanguineo de bovino proveniente de sangre recién co-
lectada en bolsa de recoleccion y tanque de almacenamiento.
Se observa que dichos valores son menores (P < 0.05) para el
plasma proveniente de bolsa de recoleccién. El mayor conteni-
do de microorganismos encontrados en el plasma obtenido de
el tanque pudiera deberse a una mayor manipulacién.

Estos resultados coinciden con lo sefialado por Piske
[27], el cual indica que a medida que existan mayores pasos
en la manipulacion de la materia prima, mayor sera el grado de
contaminacién de dicha materia.

El método de colecta de la sangre influye consider-
ablemente en la calidad microbiolégica de la misma. En una co-
lecta en recipientes abiertos esta presente el riesgo de contamina-
¢ién. Un sistema de colecta cerrado envuelve el uso de cuchillos
especiales de sangria, posibilitando reducir atin mas la contami-
nacién [35]. Una de las técnicas cominmente utilizadas [27], la
cual es empleada en el matadero donde se tomaron las muestras,
es aquella donde un cuchillo es introducido directamente en el sis-
tema (arco aortal) y la sangre fluye a una bolsa plastica debida-
mente higienizada, conteniendo un anticoagulante.

Al comparar nuestros resultados con respecto a los valo-
res que senala la norma COVENIN-903 [9] para recuento total
estandar en leche cruda (leche grado A: 0.5 x 10° UFC/ml) se
observa gque los niveles en los cuales se encuentran el plasma
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TABLA Il

VALORES PROMEDIOS DE RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS, COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES FECALES EN
PLASMA SANGUINEO DE BOVINO RECIEN COLECTADO Y REFRIGERADO POR UN PERIODO DE 1 A 4 DIAS

Dia de Refrigeracion

Caracteristica 0 1 2 3 4
RTA 4,92 14,10 25.4bc 48.7¢cd 66.2d
CT 24.62 113.4b 120.5b 134.4b 210.3b
CF <3* <3* <3* <3* <3*

a,b,c,d Medias con diferentes superindices y dentro de una misma fila difieren significativamente.
CT: Coliformes totales expresados en NMP/m.

expresados en UFC/ml x 10%,

(P <0.05) RTA: Recuento total de aerobios
CF: Califormes fecales expresados en NMP/ml.  *<3 significa

ningln tubo positivo segtn la Técnica del Nimero Mas Probable, serie de tres tubos.

TABLA Il

VALORES PROMEDIOS DE RECUENTO TOTAL DE AEROBIOS, COLIFORMES TOTALES, COLIFORMES FECALES Y
TURBIDEZ EN PLASMA SANGUINEO DE BOVINO SOMETIDO A DIFERENTES TRATAMIENTOS CON CALOR

Tratamientos”

Caracteristica A B C D E
RTA 4,92 1.82 0.5b 0.3b 0.1b
CT 24.68 7.1b <3* <3* <3*
CF <3* <3* <3* <3* <3*
Turbidez** No No No Si No

a,b Medias con diferentes superindices y dentro de una misma fila difieren significativamente.
CT: Coliformes totales expresados en NMP/mil.

expresados en UFC/ml x 10",

(P < 0.05). RTA: Recuento total de aerobios
CF: Coliformes fecales expresados en NMP/ml. *<3 significa

ningln tubo positivo seguin la Técnica del Numero Mas Probable, serie de tres tubos. ™ La turbidez se determiné de manera visual.

proveniente de bolsa, asi como el proveniente de tangque son
menores, oscilando todos estos en 1o,

La TABLA Il muestra los valores promedios de recuento
total de aerobios expresado en UFC/ml por 10*, coliformes tota-
les y fecales expresados en NMP/ml en plasma sanguineo de
bovino recién colectado y refrigerado por un periodo de 1 a 4
dias. Aqui se observa que los valores de recuento total de aero-
bios, asi como de coliformes totales aumentaron a medida que
el plasma permanecié refrigerado a 5°C, indicando que la refri-
geracion a esa temperatura, es un proceso en el cual el plasma
es mantenido con indices bacterianos bajos, pero cierta clase
de bacterias son capaces de crecer bajo estas condiciones.

Golubkov [16] reporté un incremento del 100% en el re-
cuento total de aerobios en plasma sanguineo bovino después
de 36 horas de refrigeracién a 4°C.

Schiesser y Cundari [35] trabajando con sangre manteni-
da por 48 horas en envases de refrigeracién a 4°C observaron
un aumento en los contajes de coliformes.

Estos resultados nos indican que el plasma se mantuvo
en condiciones aceptables durante los primeros 4 dias de refri-
geracion, en la cual los valores de recuento total de aerobios y
coliformes totales, permanecieron bajos y son seguros para su
incorporacion en alimentos que seran dirigidos a humanos.
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La TABLA lll presenta los valores promedios de recuento
total de aerobios expresado en UFC/mI por 10*, coliformes to-
tales y coliformes fecales expresados en NMP/ml y turbidez en
plasma sanguineo de bovino sometido a diferentes tratamien-
tos con calor. Todos los tratamientos con la excepcién del ca-
lentamiento a 45°C durante 5 minutos disminuyeron significati-
vamente el recuento total de aerobios. La presencia de colifor-
mes totales fue reducida en todos los casos, observandose au-
sencia total cuando el plasma se expuso a 48°C por 5 minutos
o cuando se pasod a través del Milkotester. No se observd la
presencia de coliformes fecales en las muestras sometidas a
tratamiento con calor. Es importante resaltar que estos trata-
mientos disminuyen la carga bacteriana pero no garantizan la
destruccion de patégenos. Entre los resultados se observa una
disminucidn de los valores de recuento total de aerobios y coli-
formes totales a medida que aumenta la temperatura a la cual
fueron calentadas las muestras. Asi como también se puede
sefialar que el periodo de tiempo, como es el caso de las
muestras calentadas a 45°C por 5 ¢ 10 minutos, influyé en la
cantidad de microorganismos presentes. Los valores de re-
cuento total de aerobios y de coliformes totales resultaron ma-
yores en las muestras sometidas a 45°C por 5 minutos, que en
las calentadas por 10 minutos. El método més eficiente resulié
ser el Milkotester, donde ocurre la aplicacién de calentamiento
a mayor temperatura por un periodo mas corto, lo cual evita la
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TABLA IV

VALORES PROMEDIOS DE RECUENTO TOTAL DE
AEROBIOS, COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES
FECALES EN PLASMA SANGUINEO DE BOVINO FRESCO

Y SOMETIDO A CONGELACION
Caracteristicas Plasma fresco Plasma congelado
RTA 4,92 2.82
CT 24.62 2.30
CF <3* <3*

a,b Medias con diferentes superindices y dentro de una misma fila
difieren significativamente (P < 0.05) RTA: Recuento total de
aerobios expresados en UFC/ml x 10°.  CT: Coliformes totales
expresados en NMP/ml. CF: Coliformes fecales expresados en
NMP/mi. *<3 significa ningun tubo positivo seguin la Técnica del
Numero Mas Probable, serie de tres tubos.

TABLA V

GENEROS DE MICROORGANISMOS AISLADOS DE
PLASMA SANGUINEO DE BOVINO

Enterobacter
Klebsiella
Serratia
Proteus
Citrobacter

Pseudomonas

turbidez del plasma, obteniendo valores menores para recuen-
to total de aerobios.

Hayashi y col. [17] compararon el efecto de las radiacio-
nes ionizantes con rayos gamma y tratamiento térmico sobre
las propiedades funcionales y esterilidad del plasma deshidra-
tado, los tratamientos pasteurizantes a soluciones plasmaticas
al 1% a 63°C por 30 minutos disminuyendo los contajes inicia-
les de 2.2 x 10%ml a 5.5 x 10¥ml indicando una mejora en la
carga bacteriana; sin embargo, observaron una disminucién en
la capacidad de emulsificacién.

En la TABLA IV se observan los valores promedios de
recuento total de aerobios expresados en UFC/mI por 10%, coli-
formes totales y coliformes fecales expresados en NMP/ml de
muestras de plasma sanguineo de bovino fresco y sometido a
congelacién. El congelamiento no afecté los valores de recuen-
to total de aerobios, pero disminuyé significativamente los coli-
formes totales, tal como fue reportado por Rossi y col. [30]
donde observaron un decrecimiento en los coliformes en plas-
ma congelado durante su almacenamiento a -15°C. Al igual
gue como ocurrié en los casos anteriores, los coliformes feca-
les estan ausentes en muestras de plasma congelado.

Entre los géneros de microorganismos identificados en el
plasma sanguineo de bovino (TABLA V) se pueden nombrar

Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter, Proteus y Pseu-
domonas. Han sido también identificados en muestras de plas-
ma y sangre trabajados por Schiesser y Cundari [35] excepto
Serratia y Proteus. Por otro lado en plasma mantenido bajo re-
frigeracion se ha identificado Pseudomonas la cual ha sido re-
portada por Schiesser y Cundari [35] en plasma sanguineo de
bovino asi como Jay y Shelef [18, 19] y Gill [15] como flora
contaminante de carne mantenida en aire frio. Es de hacer no-
tar que no fueron observados en ninguna de las muestras Sta-
phylococcus aureus ni Salmonella.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El plasma sanguineo de bovino presenta mayores nive-
les de contaminacién cuando estd almacenado en tanque, de-
bido a una mayor manipulacion.

Los tratamiento con calor a 45°C durante 10 minutos vy el
Milkotester resultaron ser los mejores.

Se recomienda la utilizacién de aparatos que presenten
las caracteristicas del Milkotester, los cuales funcionan como
un pasteurizador.
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