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Resumen

Streptococcus agalactiae o Streptococcus grupo B (SGB) es una de las causas principales de infección neonatal 
grave. Dada la importancia de su detección, el objetivo de este estudio fue identificar los tipos de sangre (humana, 
bovina, equina y ovina) que provean mejor rendimiento para el aislamiento e identificación de SGB y que puedan 
ser utilizados en laboratorios de baja y mediana complejidad. En 30 cepas de SGB de colección estudiadas, los 
mejores rendimientos (número, tamaño, grado de hemólisis de las colonias y resultados de la Prueba de CAMP) 
se obtuvieron con sangre bovina y ovina. Sugerimos, el uso de sangre ovina o bovina para la recuperación e 
identificación de SGB en laboratorios de mediana y baja complejidad, evitando así el riesgo que significa el uso de 
sangre humana.
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Abstract

Streptococcus agalactiae or Group B Streptococcus (GBS) is one of the major causes of serious neonatal infection. 
Given the importance of their detection, the aim of this study was to identify the types of blood (human, bovine, 
equine, and ovine blood) that provide better yields for the isolation and identification of GBS. They could be used 
in laboratories of low and medium complexity. In 30 GBS strains of collection studied, the best yields (number, 
size, degree of hemolysis of the colonies and results of CAMP’s test obtained with bovine and ovine blood. We 
suggest the use of ovine or bovine blood for the recovery and identification of GBS in laboratories of medium and 
low complexity, thus avoiding the risk of using human blood.
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Introducción

Streptococcus agalactiae o Streptococcus grupo B 
(SGB) es actualmente una de las causas principales de 
infección neonatal grave. 

Dada la capacidad de traspasar las membranas ovulares 
intactas, a SGB se lo ha relacionado con muerte fetal y 
parto pretérmino. [1]

SGB forma parte de la flora normal del intestino, 
desde donde coloniza el tracto urogenital, siendo este un 
importante factor de riesgo en gestantes por la posibilidad 
de transmisión al recién nacido. [2]

Sin las medidas de prevención, entre un 50–75 % de los 
recién nacidos de madres portadoras de SGB se colonizan 
en el momento del parto. De las colonizadas el 1–2 % 
desarrollará una infección invasiva temprana [3], con una 
tasa de letalidad que oscila entre el 6 y el 20 %. [1] 

Un factor importante en el mecanismo de patogenicidad 
de SGB es la producción de β-hemolisina la que participa 

activamente en el proceso de invasión actuando como una 
citolisina. [4] 

En la mayoría de los casos SGB es β-hemolítico, aun-
que hay aproximadamente un 2 % de cepas no hemolíticas. 
[5]

En el laboratorio, la β-hemolisina es la responsable de 
la β hemólisis que se observa alrededor de las colonias 
por debajo de la superficie del agar sangre [6], medio de 
cultivo de uso corriente para la recuperación de SGB.

Para la identificación presuntiva del SGB se utiliza, 
entre otras, la prueba de CAMP, que también se realiza en 
un medio que contiene sangre como suplemento. 

Esta prueba, depende de dos factores: del factor CAMP 
liberado por el SGB y de una esfingomielinasa secretada 
por el Staphylococcus aureus. [7-9]

La hidrólisis de la esfingomielina sensibiliza al eritro-
cito a la acción lítica del factor CAMP, lo que aumenta 
el área de hemólisis cuando SGB crece cerca de dicho 
microorganismo.
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El sinergismo se observa como un área de β-hemólisis 
en forma de “punta de flecha” en la zona de desarrollo más 
cercana a ambas estrías. 

Existen variantes en el uso de sangre de animales para 
la preparación del agar sangre. 

La sangre ovina es aceptada como el suplemento más 
eficiente para el trabajo habitual de laboratorio y es utiliza-
da como estándar para definir las reacciones hemolíticas de 
Streptococcus hemolíticos [10], ya que permite una mejor 
visualización de la hemólisis en 24 hs al tener menor 
concentración de NAD libre.

Sin embargo, existen laboratorios que se ven impedidos 
de preparar medios suplementados con sangre ovina, debi-
do al alto costo de la misma, y lo dificultoso que resulta el 
mantenimiento por su corto período de estabilidad.[11]

Por ello, varios laboratorios utilizan sangre humana 
proveniente de bancos de sangre para la preparación de 
medios microbiológicos.

El uso de sangre humana conlleva varios riesgos:
Riesgo de adquirir infecciones transmitidas por la •	
sangre (HIV, hepatitis y otras) por los trabajadores de 
la salud.
Presencia de concentraciones variables de antibióticos •	
y anticuerpos que interfieren en la recuperación de los 
microorganismos. [12]
Muchas bacterias exhiben un crecimiento y patrones •	
hemolíticos alterados, resultando en un alto riesgo de 
realizar diagnósticos erróneos. [12]

Si bien la búsqueda de SGB no es inaccesible en 
términos de disponibilidad técnica y de conocimientos 
teóricos, las cifras dispares de frecuencia y distribución, 
aún dentro de nuestro país [5, 13, 14-16], pueden obedecer, 
no sólo a variaciones geográficas sino, además, a variables 
metodológicas, muchas de ellas dependientes, no sólo del 
operador, sino de factores de accesibilidad a determinados 
productos o reactivos.

Dependiendo del lugar, la obtención de sangre equina o 
bovina es más accesible que la obtención de sangre ovina.

Dada la importancia de la detección de SGB, el objetivo 
de este estudio fue identificar los tipos de sangre que pro-
vean mejor rendimiento para el aislamiento e identificación 
de este microorganismo y que puedan ser utilizados en 
laboratorios de baja y mediana complejidad.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas estudiadas

Para este estudio, se seleccionaron al azar 30 cepas 
de SGB β-hemolíticos de colección de la Cátedra de 
Bacteriología recuperadas durante el período 2004–2009 
de hisopados vagino–rectales de mujeres embarazadas con 
35–37 semanas de edad gestacional. 

Origen de la sangre utilizada

Se utilizó sangre ovina, bovina y equina desfibrinada 
estéril de origen comercial (HEMO-G, Rafaela, Santa Fe, 
Argentina). La sangre humana (grupo A+) anticoagulada 
con citrato fosfato dextrosa fue donada por el banco de 
sangre del Hospital Dr. Ramón Madariaga de Posadas, 
Misiones. 

Recuento, evaluación del tamaño y grado de 
hemólisis de las unidades formadoras de colonias 
(UFC)

Se realizó, de cada cepa en estudio, una suspensión 
equivalente al 0,5 McFarland (~1,5x108 UFC/ml) en 
solución fisiológica estéril, las que se re–suspendieron 
en solución fisiológica estéril hasta lograr una dilución 
1/10000.

Posteriormente, 5 µl de cada suspensión se transfirieron 
a placas de agar sangre (agar Columbia suplementado al 
5 % con sangre ovina, equina, bovina o humana) prepara-
das bajo idénticas condiciones. La siembra se realizó con 
ansa de recuento.

Las placas fueron incubadas por 24 hs. a 37 °C bajo 
atmósfera de CO2.

El recuento bacteriano se realizó en forma manual.
El tamaño colonial y el grado de hemólisis (halo) se 

evaluaron midiendo con calibre en milímetros. 

Prueba de CAMP

Se sembró una estría de S. aureus β-hemolítico (ATCC 
25923) a lo largo de las distintas placas de agar suplemen-
tadas con las diferentes sangres. 

Las cepas de SGB se sembraron, en ángulo recto, a 1–2 
mm de la estría de S. aureus. 

Las placas se incubaron durante 24 hs a 37 °C en 
aerobiosis.

La observación de un incremento de la hemólisis en el 
área de intersección de ambas cepas (en punta de flecha) 
se consideró como un resultado positivo.

Análisis estadístico

La comparación de las distintas variables se realizó 
utilizando el test no paramétrico de Friedman. [17]

Valores de p menores a 0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos.

Resultados

Comparación del rendimiento del agar sangre su-
plementado con eritrocitos humanos, ovinos, equinos y 
bovinos en el crecimiento bacteriano. 
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Recuento de UFC/ml

No se observaron diferencias estadísticamente significa-
tivas entre las medias de las 4 variables (medios de cultivos 
suplementados con eritrocitos humanos, ovinos, equinos y 
bovinos) en un nivel de confianza del 95 % (p>0,05).

Tamaño colonial

En agar sangre humana se observó, con diferencias 
estadísticamente significativas (p<0,05), el desarrollo de 
colonias de menor tamaño que al suplementar el medio 
con sangre de animales. 

No se hallaron diferencias significativas en el tamaño 
de las colonias desarrolladas al utilizar sangre equina o 
bovina con respecto a las desarrolladas en sangre ovina 
(Figura 1).

Figura 1. Tamaño (media) colonial de cepas de SGB en agar suplementa-
do con distintos tipos de sangre. Referencias:  Humana;  Ovina;  Equi-
na;  Bovina.
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Grado de Hemólisis

Se observó un mayor grado de hemólisis en sangre 
bovina con respecto a la sangre ovina y equina, con dife-
rencias estadísticamente significativas (p<0,05).

El menor grado de hemólisis se observó en sangre 
humana (Figura 2).

Figura 2. Grado de hemólisis (media) de cepas de SGB en agar suple-
mentado con distintos tipos de sangre. Referencias:  Humana;  Ovina; 

 Equina;  Bovina.
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Comparación del rendimiento del agar sangre 
suplementado con eritrocitos humanos, ovinos, 
equinos y bovinos en la Prueba de CAMP

El 100 % de cepas de SGB (30/30) dieron una prueba 
de CAMP positiva tanto en sangre ovina como en sangre 
bovina. 

En sangre equina el 100 % de las cepas (30/30) mostra-
ron un resultado negativo en la prueba de CAMP.

En sangre humana, 40 % de cepas de SGB (12/30) 
dieron un resultado negativo.

Discusión

SGB es actualmente una de las causas principales de 
infección severa neonatal. 

Este hecho nos obliga a mejorar los diagnósticos de 
SGB y hacerlos, en especial en nuestra provincia, más 
accesibles a laboratorios de mediana y baja complejidad.

En las técnicas utilizadas para el aislamiento de Strepto-
coccus β-hemolíticos frecuentemente se utiliza agar sangre 
ovina y alternativamente en nuestro medio se utiliza agar 
sangre humana ya que permite reflejar las propiedades 
hemolíticas de los Streptococcus.

El personal de laboratorio debe estar advertido acerca 
de las variaciones en las reacciones hemolíticas que pueden 
producirse, según la especie animal de la que se obtenga 
la sangre.

Así, para el aislamiento de Haemophilus influenzae se 
prefiere sangre de caballo por carecer de muchos efectos 
inhibitorios sobre factores de crecimiento bacteriano y por 
ser una rica fuente de factor X. [6]

Se aconseja sangre humana para el aislamiento e iden-
tificación de Gardnerella vaginalis la que es hemolítica en 
sangre humana, pero no en agar sangre de animales. [6]

Los enterococos, que hemolizan sangre de carnero, sólo 
muy raramente producen una β-hemólisis visible en sangre 
de caballo. [6]

Staphylococcus aureus ,  que por lo general es 
β-hemolítico en sangre de carnero, a menudo no es hemo-
lítico en sangre de caballo. [6] 

Al analizar nuestros resultados, coincidimos con un 
estudio realizado en Perú [18] en que no encontramos 
diferencias significativas en el uso de sangre humana como 
sustituto de la sangre ovina en la recuperación de SGB. 

Con respecto a la sangre equina, recomendada como 
segunda opción (luego de la ovina) y ampliamente utilizada 
en países europeos [6], tampoco observamos diferencias en 
la recuperación de SGB. 

No encontramos referencias bibliográficas que evalúen 
el crecimiento de SGB en sangre bovina.

Nuestros resultados son comparables a los obtenidos en 
un estudio realizado en Australia [11] donde se observó el 
desarrollo de colonias más pequeñas y con menor grado de 
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hemólisis en sangre humana respecto a las desarrolladas en 
sangre ovina y equina.

Los resultados obtenidos al comparar el rendimiento del 
agar sangre suplementado con eritrocitos humanos, ovinos, 
equinos y bovinos en la Prueba de CAMP, coinciden con 
los informados por los descubridores del factor CAMP 
[7, 12]. 

Las diferencias en el crecimiento y en las reacciones 
hemolíticas detectadas al comparar los cultivos de SGB en 
sangre animal versus humana podrían deberse a diferencias 
en la morfología y en la composición de la membrana de 
los glóbulos rojos que afecta su susceptibilidad para ser 
lisados por las hemolisinas bacterianas. [19]

Se ha observado que los glóbulos rojos humanos son 
sustancialmente más grandes que los de oveja, así como se 
ha atribuido a las diferencias en el contenido de esfingo-
mielina de la membrana de los eritrocitos, las discrepancias 
observadas en algunas pruebas bioquímicas como la prueba 
de CAMP. [19]

Ha sido informado que, los glóbulos rojos de oveja pro-
ducen los mejores resultados en la prueba de CAMP debido 
a que contienen un 51 % de esfingomielina, a diferencia 
de los glóbulos rojos humanos, que solo la contienen en 
un 26 %.[20, 21]

Creemos importante mencionar (a pesar que el aná-
lisis de la estabilidad de las sangres no era objetivo de 
este estudio), que entre las placas de agar sangre animal, 
aquellas preparadas con sangre bovina se deterioraban 
(auto–hemólisis) más rápidamente luego de un tiempo de 
conservación (alrededor de 5 días) a temperatura recomen-
dada.

Es reconocido que el almacenamiento de la sangre 
puede conducir a que los glóbulos rojos sufran cambios 
morfológicos y bioquímicos que incluyen daños oxidativos 
a las proteínas y lípidos de la membrana, disminución del 
pH, depleción de ATP, pérdida de 2,3 difosfoglicerato (2,3 
DPG), e incremento de potasio debido al mal funciona-
miento de la Na+-K+ATPasa. [12]

El uso de sangre fresca evita estos cambios, que pro-
bablemente son la causa de las diferencias observadas en 
el crecimiento y reacciones hemolíticas de las bacterias en 
medios preparados con sangre. 

Conclusiones

Sugerimos, en base a los resultados obtenidos en el 
presente estudio, el uso de sangre ovina o bovina para la 
recuperación e identificación de SGB en laboratorios de 
mediana y baja complejidad, evitando así el riesgo que 
significa el uso de sangre humana.

Considerando la accesibilidad de pequeños laboratorios 
a sangre obtenida directamente de animales, sería más fac-
tible en nuestra zona el uso de sangre bovina por volumen 
de extracción y facilidad de obtención. 
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