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Comparacion del agar sangre de carnero y humano para
el crecimiento y la expresion hemolitica de bacterias
patogenas

Comparison of Sheep and Human Blood Agar for Bacterial
Growth and Hemolytic Pattern Expression

Maya Soria- Galvarro'@, Moria Villca-Chuquichambi?®

Resumen:

Objetivo: Evaluar comparativamente la
eficacia del agar sangre de carnero y del agar
sangre humano en el crecimiento bacteriano,
la visualizacion de los patrones de hemodlisis y
las caracteristicas morfolégicas de las
colonias. Métodos: Se prepararon medios de
agar base suplementados con un 5 % de
sangre desfibrinada de carnero y humana. Se
realizaron siembras paralelas utilizando ocho
cepas clinicas y cuatro cepas de referencia
ATCC, representativas de hemdlisis alfa, beta
y gamma. La concordancia entre ambos
medios en la expresion hemolitica se evalud
mediante el indice Kappa, y la asociacion
estadistica se analizé con la prueba de chi-
cuadrado de Pearson. Resultados: La sangre
de carnero presentd un mayor recuento
eritrocitario (10,31 millones/mm?®)  en
comparacion con la sangre humana (4,36
millones/mm?®), aunque mostr6 menores
concentraciones de hemoglobina (11,5 g/dL
vs. 12,8 g/dL) y hematocrito (33,61 % vs. 38,57
%). En el agar sangre de carnero, las colonias
bacterianas tendieron a ser de mayor tamafio,
con excepcion de Escherichia coli. La
expresion de la hemdlisis fue mas evidente en
el agar de carnero, observandose una
concordancia moderada entre ambos medios
en los tipos de hemodlisis (Kappa = 0,60; p =
0,010). Conclusiones: Ambos medios de
cultivo permitieron un crecimiento bacteriano
adecuado. No obstante, el agar sangre de
carnero mostré un crecimiento mas uniforme,
colonias de mayor tamafio y una visualizacion
mas clara de los patrones hemoliticos, lo que
lo posiciona como una alternativa mas
favorable para el analisis microbioldgico
rutinario.

Palabras Clave: Crecimiento bacteriano,
Hemolisis, Medios de cultivo, Bacterias
patégenas, Agar sangre (Fuente: DECS-
BIREME).

Abstract:

Objective: To comparatively evaluate the
effectiveness of sheep blood agar and human
blood agar for bacterial growth, visualization of
hemolytic patterns, and colony morphological
characteristics. Methods: Base agar media
supplemented with 5% defibrinated sheep
blood and human blood were prepared.
Parallel inoculations were performed using
eight clinical strains and four ATCC reference
strains representing alpha, beta, and gamma
hemolysis. Agreement between both culture
media in hemolytic expression was assessed
using the Kappa index, and statistical
association was analyzed using Pearson’s chi-
square test. Results: Sheep blood showed a
higher erythrocyte count (10.31 million/mm?)
compared with  human blood (4.36
million/mm?), although it had lower hemoglobin
concentration (11.5 g/dL vs. 12.8 g/dL) and
hematocrit (33.61% vs. 38.57%). On sheep
blood agar, bacterial colonies generally
appeared larger, except for Escherichia coli.
Hemolysis was more clearly expressed on
sheep blood agar, with a moderate level of
agreement between both media regarding
hemolysis type (Kappa = 0.60; p = 0.010).
Conclusions: Both culture media supported
adequate bacterial growth. However, sheep
blood agar demonstrated more uniform
growth, larger colony size, and clearer
visualization of hemolytic patterns, supporting
its preferential use in routine microbiological
analysis.

Keywords: Bacterial Growth, Hemolysis,
Culture Media, Pathogenic Bacteria, Blood
Agar (Source: NLM-MeSH).
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Introduccion

La sangre se utiliza como un suplemento
nutricional fundamental en los medios de
cultivo microbiolégicos, ya que
proporciona factores esenciales para el
desarrollo y crecimiento de diversas
bacterias patdégenas'?. En este contexto,
el agar sangre constituye uno de los
medios de cultivo mas empleados en
microbiologia clinica, debido a su
capacidad para favorecer el crecimiento
bacteriano y permitir la diferenciaciéon de
microorganorganismos segun su patron
de hemdlisis (alfa, beta y gamma),
especialmente en géneros de relevancia
clinica

como Streptococcus y

Staphylococcus®.

Tradicionalmente, la sangre de carnero
ha sido el componente de eleccién para la
preparacion del agar sangre, dado que
favorece el crecimiento de bacterias
patégenas y limita el desarrollo de
microorganismos comensales no
patégenos*®. Ademas, presenta ventajas
como una mejor definicion de las
caracteristicas morfolégicas de las
colonias, un crecimiento microbiano mas
rapido y una visualizacion mas clara de
las reacciones hemoliticas. No obstante,
su elevado costo y limitada disponibilidad
restringen su wuso a laboratorios
nacionales de referencia o centros de

investigacion especializados®’.

Por otro lado, el uso de sangre humana
como alternativa presenta limitaciones
importantes. La presencia de anticuerpos
y antibidticos en la sangre humana puede
interferir con el crecimiento bacteriano,
generando bajas tasas de aislamiento y

una expresion hemolitica débil o incluso

ausente®®. Asimismo, la manipulacién de
sangre humana implica riesgos bioldgicos
relevantes, particularmente la transmision
del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y de los virus de la hepatitis, lo que
exige estrictas medidas de

bioseguridad®°.

Estudios previos, como los realizados por
Regali et al.'' y Egwato et al.b, han
demostrado que el agar sangre de
carnero favorece un mejor crecimiento
bacteriano, una adecuada caracterizacion
morfoldgica y una visualizacién hemolitica
mas clara. Sin embargo, investigaciones
como la desarrollada por Castillo et al.'?
no reportaron diferencias significativas
entre el agar sangre de carnero y el agar
sangre humano en el aislamiento de
Streptococcus beta-hemoliticos, lo que
evidencia resultados aun inconsistentes
en la literatura.

En este contexto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar comparativamente la
eficacia del agar sangre de carnero y del
agar sangre humano en el crecimiento
bacteriano, la visualizacion de la
hemdlisis y las caracteristicas

morfoldgicas de las colonias.

Metodologia

Disefio del estudio

Se realizd un estudio experimental,
comparativo y de corte transversal,
desarrollado en el Laboratorio Espafia de
la ciudad de Cochabamba, Bolivia, entre
julio y noviembre de 2023.

Cepas bacterianas
Se evaluaron doce cepas bacterianas, de

las cuales ocho correspondieron a cepas
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clinicas del laboratorio y cuatro a cepas
de referencia de la American Type Culture
Collection (ATCC). Se incluyeron siete
cepas hemoliticas como controles
positivos (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,  Staphylococcus  aureus,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae y
Streptococcus agalactiae) y una cepa no
hemolitica control

como negativo

(Enterococcus faecalis).

Para el control de calidad se emplearon
cuatro cepas ATCC: tres hemoliticas
(Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus) y
hemolitica

una no (Enterococcus

faecalis). El muestreo fue no
probabilistico por conveniencia.
Obtencién y procesamiento de
muestras de sangre

Se obtuvieron 20 mL de sangre de
carnero mediante venopuncion de la vena
yugular, previa rasuracion y antisepsia del
area con alcohol al 70 %. De la muestra,
2,5 mL se colocaron en un tubo con EDTA
para la determinaciéon de parametros
hematolodgicos, mientras que el volumen
restante fue desfibrinado manualmente
en un matraz con perlas de vidrio estériles
mediante agitacion constante durante 15
minutos. La sangre desfibrinada se
almaceno en tubos conicos estériles y se
transporté al laboratorio en condiciones

controladas de temperatura (35-37 °C).

La sangre humana se obtuvo de una

donante femenina mediante puncién

para la sangre de carnero. A ambas

muestras se les realizd6 un frotis
sanguineo para la evaluacién de los

parametros hematoldgicos.

Preparaciéon de medios de cultivo

Se prepar6 agar sangre de carnero y agar
sangre humano utilizando agar base
Columbia, suplementado con 5 % de
sangre desfibrinada correspondiente,
bajo condiciones estériles y conforme a
las instrucciones del fabricante. Los
medios se distribuyeron en placas Petri

estériles de 90 mm de diametro.

Posteriormente, las placas se sometieron
a control de esteriidad mediante
incubacion a 37 °C durante 24 a 48 horas.
Aquellas sin evidencia de contaminacién
fueron etiquetadas y almacenadas en

refrigeracion hasta su uso.

Inoculacién e incubaciéon
Cada medio de cultivo fue inoculado por
triplicado con las cepas bacterianas
seleccionadas. La inoculacion se realizd
mediante la técnica de estria en
superficie, utilizando un asa estéril con 10
ML de una dilucion 1:10 000 preparada a
partir de una suspension bacteriana
ajustada al estandar de McFarland 0,5.
Las placas inoculadas se incubaron en
estufa bacteriolégica a 37 °C durante 24 a
48 horas.
Variables de estudio
Se evaluaron los siguientes parametros:
e Parametros hematologicos de la
sangre de carnero y humana.

e Tamafo y coloracion de las colonias

Esta obra esta bajo una licencia venosa, siguiendo el mismo bacterianas.
internacional Creative A L. . L
Commons Atribucion 4.0. procedimiento de recoleccion, e Tipo de hemdlisis (alfa, beta o
desfibrinacion y almacenamiento descrito gamma).
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Analisis estadistico

Los datos se registraron en una base de
datos en Microsoft Excel y se analizaron
mediante el software SPSS version 23.0.
La asociacion entre los medios de cultivo
se evalué mediante la prueba de chi-
cuadrado de Pearson, considerando
significativos los valores de p < 0,05. La
concordancia en la expresion hemolitica
se determind mediante el indice Kappa,
interpretado como pobre (< 0,40),
moderada (0,41-0,60), buena (0,61-0,80)
o muy buena (0,81-1,00) (13).

Consideraciones éticas

La obtencién de las muestras se realizd
con el consentimiento informado del
propietario del carnero y de la donante de
sangre humana. El estudio cumplié con
las normas de bienestar animal y con los
principios éticos establecidos en la
de

investigaciones que

Declaracion Helsinki para
involucran seres

humanos.

Resultados
La Tabla 1 muestra la comparacion de los

parametros hematolédgicos de la sangre

de carnero y humana utilizados para la
preparacion de los medios de cultivo. Se
observd que la sangre de carnero
presenté un mayor recuento eritrocitario
(10,31 millones/mm?3) en comparacion con
la sangre humana (4,36 millones/mm?3).
No obstante, los valores de hemoglobina
y hematocrito fueron inferiores en la
sangre de carnero (11,5 g/dL y 33,61 %,
respectivamente) respecto a la sangre
humana (12,8 g/dL y 38,57 %). Los demas
parametros hematolégicos evaluados se
mantuvieron dentro de los rangos de
referencia correspondientes para cada

especie.

La Tabla 2 presenta la comparacion de
las caracteristicas macroscopicas de las
colonias bacterianas cultivadas en agar
sangre de carnero y agar sangre humano.
En general, las colonias desarrolladas en
agar sangre de carnero mostraron un
mayor tamafno y una mejor definicion
morfolégica en comparacion con aquellas
observadas en agar sangre humano. La
Unica excepcion fue Escherichia coli,
cuyas colonias alcanzaron un mayor

diametro en el agar sangre humano.

Tabla 1. Comparacion de los parametros hematoldgicos de la sangre de carnero y humana

utilizados para la preparacion de agar sangre

Parametros Carnero Humano
hematicos Resultados Valores de Resultados Valores de
referencia referencia

Eritrocitos (millones/mm?) 10,31 9-15 4,36 4,20-5,81
Hematocrito (%) 33,61 27-45 38,57 38-52
Hemoglobina (g/dL) 11,5 9-15 12,8 12-18
Volumen corpuscular medio (fL) 32,6 28-40 88,4 82-96
Hemoglobina corpuscular media(pg) 11,1 8-12 294 27-32
Concentracion de hemoglobina 34,2 32-36 33,3 32-36
corpuscular medio (g/dL)
Velocidad de sedimentacion (mm/h) 1,25 0,5-1,8 0,3 0-22
Leucocitos (mm3) 7,400 4000-12000 5,480 4200-10000
Neutréfilos (%) 43 10-50 56 10-50
Linfocitos (%) 48 40-75 34 40-75
Monocitos (%) 6 0-19 8 0-6
Eosinéfilos (%) 3 0-10 2 0-10
Basdfilos (%) 0 0-3 0 0-3
Plaquetas (x10*9) 191 150- 500 240 150- 500
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Asimismo, la expresion de los patrones de
hemdlisis fue mas evidente en el agar

sangre de carnero. Se observaron

Enterococcus faecalis, que presentd
hemdlisis alfa en el agar sangre de

carnero y hemdlisis gamma en el agar

diferencias en el tipo de hemdlisis de

sangre humano.

Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas y patrones de hemdlisis de bacterias patégenas
cultivadas en agar sangre de carnero y agar sangre humano

Microorganismos | angredecarnero __________ Agarsangrehumano |
Tamafio | Hemdlisis Color Tamafio | Hemodlisis
(mm) (mm)
Eschetichia coli Plomo claro, 3,3 Beta Blanco, opaco, 5,5 Beta
brillante brillante
Pseudomona Blanco opaco, 2,6 Alfa Plomo claro, 1,4 Alfa
aeruginosa mucaso mucoso
Staphylococcus Amarillo  claro 25 Beta Blanco  opaco 1,2 Beta
aureus brillante brillante
Enterococcus Translucido, 3.3 Alfa Blancas, lisas 0,9 Gamma
faecalis lisas
Streptococcus Gris claro, 3,3 Beta Blanco, brillante 1 Beta
pyogenes Seco
Staphylococcus Gris claro, 3.3 Beta Blancas, opacas 1,3 Beta
epidermidis opaco
Streptococcus Verdosa clara 5,3 Alfa Verdosa 1,3 Alfa
pneumoniae brillante, brillante,
mucasa mucosa
Streptococcus Naranja 4.6 Beta Naranja palido, 1 Beta
agalactiae salmoén, lisa, lisa, brillante
brillante

La Tabla 3 muestra la comparacion de las
caracteristicas macroscopicas de las
colonias bacterianas de cepas de
referencia ATCC cultivadas en agar
sangre de carnero y agar sangre humano.
En general, las colonias desarrolladas en
agar sangre de carnero presentaron un
mayor tamafo y mejor definicidon
morfolégica en comparacion con aquellas
cultivadas en agar sangre humano. La
excepcion fue Escherichia coli (ATCC
25922), cuyas colonias alcanzaron un

mayor diametro en agar sangre humana.

En relacion con la expresion hemolitica,
los patrones fueron mas claramente
definidos en el agar sangre de carnero,
observandose  variaciones en la
intensidad y el tipo de hemdlisis segun la
especie  bacteriana. Destacan las
diferencias en la expresion hemolitica de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y
Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
particularmente en el agar sangre
humano, donde se evidencid hemodlisis

gamma.

Tabla 3. Caracteristicas macroscopicas y patrones de hemdlisis de cepas de referencia
ATCC cultivadas en agar sangre de carnero y agar sangre humano

Microorganismos Hemolisis Hemolisis
(mm) (mm)

Escherichia coli Plomo claro, 3,7 Beta Blanco opaco, 46 Beta

(ATCC 25922) brillante. brillante

Pseudomona Plomo claro, 1,9 Alfa Plomo claro, 1,5 Alfa

aeruginosa mucoso. mucoso

(ATCC 27853)

Staphylococcus Blanco opaco, 1,3 Beta Blanco opaco, 1,1 Gamma

aureus brillante. brillante

(ATGC 25923)

Enterococcus Plomo, lisas. 537 Alfa Plomo claro, 1,1 Gamma

faecalis lisa.

(ATCC 29212)
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La Tabla 4 presenta la concordancia y
asociacién entre los tipos de hemdlisis
observados en el agar sangre de carnero
y el agar sangre humano. En el agar
sangre de carnero se identificaron cinco
casos de hemdlisis alfa y siete de
hemodlisis beta, mientras que en el agar
sangre humano se observaron tres casos
de hemdlisis alfa, seis de hemdlisis beta 'y

tres de hemdlisis gamma.

El analisis de concordancia mostré un
nivel moderado de acuerdo entre ambos
medios de cultivo (indice de Kappa =
0,60), con una asociacién
estadisticamente significativa (p = 0,010),
lo que indica que, si bien los patrones de
hemodlisis son comparables entre ambos
medios, existen discrepancias relevantes

en su expresion.

Tabla 4. Concordancia y asociacion de los patrones de hemodlisis entre el agar sangre de
carnero y el agar sangre humano

‘ indice ‘

de p-value
kappa
Agar Alfa (a) Recuento 3 2 5
sangre de % del total 250% | 0,0% 16,7% 41,7%
carnero Beta Recuento 0 1 7 06 0,010
(B) % del total 0,0% 50,0% 8,3% 58,3%
Total Recuento 3 3 12
% del total 25,0% 50,0% 25,0% 100,0%
Discusién

En el presente estudio se compararon los
parametros hematoldgicos y el
comportamiento  bacteriano en dos
medios de cultivo ampliamente utilizados
en microbiologia clinica: agar sangre de
carnero y agar sangre humano. Para ello,
se emplearon tanto cepas clinicas como
referencia ATCC,

permitid6 una evaluacion integral de las

cepas de lo que
diferencias y similitudes bioldgicas entre

ambos medios.

Los resultados evidenciaron que la
sangre de carnero presenta un mayor
recuento eritrocitario en comparacién con
la sangre humana (10,31 millones/mm?
frente a 4,36 millones/mm?). Este hallazgo
es consistente con caracteristicas
fisiolégicas propias de especies animales
con elevada demanda metabdlica y

muscular.

Sin embargo, pese al mayor niumero de
eritrocitos, los valores de hemoglobina y
hematocrito en el carnero fueron
inferiores a los observados en humanos,
lo que sugiere que la mayor densidad
eritrocitaria no se traduce necesariamente
en una mayor capacidad de transporte de

oxigeno.

Asimismo, los valores mas elevados de
volumen corpuscular medio (VCM) vy
hemoglobina corpuscular media (HCM)
en la sangre humana podrian reflejar una
mayor eficiencia funcional por eritrocito en
comparacion con la sangre de carnero.
Estos resultados concuerdan con
adaptaciones hematolégicas descritas en
especies de mayor masa corporal y
actividad fisica intensa, aunque difieren
de los

hallazgos reportados por

Niederstebruch et al.®
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En relacibn con el comportamiento
bacteriano, los microorganismos
evaluados mostraron un crecimiento
adecuado en agar sangre de carnero
desfibrinado al 5 %, con colonias que, en
general, alcanzaron un mayor tamafno en
comparacion con aquellas desarrolladas
en agar sangre humano. La excepcién fue
Escherichia coli, que presentd colonias de
mayor diametro en el agar sangre
humano. Este comportamiento diferencial
podria atribuirse a variaciones en la
composicién bioquimica y celular de la
sangre utilizada, que influirian en la
disponibilidad de nutrientes y en la
interaccion con factores bacterianos

especificos.

Un hallazgo relevante fue la mayor
claridad en la expresion de los patrones
de hemolisis en el agar sangre de
carnero, lo que sugiere una mayor
actividad o expresion de las enzimas
hemoliticas bacterianas en este medio.
Esta diferencia fue particularmente
evidente en Enterococcus faecalis, que
presentd hemolisis alfa en agar sangre de
carnero y hemdlisis gamma en agar
sangre humano. Resultados similares han
sido reportados por Russell et al.™ y Yeh
et al.'°, quienes sefialan que el tipo de
sangre utilizada en el agar puede
modificar la expresion fenotipica de la

hemodlisis.

El anadlisis de las cepas de referencia
ATCC

evidenciando que, en términos generales,

reforzo estos hallazgos,
las colonias desarrolladas en agar sangre
de carnero fueron de mayor tamafo y
definicion

presentaron una  mejor

morfologica y hemolitica, especialmente

en especies como Staphylococcus aureus

y Enterococcus faecalis. Estas

observaciones concuerdan con lo
reportado por Oktari et al.'®, Maulana y
Wijayanti'®, asi como por Niederstebruch
et al.’, Egwuatu et al.?, Russell et al.’,
Kamaruddin’ y Regali et al.’. No
obstante, los resultados difieren de los
obtenidos por Castillo et al.'?, quienes no
encontraron diferencias  significativas
entre el agar sangre de carnero y el agar
sangre humano en el aislamiento de
bacterias hemoliticas, lo que sugiere que
factores metodolégicos o contextuales

podrian influir en los resultados.

El analisis estadistico mostré un indice de
Kappa de 0,6, lo que indica una
concordancia moderada entre los tipos de
hemdlisis observados en ambos medios
de cultivo, acompafiado de una
asociacion estadisticamente significativa
(p =0,010). Estos hallazgos sugieren que,
aunque los patrones de hemdlisis son
comparables entre ambos medios,
existen discrepancias relevantes en su
expresion fenotipica. Resultados
similares han sido descritos por Egwuatu

et al.by Turista et al.’,

Entre las limitaciones del estudio se
encuentra la escasa disponibilidad de
literatura  cientifica que  compare
directamente el aislamiento de bacterias
hemoliticas en agar sangre de carnero
desfibrinado y agar sangre humano
desfibrinado, lo que restringe la
comparacion exhaustiva de los
resultados. En este sentido, se
recomienda la realizacién de estudios
adicionales que amplien la base de

evidencia disponible.
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En conclusion, si bien el agar sangre

humano puede considerarse una

alternativa viable en determinados
contextos, los resultados del presente
estudio indican que el agar sangre de
carnero ofrece un mejor desempeno,
particularmente en términos  de

crecimiento  bacteriano  uniforme vy

claridad en la Vvisualizacién de los
patrones de hemodlisis, lo que respalda su
uso preferencial en el diagndstico

microbiolégico rutinario.
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