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RESUMEN: La leche materna humana es un alimento integral para los infantes en los primeros meses de vida y por
diferentes factores como la morbimortalidad de 1a madre, que afecta la lactancia, se recurre a los Bancos de Leche. Este
fluido biolégico contiene una microbiota con propiedades probidticas, que ayuda al metabolismo de los nutrientes y la
maduracién del sistema inmunolégico principalmente, beneficios que se ven reflejados en la salud del humano hasta la
adultez. Se planted caracterizar la microbiota de la leche humana de donantes y las heces de sus lactantes, provenien-
tes del Banco de leche del Hospital General de Medellin y de mujeres residentes en Antioquia, recolectando un total
de 134 muestras. Por identificacién morfolégica bioquimica o andlisis molecular, s e encontraron microorganismos
con propiedades probidticas principalmente, Lactiplantibacillus plantarum y Enterococcus faecium, y de alterantes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y las levaduras. Se comprobé que la leche materna contiene una microbiota
nativa que incluye microorganismos comensales y otros con propiedades probidticas, que la presencia de estos dltimos
se disminuye después de la pasteurizacién y es necesario implementar pruebas adicionales para la identificacién de
Bacterias Acido Lacticas y evitar un descarte innecesario de la leche.

PALABRAS CLAVE: Leche materna; banco de leche humana; propiedades probiéticas.
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CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DE LA LECHE MATERNA DE DONANTES Y LAS HECES DE SUS LACTANTES RESIDENTES EN ANTIOQUIA, COLOMBIA

ABSTRACT: Human breast milk is an integral food for infants in the first months of lifc and due to different factors,
such as maternal morbimortality, which affects lactation, Milk Banks are resorted to. This biological fluid contains a
microbiota with probiotic properties, which helps the metabolism of nutrients and mainly the maturation of the immu-
ne system, benefits that are reflected in human health until adulthood. The objective was to characterize the microbiota
of human milk from donors and the feces of their infants, from the milk bank of the General Hospital of Medellin and
from women residing in Antioquia, collecting a total of 134 samples. By morphology, biochemical identification or
molecular analysis, microorganisms with p robiotic properties were found, mainly Lactiplantibacillus plantarum and
Enterococcus faecium, and alterants like, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and yeasts. It was found that breast
milk contains an native microbiota that includes commensal microorganisms and others with probiotic properties, that
the presence of the latter decreases after pasteurization and that it is necessary to implement additional tests for the
identification of Lactic Acid Bacteria to avoid unnecessary discarding of milk.

KEYWORDS: Breast milk; human milk bank; probiotic properties.

1. INTRODUCCION

La leche materna es un alimento complejo, con una diversidad de nutrientes y de elementos que favorecen
el desarrollo del sistema inmunoldgico y gastrointestinal, incluyendo una microbiota intestinal nativa prove-
niente de la madre gestante por la ruta enteromamaria a la glandula mamaria (Fernandez et al., 2013). Segtin
el estadio de la lactancia, la leche materna se clasifica en calostro, transicién y madura (LEéké et al., 2019).
En 800 mL de leche materna se pueden encontrar un promedio de 107 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) /mL de microorganismos viables (Brandtzaeg, 2010); entre estos estdn los géneros: Staphylococ-
cus, Weissella, Propionibacterium, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
y Bifidobacterium, que a la vez seran integrantes de la microbiota intestinal de los lactantes (Osorio & Um-
barila, 2015).

Los recién nacidos amamantados tienen menor riesgo a las infecciones microbianas, como la Enteritis Ne-
crotizante (NE) y enfermedades relacionadas con la inmunidad, los beneficios que esta aporta permanecen
hasta la edad adulta (Patel & Underwood, 2018), sin embargo, hay factores que pueden poner en riesgo la
lactancia como la morbimortalidad materna. Por lo tanto, se crearon los Bancos de Leche Humana (BLH)
en Latinoamérica, iniciando en Brasil en 1943. Estos se encargan de recolectar, procesar, congelar y distri-
buir la leche a los lactantes que la necesitan, implementando un proceso de seleccién y capacitacion de las

donantes para una correcta extraccion y recoleccion (De la Academia, 2010).

En Antioquia, Colombia, desde mayo del 2013 hasta la fecha, funciona con certificacién el Banco del Hos-
pital General de Medellin, que beneficia el 95.21 % de la poblacién infantil antioquefia y el 4.79 % de otros
departamentos. Este se regula con las normas y las especificaciones técnicas, dictadas por la Red Nacional

de bancos de leche humana de Brasil (Guimaraes et al., 2004).
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En el BLH se realizan anélisis fisicoquimicos, como la medicién de la acidez titulable expresada en grados
Dornic (°D), siendo caracterizada la leche como dcida cuando presenta un recuento mayor a 105 UFC/mL,
la determinacion del crematocrito, el proceso de pasteurizacion, ademas se realizan las determinaciones mi-
crobiolégicas (Guimaraes et al., 2004). Cuando las muestras no cumplen ambos pardmetros de calidad se

descartan.

En la leche materna se encuentran microorganismos viables que pueden ser comensales, alterantes o con
propiedades probidticas. Dentro de estos dltimos estan las Bacterias Acido Licticas (BAL), las cuales hacen
parte de la microbiota nativa de la leche materna y son esenciales para el buen desarrollo del sistema inmu-
nolégico, las BAL deben cumplir con las pruebas respectivas para confirmar las propiedades, segtin la FAO
en 2002 (De la Torre, 2014; De la Academia, 2010).

Se propuso como objetivo del trabajo caracterizar la microbiota de la leche pre y post-pasteurizada de
las donantes del banco del Hospital General de Medellin (HGM) y de mujeres residentes en el drea

metropolitana del Valle de Aburrd, ademds de la microbiota de las heces de sus lactantes.

2. METODOLOGIA

2.1. Recoleccion de las muestras de la leche humana y de las heces de lactante

Se recolectaron en frascos estériles las 40 muestras de leche de donantes del Banco del HGM segtin
los cuatro pasos del proceso para aceptacién y descarte de leche: 10 de leche dcida mayor a 8°Dornic
(LP > 8°D), 10 de leche no dcida menor a 8° Dornic (LP < 8°D), 10 de leche pasteurizada (LP) y 10
de leche post-pasteurizada positiva en el caldo Brila (LPBV GC+). También, se recolectd tras la higiene
del pezén las 27 muestras de leche cruda (LC) de mujeres externas al hospital. Ademads, se recogieron de
la superficie del pafial las 67 muestras de las heces de cada lactante con hisopo en tubos con peptona al
1%p/v (peso/volumen) (Jiménez et al., 2008).Se transportaron a 4°C al laboratorio de Microbiologia de
Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia (UN), sede Medellin. Se determiné el pH
para las muestras de leche, el valor del crematocrito y acidez Dornic fue proporcionado por el banco. Hubo
consentimiento tanto de las madres como de los directivos y del Comité de Investigacion del HGM con
registro 01.05052015.

2.2. Aislamiento, recuento y morfologia de los tipos de microorganismos

A todas las muestras se le realizé diluciones seriadas (101,102, 103) en peptona al 0.1 % p/v y se caracterizd
por morfologia macroscdpica en los medios de cultivo especificos. S6lo las leches 4cidas se procesaron en
dos tiempos, a las cero horas y tras refrigeracion a las 24 horas para diferenciar resistencia a temperatura y

competencias entre grupos microbianos.
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Microorganismos comensales: Se hizo el recuento de los microorganismos meséfilos aerobios segtin la NTC
4519, en el Agar Plate Count (PC-Merck). Los Coliformes Totales y Fecales segtin el Decreto 616 de 2006,
por el método del Nimero M4s Probable (NMP), en caldo Fluorocult LMX.

Microorganismos alterantes: Se determind Staphylococcus aureus coagulasa positiva segin el Decreto 616
de 2006, en el Agar Baird Parker (BK-Merck). Las levaduras se detectaron en el Agar Extracto de Levadura,
Glucosa y Cloranfenicol (YGC-Merck). Y para las bacterias de la familia Enterobacteriaceae se utilizé el
Agar Cristal-Violeta Rojo Neutro Bilis Dextrose (VRBD-Merck), y en Agar Eosin Azul de Metileno (EMB-
Merck) para confirmar la presencia de Escherichia coli.

Microorganismos con propiedades probidticas: Se aislé en agar MRS (de MAN, ROGOSA y SHARPE)
con azul de anilina para lactobacilos (Merck), en agar M17 para lactococos y enterococos (Merck), y en
Agar Propionato TOS (Merck) con suplemento mupirocina (MUP 100 g/L) para bifidobacterias (Vlkova et
al., 2009).

Posteriormente se analizaron las frecuencias de UFC/mL y se purificaron los aislados de interés (Talebi,
2017).

2.3. Caracterizacion de morfologia microscopica de los tipos de microorganismos

Tincion de Gram: A cada aislado bacteriano se les clasificé microscépicamente con la coloracién de Gram se

denominan como: Bacilos Gram Negativos (BGN) y Cocos Gram Positivos (CGP) (Smith & Hussey, 2019).

Prueba de la Catalasa: A cada aislado bacteriano se les diferencié bioquimicamente con peréxido de hidré-
geno al 10 % v/v (Tankeshwar, 2013).

Prueba de hemdlisis: A cada aislado bacteriano en el Agar Sangre al 5% v/v (AS) se le identificé su capa-

cidad de lisar o no los glébulos rojos humanos (Casarotti et al., 2017).
Prueba de la Oxidasa: A cada aislado bacteriano se les diferencié bioquimicamente segtin la produccién del
citocromo oxidasa al utilizar el oxigeno molecular en contacto con el reactivo de amino-N-dimetil-anilina

(Tankeshwar, 2022).

Tubo germinal: A cada aislado de levadura se clasificé en suero bovino, se incubé a 35°C /2 h y se observo
presencia o ausencia de hifas al microscopio (100 X) (Al-Said et al., 2022).
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2.4. Pruebas de propiedades probidticas

Los aislados de BAL con caracteristicas macro y microscopicas de interés ajustados a 0.5 McFarland, se
incubaron en Caldo MRS a 37°C /18 h, se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos, y se separ6 el extracto

del pellet para realizar las siguientes propiedades probiéticas (PP) (Moreno et al., 2011).

Las PP primarias seleccionaron los aislados de BAL entre la capacidad de resistir a la acidez (un pH 2.0 con
HC1 1M) y a jugos digestivos (sales biliares al 0.3 % p/v), y se hizo recuento en agar MRS de microorganis-
mos viables (UFC/mL) (FAO/WHO, 2002).

Las PP secundarias evaluaron la capacidad de inhibicién de los aislados probidticos frente a patdgenos,
por el método turbidimétrico de microdilucién en caldo. El extracto de las bacterias se adiciona en placas
multipozo con los patégenos Salmonella sp., Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli. La placa se
incubd durante 20 horas con agitacién en un lector de placas de ELISA acoplado al espectrofotémetro
(MultiskanGo,Thermo), con lectura de absorbancia a una D.O de 600 nm cada hora (Barreras et al., 2012;
Wiegand et al., 2008).

2.5. Caracterizacion bioquimica

Se utiliz6 la metodologia del kit de API SOCHL, el 20E y el 20NE system (BioMérieux, 2018) para la
identificacién de las BAL, de las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y de los Bacilos
gram negativo (BGN) no enterobacterias, respectivamente. Y finalmente se realizé la identificacién de las
cepas de BAL con el software APIWEB.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros poblacionales y su relacién con la microbiota

El promedio de edad de las mujeres donantes fue de 24 afios y del lactante fue de tres meses. En las muestras
hubo cuatro de calostros, 13 de leche de transiciéon y 50 de leche madura. Ademas, hubo 67 de heces de
lactante.

3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de leche analizadas

En la Tabla 1 se reporta el promedio del crematocrito, de acidez Dornic y de pH de cada uno de los tipos de
leche.

3.3. Distribucion de la microbiota en todos los tipos de muestras de leche analizadas

Se observé un recuento promedio de 3 x 102 UFC/mL de comensales, con mayor frecuencia en leche cruda

y dcida, leche que fue descartada, frente a la leche pasteurizada y post-pasteurizada, leche que fue acepta-
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Tabla 1: Resultados de los promedios de los pardmetros fisicoquimicos en todas las muestras de la leche. LP > 8°D (Leche 4cida
con valor mayor a 8° Dornic); LP < 8°D (Leche pre-pasteurizada no dcida con valor menor a 8° Dornic); LP (Leche
pasteurizada); LP BVGC+ (Leche positiva en caldo BRILA), Kcal/L (kilocaloria por litro). Fuente: Elaboracién propia

Tipo de leche  Crematocrito (Kcal/lL) PhOh  pH24h  Promedio pH Promedio acidez Dornic

LP>8°D N/A 6,47 6,34 6,19 10
LP <8°D 630 N/A 6,65 6,65 4,2
LP 630 N/A 7,13 7,13 4,2
LPBVGC(+) 596 N/A 6,95 6,95 3,5
Leche cruda N/A X N/A X N/A
Promedio total 617 N/A N/A 6,77 5,47

da. Ademds, los coliformes totales fueron mds frecuentes en la leche 4cida, y se confirmé la presencia de
coliformes fecales en tres muestras. En la Figura 1, las frecuencias relativas en la leche pre-pasteurizada
no 4cida de estafilococos, enterobacterias y las levaduras del 80%, 90% y 30 %, mientras en las de leche
pasteurizada las frecuencias fueron del 10 %, del 70 % y del 10 %, respectivamente. Para la leche 4cida a las
cero horas fue del 70 % de estafilococos, del 90 % de enterobacterias y del 40 % de levaduras, mientras que,

a las 24 horas, las frecuencias disminuyen al 50 %, del 70 % y del 30 %, respectivamente.

En la leche pre-pasteurizada no 4cida, hubo recuento de 3 x 102 UFC/mL, las frecuencias fueron del 40 %,
del 80 % y del 70 % para enterococos, lactobacilos y bifidobacterias, mientras en las de leche pasteurizada, se
obtuvo el mismo recuento de UFC/mL, pero su frecuencia fue del 10 %, del 30 % y del 20 % respectivamente.
Y en la leche 4cida a las cero horas, las frecuencias fueron del 50 %, del 70 % y del 60 % para lactobacilos,
enterococos y bifidobacterias, se obtuvieron los mismos resultados a las 24 horas. En la leche post-
pasteurizada, s6lo en el 20% de ellas se contaron entre 8 y 50 UFC/mL de lactobacilos, enterococos y
bifidobacterias. En la Tabla 2 se resume la distribucién de los microorganismos comensales, los alterantes y
los probidticos, en los pasos del procesamiento de la leche en el BLH, ademds la microbiota de probidticos
en las heces. En dos muestras de las leches dacidas > 8°D y en una de leche post-pasteurizada se pudo

identificar E. coli.

3.4. Caracterizacion morfolégica y bioquimica

Las muestras pre y post-pasteurizadas LP62 > 8D, LP63 > 8Dy LP93 BV GC (+) correspondieron a Esche-
richia coli, aisladas de agar EMB con colonias verde metélico y al Gram se observaron bacilos Gram nega-
tivos, hemoliticos, catalasa positiva y oxidasa negativa. Las muestras post-pasteurizadas LP94 BVGC (+) y
LP93 BV GC (+) se identificaron como Pasteurella trehalosi (Con porcentajes de identidad del 92,9 % y del
96,3 % respectivamente), cuyas colonias eran grandes, rugosas y con borde irregular, y al Gram se obser-
varon bacilos Gram negativos, no hemoliticas y catalasa y oxidasa positivas. En la Tabla estdn reportados
los resultados de las pruebas de caracterizacion bioquimica con el kit API 20NE para Pasteurella trehalosi.
También se hall6 en leche cruda, CGP agrupados en racimo (S. aureus), BGN pequefios (Shigella spp, E.
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Figura 1: Frecuencia absoluta de la microbiota probidtica y alterantes para las muestras de leche dcida al inicio (Oh) y luego de
refrigeracién (24h) con un pH 6.3. Agar Baird Parker (BK), Agar M17, Agar MRS (de MAN, ROGOSA y SHARPE), Agar
Propionato TOS con mupirocina, Agar Crystal-violet neutral-red bile dextrose (VRBD), Agar yeast extract glucose

chloramphenicol (YGC). Las Unidades Formadores de Colonia por mililitro (UFC/mL) se sefialan con flechas amarillas para

Estafilococos y Enterobacteriaceae, verdes para Levaduras y rojas para Bacterias Acido lacticas. Fuente: Elaboracién Propia.
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Tabla 2: Recopilacion de frecuencias relativas de todos los tipos de los microorganismos encontrados en todas las muestras
analizadas. LC (Leche materna cruda y calostro); LA > 8D (Leche dcida con valor mayor a 8° Dornic); LP < 8°D (Leche

pre-pasteurizada no dcida con valor menor a 8° Dornic); BVGC+ (Leche positiva en caldo BRILA), H (Heces), No crecimiento

(—),No aplica (NA); Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL) Fuente: Elaboracién propia

CEPAS(%) LP Frecuencia
3 x 102 LC LP>8D LP<8D LP B H relativa en (AGAR M5)
(1 x10°UFC/mL) BVGC+ probidticos
Coliformes totales 3,0% 12,5% 17,5%  5,0% 5.0% NA NA NA
Escherichia coli 5,0% 6,0% 5,0% - - NA NA NA
Otras 1,5%  1.5% 5,0% - 5,0% NA NA NA
Enterobacteriaceae
taphylococcus
Staphylococcus 13,4%  10,0% 2,5% ; - NA NA NA
aureus
Levaduras 7,5% 20,0% 17,5% 15,0% 5,0% NA NA NA
Lactobacill H
actobaciius 3,0% - - - - 6,0% 17,6% Jomo
rhamnosus lactico
Lactobacill Het
cropactiues 6,0%  7,5% - - - 11,9% 44.1% etero
plantarum lactico
Lactobacillus Het
paracasei ssp. 1,5% - - - - 1,5% 5,9% ’e ('3r0
K lactico
paracaset
Enterococcus 1,5% 2,5% 2.5%  5,0% - 4,5% 23,5% Hetero
Sfaecium lactico
Lacmba'cillus ) ) ) ) ) 1.5% 2.9% I-{et?ro
brevis lactico
Enteroco.ccus ) _ ) . ) 3.0% 5.9% I?et(.ero
Secalis lactico
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Tabla 3: Resultados de perfil bioquimico para Pasteurella trehalosi en API 20 NE. Fuente: Elaboracion propia

LP94BVGC LP93BVGC LP94BVGC LP93BVGC
(+)YGCa (+)YGCa (+)YGCa (+)YGCa
NOj3 (Nitrato de Potasio) + + MAN (D-Manitol) - -

TRP (L-Tript6fano) - - NAG (N-Acetil - -
glucosamina)
GLU (D-Glucosa) — — MAL (D-Maltosa) - -

GNT (Gluconato

ADH (L-Arginina) -

potasico)
URE (Urea) - - CAP (Acido céprico) - -
ESC (Esculina citrato férrico) - + ADI (Acido adipico) — —
GEL (Gelatina) — + MLT (Acido mélico) - -
PNPG (4'“?tr°f,°“,‘1'ﬁD' T + CIT (Citrato trisédico) - -
galactopirandsido)
PAC (Acid
GLU (D-Glucosa) - - . ( ,C.l © - -
fenilacético)
ARA (L-Arabinosa) — — OX (Oxidasa) - -

MNE (D-Manosa) - -

coli, con porcentajes de identidad del 81,6% y 92,9 %, respectivamente) y levaduras (Candida albicans),
los cuales fueron catalasa positiva y hemoliticos, confirmados por crecimiento en agar BK, los kits API 20E,
API 20C AUX y prueba de tubo germinal al microscopio, que demostré una prolongacion de las hifas a

partir de una levadura.

El perfil bioquimico de identificacion por medio del API 50 CHL para Levilactobacillus brevis se
reporta en la Tabla 4. Dentro de los microorganismos con propiedades probidticas se encuentran:
cuatro aislados de Enterococcus faecium, dos provenientes de leches pasteurizadas, uno de leche pre
y post-pasteurizada; un aislado de Leuconostoc mesenteroides de leche pasteurizada y dos aislados de
heces de los lactantes, Lacticaseibacillus paracasei y Levilactobacillus brevis, y de leche cruda se aislé
Lactiplantibacillus plantarum y Lacticaseibacillus rhamnosus. En la Tabla 4 estdn reportados los resultados
de la caracterizacion morfolégica y algunas pruebas de propiedades probidticas para los microorganismos
anteriores. Los resultados de las pruebas probidticas evidenciaron que todos aislados presentaron resistencia
a pH 4cido y a la concentracion digestiva de sales biliares, de los cuales s6lo dos cepas lograron inhibir el
crecimiento de los tres patdégenos. presentaron mejor potencial probidtico Levilactobacillus brevis aislado

de heces y Enterococcus faecium aislado de leche post-pasteurizada.
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Tabla 4: Resultados de perfil bioquimico para Levilactobacillus brevis en AP1 SOCHL (API 50 CH - H74). Fuente: Elaboracién

propia

0 _ 10-GAL 20-MDM (Metil- 30-MEL (D- 40-TUR (D- _
(Galactosa) aD-Manopiranésido) Melobiosa) Turanosa)
1-GLY 11-GLU 2121-MDG (Metil- 31-SAC (D- 41-LYX (D-
(Glicerol) B (Glucosa) aD-Glucopirandsido) aSacarosa aLixosa B
2-ERY 12-FRU 22-NAG (N- 32-TRE (D- 42-TAG (D-
(Eritrol) B a(Fructosa) Acetilglucosamina) Trehalosa) Tagatosa) *
3-DARA (D- 13-MNE 23-AMY 33-INU 43-DFUC (D-
Arabinosa) B (Manosa) (Amigdalina) (Inulina) Fucosa) B
4-LARA (L- 14-SBF 24-ARB 34-MLZ (D- 44-LFUC (L-
Arabinosa) + (Sorbosa) (Arbutina) Melecitosa) Fucosa) B
STRIB + 15-RHA 25-ECS (Esculina) 35-REF (D- 45 'DARL (D- -
Ribosa) (Ramnosa) Rafinosa) Arabitol)
6—DXYL (D- _ 16—DpL 26-SAL (Salicina) 36—A.M,D 46—LABL (L- _
Xilosa) (Dulcitol) (Almidén) Arabitol)
47-GNT
7-LXYL (L- 17-INU 27-CEL (D- 37-GLYG
. - . . . (Gluconato +
Xilosa) (Inositol) Celobiosa) (Glicégeno) .
de potasio)
48-2KG
8-ADO (D- 18-MAN 2828-MAL (D- 38-XLT (Potasio 2-
Adonitol) - (Manitol) Maltosa) (Xilitol) ceto- -
gluconato)
49-5KG
9-MDX (Metil- 19-SOR 29-LAC 39-GEN (Potasio 5-
BD-Xilopiranosido) a (Sorbitol) (D-Lactosa) (Gentiobiosa) ceto- B
gluconato)
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Tabla 5: Resultados de las pruebas probiéticas. BGP: Bacilos gram positivos, CGP: Cocos gram positivos, R: Resistencia; NR; No

resistencia; C: Crecimiento: NC: No crecimiento del patégeno, Enterococcus faecium (E. faecium), Levilactobacillus brevis (Lb.

brevis), Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides), Lacticaseibacillus paracasei (Lb. paracasei), Escherichia coli (E. coli),

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae). Fuente: Elaboracién propia

Caracteristicas y pruebas probiéticas de las cepas

Microorganismos
Antagonismo frente
p Morfologia Sales a Escherichia coli,
Morfologia de L .
. en Tincion biliares Salmonella sp.,
la colonia
de Gram a0.3% Streptococcus
pneumoniae
Ente.rococcus Blanca, mediana y cGP R NC. NC, C
faecium LP70 cremosa
Ente.rococcus Blanca, mediana y cGp R NC C. NC
faecium LP74 cremosa
Levtlact.obactllus Azul OSCl‘lr(), BGP R NC. NC. NC
brevis H74 grande y brillante
Enterococcus Bl d
anca, mediana
faecium y CGP R NC, NC, C
cremosa
LP76 < 8D
Leuc : Bl d
uc()nf)sl()c anca, grande y cGP R NC. C. C
mesenteroides LP84 cremosa
o Enterococcus Blanca, mediana y cGP R NC. NC. NC
faecium LP80 BV GC (+) cremosa
Lacticaseibacillus Azul medi
clicaset. .a(,l us .Zu me .10, BGP R NC’ C’ C
paracasei H61 mediana y brillante
Lactiplantibacillus Blancas, rugosa, BGP R NC.NC.C
plantarum opacas
Bl Sas
Lacticaseibacillus rhamnosus ancas, cremosas, BGP R C, NC, NC

brillantes
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4. DISCUSION

En el Banco del HGM, se analiz6 en total siete Litros de leche materna con un promedio del crematocrito de
617 Kcal/L, indicando un valor caldrico éptimo para la poblacién infantil, coincidiendo con la investigacién
realizada por Peixoto et al. (2021) donde el 46.4% de las muestras se clasificaron como normocaldricas.
Otros reportes realizados con leche materna sin pasteurizar han reportado valores del crematocrito por en-
cima de 700 Kcal/L, clasificindose como hipercaldrica, la cual es de suma importancia para los lactantes
prematuros o con bajo peso al nacer, disminuyendo la mortalidad y morbilidad (Moreno et al., 2018). Cabe
resaltar que este pardmetro depende de las caracteristicas de la madre, el periodo de lactancia y el almace-
namiento de la muestra (Oliveira et al., 2022). Tras la pasteurizacion, se disminuy6 este pardmetro, igual a
lo obtenido en el Instituto Fernandes Figueira (IFF) de Rio de Janeiro, Brasil (Vieira et al., 2004). También
hubo una disminucién en la acidez Dornic, debido a que el tratamiento térmico destruy6 los microorganis-
mos, lo cual concuerda con los hallazgos de Bhisikar et al. (2018).

El descarte de leche en el BLH-HGM se realiz6 por un recuento mayor a 1 x 105 UFC/mL de microorga-
nismos viables en caldo Brila luego de 48h de incubacién, pero en este estudio se encontré que un recuento
de 3 x 103 UFC/mL de comensales, y una alta acidez, también fue debido a un recuento alto de BAL al
desdoblar la lactosa (Zhao et al., 2020). En las leches acidas a las 0 y 24 h de refrigeracién hubo una dismi-
nucion del pH y de la carga de comensales y alterantes, mientras las BAL, siguieron creciendo lentamente,
lo que supone un control de estas tltimas frente a las primeras. Incluso un estudio en el Banco de Leche
del Hospital 12 de octubre en Madrid, Espafia realizado por Vazquez et al. (2013), indic6 que no existe una
fuerte relacion entre la acidez Dornic y el crecimiento bacteriano, aunque si tiene una alta sensibilidad a la
acidez causada por alta carga de BGN. Por lo tanto, el andlisis de la calidad microbiol6gica y la microbiota
nativa de la leche, puede ocasionar que se presente una imprecision en el criterio de seleccién fisicoquimico
y microbioldgico, por tanto, se deberia verificar los tipo de microorganismos antes de su descarte.

En el andlisis de frecuencia relativa de los microorganismos en todas las muestras, se observo que la leche
cruda tenfa una menor cantidad de comensales y alterantes, en comparacién con la leche pre-pasteurizada
del banco, demostrando la importancia de la asepsia en la toma de muestra. Los coliformes y las levaduras
fueron los Unicos termotolerantes y las enterobacterias, al estar en la leche pasteurizada, indicaron con-
taminacién secundaria en el proceso, lo que sugirié medidas correctivas al banco. Autores han detectado
microorganismos contaminantes en muestras de leche materna, Dewitte et al. (2015) reportaron la presen-
cia de Staphylococcus spp. en leche pasteurizada recolectada en el banco de leche regional del drea de
Nord-Pas-de-Calais en Francia. De la poblacién de probiéticos, tanto L. brevis como E. faecalis solo fueron
detectados en las heces, mientras L. rhamnosus y L. paracasei, se aislaron tanto de leche cruda como de he-
ces. Finalmente, L. plantarum y E. faecium, estaban en leche dcida. Reportes previos han identificado estas
mismas especies en muestras de leche materna (Murphy et al., 2017; Luz et al., 2021; Anjum et al., 2022)
y heces de lactantes (Zhang et al., 2020; Romyasamit et al., 2020; Tarrah et al., 2019).
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Pasteurella trehalosi identificada en muestras post-pasteurizadas ha sido aislada de pacientes con casos de
endocarditis, septicemia e infecciones en heridas por Corbel (2012).Ademas, Pannaraj et al. (2017), logré
identificar por métodos moleculares la presencia de especies de la familia Pasteurellaceae en leche cruda
humana. Estos resultados sugieren que, pese a la pasteurizacion, ciertas bacterias soportan este tratamiento
0 son una contaminacién post-pasteurizacion, lo que es un riesgo para la salud del lactante. Ademds, de-

muestra la necesidad de la prueba post-pasteurizacién en BVGC.

Los microorganismos identificados bioquimicamente fueron: Lb. brevis y Lb. paracasei aislados de las
heces de los lactantes, L. mesenteroides, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum
provenientes de leche materna. Al ser sometidos a sales biliares y a pH dcido, todos presentaron resistencia
a estas condiciones, similar a estudios previos de Fathia er al. (2014), quienes aislaron Lb. brevis de las
heces de los lactantes, y fue resistente a jugos gastricos e inhibi6 el crecimiento de E. coli, Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus. Por otra parte, Mufioz et al. (2013), comprobaron
la resistencia de Lb. paracasei aislado de heces de infantes alimentados solo con leche materna, bajo estas
mismas condiciones y el antagonismo frente a Listeria monocytogenes. La resistencia de L. mesenteroides
a estas condiciones también fue determinada por Serrano et al. (2016), quienes también lo aislaron de
leche materna proveniente de un banco. Los resultados de resistencia a pH dcido y sales biliares de
Lacticaseibacillus rhamnosus concuerdan con la investigacién de Rajoka et al. (2017), para quienes
también esta cepa sobrevivié bajo las mismas condiciones, este microorganismo, inhibié6 Haemophillus
influenzae y Salmonella sp, Streptococcus pneumoniae, resultados similares a los reportados por el mismo
autor, que encontré que este microorganismo inhibié a Salmonella. Para Lactiplantibacillus plantarum, los
resultados de las pruebas probidticas, concuerdan con los resultados obtenidos por Emser et al. (2017) que
comprobaron la resistencia a las sales biliares y a pH 4cido. Este microorganismos inhibié Salmonella
sp. y E. coli, en un estudio anterior realizado por Prabhurajeshwar & Chandrakanth (2017) evaluaron el
antagonismo de varias especies de Lactobacillus spp. frente a diferentes patégenos, se verificé que estos
lactobacilos eran capaces de inhibir a E. coli.

5. CONCLUSIONES

Se comprobd que la leche materna contiene una microbiota nativa que incluye microorganismos comensales
y otros con propiedades probidticas, los cuales colonizan al infante principalmente en la lactancia.

En todos los tipos de las muestras de leche cruda, 4cida y pre-pasteurizada no dcida, se obtuvo la frecuencia
de microbiota alterante en un 50 %, en cambio, en los tipos de la leche pasteurizada y post-pasteurizada
solo en el 20 % de las muestras. Entre estos se encontraron principalmente, S. aureus con una frecuencia
del 14 %, E. coli con un 8% y las levaduras con un 28 %. Con respecto a BAL se encontrd, que los mas

frecuentes fueron Lactiplantibacillus plantarum con 26,5 % y Enterococcus faecium con 17,6 %.
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En el banco del HGM, la pasteurizacion es vital para evitar la transmisiéon de los microorganismos
potencialmente patdégenos, pero ocasiona una disminucion en la carga de probidticos, siendo primordial
una adecuada manipulacién de la leche en cada proceso del banco. Se observé que el pardmetro de descarte
de la acidez Dornic, no solo indica la presencia de patégenos, sino que también hay Bacterias Acido Lécticas
responsables de la acidificacién de la leche. Por lo tanto, es necesario implementar pruebas mas rdpidas y
que ayuden a identificar BAL, con el fin de evitar descartes de leches con probidticos que puede contribuir

positivamente en el lactante.
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