UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

“EFICACIA DE LA LECHE MATERNA COMO INHIBIDOR
IN VITRO DE BACTERIAS”

Estudio experimental realizado en el Banco de Leche Humana del Hospital
Nacional Pedro de Betancourt, Antigua Guatemala y en el Laboratorio Clinico
del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad de San Carlos de Guatemala

Tesis

Presentada a la Honorable Junta Directiva
de la Facultad de Ciencias Médicas de la

Universidad de San Carlos de Guatemala

Brian Eduardo Alvarez Aguilar
Sergio Ricardo Cabrera Pérez
Kimberly Johanna Montenegro Salazar
Marlit Alejandra Juarez Villacinda

Médico y Cirujano

Guatemala, agosto de 2017



L e

El infrascrito Decano de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala hace constar que:

Los estudiantes:

Brian Eduardo Alvarez Aguilar 201110284 2344104420101
Sergio Ricardo Cabrera Pérez 201110489 2315736690101
Kimberly Johanna Montenegro Solc:zor 201119272 2194897420101
Marlit Alejandra Judrez Villacinda 201144325 2321996200101

Cumplieron con los requisitos solicitados por esta Facultad previo a
optar al Titulo de Médico y Cirujano en el grado de Licenciatura, y
habiendo presentado el frabajo de graduacidn titulado:

"EFICACIA DE LA LECHE MATERNA COMO INHIBIDOR
IN VITRO DE BACTERIAS"

Estudic experimental realizado en el Banco de Leche Humana del Hospital
Nacional Pedro de Bethancourt, Antigua Guatemalay en el Laboratorio Clinico
del Cenfro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas

de la Universidad de San Carlos de Guatemala

Trobdjo asesorado por la Dra. Carmen Vilagrdn de Tercero y

revisado por el Dr. Miguel Angel Soto Galindo, quienes avalan y
firman conformes. Por lo anterior, se emite, frma y sella la presente:

ORDEN DE IMPRESION

En la Ciudad de Guatemala, el veintidés de ogos’ro del dos mil diecisiete

AD
" oS ne Gu,.f'

— iSRS
DR. M RRERA CASTELLANOECANAIO
DECANO



P R

El infrascrito Coordinador de la Coordinacién de Trabajos de
Graduacion de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
de San Carlos de Guatemala, hace constar que los estudiantes:

Brian Eduardo Alvarez Aguilar 201110284 2344104420101
Sergio Ricardo Cabrera Pérez 201110489 2315736690101
Kimberly Johanna Montenegro Salazar 201119272 2194897420101
Marlit Alejandra Judrez Villacinda 201144325 2321996200101

Presentamos el frabagjo de graduacion titulado:

“EFICACIA DE LA LECHE MATERNA COMO INHIBIDOR
IN VITRO DE BACTERIAS"

Estudio experimental realizado en el Banco de Leche Humana del Hospital
Nacional Pedro de Bethancourt, Antigua Guatemala y en el Laboratorio Clinico
del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas

de la Universidad de San Carlos de Guatemala

El cual ha sido revisado por la Dra. Ana Liss Perdomo Mendizabal vy,
al establecer que cumple con los requisitos exigidos por esta
Coordinacién, se les autoriza continuar con los trdmites
comrespondientes para someterse al Examen General PUblico. Dado
en la Ciudad de Guatemala el veintidés de agosto del dos mil
diecisiete.

‘OWQ' “ID Y ENSENAD A TODOS”

ad
ot
| 2
o ot LISAC 450
i s Gl
Dr. €., @ - Ciencias Médicas

Trabajos de Graduacion
CCORDINADOR



Guatemala, 22 de agosto del 2017

Doctor

César Oswaldo Garcia Garcia
Coordinacién de Trabajos de Graduacién
Facultad de Ciencias Médicas
Universidad de San Carlos de Guatemala
Presente

Dr. Garcia:

Le informamos que nosotros:

1. Brian Eduardo Alvarez Aguilar
Sergio Ricardo Cabrera Pérez

Kimberly Johanna Montenegro Salazar

> W N

Marlit Alejandra Judrez Villacinda

Presentamos el trabajo de graduacién titulado:

"EFICACIA DE LA LECHE MATERNA COMO INHIBIDOR
IN VITRO DE BACTERIAS"

Estudio experimental realizado en el Banco de Leche Humana del Hospital
Nacional Pedro de Bethancourt, Antigua Guatemala y en el Laboratorio Clinico
del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas

de la Universidad de San Carlos de Guatemala

Del cual la asesora y el revisor se responsabilizan de la metodologia,
confiabilidad y validez de los datos, asi como de los resultados
obtenidos y de la pertinencia de las conclusiones vy
recomendaciones propuestas.

Firmas y sellos

Miguel Angel Soto Gahndo
Jete Departamento Pediatic

. H 4 L wm ufi.J 21
Revisor:  Dr. Miguel Angel Soto Galindo Sl

Reg. de personal 113 Y3 S

Asesora:  Dra. Carmen Villagrdn de Tercero

Dra. Carmen Wlagrén de Tercero
édico y ru/ano



AGRADECIMIENTOS

A Dios:

A nuestros padres:

A familia:

A nuestros amigos:

A la Universidad de San Carlos de
Guatemala:

Por habernos permitido llegar hasta este
punto y dado vida para lograr
nuestros objetivos, ademas de su infinita
bondad y amor. Por ser nuestro guia en
momentos de dificultad y nunca dejarnos
caer ante las adversidades. Por todas las
bendiciones que nos ha dado.

A nuestros padres por ser el pilar
fundamental en todo lo que somos, en
nuestra educacién, tanto académica,
como de la vida, por su incondicional
apoyo perfectamente mantenido a través
del tiempo y ser nuestros guias en el
camino de la vida y llevarnos de la mano
en cada paso de la carrera. Este triunfo
es compartido con ellos.

Por estar a nuestro lado durante esta
etapa de nuestra vida, por siempre creer
en nosotros y apoyarnos en las
adversidades tanto académicas como de
la vida.

Por compartir este largo camino junto a
nosotros, ser un apoyo incondicional y
vivir las experiencias que no brindo esta
carrera.

Por el ser el centro de ensefianza que
inculco en nosotros la responsabilidad,
trabajo y dedicacion. Por ser nuestra
alma mater.



De la vresponsabilidad del trabajo de
graduacion:

El autor o autores es o son los unicos
responsables de la originalidad, validez
cientifica, de los conceptos y de las opiniones
expresadas en el contenido del trabajo de
graduacion. Su aprobacién en manera alguna
implica responsabilidad para la Coordinacidon de
Trabajos de Graduacidn, la Facultad de Ciencias
Médicas y para la Universidad de San Carlos de
Guatemala. Si se llegara a determinar vy
comprobar que se incurrio en el delito de plagio
u otro tipo de fraude, el trabajo de graduacion
sera anulado y el autor o autores debera o
deberan someterse a las medidas legales y
disciplinarias correspondientes, tanto de la
Facultad, de la Universidad y otras instancias
competentes.



RESUMEN

Objetivo: Identificar la eficacia de la leche materna para inhibir el crecimiento in vitro
de los agentes infectivos (E. coli, S. aureus, N. gonorrea, P. aeruginosa, S.
pneumoniae) en el Banco de Leche Humana del Hospital Nacional Pedro de
Betancourt, Antigua Guatemala y en el Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomédicas, de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de
San Carlos de Guatemala en mayo-junio de 2017. Poblacién y métodos: Estudio
experimental, se recolect6 20 muestras de calostro y 20 de leche madura, 10
provenientes de banco de leche y 10 extraidas de la glandula mamaria. Se analizé con
ANOVA unifactorial y test de Dunnet unilateral a la derecha. Resultados: De los
cultivos que mostraron inhibicién el 58% fue inhibido por calostro recién extraido. El
agente infectivo E. coli presentd 27% de inhibicion al aplicarse leche materna. La
leche materna no es eficaz para la inhibicién in vitro en las bacterias estudiadas,
presentando valor p > 0.05 con intervalo de confianza del 95%. Conclusiones: La
leche materna independientemente del estado de madurez y si esta se encuentra o no
almacenada en un Banco de Leche Humana, no presenta eficacia para ninguno de los
agentes infectivos estudiados comparado con su control positivo, sin embargo, si

presentd inhibicién in vitro para N. gonorrea, S. aureus, S.pneumoniae y E.coli.

Palabras clave: leche materna, Inhibicién in vitro, Banco de leche.
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1. INTRODUCCION

Los agentes infectivos presentes en el ambiente y salas de parto son responsables de
causar multiples enfermedades infecciosas en el recién nacido, tales como septicemia,
meningitis, neumonia, infecciones dermatolégicas, de la conjuntiva, del oido, entre otras.
Siendo las mas frecuentes Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Neisseria
gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococus pneumoniae. Se ha postulado que
la leche materna actia como agente importante en la prevencion de infecciones
neonatales por su capacidad antimicrobiana gracias a los componentes humorales y

celulares que actan complementando el sistema inmunolégico del recién nacido. * 23

Existen estudios que describen la actividad antimicrobiana de la leche materna contra
multiples agentes infectivos (bacterias, virus, parasitos, etc), como el Manual de Lactancia
para profesionales de la salud de UNICEF (Por sus siglas en inglés United nations
international children’s emergency fund) del afio 1995, otro estudio como “Efecto in vitro
del sobrenadante de cultivos de Lactobacillus sp. Aislados de leche materna, sobre
crecimiento de S. aureus, E. coli y Salmonella sp.” de la Universidad Nacional de Trujillo
en Peru (2015) y a nivel nacional se cuenta con un estudio de “Leche materna como
inhibidor del crecimiento de Neisseria gonorrhoeae in vitro” de la Universidad de San
Carlos de Guatemala (1986).

Actualmente no existen estudios experimentales que determinen la actividad in vitro
de acuerdo al estado de madurez, asi como después del proceso de pasteurizacién, ya
gue se sabe que disminuyen sus componentes humorales y celulares, dependiendo del
estado de madurez en el que se encuentre la leche materna, asi como una disminucion

adicional luego del proceso de pasteurizacion.>**°

En Guatemala el 65% de los partos y atencién inmediata al recién nacido, esta dada
por atencion primaria de una partera tradicional (comadrona) en sus hogares, por el
apego a las tradiciones socioculturales y el dificil acceso de una atencion médica,
elevando asi la probabilidad de que el recién nacido adquiera alguna enfermedad

infecciosa.’



Con base a lo anterior nace la importancia de realizar un estudio experimental que
logre llenar estos vacios de informacidn y que describa la eficacia de la leche materna
como inhibidor in vitro de bacterias de acuerdo al estado de madurez de la leche materna,
ya que se sabe que el calostro presenta mayor proteccion antimicrobiana. Asimismo,
tampoco se cuentan con estudios acerca de la capacidad de la leche materna
almacenada en banco de leche, sabiendo que ésta pasa por el proceso de pasteurizacion,
viéndose afectado la cantidad de IgA secretora, importante en la actividad antimicrobiana

de la leche.

Se logré determinar la efectividad de la inhibiciébn del crecimiento bacteriano con la
impregnacion de discos de papel filtro con calostro y leche madura recién extraida de la

glandula mamaria, dicha inhibicion se observo utilizando el método de Kirby-Bauer.

Por otro lado, se hizo exactamente el mismo experimento utilizando calostro y leche
madura almacenada en el banco de leche, en el cual el resultado fue diferente,

encontrandose menor inhibiciéon del crecimiento bacteriano.



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Marco de antecedentes

Segun el Manual de Lactancia para profesionales de la Salud de UNICEF,
publicado en el afio de 1995 se describe la experiencia in vitro de la leche humana contra
diversos patdégenos, ya que posee componentes humorales (las inmunoglobulinas IgA
secretora, IgM, IgG, lisozima y otras enzimas, lactoferrina, factor bifido, interferén,
gangliésidos, prostaglandinas y otras sustancias inmunoreguladoras) como celulares de
los cuales se sabe que los macréfagos son los que estan en mayor cantidad y que
contienen a su vez IgA, lisozima y lactoferrina, cuya concentracion es mayor en el calostro
gue en la leche madura. Se describe la actividad antibacteriana contra: E. coli, C. tetani,
C, diphteriae, K. pneumoniae, Salmonella (6 grupos), Shigella, Streptococcus, S. mutans,
S. sanguis, S. salivarius, S. pneumoniae, H. influenzae y otros. Posee lactoferrina la cual
posee una accidn bacteriostatica potente contra S.aureus, E. coli, Vibrio cholerae y P.
aeruginosa. Lactoperoxidasa la cual in vitro presenta actividad contra Streptococcus,
Pseudomonas, E. coli, S. typhimurium. y Factor Bifido que antagonizan el desarrollo de

gérmenes intestinales como E. coli, Shigella, amebas y otros; entre otros.?

A nivel latinoamericano se tiene un estudio de Peru del afio 2015, cuyo objetivo fue
determinar el efecto in vitro del sobrenadante de cultivos de Lactobacillus sp.aislados de
leche materna, sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella sp. asi que se recolectaron 12 muestras de leche materna, de las cuales se
aislaron y se identificaron cuatro cultivos de Lactobacillus sp observando que todos
presentaban actividad antimicrobiana con la formacion de halos de inhibicion en las

bacterias estudidadas.*

Un ensayo experimental realizado en 1999 en El Salvador, tuvo como objetivo
demostrar las propiedades antimicrobianas de la leche materna madura, en nifios
menores de dos afios contra enterobacterias. Para ello se recolectan muestras de leche
madura y cuatro enterobacterias (E. coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae y
Shiguella sp.)donde se observé que no hubo crecimiento bacteriano significativo en

placas inoculadas con cepas de entero patégenos en el 93 % de los casos °



En Guatemala se realiz6 un estudio durante el periodo de agosto de 1985 a enero
de 1986 y el objetivo fue determinar si la leche materna actlla como inhibidor del
crecimiento de Neisseria gonorrhoeae in vitro. Observando que el 100% de las muestras
identificadas con este agente obtenidas de secrecidén conjuntival y endocervical, fueron

inhibidas a las 24 horas de incubacion con la aplicacion de leche materna.®

2.2 Marco tedrico

2.2.1 Teoria microbiana de la enfermedad

El primero que puso de manifiesto que los organismos vivos podian ser la causa
de las enfermedades infecciosas fue el agronomo italiano A. Bassi, que en 1834 demostrd
gue ciertas enfermedades de los gusanos de seda eran provocadas por un hongo que
podia trasmitirse de un gusano a otro. Mientras que en 1838, Ferdinand Cohn establecio
la hipotesis de que los bacilos podian ser la causa de la enfermedad, definiéndolos como

“el menos importante pero también el mas poderoso, de los seres vivos”.®

En 1850 fue establecida la conexién entre microorganismos y enfermedades
infecciosas por C.J. Cavaine y P.F.O. Rayer, comunicaban a la Sociedad Francesa de
Biologia la observacion de “pequefios cuerpos filiformes que tenian, doble longitud de un
glébulo sanguineo” en la sangre de un cordero muerto. Fue la primera vez que se observé

in situ una bacteria patégena dentro de su huésped.®

En 1872, R. Virchow demostrd por primera vez la presencia de un microorganismo
patégeno en la sangre de un hombre, haciéndose evidente la relacion existente entre las

enfermedades contagiosas y los organismos microscopicos.?

En 1867, dos aflos mas tarde de que L. Pasteur ideara el proceso de destruccién
de las bacterias conocido como “Pasteurizaciéon”, J. Lister utilizo el acido fenico para
pulverizar la sala de operaciones, para destruir los microorganismos y aplicaba curas de

pomadas fenicas para el tratamiento de heridas infectadas.®

A partir de las pruebas aportadas por R. Koch y L. Pasteur, la teoria del origen
microbiano de la enfermedad infecciosa fue universalmente aceptada. Al comenzar el
siglo XX la mayoria de los microorganismos habian sido estudiados y la microbiologia

médica estaba constituida como disciplina auténoma.®
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En 1877 L. Pasteur y J. Joubert notaron que los bacilos del carbunco crecian
rapidamente cuando se inoculaban en orina esterilizada, pero no se multiplicaban y
morian pronto si una de las bacterias comunes del aire se introducia al mismo tiempo en
la orina. Ambos autores explicaron el antagonismo observado, comentando que “la vida
destruye a la vida” y declarando que “estos hechos tal vez justifican las mas amplias

esperanzas terapéuticas.®

En 1895, V. Tiberio observo la accién antibidtica de diferentes extractos de mohos

(Aspergillus, Mucor, Penicillium) frente a diversos microbios in vitro.®

En septiembre de 1928 Alexander Fleming, observo que un hongo que habia
contaminado uno de sus cultivos de laboratorio, poseia la capacidad de impedir el
crecimiento de estafilococos y dedujo que ese moho contaminante presenta verdadera
actividad antibacteriana. Durante los siguientes dias se dedic6, a obtener jugo del moho y
a comprobar su eficacia y seguridad en animales de experimentacién, demostrando su

poder antimicrobiano y bajisima toxicidad.®

2.3 Marco conceptual

2.3.1 Agentes infectivos

Se reconoce como agentes infecciosos a los microorganismos que son capaces de

producir infeccién y enfermedad infecciosa.®

2.3.1.1 Neisseria gonorrhoeae

e Caracteristicas microbiol6gicas

Es un microorganismo Gram negativo, no movil, no formador de esporas que crece
aislado o en pares (es decir, en forma de monococo o diplococo, respectivamente). Es un
agente infectivo exclusivo de seres humanos y posee en promedio tres copias de genoma
por unidad cécica. Compromete la mucosa genital, el recto, la conjuntiva y la orofaringe.
Se diferencia de otras bacterias del género por su capacidad de crecer en medios

selectivos (principalmente Thayer-Martin, New York City o agar chocolate enriquecido),
5



utilizar glucosa, pero no maltosa, sacarosa 0 maltosa y reducir los nitritos a nitratos.
Adicionalmente es capndfilo, requiriendo una atmosfera enriquecida con C02 al 5% para
su crecimiento a una temperatura de 37 °C y en condiciones aerobias estrictas o0 en

condiciones anaerobias cuando se adiciona nitrito al medio de cultivo. °

e Patogenia

La presencia de pilis o fimbrias que se extienden por la superficie de la célula
bacteriana es fundamental para la infeccion, ya que estas estructuras se relacionan con la
adherencia del microorganismo a receptores especificos presentes en las células
epiteliales del huésped (el mas estudiado de estos receptores es el CD46). Presenta el
fendmeno biolégico conocido como variacion de fase, el cual consiste en que las cepas
carentes de pilis (no patdgenas) pueden expresarlos o incluso modificarlos, con una
composicion antigénica diferente a fin de evadir, en parte, la respuesta inmune del

huésped.®

La porina (Por) presente en la membrana celular externa, desempefia un papel
fundamental en la patogenia de la enfermedad. Se presenta en dos clases antigénicas
mayores, denominadas PorA y PorB, las cuales son motivo de extensa investigacion ya
que se consideran lo suficientemente antigénicas como para desarrollar una posible
vacuna. Las proteinas Opa aumentan la adherencia de N. gonorrhoeae a diversas células
eucaritticas. Se conocen al menos dos receptores para Opa presentes en las células

humanas: los compuestos relacionados con heparina y el CD66.°

Otra proteina de la membrana externa que merece la pena mencionar es la H.8,
lipoproteina que abunda en la superficie de todas las cepas de gonococo y que constituye
un objetivo excelente para las pruebas de diagnéstico basadas en anticuerpos. Se ha
demostrado que la transferrina y el hierro aumentan la adherencia de N. gonorrhoeae
privado de hierro a las células endometriales del ser humano, asimismo produce la

proteasa IgA 1y quiza lo protege de la accion de la IgAmucosa.®

e Resistencia antimicrobiana

Como es de esperarse N. gonorrhoeae, con su notable capacidad de alterar su

estructura antigénica y adaptarse a los cambios en el microambiente, haya adquirido
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resistencia a varios antimicrobianos. Cabe mencionar que los primeros farmacos eficaces
contra la gonorrea fueron las sulfonamidas (introducidas en la década de 1930),
tornandose ineficaces en el mismo lapso. Mas tarde, se utilizé la penicilina como farmaco
preferente para el tratamiento de la gonorrea. Hacia 1965, cerca del 42% de las cepas
clinicas del gonococo ya habia generado cierta resistencia a la penicilina G, después

surgio resistencia a causa de la produccion de penicilinasa.’

El gonococo adquirio resistencia antimicrobiana, sea por mutaciones cromosémicas o
al adquirir factores R (plasmidos). Este puede poseer varios tipos de plasmidos, algunos
de ellos relacionados directamente con la resistencia gonococo a diferentes agentes
antimicrobianos. A demas de la resistencia por plasmidos, se han descrito dos
mecanismos de resistencia mediados por cromosomas, el primero, que es especifico de
cada farmaco, aparece una mutacion de un solo paso que origina una gran resistencia.
La segunda variedad comprende la variacion de mutaciones en varios loci cromosémicos

que se combinan para definir tanto el grado como el modelo de resistencia.® *°

También ha mostrado resistencia a las fluoroquinolonas, observdndose como
mecanismo de resistencia las alteraciones en el DNA girasa y en la topoisomerasa IV. Asi
mismo se ha notificado resistencia a estreptomicina, debido a que éste medicamento no
suele vincularse con resistencia a otros antibiéticos, por tanto, la espectinomicina puede

utilizarse para cepas de N. gonorrhoeae resistente a maltiples antibiéticos.’

Las cefalosporinas de tercera generacion siguen siendo eficaces como tratamiento en
Unica dosis de la gonorrea, sin embargo, hay evidencia reciente que su concentracion

inhibitoria minima contra las cepas de gonococos se esta incrementando.’

e Profilaxis

Como método profilactico contra la oftalmia neonatal se instauré el método de Credé,
el cual consiste en la limpieza de ambos ojos de todo recién nacido después del
nacimiento y aplicacion de Nitrato de Plata al 1% en ambos sacos conjuntivales. En un
inicio la profilaxis era con Nitrato de Plata al 2%, sin embargo, se observé la apariciéon de
conjuntivitis quimica, que desaparecia de 1 a 2 dias después de instaurada, por lo que se

redujo la concentracion al 1%, sin afectar la efectividad del tratamiento para disminuir la



aparicion de conjuntivitis quimica. A pesar de esto, un 10% de los recién nacidos siguen
presentando conjuntivitis quimica.**

El mecanismo de accion del Nitrato de plata consiste en la descamacién de las células
superficiales de la conjuntiva con inflamacién subsecuente. Entre los aspectos negativos
del método de Credé se encuentra el que no proporciona proteccion absoluta y produce
efectos secundarios como la conjuntivitis quimica, también cuenta con aspectos positivos
como; el bajo costo, facil acceso y una alta sensibilidad al gonococo sin que se conozca

produccion de resistencia.**

Es necesario tener ciertas precauciones al momento de aplicar el método de Credé,
entre ellas se encuentra el correcto envasado y evitar el almacenamiento prolongado,
realizando recambios diariamente para evitar el aumento de la concentracién en la
solucién y asi evitar aparecimiento de conjuntivitis quimica; por lo tanto, es importante que
los contenedores de la solucién sean de color ambar para evitar la inactivacién y estar
libres de alcoholes. Es importante que no se repitan la dosis de nitrato de plata, ni

utilizarlo como tratamiento.!

2.3.1.2 Staphylococcus aureus

e Caracteristicas microbiolégicas

Es una bacteria Gram positiva perteneciente a la familia Micrococcaceae, formada por
cocos con un diametro de 0.5 a 1.5 ym, agrupados como células Unicas, en pares,
tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas en tincion de Gram. Estos
microorganismos son positivos para catalasa, (enzima capaz de desdoblar el peréxido de
hidrégeno en agua y oxigeno libre) diferenciandolos de los géneros Streptococcus y
Enterococcus, que son catalasa negativos. Estas son bacterias no mdviles, no
espoéruladas, no poseen capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una
capsula de limo, son anaerobias facultativas. El género Staphylococcus contiene 32
especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los humanos, algunas forman parte de
la microbiota de piel y mucosas en humanos, de los cuales, se ha demostrado que mas

del 30% son patdégenos.'* **



e Medios de aislamiento

En los medios de cultivo tradicionales la mayoria de las especies crecen después de
incubarse durante 18-24 horas, formando colonias de 0.5-1.5 mm de diametro, estas se
observan lisas, elevadas, brillantes y de bordes enteros, presentan consistencia cremosa
y pigmentacién que va del amarillo a dorado debido a la produccién de carotenoides, la
mayoria de las cepas producen -hemdlisis o hemdlisis total alrededor de las colonias
cuando se cultivan en Agar sangre. S. aureus se diferencia de las demas especies por
producir coagulasa, una enzima de superficie que convierte fibrinégeno en fibrina.
Estuches de latex elaborados para detectar proteina A y factor aglutinante también la
distinguen de otras especies de estafilococos. Asimismo, fermenta manitol, posee

proteina A y produce DNAsa.*?

e Epidemiologia

Es uno de los patdbgenos mas importantes a nivel mundial, bacteria oportunista que
forma parte de la microbiota humana; cerca del 25 al 50% de las personas puede
colonizarse de manera persistente o transitoria. Es importante mencionar que poco tiempo
después del nacimiento, los neonatos son colonizados por esta bacteria, siendo los
lugares més frecuentes de colonizacion el mufion del cordén umbilical, la regién perineal,
piel y en ocasiones el tracto digestivo. Sin embargo, la tasa de colonizacién es mas alta
en pacientes diabéticos insulinodependientes, individuos infectados con VIH, pacientes
bajo tratamiento hemodialitico y personas con lesiones cutaneas. La parte anterior de las
fosas nasales es el sitio mas frecuente de colonizacibn humana, aunque también se
coloniza la piel, vagina, axila, perineo y orofaringe, sirviendo de reservorio para las cepas
e infecciones futuras. En general es una causa importante de infecciones hospitalarias,
siendo los aislados nosocomiales cada vez mas resistentes a multiples farmacos. De igual
manera sigue siendo causa importante de infecciones cutaneas y de partes blandas a
12,13

nivel extrahospitalario.

e Factores de virulencia

Produce una gran variedad de proteinas, contribuyendo a su capacidad de colonizar y
causar enfermedades en el ser humano. La mayoria de las cepas producen una gran
variedad de proteinas y citotoxinas; dentro de las cuales se encuentran cuatro

hemolisinas (alfa, beta, gama y delta), nucleasas, lipasas, proteasas, hialuronidasa y
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colagenasa. Algunas cepas producen proteinas adicionales como la toxina 1 del sindrome
del shock toxico (TSST-1), las enterotoxinas estafilocécicas (SE), las toxinas
exfoliativas(ETA y ETB) y la leucocidina. En la tabla 2.1 se presenta la clasificacion de los
factores de virulencia que posee S. aureus, tomando en cuenta si son estructuras propias
de la bacteria o si son enzimas o toxinas. **

Tabla 2.1

Principales factores de virulencia de S. aureus

Estructurales Enzimas Toxinas

Peptidoglucano Catalasa Toxina alfa

(Hemolisina a)

Proteina A Hialuronidasa | Hemolisina 8

Factores de adhesion Lipasas Hemolisina y

Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina
Nucleasas Leucocidina de Pantone- Valentine (PVL)
Proteasas Enterotoxinas estafilocécicas (SE)

Polisacaridos capsulares | Estafilocinasa | Toxina 1 del sindrome del shock toxico (TSST-1)

Colagenasa Toxinas exfoliativas (ETA yETB)
Fuente: RevBiomed 2006; 17:287-305™

e Patogenia

Las bacterias de este tipo desencadenan una reaccion inflamatoria que se caracteriza
al principio por una respuesta intensa de leucocitos polimorfonucleares (PMN) e
infiltracién posterior de macréfagos vy fibroblastos. Si la respuesta celular del hospedador
no detiene la infeccién, ésta se diseminara hacia los tejidos vecinos o al torrente
sanguineo. Es importante destacar que, la enfermedad por estafilococos mediada por

toxinas no siempre surge una infeccion clinica.*

¢ Resistencia antimicrobiana

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a los
antibiodticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes. La adquisicion de
esta resistencia se debe principalmente al intercambio de manera horizontal de genes que
son transportados por elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones (Tn) y

secuencias de insercion (1S).*
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La introduccién de la penicilina a principios de los afios 40 como tratamiento abatié de
manera importante las enfermedades ocasionadas por este microorganismo. Sin
embargo, un afio después de su utilizacién ya se tenian cepas resistentes a la penicilina.
Debido a esto, a finales de los afios 50 se introdujeron cefalosporinas estables a
penicilinasas y penicilinas semisintéticas. Entre éstas estuvo la meticilina, como antibiético
de eleccidn, sin embargo, para el afio de 1960 ya se habia detectado la primera cepa de

S. aureus resistente a meticilina.*®

2.3.1.3 Pseudomonas aeruginosa

e Caracteristicas microbiolégicas

Son un grupo heterogéneo de bacterias Gram negativas que tienen en comun la
incapacidad para fermentar lactosa. La patogenicidad depende del oportunismo; las
excepciones son los microorganismos que causan melioidosis y muermo, los cuales son
considerados agentes infectivos primarios. Pseudomonas aeruginosa, es el
microorganismo patdgeno principal del grupo de las Pseudomonas y se identifica por ser
un bacilo Gram negativo ligeramente curvado que crece mejor en aerobiosis, es muy
versatil nutritivamente y no fermenta hidratos de carbono, pero produce &cido a partir de
azucares como la glucosa, fructosa y lactosa o sacarosa; es causante de numerosas

infecciones en los pacientes hospitalizados y personas con fibrosis quistica.*®

e Epidemiologia

Se encuentra sobre todo en ambientes humedos. La tierra, las plantas, los vegetales,
el agua corriente y las cubiertas pueden actuar como reservorio para este
microorganismo, debido posiblemente a sus necesidades nutricionales simples. Se ha
observado que la infeccion a menudo ocurre de forma simultdnea con disminucion de las
defensas del hospedador, traumatismo de la mucosa, alteraciones fisiolégicas y supresion

de la microbiota normal por uso de antibiéticos.™

e Patogenia

Esta bacteria produce una amplia variedad de factores de virulencia, por lo tanto, la

patogénesis de esta bacteria puede ser descripta como multifactorial. Algunos de estos
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factores son el flagelo, fimbrias (pili), matriz exopolisacéarida, toxinas, exoenzimas y
biopeliculas. Algunos bastante estudiados son el alginato (producido por un subgrupo de
cepas), polimero de polisacaridos, que facilita la adherencia a la superficie epitelial
pulmonar, es una barrera para los fagocitos, para los antibiéticos, inhibe a los anticuerpos
y atenua la respuesta del hospedero. La exotoxina A dafa el epitelio alveolar y las células
endoteliales pulmonares, inhibe la sintesis de proteinas de la célula hospedera y afecta la
respuesta del hospedero a la infeccion. El sistema de secrecion de tipo Il es el
responsable por la secrecién de las toxinas exoS, exoT, exoU y exoY; las primeras 3 han
sido vinculadas a la virulencia. En la tabla 2.2 se describen los posibles factores de

virulencia para P. aeruginosa.® *

Tabla 2.2

Posibles factores de virulencia para P. aeruginosa

Sustancia y organelo Funcion Virulencia en la
enfermedad en animales

3

Vellosidades Adhesioén a las células &?

Flagelos Adhesion, motilidad, inflamaciéon | Si

Lipopolisacaridos Actividad antifagocitica, Si
inflamacion

Sistema de secrecion tipo Il | Actividad citotoxica (ExoU) Si

Proteasas Actividad proteolitica, e?

citotoxicidad

Fosfolipasas Citotoxicidad o?

Exotoxina A Citotoxicidad o?

*No existe evidencia de virulencia en enfermedad en animales.
Fuente: Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, HauserSL, JamesonJL, Loscalzo J editores.

Harrison Principios de Medicina Interna.’®

¢ Diagnostico

Es un bacilo Gram negativo movil, que se cultiva con facilidad y crece en la mayor
parte de los medios de cultivo comunes, los cuales incluyen Agar- sangre y Agar
MacConkey. La identificacion de este microorganismo es facil en el laboratorio en el
cultivo primario por la produccién de un pigmento que le confiere un color amarillento
verdoso o incluso azulado. Las colonias tienen un aspecto metalico brillante y un olor a

frutas tipico. Las dos caracteristicas bioquimicas que permiten su identificacién son la
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incapacidad para fermentar lactosa en el agar MacConkey y la reaccion positiva en la

prueba de oxidasa. *°

2.3.1.4 Streptococcus pneumoniae

¢ Fisiologia y estructura

Es un coco Gram positivo encapsulado, cuyas células tienen un diametro de 0.5 a
1.2 um, con forma ovalada o de lanceta, y se disponen en parejas (diplococos) o en
cadenas cortas. La morfologia de las colonias es variable. EI microorganismo es exigente
desde el punto de vista nutricional, ya que solo es capaz de crecer en medios
enriquecidos complementados con productos sanguineos. Puede fermentar varios
carbohidratos, siendo el 4cido lactico el principal derivado metabélico, ademas crece con
dificultad en los medios con concentraciones elevadas de glucosa debido a que el acido
lactico alcanza rapidamente valores toxicos en estas preparaciones. Como todos los
estreptococos, carece de actividad catalasa. A no ser que se le proporcione una fuente de
catalasa, la acumulacion de peréxido de hidrogeno inhibe el crecimiento de S.

pneumoniae, como se observa en el agar chocolate.’

Las cepas virulentas se encuentran recubiertas de una capa de polisacaridos
compleja. Los polisacéridos capsulares se han utilizado para la clasificacion seroldgica de
las cepas y en la actualidad se han identificado mas de 90 serotipos diferentes. La capa
de peptidoglucano de la pared celular del heumococo es la caracteristica de un coco
Gram positivo. El otro componente fundamental de la pared celular es el acido teicoico.
En la pared del neumococo hay dos formas de acido teicoico, una de las cuales se halla
expuesta en la superficie celular el cual se une a la capa de peptidoglucano
extendiéndose a través de la capsula que lo rodea y otra esta unida de forma covalente a

los lipidos de la membrana plasmica.’

El polisacarido C precipita una fraccién de las globulinas séricas (proteina C reactiva
[CRP]) en presencia de calcio. La CRP estd presente en bajas concentraciones en
personas sanas, pero aparece a concentraciones elevadas en pacientes con
enfermedades inflamatorias agudas. El &cido teicoico unido a los lipidos en la membrana
citoplasmatica bacteriana recibe el nombre de antigeno F debido a su capacidad de

producir reaccion cruzada con los antigenos de superficie de Forssman de las células de
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mamiferos. Ambas formas del acido teicoico se asocian a residuos de fosfocolina. La
fosfocolina es unida de la pared celular de S. pneumoniae y juega un papel regulador
importante en la hidrolisis de la misma.’

¢ Patogenia e inmunidad

Las manifestaciones de la enfermedad se deben a la respuesta del organismo
anfitrién frente a la infeccion en mayor medida que a la produccién de factores toxicos del
microorganismo. Este es un patégeno humano que coloniza la bucofaringe, es capaz de
diseminarse a los pulmones, senos paranasales, oido medio y a través de la sangre
puede llegar al cerebro. La colonizacion es mediada por la unién de las bacterias a las
células epiteliales por de adhesinas de superficie, su migracién hacia vias respiratorias
inferiores se impide cuando las bacterias estan rodeadas de mucosidad y son eliminadas
mediantes células de epitelio ciliado, sin embargo, las bacterias lo neutralizan a través de
una proteasa de IgA secretora y una neumolisina, ya que esta crea poros y destruye a las

células del epitelio ciliado y a las células fagociticas."’

Una de las caracteristicas de las infecciones neumocécicas es la movilizacién de
células inflamatorias hacia el foco de infeccién, este proceso es mediado por el acido
teicoico neumocacico, fragmentos de peptidoglucano y neumolisina; estos activan a ruta
alternativa del complemento, produciendo C5a. La neumolisina activa la ruta clasica del
complemento produciendo C3a y C5a. En consecuencia, de lo anterior los leucocitos
fabrican citocinas como IL-1 o TNF-a, provocando migracion de células inflamatorias a las

zonas de infeccién, fiebre, dafio tisular y otros signos de infeccion estreptocécica.’

El S. pneumoniae sobrevive a la fagocitosis como consecuencia de la proteccion
antifagocitica que le proporcionan su capsula y la inhibicion de la actividad oxidativa
fagocitica de la célula mediada por neumolisina, la cual es necesaria para producir la
destruccion intracelular. Los polisacaridos libres pueden proteger a los microorganismos

virales de la fagocitosis al unirse con los anticuerpos opsonizantes.*’

e Epidemiologia

Este microorganismo habita con frecuencia en la faringe y nasofaringe de
personas sanas y se transmite a través de gotitas respiratorias. La colonizacién es mas

frecuente en nifios que en adultos, tiene lugar inicialmente alrededor de los seis meses de

14



edad, la ecologia de la nasofaringe neumocdcica varia segun la region geografica, nivel
socio econdmico, clima, grado de hacinamiento y la intensidad del contacto con otros
nifios. La frecuencia varia de acuerdo a la época del afio y es mayor durante los meses
frios en los climas templados; con el sexo, es mas comun en varones que en mujeres; es
posible que contribuyan el nivel socio econémico y la prevalencia de otros factores de
riesgo, existe una relacion bastante clara entre una infeccién viral del aparato respiratorio

y riesgo de una infeccién neumocdcica.'” *

La introduccion de vacunas ha reducido su incidencia, aunque sigue siendo una
causa frecuente de neumonia bacteriana, meningitis, otitis media, sinusitis y bacteriemia
extrahospitalaria. La incidencia de la enfermedad es mas alta en ancianos y nifios, ya que

sus concentraciones de anticuerpos son mas bajas. 8

2.3.1.5 Escherichia coli

e Caracteristicas generales

Es el miembro mas frecuente e importante del género Escherichia. Muchas de las
cepas son capaces de producir enfermedad y algunos serotipos se asocian a una mayor
virulencia (O 157). *°

Es un bacilo corto Gram negativo, catalasa positiva, oxidasa negativa y anaerobio
facultativo. La mayoria de cepas fermentan la lactosa, aunque algunas son fermentadoras

lentas de este azUcar.*®

Sus cepas se pueden diferenciar serolégicamente en relacién a los antigenos
sométicos (O), flagelares (H) y capsulares (K). El antigeno O es un polisacarido
termoestable, que forma parte del lipopolisacaridos presentes en la membrana externa de
la bacteria. El antigeno K corresponde al polisacarido capsular que envuelve a la bacteria.
La combinacién especifica de los antigenos O y H define el serotipo de una bacteria, en
tanto que la identificacién del antigeno somatico hace referencia al serogrupo de la cepa
de E. Coli. *°
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El tamafio promedio de los bacilos es de 0.5 py de ancho por 3 p de largo, algunas
especies son moviles (por flagelos peritricos), no esp6rulados, reducen los nitratos a

nitritos.*®

e Factores que afectan al crecimiento y supervivencia.

Posee capacidad para sobrevivir en condiciones acidas (pH 2,5 a 3), crecer a muy
bajas temperaturas (7°C) y permanecer viables durante varios meses en productos

congelados.*

¢ Patogenia e inmunidad

Posee una amplia variedad de factores de virulencia. Ademas de los factores
generales que comparten todos los miembros de la familia Entero bacteriaceae, las cepas

se pueden clasificar en dos categorias generales: adhesinas y exotoxinas. *°

e Epidemiologia

En el tubo digestivo existen grandes cantidades de E. Coli. Aunque estos
microorganismos pueden comportarse como patéogenos oportunistas cuando el intestino
se perfora y las bacterias acceder a la cavidad peritoneal, la mayoria de las cepas que
causan enfermedad digestiva y extra intestinal lo hacen porque han adquirido factores de
virulencia secundarios codificados en plasmidos, islotes de patogenicidad o en ADN de

bacteriéfagos.*®

e Diagnostico

E. Coli se aisla en medios como McConkey o eosina azul de metileno, estos
permiten la diferenciacion de las bacterias intestinales por sus caracteristicas
morfolégicas y de afinidad a la lactosa. Para la identificacion de la bacteria a nivel de
especie, se utilizan métodos automatizados. Para la tipificacion seroldgica se identifican

los antigenos: somaticos, flagelar y capsular.*®
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Otras alternativas para identificar cualquier grupo, se basan en técnicas de
recombinacion genética que permiten el desarrollo de sondas moleculares para la
identificacion de secuencias de genes relacionados con la produccion de factores de
patogenicidad de enterobacterias. Estas sondas estan elaboradas con secuencias
especificas de DNA marcado con fésforo radioactivo o con enzimas, que en un proceso
de hibridacién reconocen secuencias de DNAcomplementarios.*

Una técnica de biologia molecular muy utilizada actualmente es la amplificacién de
secuencias especificas para un factor de virulencia (enterotoxinas, citotoxinas,
adherencia, invasividad) de una cepa en particular por medio de la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR)."

2.3.2 Infecciones neonatales

Son las infecciones que se presentan en recién nacidos menores de 28 dias,
causadas predominantemente por agentes infectivos bacterianos, como se muestra

distribuido en la siguiente tabla:

Tabla 2.3
Infecciones neonatales y sus agentes infectivos

Agentes infectivos

Patologias E. coli | N. gonorrhoeae P. aeruginosa S. aureus S. pneumoniae
Oftalmia X X X

Otitis media aguda X X X
Diarrea X X

Sindrome X X

hemolitico urémico

Infeccion del tracto X X

urinario

Bronconeumonia X X X X
Infecciones X X X X
cutaneas

Osteoartritis X

Enterocolitis X X

necrotizante

Meningitis X X X X

Sepsis X X X X

Fuente: Tapia JL. Gonzélez A. Neonatologia. 3 ed. Santiago, Chile: Editoreal
Mediterraneo. 2008.°
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2.3.3 Pruebade susceptibilidad antimicrobiana

Para determinar la sensibilidad de las bacterias se tienen dos técnicas, la dilucién
que proporciona resultados cuantitativos (concentracion minima inhibitoria, CMI) mientras
que la difusion da resultados cualitativos: sensible (si existe una buena probabilidad de
éxito en el caso de un tratamiento a la dosis habitual.), intermedia (cuando el éxito es
imprevisible y se puede conseguir efecto terapéutico en ciertas condiciones) y resistente
(si la probabilidad es nula o muy reducida, no se esperar ningun efecto sea cual fuere el
tipo de tratamiento). Ambos métodos son parecidos ya que hay una similitud directa entre

el diametro del halo de inhibicién con un disco y la CMI.%°

El método de disco difusion (Kirby-Bauer) consiste en depositar en la superficie de una
placa de agar Muller Hinton (MH) previamente inoculado con el microorganismo, discos
de papel de filtro impregnados con los diferentes antibiéticos. Tan pronto el disco
impregnado en antibiético se pone en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro
absorbe agua y el antibiético difunde por el agar, formandose un gradiente de
concentracion. Transcurriendo 18 a 24 horas de incubacion, los discos pueden o no

aparecer rodeados por una zona de inhibicién de crecimiento bacteriano.*

Procedimiento para preparar el inéculo:

e Seleccion de colonias: es uno de los pasos mas importantes. Involucra la
seleccion de colonias apropiadas para la prueba, suspension en caldo y la
estandarizacion de la suspension. Se seleccionan varias colonias (3 a 5 colonias),
en vez de solo una; utilizando una herramienta de inoculacion (un hisopo de
algodon) se seleccionan solo colonias bien aisladas. Si no se dispone de colonias

bien aisladas, se realiza un subcultivo en una nueva placa.?

e Preparacion y estandarizacion de la suspensién del in6culo: Existen dos métodos
para la preparacion de in6culo: suspensién directa de colonias y fase logaritmica
de crecimiento. Solo el método de suspension directa de colonias proveera
resultados precisos para ciertos organismos. En ambos métodos, la turbidez de la
suspension debe ser estandarizada al estandar 0.5 de McFarland (lo que
corresponde a aproximadamente 1.5 X 10° CFU/ml). Las suspensiones asi

ajustadas deben utilizarse como in6culo dentro de los 15 minutos siguientes.?*
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Suspensién directa de colonias: Las colonias no deben sobrepasar las 18 a 24
horas de aislamiento. Se tiene que estandarizar el in6culo al mismo tiempo que se
va a preparar la suspension. Suspender las colonias en solucion salina o caldo
(MdllerHinton o soya triptica). Luego ajustar el inéculo a la turbidez equivalente a la
estandar 0.5 de McFarland.?*

Método de fase logaritmica: Una vez que se han inoculado las colonias en un
caldo, se incuban a 35 °C para lograr un crecimiento en fase logaritmica. El

crecimiento de fase logaritmica ocurre después de 2 a 8 horas de incubaci6n.?

Inoculacion de la placa: antes de abrir el contenedor de los discos esperar a que
los discos se equilibren a la temperatura ambiente durante una a dos horas para
minimizar la condensacién y reducir la posibilidad de que la humedad afecte la
concentracion de los agentes antimicrobianos. Luego de sumergir el hisopo de
algodon estéril en la suspension, remover el exceso de liquido del hisopo

presionandolo contra la pared del tubo.**

Inoculacion de la placa: empezando de la parte superior de la placa de agar MH
inocular la superficie con el hisopo en forma paralela. Rotar la placa
aproximadamente 60° y repetir el procedimiento de frotado. Rotar otra vez la placa
60° y frotar toda la placa por tercera vez. Esto garantiza que el in6culo sea
distribuido homogéneamente. Deben extremarse los cuidados en sembrar las
placas de borde a borde, porque de lo contrario pueden haber problemas en la
realizacion de las lecturas. Se tiene que incubar la placa dentro de los 15 minutos

siguientes después de haber estandarizado el inéculo.?

Dejar secar 3 a 5 minutos antes de colocar los discos antimicrobianos.?*

Aplicaciébn de los discos antimicrobianos: estos deben ser colocados con
dispensador o pinza estéril. Estos tiene que ser colocados dentro de los 15
minutos siguientes a la inoculacion de la placa de agar MH. Luego de estar sobre
el agar se deben presionar los discos levemente para que queden adheridos al
mismo. Deben estar a mas de 15 milimetros (mm) del borde de la placa y deben

distribuirse de manera de que no haya superposicion de los halos de inhibicién.
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Se pueden aplicar hasta 12 discos en una placa de 150 mm de diametro o hasta 5

discos en una placa de 100 mm. Invertir la placa para incubarlas.*

Luego de colocados los discos, las placas deben incubarse de 35 °C a 37 °C. Las
placas deben de colocarse de forma invertida para que el agua condensada no caiga
sobre el agar, lo que cambiaria las condiciones del medio y por lo tanto no serviria para la

lectura de los halos.?

Medicion de las zonas de inhibicion (luz reflejada): después de retirar la placa de la
incubadora, examinar la placa para verificar el crecimiento uniforme y confluente de tal
modo que se pueda identificar las zonas sin crecimiento bacteriano. Medir las zonas de
inhibiciébn desde la parte posterior de la placa usando luz reflejada se puede utilizar una

regla o un calibrador.?

Se utilizan tablas estandar, para interpretar el didmetro de la zona de concentracion
inhibitoria minima. Segun Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) en Estados

Unidos.??

2.3.3.1 Control positivo

Son aquellos en donde se espera que el grupo de control brinde un resultado
positivo y permiten al investigador demostrar que fue capaz de producir resultados. En
general, se utilizar4 una sustancia de efecto ya conocido en vez de la sustancia que se

desea ensayar. %

. Penicilina

Su estructura consiste en un anillo de tiazolidina unido a otro anillo lactamico 3. Su
propio nucleo constituye el elemento estructural basico para la actividad biolégica. Ejerce
una accion bactericida que se desarrolla fundamentalmente en la Ultima fase de la sintesis
del peptidoglicano de la pared celular, uniéndose a una enzima transpeptidasa llamada
proteina fijadora de penicilina, responsable de producir una serie de enlaces cruzados
entre las cadenas de péptidos (estos confieren una mayor rigidez a la pared bacteriana).
Por lo tanto, al inhibir la sintesis de peptidoglicano no se forma la pared celular bacteriana,
provocando que estas estallen o sean mas facilmente fagocitadas por los granulocitos. Es
activa contra Streptococcus pyogenes, Streptococcus del grupo B, C y G, Streptococcus
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pneumoniae, Neisseria sp, Clostridium tetani, Treponema pallidum, Haemophilus sp,

Bacteroides sp, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella y Enterobacteriae. 24

. Vancomicina

Es un antibiético glucopéptido triciclico que es activo contra un espectro amplio de
bacterias Gram positivas, pues actla inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana al
interferir en la incorporacion de las subunidades peptidicas N- acetilmurdmico y N-
acetilglucosamina a la matriz de peptidoglicano de la pared celular, sin embargo, por su
gran tamafio molecular, no puede penetrar la membrana externa de bacterias Gram
negativas. Su espectro de accibnh es con Staphyloccocus coagulasa negativo
meticilinorresitente, S. pneumoniae resistente a cefalosporina, Bacilluscereus,

Corynebacterium jeikeium y Clostridium difficile. 2

. Piperacilina/ tazobactam

Es un antibiético inhibidor de betalactamasa combinado con una penicilina de
espectro extendido, pertenece al grupo de las ureidopenicilinas, su mecanismo de accion
es la inhibicién de ciertas betalactamasas y el de la sintesis de la pared celular. Actda
contra S. pneumoniae, S. aureus, P. aureginosa, Haemophilus influenzae,

Moraxellacatarrhalis.?*

. Ciprofloxacina

Antibiético que pertenece al grupo de las fluoroquinolonas de segunda generacién,
estas actuan contra la DNA girasa bacteriana y la topoisomerasa IV por lo que se
consideran bactericidas potentes contra E. coli, Salmonella, Shigella, P. aureginosa,
Campylobacter y Neisseria, también comprenden especies de Mycoplasma, Chlamydia,
Legionella y Mycobacterium. Por ser de segunda generacion tiene mayor accién a bacilos

Gram negativos aerobios.?*
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2.3.3.2 Control negativo

Consiste en utilizar el grupo de control para asegurarse de que ninguna variable de
confusién haya afectado los resultados o eliminar las posibles fuentes de sesgo. Se utiliza
una muestra que no se espera que funcione, generalmente es agua purificada estéril o

solucion salina en vez de la sustancia que se desea ensayar.?®

. Solucién salina

Es una solucién estéril de cloruro de sodio al 0.9% en agua.”

2.3.4 Leche materna

Es un término usado en forma genérica para sefialar una alimentacién Unica del recién
nacido y lactante, a través del seno materno permitiendo que la madre transfiera sus

mecanismos de defensa al recién nacido.®

La lactancia materna puede darse de diferentes maneras:

o Exclusiva: al bebé no se le da otro alimento o bebida que no sea leche materna,
incluyendo agua.

¢ Predominante: el bebé es amamantado, pero también recibe pequefias cantidades de
agua o bebidas a base de agua.

e Completa: bebé es alimentado exclusiva o predominantemente al pecho.

e Parcial: se amamanta algunas veces y otras veces se les da alimentos artificiales.

e Complementaria oportuna: al bebé se le dan otros alimentos ademas de la leche
materna, después de los 6 meses.

o Destete: proceso que consiste cuando él bebé empieza a ingerir otro alimento o leche,

distinto a la lactancia materna y se completa cuando ya no tomas mas leche materna.’
2.3.4.1Fisiologia de la lactancia
La lactancia materna se activa a través de mecanismos fisioldgicos y psicolégicos

gue se inician antes del acto de amamantamiento, para ello el desarrollo mamario debe

atravesar de 3 fases para alcanzar la lactancia:
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e Mamogénesis

Es el desarrollo y crecimiento mamario que ocurre a las pocas semanas de
embarazo. Este se debe a la produccion de estrogenos y progesterona que estimulan la

proliferacion del tejido glandular y conductos mamarios.?®

e Lactogénesis

Es el proceso destinado a la produccion lactea, esta comienza al expulsarse la
placenta, pues esto disminuye los niveles de estrogeno y especialmente de progesterona
los cuales inhiben la accion lactogénica de la prolactina durante el embarazo. Esta
hormona actda a nivel de las células epiteliales alveolares, estimulando la sintesis de
componentes lacteos, por lo general, de 30 a 40 horas después del parto, luego hay un

aumento en la cantidad de leche en el segundo y quinto dia postparto.?®

¢ Galactopoyesis

Es el mantenimiento de la lactancia y este dependera del reflejo de succion del
pezdn el cual aumenta la liberacién de prolactina y oxitocina. Es necesario que los niveles
de prolactina se mantengan altos para que los alveolos produzcan leche, por lo cual se

debe amamantar al nifio no menos de 8 veces al dia. %

Los impulsos sensoriales que llegan a la pituitaria desde el pezdon hace que se
segregue la prolactina por el torrente sanguineo, el cual actia a nivel de las células
musculares que rodean los alveolos, haciéndolos contraerse y expulsando la leche hacia
los conductos y posteriormente a los senos lactiferos. En los cuatro primeros dias se
produce calostro, con mayor contenido en proteinas, sales, menos grasa y lactosa. Este

es rico en anticuerpos IgA por lo que su toma ofrece proteccion a las infecciones.?
2.3.4.2 Tipos de leche materna
Su composicion varia segun la etapa de la lactancia y extraccion de la

misma. Debemos distinguir dentro de la leche materna calostro, leche de transicion y

leche madura, si proviene directamente la glandula mamaria o de un banco de leche. ®
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v’ Calostro

Se secreta durante los primeros dias luego del parto. Es un fluido espeso y
amarillento debido a la alta concentracion de beta carotenos. Su volumen puede variar
entre 2 a 20 ml por toma en los 3 primeros dias. Esto es suficiente para satisfacer las
necesidades del recién nacido. Tiene 67 Kcal. /100 ml. Tiene una mayor cantidad de
vitaminas A, E, K, &cido sialico, colesterol, algunos minerales (sodio, hierro, zinc, azufre,
potasio, manganeso, selenio), proteinas protectoras como la IgA y la lactoferrina y una
gran cantidad de linfocitos y macréfagos que confieren al recién nacido una eficiente

proteccion contra los gérmenes del medio ambiente.?

v Leche de transiciéon

Se produce ente el 4 y 15 dia posparto. Se observa un aumento del volumen
progresivo hasta llegar alrededor de 600- 700 ml/dia entre el 8 y 15 dia posparto. Esto
puede variar segin la mama y va variando dia a dia hasta alcanzar las caracteristicas de

la leche madura.®

v Leche madura

Se produce a continuacion de la leche de transicion. Se secreta en promedio
alrededor de 700-900 ml/dia durante los 6 meses posteriores al parto para luego
descender a 500 ml/dia durante los 6 meses siguientes. Los principales componentes de
la leche materna son: proteinas, agua, lactosa, grasa, minerales y vitaminas. Su pH es

neutro y su aporte energético esta entre 70 a 76 Kcal/dl.?

v' Leche almacenada
Es aquella proveniente de un banco de leche, que ha pasado por un proceso de

seleccion, clasificacion y pasteurizacion, destinada al consumo de recién nacidos,

particularmente en unidades de terapia intensiva.®
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v' Leche recién extraida de la glandula mamaria

Es aquella extraida directamente de la glandula mamaria para el consumo

inmediato del recién nacido.®

2.3.4.3 Composicion de la leche materna

Los principales componentes de la leche materna son: agua, carbohidratos,
grasas, proteinas, vitaminas y minerales. También contiene elementos traza como

enzimas y hormonas de crecimiento.?

v Agua

La leche materna contiene un 88% de agua y su osmolaridad semejante al plasma,

permite al nifio mantener un perfecto equilibrio electrolitico.’

v Proteinas

La leche humana madura posee la concentracion mas baja de proteina (0,9 g/100
ml), esta es la cantidad adecuada para el crecimiento éptimo del nifio. La proteina de la
leche humana esta compuesta de 30% de caseina y 70% de proteinas del suero. La
caseina estd formada por micelas complejas de caseinato y fosfato de calcio, mientras
que las proteinas del suero son entre otras: alfa-lactoalbimina, seroalbumina, beta-
lactoglobulinas, inmunoglobulinas, glicoproteinas, lactoferrina, lisozima, enzimas,

moduladores del crecimiento, hormonas y prostaglandinas.®

Las inmunoglobulinas de la leche materna son diferentes a las del plasma, tanto
en calidad como en concentracion. La IgA es la principal inmunoglobulina en la leche
materna. La IgG es la mas importante del plasma y se encuentra en una cantidad 5 veces
mayor que la IgA. La proporcion de inmunoglobulinas en la leche se modifica
progresivamente hasta llegar al nivel que se mantendra en la leche madura, mas o menos
a los 14 dias postparto. El calostro tiene 1740 mg/100 ml de IgA contra 43 mg/100 ml de
IgG. La leche madura tiene 100 mg/100 ml de IgA contra 4 mg/100 ml de IgG. (3) La IgA
protege tanto a la glandula mamaria como a las mucosas del lactante en el periodo en

que la secrecion de IgA en el nifio es insuficiente.®
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La lactoferrina ademas de su accién bacteriostatica sobre ciertos gérmenes
ferrodependientes (E. Coli), contribuye a la absorcion del hierro en el intestino del nifio. La
lisozima constituye un factor antimicrobiano no especifico, pues tiene efecto bacteriolitico
contra Enterobacteriaceae y bacterias Gram positivas. Contribuye a la mantencion de la
flora intestinal del lactante y ademas tiene propiedades anti-inflamatorias. Ocho de los
veinte aminoacidos presentes en la leche son esenciales y provienen del plasma de la
madre. El epitelio alveolar de la gldndula mamaria sintetiza algunos aminoéacidos no

esenciales.®

La taurina es un aminoacido libre de la leche materna, que el recién nacido no es
capaz de producir y este es necesario para conjugar los acidos biliares y como posible
neurotransmisor o neuromodulador del cerebro y la retina. La cistina es otro aminoacido
gue esta combinado con la metionina en una proporcion de 2:1, especifica para la leche

humana.?

v" Hidratos de carbono

La lactosa es el principal hidrato de carbono de la leche, es un disacéarido
compuesto de glucosa y galactosa. La leche humana tiene un alto contenido de lactosa, 7
g/dl. Este parece ser un nutriente especifico para el primer afio de vida, ya que la enzima
lactasa que la metaboliza s6lo se encuentra en los mamiferos infantes mientras se
alimentan con leche materna. Provee el 40% de la energia. La porcion galactosa participa
en la formacion de los galactolipidos necesarios para el sistema nervioso central. La alta
concentracion de lactosa facilita la absorcion del calcio y el hierro y promueve la
colonizacion intestinal con el Lactobacillus bifidus, flora microbiana fermentativa que, al
mantener un ambiente acido en el intestino, inhibe el crecimiento de bacterias, hongos y
parasitos. El crecimiento del Lactobacillus es promovido por el factor bifido, un
carbohidrato complejo con contenido de nitrégeno, que no esta presente en los derivados

de leche de vaca.®

En la leche humana se han identificado mas de 50 oligosacaridos de diferente
estructura, muchos de los cuales contienen nitrégeno. Constituyen el 1,2% de la leche
madura. Los componentes de estos azlcares complejos incluyen glucosa, galactosa,
fructosa, n-acetilglucosamina y acido sialico y representan una porcién significativa del

nitrégeno no proteico de la leche humana.®
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v Grasas

Es el componente mas variable de la leche humana. Las concentraciones de grasa
aumentan desde 2 g/100 ml en el calostro, hasta alrededor de 4 a 4,5 g/100 ml a los 15
dias post parto, por ende, siguen siendo relativamente estables, pero con bastantes
variaciones interindividuales tanto en el contenido total de grasa, como en la composicion
de los &cidos grasos. La composicion de los &cidos grasos de la leche humana es

relativamente estable, con un 42% de &cidos grasos saturados y 57% de poliinsaturados.?

Los acidos grasos araquidénico y docosahexaenoico participan en la formacién de
la sustancia gris y en la mielinizacion de las fibras nerviosas, los cuales se forman a partir
de los acidos linoleico y linolénico respectivamente. Estos Ultimos se obtienen de la dieta
de la madre. El contenido de ellos en la leche humana es 0,4 g/100 ml. La sintesis de las
prostaglandinas depende de la disponibilidad de estos acidos grasos esenciales. Estas se
encuentran distribuidas ampliamente en el tracto gastrointestinal del nifio y contribuyen en
forma importante en los mecanismos generales de defensa. La leche humana puede

contener cantidades significativas de prostaglandinas.®

v Vitaminas

La concentracion de vitaminas en la leche humana puede variar segun la ingesta

de la madre.?

. Vitaminas liposolubles

La absorcion de vitaminas liposolubles en el lactante estd relacionada con la

variabilidad de la concentracién de la grasa en la leche materna.?

4 Vitamina A

La concentracién de vitamina A en la leche materna es mayor que en la leche de

vaca. En el calostro es el doble que en la leche madura.®
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v Vitamina K

La concentracion es mayor en el calostro y en la leche de transicion. Después de 2
semanas, en los nifios amamantados, se establece la provision de dicha vitamina por la

microbiotaintestinal.®
4 Vitamina E

El contenido en la leche materna cubre las necesidades del nifio a menos que la
madre consuma cantidades excesivas de grasas poliinsaturadas sin un aumento paralelo

de vitamina E.2

v Vitamina D

El contenido en la leche materna es bajo (0,15 mg/100 ml). En los nifios
amamantados con pecho exclusivo no se manifiestan deficiencias, probablemente debido
a la presencia de vitamina D hidrosoluble en la fase acuosa de la leche humana en
cantidades tan altas como 0,88 mg/100 ml. Esta vitamina D hidrosoluble no se procesa en
el tracto gastrointestinal, sino a través de la piel en presencia de luz solar. Se necesita

sélo una buena exposicion al sol para producir suficiente de esta vitamina.®
. Vitaminas hidrosolubles

En estas vitaminas pueden ocurrir variaciones dependiendo de la dieta materna.
Los niveles son mas altos en las madres bien nutridas. La concentracion de vitamina B12
en la leche humana es muy baja. Las usuarias de anticonceptivos orales por largo plazo

pueden presentar niveles bajos de vitamina B6 en su leche.?

v" Minerales

La concentracién de la mayoria de los minerales en la leche humana: calcio,
hierro, fésforo, magnesio, zinc, potasio y fllor, no es afectada por la dieta materna. Los
mecanismos compensatorios, como una disminucién en la excrecién urinaria del calcio
comienzan a actuar, y s6lo en casos extremos se alteraran significativamente las reservas

de los tejidos propios de la madre.®
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v Hierro

La alta biodisponibilidad del hierro de la leche humana es el resultado de una serie
de interacciones complejas entre los componentes de la leche y el organismo del nifio: la
mayor acidez del tracto gastrointestinal, la presencia de niveles apropiados de zinc y
cobre, el factor de transferencia de lactoferrina, que impide que el hierro esté disponible
para las bacterias intestinales, liberdndolo s6lo cuando los receptores especificos se unen

a la transferrina.®

v Zinc

Las cantidades de zinc en la leche humana son pequefias pero suficientes para

cubrir las necesidades del nifio sin alterar la absorcién del hierro y del cobre.?

2.3.4.4 Otros componentes de la leche materna

v" Hormonas

Las hormonas incluidas en la leche materna son: oxitocina, prolactina, esteroides
suprarrenales y ovaricos, prostaglandinas, GnRH (hormona liberadora de gonadotropina),
GRF (factor de liberacion de hormona del crecimiento), insulina, somatostatina, relaxina,
calcitonina y neurotensina, que se encuentran en la leche en niveles mayores que los de
la sangre materna y la TRA (hormona de liberacion de la tirotropina), TSH (hormona
tiroideo estimulante), tiroxina, triyodotironina y eritropoyetina, en niveles menores que los
del suero materno.®

v" Nucleétidos
En la leche materna, estan presentes nucledtidos, que afectan la absorcion de las
grasas y numerosos factores de crecimiento, entre los que se incluyen el factor de

crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF I - [l y lIl) y

el factor de crecimiento de nervios (NGF) entre otros.?
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v Enzimas

Las multiples enzimas de la leche materna tienen diversas funciones. Algunas reflejan
los cambios fisiolégicos que ocurren en las mamas; otras son importantes para el
desarrollo neonatal (enzimas proteoliticas, peroxidasa, lisozima, xantino-oxidasa) y otras
aumentan las enzimas digestivas propias del infante (alfa-amilasa y lipasa estimulada por
sales biliares). Muchas de ellas se encuentran en concentraciones mas altas en el
calostro que en la leche madura. La lisozima es bacteriolitica contra bacterias Gram
positivas y puede proteger contra algunos virus. Hay enzimas que tienen funciones
inmunolégicas directas y otras que pueden actuar en forma indirecta, promoviendo la

maduracion celular.®

Tabla 2.4
Componentes de la leche materna.
Nutriente Calostro | Leche madura
Agua 87 88
Calorias 58 70
Proteinas totales (g/100 ml) 2.3 0.9
Caseina (g/100 ml 0.14 0.25
Nitrogeno total (mg/100 ml) 2.3 0.9
Lactoalbumina (mg/100 ml 218 161
Lactoferrina (g/100 ml) 0.33 0.17
IgA (g/100 ml 0.36 0.14
Grasas totales (g/100 ml) 2.9 4.2
Colesterol (mg/100 ml 28 16
Acido linoleico (% de la grasa) 6.8 % 8.3%
Lactosa (g/100 ml 5.3 7.3
Vitamina A (mcg/100 ml) 89 47
Vitamina D (mcg/100 ml) Trazas 0.004
Vitamina E (mcg/100 ml) 1280 315
Vitamina K (mcg/100 ml) 0.23 0.21
Biotina (mcg/100 ml) 0.06 0.6
Vitamina B12 (mcg/100 ml) 200 26
Acido ascérbico (mcg/100 ml) 4.4 45
Magnesio (mg/100 ml) 4 35
Calcio (mg/100 ml) 23 28
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Potasio (mg/100 ml) 74 58
Sodio (mg/100 ml) 50 15
Faésforo (mg/100 ml) 16 15
Cloro (mg/100 ml) 70 42
Azufre (mg/100 ml) 22 14
Cobre (mcg/100 ml) 46 35
Hierro (mcg/100 ml) 45 40
Yodo (mcg/100 ml) 12 7

Fuente: S c¢ Shellhorn, V Valdés. La leche humana, composicién, beneficios y
comparacion con la leche de vaca.?

2.3.4.5 Cualidades inmunoldgicas de laleche materna

La leche materna es de gran complejidad biolégica. Ademas de proteger
activamente es inmunomoduladora y contiene ademas muchos componentes
antiinflamatorios cuyo mecanismo de accién aun no se conoce. El calostro y la leche

madura tienen componentes antiinfecciosos tanto humorales como celulares.®

. Componentes humorales

Son las inmunoglobulinas IgA, IgM, IgG, lisozima y otras enzimas, lactoferrina,
factor bifido, interferon, gangliésidos, prostaglandinas y otras sustancias
inmunoreguladoras. La mayor concentracion de inmunoglobulinas se encuentra en el
calostro de todas las especies y va decreciendo en la medida que transcurre el tiempo de

lactancia.® %’

La mayor fraccién de la IgA se produce por el mecanismo bronco-entero-mamario
como reaccion a los gérmenes con los que la madre ha estado expuesta. En el tejido
linfatico contiguo al tubo digestivo y a la mucosa respiratoria materna se generan linfocitos
gue luego viajan a la glandula mamaria dando a la leche materna células
inmunolégicamente activas que secretan inmunoglobulinas especificas (IgA, IgA
secretora); Se cree que los anticuerpos de la IgA agrupan a las toxinas, a las bacterias y a

los antigenos macromoleculares, impidiendo de ese modo su acceso al epitelio.?
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. Componentes celulares

Los leucocitos estan en una concentracion similar a la que se encuentran en la
sangre periférica, sin embargo, hay un predominio de macréfagos en vez de neutrdfilos.
De la actividad de los elementos celulares de la leche se sabe todavia muy poco. Los
macrofagos son los que estan en mayor cantidad seguidos por los linfocitos y luego los
granulocitos neutréfilos. EI mecanismo de accién es la fagocitosis y la secrecidon de
algunas sustancias inmunolégicas con cierta especificidad contra los gérmenes con los
que la madre ha tenido exposicién. Los macréfagos contienen a su vez IgA, lisozima y

lactoferrina, cuya concentracion es mayor en el calostro que en la leche madura.®

2.3.4.6 Experiencias in vitro

Se ha demostrado que la leche humana in vitro actlia contra diferentes agentes

infectivos.
. Actividad antibacteriana
Ataca a E.coli, Clostridium tetani, Corynebacterium diphteriae, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella (6 grupos), Shigella, Streptococcus, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, S. pneumoniae, Haemophilus.
influenzae entre otros.®
. Actividad antiviral
Poliovirus tipos 1, 2, 3, Coxsackie tipos A9, B3, B5, Ecovirus tipos 6, 9, rotavirus,
citomegalovirus, reovirus tipo 3, virus rubeola, Herpes simple, parotiditis, influenza,
sincitial respiratorio entre otros.?
. Actividad antiparasitaria
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Schistosomamansoni, Cryptosporidium. La

IgM y la 1gGin vitro actian contra los lipopolisacaridos de Vibrio cholerae, E. coli, virus

rubeola, citomegalovirus, virus sincitial. La IgA se mantiene estable a 56°C durante 30
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minutos y se destruye a la ebullicién, la IgM se destruye a 62,5°C durante 30 minutos y la

IgG disminuye a un tercio su actividad.®

. Otros componentes con rol inmunolégico

v’ Lactoferrina

Es una glicoproteina producida en las células epiteliales por los granulocitos
neutrofilos y monocitos macréfagos, ademas posee una accion bacteriostatica potente
contra S. aureus, E. coli, V. cholerae y P. aeruginosa, por blogueo de la sintesis de ARN

de las bacterias.®

v’ Lisozima

Tiene la propiedad de separar los péptidos de la pared celular bacteriana y posee
una accion bactericida en presencia de IgAs y del factor C3 del complemento contra E.
Coli y Salmonella Spp. Mientras que en presencia de vitamina C ataca entero bacterias y

gérmenes Gram positivos.®

v' Lactoperoxidasa

In vitro presenta actividad contra Streptococcus, Pseudomonas, E. coli, Salmonella

typhimurium.?

v’ Factor bifido

Es un carbohidrato especifico (que contiene nitrégeno), que en presencia de
lactosa promueve la colonizacion intestinal por el lactobacilo acidéfilo. Es un bacilo
anaerobio, inmévil, Gram positivo que alcanza niveles elevados en el intestino delgado de
los lactantes; estas mantienen una marcada acidificacion intestinal y en unién de IgAs y
lisozima, antagonizan el desarrollo de gérmenes intestinales como E. coli, Shigella,

amebas y otros.? 2
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v" Componente C3 y C4 del complemento

Estos componentes provocan la lisis bacteriana al unirse con anticuerpos
especificos (IgAs). Su concentracion en el calostro es mas baja que en el suero. Poseen

actividad opsonica, quimiotactica y bacteriolitica contra E. Coli.?

v Acido neuraminico

El calentamiento de la leche materna hace que pierda su actividad antiviral y
antibacteriana. Posee accion bacteriostatica sobre E. coli y S. aureus y parece inhibir la

adhesion del virus de la influenza a las células humanas.®

v Proteina insaturada unida a vitamina B12

Es una proteina de elevado peso molecular que ha sido encontrada en alta
concentracion en la leche materna, en el meconio y en heces de nifios alimentados al
seno materno. La proteina insaturada unida a vitamina B12, hace que esta vitamina sea

inutilizable por la bacteria, para su crecimiento.®

v Lipidos

Los &cidos grasos insaturados y monoglicéridos: in vitro han demostrado actividad
contra: S. aureus, virus Herpes simple, SemlikiForest virus, influenza, dengue, virus Ross
River, encefalitis japonesa B, virus Sindbis y West Nile, G. lamblia, E. histolytica,

Trichomonasvaginalis.®
v' Propiedad antialérgica
La IgA del calostro y de la leche madura, recubre la mucosa intestinal y previene la
absorcion de macromoléculas extrafias cuando el sistema inmune del nifio ain es

inmaduro. Estas proteinas son especificas de la especie humana, por lo que los nifios

amamantados no desarrollan anticuerpos contra ellas.?
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2.3.5 Protocolo de extraccion de leche en los bancos de leche de

Guatemala

2.3.5.1 Higiene y seguridad

Se debe asegurar las condiciones de higiene que deben cumplir todas las
personas implicadas, para evitar contaminaciones secundarias. El acceso a las areas de
manipulacion debe restringirse Unicamente al personal implicado. Todos deben estar con
el equipo de proteccidén personal minimo (guantes, bata, mascarilla, gorro) para asegurar

la proteccion de leche y cumplir con los requisitos de bioseguridad.?

Toda persona implicada debe ser instruida de manera verbal y escrita sobre la manera
correcta de lavarse las manos y antebrazos utilizando agua, jabén antiséptico y
secandolas con toallas de papel desechables en las siguientes condiciones:

1. Antes de realizar el procedimiento de extraccién de leche materna.
2. Posterior al contacto con la leche materna.

3. Después de tocar materiales contaminados utilizados durante el procedimiento.?

En areas de extraccion y manipulacion de la leche materna es prohibido tanto para el
donante como el encargado de la toma de muestras la utilizacién de relojes, joyas, entre

otras.?®

Todas las donantes deben ser orientadas para lavarse adecuadamente las manos y
antebrazos antes de realizar la extraccion de leche materna. Por medidas de seguridad la
donante debe usar gorro, mascarilla, bata. No se permite conversar, escupir, fumar,

comer o beber durante la extraccion de la leche materna.?®

Los materiales desinfectantes a utilizar deben ser aquellos productos de limpieza y
desinfeccion que han sido formulados para la industria alimentaria, deben ser inodoros e
incoloros. Para evitar la contaminacion de la leche humana extraida se debe limpiar las
aéreas de manipulacién con alcohol isopropilico al 70% al iniciar y terminar el trabajo. La
basura y el material de descarte deben ser eliminados en recipientes adecuados para este
fin con tapadera acorde a la normativa de manejo de desechos hospitalarios. Todo
instrumento utilizado en el procedimiento debe ser desinfectado con alcohol isopropilico al

70% después de cada extraccion de leche materna.?
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2.3.5.2 Técnicas desinfectantes

e Técnica de limpieza

Frotar con un pafio sobre las superficies retirando los residuos y secar con un pafio o

limpiador limpio.?*

e Técnica de desinfeccion

Frotar con un pafio mojado en alcohol isopropilico 70% en toda la superficie, esperar
10 min y volver a frotar con otro pafio con agua limpia, para luego secar con un pafo seco

y limpio.?

e Técnica de descontaminacion

Esta técnica busca corregir situaciones de contaminacion por derrames con leche
materna o cualquier otro tipo de fluido corporal. Para ello se debe cumplir con lo siguiente:
colocar la solucién desinfectante sobre la toalla de papel, cubrir las superficies
contaminadas con las toallas de papel con solucién para dejar en contacto por 30 minutos
para después removerlo y aplicar nuevamente la soluciéon directamente en el sitio de

derrame y dejarlo por 10 minutos mas, al finalizar secar con trapo limpio.?

2.3.5.3 Bioseguridad

¢ Condiciones generales

Las normas generales para los encargados del muestreo es usar obligatoriamente el
equipo minimo de proteccidon, mientras que las medidas y reglas de prevencién de
accidentes en el lugar de extraccion de muestras se derivan en no usar frascos de vidrio

roto y/o rajado. %
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e Condiciones especificas

Los accidentes microbiol6gicos durante la extraccion de leche humana en lugares en
donde se extrae leche materna y laboratorios de microbiologia son por la contaminacion
accidental por microorganismos. Las infecciones pueden ocurrir a través de la piel, vias

digestivas, y mucosa bucal, vias respiratorias y mucosa nasal, los ojos y oidos.?

— Medidas y reglas de prevencién de accidentes:

Toda persona implicada en el proceso de extraccién de leche materna debe

tener conocimientos basicos sobre desinfeccion.

e Todo material utilizado debe ser posteriormente esterilizado.

e Equipo de proteccion basico (gorro, mascarilla, bata, guantes).

e Tras el contacto con material infeccioso, desinfectar las manos con alcohol
isopropilico al 70% y lavarlas con agua corriente y jabon.

e Usar solamente pafios o limpiadores esterilizados cuando se limpie la
superficie de trabajo (mesas, banquillos. etc.).

e Evitar tener objetos personales en el lugar donde se extraen las muestras.

e Para manipulacién de leche humana y otros fluidos corporales se exige la

utilizacion de guantes descartables apropiados para estos procedimientos.*

2.3.5.4 Donantes

La donacion se basa en el articulo 35 del Reglamento que crea y regula el
funcionamiento de los Bancos de Leche Humana en donde estipula que la donacién de

leche humana debe ser voluntaria, altruista, no remunerada”.?

Al ingresar el donante al programa de obtencién de muestras se deben realizar los

siguientes pasos y en la secuencia que aca se estipula:

e Seleccion

Para el proceso de extraccion la donante debe contestar el “Formulario de Registro
de participantes”, previo a la entrevista se debe evaluar en la donante la presencia de
malnutricidon, anemia, ictericia, cianosis, disnea, inestabilidad fisica y/o mental, la donante
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debe encontrarse saludable y aportar informacién sobre los medicamentos que pueda
estar tomando y dar antecedentes sobre su salud, debe presentar su Documento
Personal de Identificacion DPI en el momento de la entrevista , el formulario nunca debe

ser llenado por la persona donante.?

e Caracteristica de la madre donante

Se contardn con dos parametros: Edad (madre donante mayor de 18 afos) y fecha de

parto para determinar el tipo de leche que sera extraida.

¢ Condiciones de aceptacion de la donante

Para ser aceptada en el programa de donacion de muestras, la madre debe
cumplir con una serie de requisitos: No fumar mas de 10 cigarrillos por dia, no usar
medicamentos incompatibles con el amamantamiento, no haber consumido alcohol o
drogas ilicitas, preferiblemente realizar examenes (Hematologia completa, VDLR, VIH)
cuando la tarjeta de control de natalidad no estuviese disponible, estar en pleno uso de

sus facultades mentales y firmar el consentimiento informado de aceptacion.

e Donacioén de la leche materna extraida

En la primera y Unica donacion se debe informar a la madre donante de forma oral
el procedimiento que se realizara, el encargado de extraccién le debe estar capacitado
para responder cualquier pregunta que plantee la madre. Para el traslado de la leche
materna extraida y congelada se tiene un periodo maximo de 6 horas para mantener una

cadena de frio siguiendo siempre la normativa de transporte.?

2.3.5.5 Extraccion y recoleccién de la leche materna cruda

e Extraccion de la leche materna

La calidad de una muestra extraida es el resultado del esfuerzo de un rigor
apegado a las normas de bioseguridad. Bajo la perspectiva microbiol6gica, la calidad
depende fundamentalmente de los cuidados higiénicos sanitarios tomados en la

manipulacion de la leche materna, sobre todo en la extraccion, ya que pueden ser
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eficaces los procedimientos para el mantenimiento de la calidad, pero son incapaces de
revertir las alteraciones que pudieron ocurrir en fases anteriores. Cuanto menor sea el
namero de bacterias presentes en la leche materna cruda, mayor es el valor biolégico y

menor es el riesgo de no conformidades de calidad e inocuidad.?

¢ Recepcién y almacenamiento de leche materna extraida

cruda

Toda muestra de leche materna debe tener una etiqueta en donde se especifique: dia,
mes y afio. La muestra ya etiquetada debe de ser almacenada, para evitar alteraciones de
oxidacién y crecimiento bacteriano, esto se logra al almacenarla en cadena de frio ya que
las bajas temperaturas minimizan estas complicaciones. Se pueden almacenar en un
refrigerador comdn donde la temperatura no sobrepase los 5 °C, pero no debe
permanecer mas de 24 horas ya que la muestra después de este tiempo no se considera
Optima. También se puede almacenar en un congelador a una temperatura de -3°C, en

estas condiciones se puede mantener hasta por 15 dias como méximo.*°

Al momento de recepcion de muestras se debe verificar:

¢ Que haya sido transportada en temperaturas 6ptimas, verificandolo con el termémetro
contenido en la caja isotérmica usada en el transporte.

¢ Que el envase contenga la etiqueta de identificacién de la donante.

¢ No debe de existir alteracion en la integridad del envase ni alteracién fisica de la
muestre de leche.

e Seleccionar las muestras que seran utilizadas para el estudio, si esto no se realiza en
el momento de la recepcion se deberd de almacenarlas bajo las condiciones antes

descritas.*®

2.3.5.6 Seleccidn y clasificacion de la leche materna cruda

Toda muestra de leche materna recibida por los bancos de leche se debera someter al

proceso de seleccion y clasificacién que se definira a continuacion.
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e Criterios de clasificacion y seleccién

Criterios para la seleccion, comprende la verificacion de:

Recipiente: debe de estar correctamente identificado, no debe de existir alteracion de
alguno de los datos de identificacion. El envase en el que sea transportado no debe de
presentar lesiones fisicas como rajaduras o quebraduras y debe de estar cerrado
adecuadamente. Si no se cumple alguno de estos criterios se descartara la muestra.*
Color: el color de la leche materna puede variar. Se tomard como normal si presenta
coloracion blanca, amarilla, anaranjada (debido a la presencia de caroteno) y verdosa
(por consumo de vegetales, algas marinas). Si presenta coloracion rosada, roja o café
puede indicar contaminacién con sangre por lo que se descartara la muestra.*

Flavor: es la percepcion del estado de la leche basandose en el olor. Se descartaran
las muestras que presenten olor a leche cortada (fermentacion), jabén de coco
(rancificacion), pescado (protedlisis) y huevo podrido (combinacion de rancificaciéon y
protedlisis).*

Acidez dornic: consiste en determinar la acidez de la leche humana ya que la
presencia de acido lactico produce que las proteinas solubles y la caseina se
desestabilicen lo que causa precipitacion de la leche y ya no es util. Esta se realiza

con la utilizacién del compuesto fenolftaleina como indicador del cambio de pH.*

. Criterios para clasificacion

Para determinar la clasificacion debe considerarse la informacion del paciente en su

inscripciébn como donante; la edad de gestacién en el momento del parto y la edad de la

lactacién en que la leche fue recolectada. Se clasificard segun su periodo de lactancia y

acidez dornic.?®

— Periodo de lactancia: calostro, transicion y madura.

— Acidez dornic: los valores considerados aceptables oscilan entre 1.0y 8.0 D.

e Descarte

La leche materna que no cumpla con los parametros de normalidad en la seleccion

deberd ser descartada como desechos hospitalarios, de acuerdo con las instrucciones
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establecidas en el aparto de higiene y seguridad, asi como la normativa del manejo de

desechos sélidos hospitalarios (Debera quedar constancia en el registro oficial).?°

2.3.6 Pasteurizacion de laleche materna

La leche materna extraida destinada al consumo de recién nacidos,
particularmente los internados en Unidades de Terapia Intensiva, no debe presentar
microorganismos en cantidad o calidad capaces de representar agravios a la salud. De
esta forma, es preciso que se disponga de procedimientos capaces de asegurar la calidad

sanitaria de la leche materna extraida.*

La pasteurizacion representa una alternativa eficaz, conocida hace mucho y
practicada en el campo de tecnologia de alimentos. Es un tratamiento térmico aplicable a
la leche materna que adopta como referencia la inactividad térmica del microorganismo
mas termorresistente, la Coxiella burnetti. Una vez observado el binomio temperatura de
inactividad y tiempo de exposicion capaz de desactivar ese microorganismo, se puede

asegurar que los demas agentes infectivos también estaran térmicamente inactivos.*

La pasteurizacion, conducida a 62,5 °C por 30 minutos, no busca la esterilizacion
de la leche materna extraida, pero si una letalidad que garantice la inactividad de 100%
de los microorganismos patdgenos que estan presentes ya sea por contaminacion

primaria o secundaria, mas alla del 99,99% de la microbiota saprofita o normal.®!

El almacenamiento y procesamiento de la leche materna donada, altera algunas
de sus propiedades inmunoldgicas y nutricionales. El almacenamiento en el refrigerador a
4°C durante veinticuatro horas resulta en pérdida de vitamina C (40%), lisozima (40%),
lactoferrina (30%), actividad de la lipasa (25%), IgA secretora (40%); la actividad
fagocitica de la leche refrigerada se reduce 40% y el nimero de elementos celulares
incrementa. También existe un incremento marcado de acidos grasos libres, sugiriendo
deterioro. El congelamiento a 2°C durante 3 meses también afecta los componentes en la
leche. Hay un pequefio descenso en la IgA total del 3% pero no hay cambios en la IgA
secretora o lactoferrina. El congelamiento reduce la concentracién de lisozima a mas del
20%, y destruye casi por completo los leucocitos. Ademas, debido a la potencial

transmisiéon de virus, la leche materna debe ser pasteurizada.31

41



Actualmente la técnica de pasteurizacién de Holder es el método mas empleado
(62.5°C durante 30 minutos). El proceso de pasteurizacion de Holder resulta en una
pérdida variable de los componentes de la leche: IgA secretora se reduce del 20 al 50%,
IgA total de 0 a 50%, lactoferrina de 0 a 65%, lisozima de 0 a 65%, linfocitos 100%, lipasa
100% vy fosfatasa alcalina 100%. Por lo tanto, el almacenamiento en refrigeracion o
congelamiento y el contacto con recipientes para leche humana y el proceso de
calentamiento de la leche de banco, afectan muchos componentes de la leche y

presumiblemente su eficacia.**

2.4 Marco geografico

El area geografica donde se realizaron las tomas de muestra son: el Banco de
Leche y Hospital Nacional Pedro de Betancourt (HNPB) localizado en aldea San Felipe del
municipio de Antigua Guatemala departamento de Sacatepéquez y la investigacion
experimental se desarrolld6 en el Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones
Biomédicas del Centro Universitario Metropolitano (CUM) edificio D, zona 11 ciudad de

Guatemala, Guatemala.

2.5 Marco demogréfico

La muestra de leche materna se obtuvo de mujeres mayores de 18 afios que se
encontraron ingresadas en el servicio de post parto sin complicaciones y que estuvieron
donando en el Banco de Leche del HNPB, estas tuvieron que cumplir con los requisitos
gue la institucion solicita para considerarlas como aptas para donar. Entre ellos es que
cuenten con constancia de pruebas prenatales donde indique examenes con resultado
negativo de VIH, sifilis y hepatitis B, de no contar con ellas pueden ser realizadas por el
propio hospital, no debe de estar consumiendo medicamentos que se encuentren
contraindicados para la lactancia materna, que no haya recibido transfusiones de sangre

en los dltimos cinco afios y no ser consumidoras de alcohol, cigarro y ninguna otra droga.
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2.6 Marco institucional

2.6.1 Banco de Leche Materna del Hospital Nacional Pedro de

Betancourt

Segun referencia verbal por Dr. Miguel Angel Soto Galindo, en el Hospital Nacional
Pedro de Betancourt, localizado en la Aldea San Felipe de Jesus Antigua Guatemala,
Sacatepéquez. En el afio 2016 se recibi6 alrededor de 2500 muestras de leche, las cuales
500 se obtuvieron por visitas domiciliarias y 2000 llegaron directamente a donar. Se logro
recolectar alrededor de 581 litros de leche materna de los cuales 567 fueron distribuidos
en los diferentes servicios de pediatria. El nUmero de pacientes que fue beneficiado por

esta donacion fue de 1435 pacientes ingresados en el hospital.

2.6.2 Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas
de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San

Carlos de Guatemala.

Este centro inicio sus labores en el afio 2012 con la finalidad de brindar servicios
de diagndsticos rutinarios y especializados de Laboratorios Clinico como lo son: urologia,
coprologia, hematologia, inmunologia, microbiologia clinica, bioquimica, patologia y
biologia molecular, a las personas que asisten a cualquiera de las 13 Clinicas Familiares

de la facultad, Centros de Salud, Hospitales Nacionales y regionales del pais.*

Apoya a las Unidades Didacticas en la preparacion de materiales biolodgicos para
las practicas de laboratorio de acuerdo a la disponibilidad de recursos existentes y asi
también elabora proyectos de investigacion para presentarlos antes instituciones

nacionales e internacionales.*?

2.7 Marco legal

En el Acuerdo Ministerial No. 748-2010 “Reglamento que crea y regula el
funcionamiento de los Bancos de Leche Humana”, en al articulo 35 se estipula que la

donacién de leche humana debe ser voluntaria, altruista, no remunerada. *
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Identificar la eficacia de la leche materna para inhibir el crecimiento in vitro de los agentes
infectivos (E. coli, S. aureus, N. gonorrea, P. aeruginosa, S. pneumoniae) en el Banco de
Leche Humana del Hospital Nacional Pedro de Betancourt, Antigua Guatemala y
Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas, de la Facultad de Ciencias

Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala en mayo-junio de 2017.
3.2. Objetivos especificos
3.2.1. Determinar la inhibicibn in vitro de los agentes infectivos segun la
aplicacion de calostro y leche madura extraida directamente de la glandula
mamaria o proveniente del banco de leche comparado con el control

positivo y negativo.

3.2.2. lIdentificar que agentes infectivos presentan mayor sensibilidad de

inhibicién in vitro con la aplicacion de leche materna.
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4. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis de la investigacion
41.1. Laleche materna es efectiva como inhibidor in vitro del crecimiento de los
agentes infectivos E. coli, S. aureus, N. gonorrhoeae, P. aeruginosa, P.

pneumoniae.

4.1.2. Laleche materna inhibe el crecimiento in vitro de los agentes infectivos E.

coli, S. aureus, N. gonorrhoeae, P. aeruginosa, P. pneumoniae

4.2. Hipotesis estadistica

4.2.1. Planteamiento de hipétesis

4.2.1.1. Hipotesis de nulidad

Ho: p> 0.05.

4.2.1.2. Hipoétesis alternativa

Ha: p < 0.05.
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5. POBLACION Y METODOS

5.1. Tipo y disefio de la investigacion

5.1.1. Enfoque cuantitativo
5.1.2. Disefio de la investigacion experimental
5.2. Unidad de analisis
5.2.1. Unidad de analisis
Resultado obtenido de la boleta del registro de participante. (Ver anexo 12.2)
5.2.2. Unidad de informacion
Pacientes que se encontraron en puerperio inmediato 0 mediato ingresadas en
Hospital Nacional Pedro de Betancourt (HNPB) en los servicios de encamamiento de post
parto sin complicaciones y pacientes que asistieron a la unidad de Banco de Leche y
consulta externa del HNPB.
5.3. Poblacién y muestra

5.3.1. Poblacion

Mujeres en puerperio inmediato y mediato que cumplieron con los criterios de

seleccion (inclusién y exclusion).

5.3.2. Muestra

Todas las muestras de leche materna obtenida de la consulta externa del Hospital
Nacional Pedro de Betancourt y Banco de Leche del HNPB.

5.3.3. Muestreo

No probabilistico por conveniencia. (Ver flujograma 5.1)
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5.4. Seleccion de los sujetos de estudio

5.4.1. Criterio deinclusién

Muestra de leche madura o calostro proveniente de mujeres mayores de 18 afios
gue aceptaron participar voluntariamente, que estuvieron en puerperio inmediato vy
mediato, ingresadas en los servicios de postparto sin complicaciones y que se
encontraron donando leche en el banco de leche y consulta externa del HNPB.

5.4.2. Criterios de exclusion

Muestras de leche madura o calostro proveniente de mujeres en puerperio

inmediato y mediato con infecciones de transmision sexual, fumadoras, usuarias de

drogas y alcohol.
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5.6. Técnica, procedimientos e instrumentos utilizados en la recoleccion de

datos

5.6.1. Técnicas

Se utiliz6 una boleta de recoleccion de datos denominada “Registro de la
participante” (ver anexo 12.2), la cual ayudé a identificar el tipo de leche de acuerdo a su
grado de madurez y la procedencia de la misma, ya sea de banco de leche o extraida

directamente de la glandula mamaria.

5.6.2. Procesos

Se llevé a cabo en el Hospital Nacional Pedro de Betancourt Antigua Guatemala,
en pacientes que se encontraron en puerperio inmediato y mediato en la unidad de
Ginecologia y Obstetricia del encamamiento de post parto sin complicaciones y con
pacientes que en el momento de la entrevista se encontraron donando en el Banco de
Leche y consulta externa de esa misma institucion. Asimismo, se trabajé con las muestras
ya almacenadas en el banco de leche. A cada participante se le explico la finalidad y
objeto de la investigacién, se inst6 a que participara y luego se le administré el

consentimiento informado; posterior a ello la participante:

1. Acepto y firm6 o en su defecto colocéd huella digital, en el consentimiento informado
(ver anexo 12.1)
Se completo el “Registro de la participante”. (ver anexo 12.2).

Se extrajo muestra, de acuerdo a los siguientes pasos:

Paso I: Se colocé gorro y mascarilla a la donante.

Paso Il: La extraccion de leche materna realizada por los investigadores quienes
prepararon el recipiente isotérmico, inmediatamente se colocaron gorro, mascarilla, bata
yse procedi6 a efectuar asepsia y antisepsia de manos del investigador para luego
realizar el mismo procedimiento en el pecho de la madre donante seguido de la extracciéon
y depuracién de 3 gotas de leche, a continuacion, se utilizo el extractor de leche mecéanico
marca AVENT® esterilizado, se escogié uno de los tres tamafios de copas disponibles,

asegurandose de que este tocando toda la piel del alrededor, haciendo vacio y
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obteniendo entre tres a cinco milimetros de leche. Se coloc6 la leche extraida en tubos de

ensayo y se rotulé con el cédigo correspondiente.

El transporte de la leche del Hospital Nacional Pedro de Betancourt Antigua
Guatemala hasta el Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas, se
realizé el mismo dia de la obtencion de la muestra y se utilizé una caja isotérmica (hielera)

marca Rubbermaid® con aislante térmico y hielo a un intervalo de -3 a 5°C.

Posteriormente en el Laboratorio Clinico se procedié a la impregnacién de 5 discos de
papel filtro con un espesor de 0.158 mm y un didmetro de 5 mm con 20 microgotas por
muestra de leche materna y con solucién salina estéril, utilizando una micropipeta
SOCOREX® estéril, estos se dejaron en incubacion a 37°C por 24 horas en cajas de Petri
estériles previamente identificadas con el cddigo correspondiente. La leche humana que

quedo se descartdo como desecho biologico.

Se utilizé como control positivo discos de antimicrobianos de reconocida eficacia para
cepas American Type Culture Collection (ATCC® por sus siglas en inglés), los cuales se

observan detalladamente en la tabla 5.1

Tabla 5.1
Antimicrobianos de reconocida eficacia ante cepas ATCC® utilizadas en este estudio
Agente Infectivo Cepa ATCC No. Control Positivo Marca Registrada
del control positivo
N. gonorrhoeae 49226 Penicilina Himedia ®
S. aureus 25923 Vancomicina Himedia ®
P. aeruginosa 27853 PiperacilinaTazobactam | Himedia ®
S. pneumoniae 49619 Penicilina Himedia ®
E. coli 35218 Ciprofloxacina Himedia ®

Fuente: Cercenado E, Saavedra-Lozano J. El antibiograma. Interpretacion del

antibiograma: conceptos generales®

Las cepas utilizadas en el estudio fueron ATCC® obtenidas gracias al apoyo del
Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas, cuyas colonias fueron
nuevamente cultivadas en Agar Muller-Hinton, Agar chocolate y Agar sangre de carnero

cumpliendo los siguientes pasos:
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Seleccion de colonias: Se selecciond de tres a cinco colonias apropiadas de
bacterias a través del asa bacteriolégica estéril y se procedié a la suspension
directa de colonias en el caldo triptosado.

Preparacion y estandarizacion de la suspension del inoculo: El caldo triptosado
con la suspension de bacterias se dejé reposar durante 15 minutos, luego se
procedié a medir la turbidez con el estandar 0.5 de McFarland.

Inoculacion de la placa: Se sumergié un hisopo de algodon estéril en la
suspension, se removid el exceso de liquido del hisopo presionandolo contra la
pared del tubo y se empez6 por la parte superior de la placa de Agar Miller
Hinton, Agar chocolate y Agar sangre de carnero a inocular la superficie con el
hisopo de forma paralela, se roto la placa aproximadamente a 60° y se repiti6 el
procedimiento de frotado. Se roté nuevamente la placa a 60° frotando toda la placa
por tercera vez. Luego se rota nuevamente la placa a 60° frotando toda la placa
por cuarta vez asegurando que el inéculo sea distribuido homogéneamente en el
100% de la placa. Se dejo6 reposar durante 15 minutos.

Aplicacién de discos: Se procedié a corroborar que los discos impregnados
previamente con leche materna, solucion salina estéril y discos antimicrobianos se
encontraran secos y almacenados en condiciones de esterilidad. Estos fueron
colocados en la placa con pinza estéril presionando los discos levemente para
asegurar su adherencia de la siguiente manera: colocacion del disco
antimicrobiano especifico para cada bacteria como control positivo, disco
impregnado con solucion salina estéril como control negativo y de dos a tres
discos impregnados con leche materna a una distancia de dos centimetros entre
cada disco para asegurar que no se superpusieran los halos de inhibicién. Se dejo
reposar durante 15 minutos.

Incubacion: Se procedio a colocar las cajas de Petri en incubadora a 37°C durante
24 horas.

Medicion de halos: Se retiraron las placas de la incubadora y se procedié a
examinar la placa para verificar el crecimiento uniforme y poder identificar las
zonas sin crecimiento bacteriano. Se midieron las zonas de inhibicion de la parte
anterior de la placa utilizando una regla milimetrada.

Interpretaciéon de medidas de zonas de inhibicién: Para tal efecto se consideré
como un efecto no inhibitorio la medicion del disco impregnado con los productos

estudiados que correspondieron a cinco milimetros, mientras que los mayores a
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éste se consideraron con efecto inhibidor. Luego se procedié a colocar dichos

datos en la boleta de “Registro de Participantes”.

5.6.3. Instrumentos

Se utilizo la boleta de: “Registro de participantes” (ver anexo 12.2), la cual contiene
dos secciones. La seccion numero uno contiene informacion acerca de la edad de la
participante, fecha de parto que ayudo a clasificar si la muestra que se extrajo fue calostro
o leche madura, también contiene si la leche proviene del banco de leche o si fue extraida

al momento de la recoleccion de datos.

En la seccion niumero dos se encuentra la informacion acerca del procesamiento
de las muestras en el Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas, tales
como: tipo de leche, presencia o ausencia del halo de inhibicién de las cinco bacterias

analizadas, control positivo y negativo.

5.7. Procesamiento y andlisis de los datos

5.7.1. Procesamiento de datos

Se realiz6 a través de la observacion del crecimiento de colonias de E. Coli, S.
aureus, N. gonorrea, P. aeruginosa, S. pneumoniae, a través de la inhibicion del
crecimiento (diametro del halo de inhibicion) el cual se relacioné con la aplicacion de la

leche materna y los cambios que se suscitaron en comparacion al grupo control.

Los resultados fueron tabulados e interpretados de acuerdo al diametro del halo de
inhibicién producido por la accién de la leche tipo calostro y leche madura recién extraida,
asi como almacenada en el banco de leche para cada bacteria, que se compar6 con el
control positivo y negativo, identificando que tipo de leche presentaba mayor diametro en

el halo de inhibicion.
El vaciado de la informacién fue representado en cuadros, los cuales ayudaron a

visualizar la relacién de las variables, para tal efecto se utilizé las medidas de tendencia

central, siendo la indicada la media y porcentaje de las mismas.
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5.7.2. Andlisis de datos

Objetivo general: Identificar la eficacia de la leche materna para inhibir el crecimiento in
vitro de los agentes infectivos (E. coli, S. aureus, N. gonorrea, P. aeruginosa, S.
pneumoniae) en el Banco de Leche Humana del Hospital Nacional Pedro de Bethancourt,
Antigua Guatemala y Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas, de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala en mayo-
junio de 2017

Para comprobar este objetivo se utilizd6 el analisis de varianza (ANOVA)
unifactorial con nivel de significancia del 0.05 (a= 0.05). Se manej6 como variable
independiente el agente infectivo y como variable dependiente la media del halo de
inhibicion de la leche materna respecto a cada bacteria. Con esto se verificd las
diferencias entre la aplicacion de la leche materna con respecto al crecimiento bacteriano.
Luego de esto se realiz6 la prueba post hoc de Dunnet unilateral a la izquierda con nivel
de significancia del 0.05 que ayudé a identificar los grupos de leche que fueron eficaces

para la inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Objetivo especifico uno: Determinar la inhibicién in vitro de los agentes infectivos
segun la aplicacién de calostro y leche madura extraida directamente de la glandula

mamaria o proveniente del banco de leche comparado con el control positivo y negativo.

Se dispuso de 200 cultivos de las bacterias anteriormente mencionadas, los cuales
se dividieron en cuatro grupos:

e Primer grupo: 50 cultivos a los que se les aplicd calostro recién extraido de la
glandula mamaria, control positivo y negativo.

e Segundo grupo: 50 cultivos a los que se les aplico calostro proveniente del banco
de leche, control positivo y negativo.

e Tercer grupo: 50 cultivos a los que se les aplico leche madura recién extraida de la
glandula mamaria, control positivo y negativo.

e Cuarto grupo: 50 cultivos a los que se les aplicé leche madura proveniente del

banco de leche, control positivo y negativo.

Luego se procedio la observacion de los cultivos, se compararon con los controles

positivos y negativos, se procedid a la medicion del halo formado y asi sucesivamente con
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cada cultivo para recopilar la medida del halo. Los resultados se analizaron a través de
medidas de tendencia central, siendo la mas adecuada la media. Luego se compararon
las medias y porcentajes de todos los grupos para poder determinar los grupos que

presentd mayor inhibicion.

Objetivo especifico dos: ldentificar que agentes infectivos presentan mayor

sensibilidad de inhibicién in vitro con la aplicacién de leche materna.

Se dispuso de 200 cultivos, los cuales fueron divididos en 5 grupos
correspondientes a cada una de las bacterias que se estudiaron, siendo estas: S. aureus
(40 cultivos), S. pneumoniae (40 cultivos), E. coli (40 cultivos), N. gonorrhoeae (40
cultivos), P. aeruginosa (40 cultivos). A estas se le aplico calostro y leche madura, tanto
recién extraida como proveniente del banco de leche, asimismo su control positivo y
negativo. Los resultados se analizaron a través de las medias y porcentajes de las
mediciones de los halos de inhibicion. Luego se compararon los cinco grupos,

identificando asi el grupo de bacterias que presenten mayor porcentaje de inhibicién.

5.8. Alcances

En la presente investigacion experimental a través del andlisis de las muestras de
leche materna, se logré determinar segun el crecimiento in vitro, la inhibicion de E. Coli,
S.aureus, N. gonorrea y S. pneumoniae, con lo que se puede realizar nuevas
investigaciones sobre la utilizacion de leche materna como profilaxis en enfermedades

infecciosas en recién nacidos.

5.9. Aspectos éticos de la investigacion

Este trabajo de investigacion se bas6 en la utilizacion de leche humana
proveniente del banco de leche, asi como también la extraida directamente de madres,
por ende fue necesario contar previamente con el aval del comité de ética del Hospital
Nacional Pedro de Betancourt Antigua Guatemala. Se administré el consentimiento

informado a las pacientes que decidieron participar en dicho estudio.
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Las muestras obtenidas del banco de leche fueron utilizadas exclusivamente por
personal del laboratorio del Centro de Investigaciones Biomédicas y los estudiantes
encargados de la realizacion de este trabajo. Los datos obtenidos de las muestras
donadas por el banco de leche fueron manejados bajo total confidencialidad, las madres
donantes participaron de forma voluntaria y no remunerada en la investigacion, asimismo
se les explico detalladamente a las participantes el objetivo y propésito de la

investigacion, siendo ellas libres de decidir ser parte o no del trabajo.

Al momento de la extraccion se siguieron los protocolos establecidos, descritos
anteriormente con el fin de evitar algun dafio fisico o emocional a las participantes. Las
muestras obtenidas de las madres donantes se manejaron bajo los estandares
establecidos para su pronta utilizacion y adecuado almacenamiento. No se realizé ningun
experimento en personas, ni se tuvo ninguna asociacién con ninguna casa médica o

laboratorio privado que esté a cargo de la investigacion.

El estudio se clasific6 como categoria Il (con riesgo minimo), la cual comprende
estudios o el registro de datos por medio de procedimientos diagndsticos (fisicos o
psicolégicos) de rutina, en este caso se invadid la privacidad de las donadoras al

realizarles la extraccion de las muestras de leche.
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6. RESULTADOS

Se realiz6 la medicién de los halos de inhibiciébn en 20 muestras de calostro y 20
muestras de leche madura, 10 muestras provenientes de la glandula mamaria y 10
muestras provenientes de banco de leche. A continuacion, se presentan los resultados
después de 24 horas de incubacion.

Tabla 6.1
Muestras de leche materna segun el grado de madurez de la leche, almacenamiento de la
misma y agentes infectivos
n=40

Frecuencia | Porcentaje

Leche almacenada

Calostro 10 25
Leche madura 10 25
Leche extraida de la glandula mamaria

Calostro 10 25
Leche madura 10 25
Agente infectivo cepas ATCC® (n=200)

N. gonorrea 40 20
S. aureus 40 20
P. aeruginosa 40 20
S. pneumoniae 40 20
E. coli 40 20
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Tabla 6.2
Eficacia de la leche materna como inhibidor in vitro de bacterias.

Media de | Media de | Mediade | Valor p para | Inhibicion
halo de halo de halo de determinarla | sobre el
Tipo de leche | Agente infectivo | inhibicion | inhibicion | inhibicion | eficacia de la agente
materna del del del leche materna | infectivo
agente control control respecto al
infectivo positivo | negativo control
(mm) (mm) (mm) positivo*

Calostro recién | N. gonorrhoeae 9.8 23.8 5 1.000 Si
extraidodela | S. aureus 6.9 20.4 5 1.000 Si
glandula P. aureginosa 6.0 26.2 5 1.000 No
mamaria S. pneumoniae 12.9 31.6 5 1.000 Si
E. coli 14.3 33.6 5 1.000 Si
Calostro N. gonorrhoeae 8.7 23.8 5 1.000 Si
almacenado S. aureus 5.5 20.0 5 0.992 No
en banco de P. aureginosa 5.4 27.3 5 0.997 No
leche humana | S. pneumoniae 5.9 345 5 0.980 No
E. coli 11.5 32.8 5 1.000 Si
Leche madura | N. gonorrhoeae 5.0 23.0 5 0.901 No
recién extraido | S. aureus 5.3 18.0 5 0.901 No
de la glandula | P. aureginosa 5.7 32.0 5 0.984 No
mamaria S. pneumoniae 5.0 26.0 5 0.901 No
E. coli 5.0 42.0 5 0.901 No
Leche madura | N. gonorrhoeae 5.7 20.5 5 0.978 No
almacenada S. aureus 5.0 16.6 5 0.975 No
en banco de P. aureginosa 5.7 26.8 5 0.997 No
leche humana | S, pneumoniae 5.1 34.3 5 0.915 No
E. coli 5.5 34.7 5 0.965 No

*Valor p menor de 0.05 representan diferencias significativas que las denota eficaz.

Con respecto al tipo de leche calostro se determindé que las muestras recién

extraidas de la glandula mamaria presentaron un 42% de inhibicibn de los agentes

infectivos, mientras que el calostro almacenado en banco de leche humana present6 un

27.88% de inhibicién (ver tabla 12.1y 12.2).

Asimismo, el tipo de leche madura almacenada en el banco de leche humana

demostr6 un porcentaje de inhibicion del 22% vy la recién extraida de la glandula mamaria
un 20% (ver tabla 12.3y 12.4)

Se observé que E. coli presentdé mayor sensibilidad a la accién inhibitoria in vitro

con respecto a la aplicacion de leche materna, presentando un porcentaje del 40%,

seguido de N. gonorrhoeae con un 30%, S. aureus 28%, S. pneumoniae 25% y por ultimo

P. aeruginosa presentando menor sensibilidad con un 18% (ver tabla 12.7).
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7. DISCUSION

Se ha demostrado con pruebas in vitro que la leche materna contiene actividad
antimicrobiana contra ciertas bacterias, virus y parasitos, esto debido a los componentes
inmunolégicos humorales y celulares, los cuales se ven afectados segun el grado de

madurez de la leche materna y si ha pasado por el proceso de pasteurizacion.®

Los cultivos que tuvieron inhibicion en el crecimiento de los agentes infectivos, el
58%(32) corresponden a calostro recién extraido de la glandula mamaria, calostro
almacenada en banco de leche 27% (15), mientras que la leche madura almacenada en
banco de luche humana presentd 11% (6), y leche madura recién extraida 4% (2). Segun
la literatura se sabe que la leche materna muestra variacibn en su composicion
dependiendo de la fase en que se encuentre, siendo el calostro el que presenta mayor
namero de componentes inmunolégicos humorales y celulares como IgA, IgM, IgG,
lisozima, lactoferrina, factor bifido, interferén, gangliésidos, prostaglandinas y otras
sustancias inmunoreguladoras, C3 y C4 del complemento asi como acido neuraminico. La
mayor concentracion de éstos componentes se encuentra en el calostro de todas las
especies y va decreciendo en la medida que transcurre el tiempo de lactancia, como
ocurre con la leche madura, que sus propiedades inmunolégicas disminuyen desde que

se inicia la fase de transicion de la leche materna.®?’

En los cultivos realizados se evidencié una disminuciéon en las propiedades
antimicrobianas in vitro de la leche, ya que el 85% de cultivos que presentaron inhibicion
corresponden a leche recién extraida mientras que el 15% corresponde a la proveniente
del banco de leche. Esto debido a que el almacenamiento de la leche materna causa
alteracion en las propiedades inmunoldgicas y nutricionales en comparacion con la recién
extraida de la glandula mamaria ya que presenta pérdida de lisozima en un 40%,
lactoferrina un 30%, IgA secretora con un 40%. Asimismo, al momento de la
pasteurizaciéon se pierden ain mas componentes inmunoldgicos de la leche ya que el
contenido de IgA secretora disminuye hasta un 50%, asi como la lactoferrina y lisozima
que presenta disminucion hasta un 65%%, sin embargo se garantiza una inactividad del
100% de los microorganismos patégenos que estan presentes por contaminacion en las

muestras y el nimero de elementos celulares se incrementa.*
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Al analizar las bacterias en su crecimiento se determin6 que la leche materna no
alcanz6 el nivel de eficacia con respecto a su control positivo, sin embargo presentd
inhibiciébn para los agentes infectivos, predominando en E. Coli con un 27%(15), esto
debido a ciertos componentes de la leche como la lactoferrinateniendo accion
bacteriostatica sobre gérmenes ferrodependientes, la lisozima que tiene factor
bacteriolitico contra enterobacterias y Gram positivas, factor bifido, componentes del
complementoC3 y C4, que posee actividad opsonica, quimiotctica y bacteriolitica, asi

como &cido neuraminico que posee actividad bacteriostatica contra esta bacteria.

N. gonorrhoeae presentd un24% (13) de inhibicién relacionandolo a que en
estudios anteriores se ha determinado la actividad antimicrobiana sobre esta bacteria, sin
embargo, no esta descrito los componentes humorales y celulares que actian sobre esta

bacteria.

S. aureus 25% (11), S. pneumoniae 16% (9) debido a la presencia de
lactoperoxidasa, acido neuraminico y por ultimo P. aureginosa 13% (7), la cual es
beneficiada por la actividad bacteriostatica de la lactoferrina que produce bloqueo en la

sintesis de ARN.>%°

En este estudio se determin6 que la leche materna present6 efecto inhibitorio en el
crecimiento bacteriano, sin embargo, no es eficaz ya que no igualdé o super6 la media de
inhibicion de su control positivo. Para dicha conjetura se utiliz6 ANOVA unifactorial con
intervalo de confianza del 95% comprobando que existieron diferencias de medias con un
valor p menor a 0.05 entre la aplicacion de la leche materna con respecto al crecimiento
bacteriano, por lo que se realiz6 la prueba post hoc de Dunnet unilateral a la derecha con
nivel de significancia del 0.05 que ayudé a exponer si alguno de los grupos de leche fue
eficaz para la inhibicion del crecimiento bacteriano en comparacién con el control positivo,
en la tabla 12.8 se observdé que ninguno de los resultados fueron menores a 0.05,
demostrando estadisticamente que no hay eficacia de la leche materna como inhibidor in

vitro de bacterias.

La importancia de realizar un estudio de tipo experimental que demuestre la
actividad in vitro de la leche materna sobre distintos tipos de bacterias, es debido a que
actualmente son muy pocos los estudios realizados referentes a este tema ya que la

mayoria se han hecho para evaluar la cantidad de componentes humorales y celulares
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implicados en la actividad antimicrobiana y a nivel nacional el dltimo estudio similar fue
realizado hace aproximadamente hace treinta afios. Por lo que se realiz6 este estudio con
la finalidad de demostrar la eficacia de la leche materna como antimicrobiano, ya que en
ciertas comunidades del area rural del pais se ha utilizado aplicAndola directamente como

tratamiento a distintas patologias infecciosas.

La fortaleza de este estudio es que existe inhibicién del crecimiento bacteriano a la
aplicacion de la leche materna, asi mismo, servira de base para estudios posteriores
sobre la utilizacion de calostro recién extraida como profilaxis de enfermedades

infecciosas, ya que su inhibicién esta demostrada in vitro con este estudio.
La debilidad del mismo es que no es eficaz comparado con su control positivo, por

lo que no se propone como tratamiento para enfermedades en el recién nacido por las

bacterias estudiadas.
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8.1.

8.2.

8.3.

8. CONCLUSIONES

La leche materna en su etapa calostro recién extraida de la glandula mamaria
presenta mayor inhibicién in vitro de los agentes infectivos E. coli, S. aureus, S.
pneumoniae y N. gonorrhoeae en comparacion con la leche materna en su etapa
calostro y leche madura almacenada en banco de leche humana y leche madura

recién extraida de la glandula mamaria.

El agente infectivo E. coli presenta mayor sensibilidad ante la aplicacion in vitro de

leche materna tipo calostro.

La leche materna no presenta eficacia como inhibidor in vitro de los agentes

infectivos N. gonorrea, S. aureus, P. aeruginosa, S. pneumoniae y E. coli.
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9. RECOMENDACIONES

9.1. Al personal que labora en el Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones
Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad San Carlos de

Guatemala:

9.1.1. Exhortar a la elaboracion de estudios especificos basados en la capacidad
de la leche materna como forma de tratamiento profilactico ante
enfermedades donde se pueda aplicar de forma directa debido a su

capacidad inhibitoria in vitro de agentes infectivos.
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10. APORTES

10.1. A la coordinacién del Banco de Leche Humana del Hospital Nacional Pedro de
Bethancourt se les proporcionara una copia del estudio para la difusion de los

resultados, asi como un poster y charla informativa.

10.2. Al Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de la facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala, se
entregara una presentacion tipo poéster para ser colocado en el muro del

laboratorio.
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12. ANEXOS

’ — FACULTAD DB
USAC Q CIENCIAS MEDICAS

” TRICENTENARIA

Universidad de San Carlos de Guabemala

12.1 Consentimiento Informado

Nosotros somos estudiantes de séptimo afio de la carrera de Médico y Cirujano de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Como
parte de nuestro trabajo de tesis estamos investigando la capacidad de la leche materna,
para impedir el crecimiento de las bacterias que pueden afectar a los bebés recién
nacidos. Estas bacterias pueden causar infeccion en ojos, oidos e incluso neumonia, las
cuales pueden presentar consecuencias graves si no son detectadas y tratadas a tiempo.
Se invita a participar en este estudio a mujeres que estén dando pecho a sus hijos, que
sean mayores de 18 afios y que estén dispuestas a regalar de 3 a 5 mililitros de leche
para dicho estudio. La participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Puede
decidir participar o no. No importa la decisién que tome, continuard de forma normal todos
los servicios que reciba en este hospital. Puede cambiar de parecer mas tarde y dejar de
participar cuando lo desee aun cuando haya aceptado antes.

Todos los datos y muestras que dé seran manejados Unicamente por los investigadores y
personal de laboratorio, donde se realizara dicho experimento. Estos seran procesados

con privacidad y no se divulgara informacion acerca de las participantes.

El procedimiento que se llevara a cabo es el siguiente:

1. Seiniciara a preguntar su edad y fecha de parto.

2. Con cuidado se desinfectaran sus manos para evitar cualquier contaminacion de la
muestra.

3. Se realizara limpieza del pecho que seré utilizada para la extraccion de la muestra
de leche.

4. Se procedera a la extraccion de leche de mas o0 menos una cucharadita (de 3 a 5
mililitros). Con esta cantidad se realizaran las pruebas necesarias en el Centro de
Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
de San Carlos de Guatemala.

5. No recibira dinero por dar su leche.
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6. Este procedimiento no provocara dafios fisicos, ni dolor ya que no se utilizara
aguja, se realizard de manera mecanica con el extractor de leche o bien como lo
ha hecho en el bando de leche.

Este procedimiento no da complicacion de ningun tipo.

El beneficio de esta investigacion no serd directo, ya que solo lo daremos a
conocer con el Dr. Miguel Angel Soto, coordinador del banco de leche y se
realizara un poster, que seré colocado en el banco de leche informando si la leche
mata a microbios.

Agradeciendo por su atencion y esperando su colaboracion adjuntamos el

consentimiento informado para que firmen si desean participar.

Aceptacion

Lugar y Fecha

Yo doy

fe que he sido informada e invitada a participaren la investigacién titulada “Eficacia de la
leche materna como inhibidor in vitro de bacterias”. Estudio que se realizara en el
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala en el afio 2017. He sido informada de manera
clara y concisa acerca del propdésito del estudio y de la técnica que se utilizara para la
extraccion de la muestra de leche. He entendido que mi colaboracién ayudard a
determinar si la leche materna puede ser utilizada para inhibir el crecimiento de bacterias
que causan infecciones en recién nacidos, siendo este el Unico propdésito para el que se
realiza la extraccion. Estoy de acuerdo a someterme al procedimiento de extraccion de
muestra, bajo la técnica que se me explicd anteriormente y que no supone ningun riesgo o
posible complicacion, garantizando que me encuentro en completo goce de mis facultades

fisicas y mentales.

Firma Donante

Nombre del Entrevistador:
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S USAC

TRICENTENARIA

Universidad de San Cardos de Guabemaks

Seccién Uno:

1. Datos generales:
Cddigo de participante:
Edad:

Fecha del parto:

Almacenada en banco de leche:

— FALCULTAD IDE ——

CIENCIAS MEDICAS

UNIVERSIDAL DE SAN CARLDS DE GUATEMALA

12.2 Registro de participante

Fecha:

Recién extraida:

Seccidn dos:

Calostro: [ ]

Para uso exclusivo
de laboratorio

Madura: |:|

Madurez de leche materna:

Bacterias materna (mm)

Medicién de halo de
inhibicion de leche

Medicién de halo de
inhibicion control
negativo (mm)

Medicién de halo de
inhibicion control
positivo (mm)

N. gonorrhoeae.

S. aureus

P. aureginosa

S. pneumoniae.

E.coli
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12.3 Tablas

Tabla 12.1
Porcentajes de las medias de halos de inhibicion de calostro recién extraido de la
glandula mamaria respecto a las medias de su control positivo y negativo.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
media de media de media de halo
Tipo de leche Agente infectivo halo de halo de de inhibicién
materna inhibicion inhibicion de del control
del agente control negativo (%)*
infectivo (%) | positivo (%)
Calostro recién | N. gonorrhoeae 41.18 100 5
extraido de la S. aureus 33.82 100 5
glandula P. aureginosa 22.90 100 5
mamaria S. pneumoniae 40.82 100 5
E. coli 42.56 100 5
Promedio de porcentajes 42.13 100 5

*un porcentaje igual a 5 representa que no hubo inhibicion del crecimiento bacteriano

Tabla 12.2

Porcentajes de las medias de halos de inhibicién de calostro almacenado en banco de

leche respecto a las medias de su control positivo y negativo.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
media de media de media de halo
Tipo de leche Agente infectivo halo de halo de de inhibicién
materna inhibicion inhibicion de del control
del agente control negativo (%)*
infectivo (%) | positivo (%)
Calostro N. gonorrhoeae 36.55 100 5
almacenado en | S. aureus 27.5 100 5
el bando de P. aureginosa 23.17 100 5
leche S. pneumoniae 17.10 100 5
E. coli 35.06 100 5
Promedio de porcentajes 27.88 100 5

*un porcentaje igual a 5 representa que no hubo inhibicién del crecimiento bacteriano
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Tabla 12.3

Porcentajes de las medias de halos de inhibicion de leche madura recién extraida de la

glandula mamaria respecto a las medias de su control positivo y negativo.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
media de media de media de halo
Tipo de leche Agente infectivo halo de halo de de inhibicién
materna inhibicion inhibicion de del control
del agente control negativo (%)*

infectivo (%)

positivo (%)

Leche madura | N. gonorrhoeae 21.74 100 5
recién extraido | S. aureus 29.44 100 5
de la glandula P. aureginosa 17.81 100 5
mamaria S. pneumoniae 19.23 100 5

E. coli 11.9 100 5
Promedio de porcentajes 20.02 100 5

*un porcentaje igual a 5 representa que no hubo inhibicidn del crecimiento bacteriano

Tabla 12.4

Porcentajes de las medias de halos de inhibicion de leche madura almacenada en banco

de leche respecto a las medias de su control positivo y negativo.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
media de media de media de halo
Tipo de leche Agente infectivo halo de halo de de inhibicion
materna inhibicion inhibicion de del control
del agente control negativo (%)*

infectivo (%)

positivo (%)

Leche madura | N. gonorrhoeae 27.80 100 5
almacenada en | S. aureus 30.12 100 5
banco de leche | P. aureginosa 21.27 100 5
humana S. pneumoniae 15.74 100 5

E. coli 15.85 100 5
Promedio porcentajes 22.16 100 5
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Tabla 12.5

Comparacion de porcentajes del halo de inhibicion in vitro de los agentes infectivos segun
la aplicacion de leche materna con su control positivo y negativo

Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje
media de media de media de
Tipo de leche materna halo de halo de halo de
inhibicion del | inhibicion inhibicion
agente de control | del control
infectivo positivo negativo
(mm) (mm) (mm)*
Calostro recién extraido de la glandula mamaria 42.13 100 5
Calostro almacenado en banco de leche humana 27.88 100 5
Leche madura recién extraido de la glandula mamaria 20.02 100 5
Leche madura almacenada en banco de leche humana 22.16 100 5

*un porcentaje igual a 5 representa que no hubo inhibicién del crecimiento bacteriano

Tabla 12.6

Frecuencias y porcentajes de inhibicion in vitro de los agentes infectivos segun la
aplicacion de leche materna.

Tipo de Leche Frecuencia de Frecuencia Porcentaje de
materna inhibicién del agente acumulada de inhibicién del agente
infectivo inhibicién del agente infectivo (%)
infectivo
Calostro recién 32 32 58
extraida de glandula
mamaria
Calostro almacenado 15 47 27
en banco de leche
humana
Leche madura recién 2 49 4
extraida de glandula
mamaria
Leche madura 6 55
almacenada en banco 11
de leche humana
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Tabla 12.7

Porcentajes de sensibilidad a la accién de inhibicién in vitro del agente infectivo respecto a

la aplicacion de leche materna

Agente Tipo de leche materna Porcentaje de Promedio de porcentaje de
infectivo sensibilidad (%) sensibilidad (%)
N. Calostro recién extraido de la 11
gonorrhoeae | glandula mamaria
Calostro almacenado en 9
banco de leche humana
Leche madura recién extraida 0
de la glandula mamaria 24
Leche madura almacenada en 4
banco de leche humana
S. aureus Calostro recién extraido de la 14
glandula mamaria
Calostro almacenado en 9
banco de leche humana 25
Leche madura recién extraida 2
de la glandula mamaria
Leche madura almacenada en 0
banco de leche humana
P. aureginosa | Calostro recién extraido de la 5
glandula mamaria
Calostro almacenado en 2
banco de leche humana
Leche madura recién extraida 2
de la glandula mamaria 13
Leche madura almacenada en 4
banco de leche humana
S. Calostro recién extraido de la 12
pneumoniae glandula mamaria
Calostro almacenado en 2
banco de leche humana
Leche madura recién extraida 0
de la glandula mamaria
Leche madura almacenada en 2 16
banco de leche humana
E. coli Calostro recién extraido de la 14
glandula mamaria
Calostro almacenado en 11
banco de leche humana
Leche madura recién extraida 0
de la glandula mamaria 27
Leche madura almacenada en 2
banco de leche humana
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Tabla 12.8

Test de Dunnett (unilateral a la derecha) con su intervalo de confianza.

Tipo de leche Agente Intervalo de confianza Valor | Significativo
materna Infectivo (95%) p
Limite Limite
inferior superior
Calostro recién N. 7.53 12.08 1.000 No
extraido de la gonorrhoeae
glandula mamaria S. aureus 5.85 7.95 1.000 No
P. aeruginosa 4.89 7.11 1.000 No
S. pnuemoniae 10.15 16.53 1.000 No
E. coli 12.04 16.56 1.000 No
Calostro N. 6.43 10.97 1.000 No
almacenada gonorrhoeae
en banco de leche | S. aureus 4.45 6.55 0.992 No
humana P. aeruginosa 4.29 6.51 0.997 No
S. pnuemoniae 3.15 8.65 0.980 No
E. coli 9.24 13.76 1.000 No
Leche madura N. 2.73 7.27 0.901 No
recién gonorrhoeae
extraido de la S. aureus 4.25 6.35 0.901 No
glandula mamaria | P. aeruginosa 4.59 6.81 0.984 No
S. phuemoniae 2.25 7.75 0.901 No
E. coli 2.74 7.26 0.901 No
Leche madura N. 3.43 7.97 0.978 No
almacenada en gonorrhoeae
banco S. aureus 3.95 6.05 0.975 No
de leche humana P. aeruginosa 4.59 6.81 0.997 No
S. pnuemoniae 2.35 7.85 0.915 No
E. coli 3.24 7.76 0.965 No
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