Microbiota de la leche humana en condiciones fisiologicas

Bacteriologia de la leche humana

La leche humana ha sido sistematicamente marginada de los analisis microbioldgicos,
en contraste con la procedente de vacas, ovejas o cabras, cuyo precio estd condicionado a su
calidad bacteriologica. Ocasionalmente, se ha procedido a la deteccion e identificacion de
bacterias potencialmente patogenas en leche almacenada en bancos, en casos de mastitis o en
infecciones neonatales humanas; sin embargo, todavia son muy escasos los estudios sobre la
microbiologia de la leche humana obtenida de mujeres sanas, lo cual no es de extrafar ya que,
hasta hace muy pocos afios, se consideraba que este fluido era estéril.

Los datos disponibles hasta la fecha indican que, entre las bacterias que se aislan con
mayor frecuencia, destacan diversas especies de los géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Weissella y Leuconostoc'™. Al nivel de especie,
destaca Staphylococcus epidermidis, tanto en distribucion (se encuentra en practicamente el
100% de las mujeres lactantes sanas) como en lo que respecta a su concentracion en dicho
fluido (>10° ufc/ml). Por lo tanto, no es casualidad que en los ultimos afios se esté poniendo
de manifiesto que la presencia de esta especie sea una caracteristica diferencial de las heces de
lactantes®. Por otra parte, recientemente se ha confirmado que la concentracion de lactobacilos
y enterococos es significativamente mas elevada en la microbiota de lactantes que en la de
nifios alimentados con férmulas™ ®. El hecho de que bacterias pertenecientes a los citados
géneros se puedan aislar facilmente de leche obtenida en paises muy diferentes (en términos
geofisicos, socio-econdmicos y/o culturales) sugiere que su presencia no es un fendomeno
aislado sino que, al contrario, se trata de un evento comun. Por lo tanto, seria mas justo
considerar que tales bacterias no son el resultado de una mera contaminacién de la leche sino

que realmente constituyen la microbiota natural de este fluido biolégico.



La aplicacion de métodos moleculares que no requieren el cultivo de los
microorganismos ha confirmado que la leche materna es una buena fuente de estafilococos,
estreptococos y bacterias lacticas pero, ademas, ha mostrado que algunas bacterias Gram-
negativas, como Escherichia coli, también estan ampliamente difundidas en la leche humana’.
Esta ultima observacion no es anomala ya que la microbiota del intestino del lactante suele ser
un fiel reflejo de la existente en la leche materna® ? y estudios recientes han revelado que E.

coli puede encontrarse entre las primeras especies que colonizan el intestino neonatal®.

Papel de las bacterias de la leche materna en la colonizacion del intestino neonatal

La leche humana es uno de los factores clave en la iniciacion y el desarrollo de la
microbiota intestinal del neonato ya que este fluido garantiza un aporte continuo de bacterias
durante todo el periodo de lactancia. De hecho, posiblemente se trate de la principal fuente de
bacterias para el recién nacido ya que se estima que un lactante que ingiera aproximadamente
800 ml de leche al dia recibe entre 10° y 107 bacterias' *. Por lo tanto, no es de extrafiar que la
microbiota intestinal del lactante refleje la existente en la leche materna.

El numero de especies bacterianas existentes en la leche de mujeres sanas parece ser
bajo’. A pesar de ello, existe una gran variabilidad interindividual, de tal manera que la leche
de cada mujer tiene una composicion bacteriana unica, de forma analoga a lo que sucede con
la microbiota intestinal de nifos y adultos. El predominio de un pequefio nimero de especies
en este fluido podria explicar porqué la microbiota intestinal de lactantes sanos esta
compuesta por un reducido espectro de especies y cepas. Un estudio entre 112 lactantes
suecos ha revelado que, durante los primeros seis meses de vida, el 26% no portaba
lactobacilos en su contenido fecal, el 37% portaba una unica cepa, otro 26% portaba dos cepas

y, finalmente, el 11% restante portaba tres o més cepas’.



La presencia de un espectro bacteriano reducido también podria explicar porqué el
desarrollo de una microbiota mucho mas diversa coincide precisamente con el inicio del
destete® °. La microbiota intestinal infantil estd profundamente influenciada por la dieta y, en
este sentido, la introducciéon de alimentos sélidos, junto con la retirada progresiva de la leche,
provoca cambios drésticos en su composicion'’. Es probable que este hecho sea el principal
responsable de las diferencias observadas entre la microbiota intestinal de los nifios que
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reciben lactancia materna y la de aquellos alimentados con férmulas infantiles'

. Aunque
resulta indudable que en los tltimos afios se han producido grandes avances en el campo de la

nutricion infantil, todavia existen diferencias cuantitativa y cualitativamente importantes entre

la leche humana y las formulas infantiles.

Origen de las bacterias aisladas de leche materna

El origen de las bacterias presentes en la leche humana es objeto de controversia.
Tradicionalmente se ha considerado que la colonizaciéon del intestino del neonato empezaba
durante el parto debido a la contaminacion de su cavidad oral con bacterias procedentes de las
microbiotas vaginal y/o intestinal de la madre; posteriormente, las bacterias pasarian de la
boca del nifio al pecho de la madre y, en consecuencia, contaminarian la leche al ser eyectada.
Esta hipOtesis, ha sido ampliamente aceptada desde los trabajos de Tissier'” a pesar de que,
sorprendentemente, no existen evidencias cientificas que la respalden. De hecho, en los
ultimos afos, se ha puesto en evidencia que las bacterias lacticas que colonizan inicialmente
el intestino neonatal se pueden transmitir de forma vertical entre la madre y el nifio mediante
la leche materna incluso en aquellos nacidos por cesarea”™>'*"'°. Todos estos estudios

sugieren que la piel de la madre y/o el transito por el canal del parto representan, en el mejor



de los casos, fuentes minoritarias o insignificantes de bacterias para el intestino del recién
nacido.

Globalmente, los estudios recientes sugieren que al menos una parte sustancial de las
bacterias comensales existentes en leche materna podrian proceder de la microbiota intestinal
de la madre y accederian al epitelio de la glandula mamaria a través de una ruta interna.
Todavia no se conocen con exactitud los mecanismos por el que ciertas bacterias no
patogenas podrian atravesar el epitelio intestinal de personas sanas aunque algunos trabajos
han abierto perspectivas realmente interesantes'’ . Tradicionalmente se pensaba que las
bacterias solo podian atravesar el epitelio intestinal intacto a través de las células M, unas
células epiteliales especializadas que se localizan en las placas de Peyer, pero actualmente se
sabe que las células dendriticas existentes en la lamina propia pueden penetrar el epitelio
intestinal intacto y captar bacterias directamente de la luz intestinal' " '®. Més concretamente,
las células dendriticas son capaces de abrir las zonas de oclusion entre enterocitos adyacentes,
proyectar dendritas al exterior del epitelio y captar células viables, preservando la integridad
de la barrera intestinal mediante la expresion de las proteinas que integran las zonas de
oclusion (Fig. 1). Empleando este mecanismo, una bacteria no invasiva fue capaz de llegar
viable al bazo de ratones inoculados por via oral'’. En este sentido, se ha puesto de manifiesto
la capacidad de translocacion de ciertos lactobacilos y enterococos sin causar efectos
perjudiciales para el hospedador. Es mas, la translocacion de lactobacilos en el aparato
digestivo de mujeres embarazadas con una placenta completamente normal deriva en la
presencia de estas bacterias en el liquido amnidtico, un proceso que tiene una clara influencia
beneficiosa en el proceso de gestacion ya que se ha asociado a una menor tasa de

prematuridad®.
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Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo por el que
las bacterias comensales del intestino pueden atravesar la barrera
epitelial mediante interaccion con las células dendriticas

\



Tras unirse a las células dendriticas o macréfagos, las bacterias pueden propagarse a
mucosas distantes de la del aparato digestivo ya que es bien conocida la circulacién de células
del sistema inmunitario entre los distintos compartimentos del tejido linfoide asociado a
mucosas”' . Una vez estimuladas por la presencia de las bacterias, estas células podrian migrar
desde la mucosa intestinal y colonizar mucosas distantes, como la de los tractos respiratorio y
genitourinario, o la de la mismisima glandula mamaria lactante*' (Fig. 2). En este Gltimo caso,
se establece la ruta enteromamaria, una conexién bien documentada que se establece
especificamente durante los tltimos meses de gestacion y la lactancia. Durante tales periodos,
se produce un actimulo selectivo y masivo de células del sistema inmunitario de origen
intestinal en la glandula mamaria mediante un proceso regulado por las hormonas
lactogénicas™. En cualquier caso, estos procesos entero-mamarios implican el establecimiento
de interacciones especificas entre las células del epitelio intestinal, las bacterias intestinales y
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las células del sistema inmunitario del tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal®**.
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Figura 2. Acceso de las bacterias comensales intestinales a la leche materna a través de la ruta enteromamaria.
Abreviaturas: GU, mucosa del tracto genitourinario; GML, mucosa de la glandula mamaria lactante; GLM,
ganglio linfatico mesentérico; LP, lamina propia; R, mucosa del tracto respiratorio; GSL, mucosa de las glandulas
salivares y lacrimales.

Ademas de la capacidad de translocacion, las bacterias del intestino materno deberian
reunir al menos otras dos propiedades para alcanzar primero el epitelio de la glandula
mamaria y, después, el intestino del nifio: (1) capacidad para sobrevivir durante el transito por
la circulacion sistémica y (2) capacidad para sobrevivir durante el transito por el aparato
digestivo del lactante. Con respecto a la primera propiedad, es interesante sefialar que 125 de
las 485 cepas de lactobacilos depositadas en la prestigiosa coleccion PROSAFE (derivada del
proyecto de la UE titulado “Biosafety evaluation of lactic acid bacteria used for human
consumption”) fueron aisladas originalmente de muestras de sangre humana obtenida, en la
mayoria de los casos, de individuos sanos®. Entre esas 125 cepas se encuentren hasta 16
especies distintas de lactobacilos, incluyendo las especies que se aislan mas frecuentemente
de leche humana fresca. También resultan ilustrativos los resultados de un estudio-simulacro
cuyo objetivo era la identificacion rapida de cualquier bacilo Gram-positivo existente en la

sangre de personas sanas ante un posible episodio de bioterrorismo con Bacillus anthracis.



Pues bien, entre los 927 aislados identificados, los pertenecientes al género Lactobacillus
conformaban el cuarto grupo més numeroso, tras Corynebacterium, Bacillus y Clostridium?®.
Por otra parte, todas las bacterias lacticas de leche humana analizadas hasta la fecha han
mostrado una elevada supervivencia cuando se exponen a las condiciones existentes durante
el transito por el tracto gastrointestinal®’ >’

Aunque, obviamente, seran necesarios mas estudios para dilucidar los mecanismos por
los que ciertas bacterias de la microbiota intestinal materna pueden colonizar el epitelio de la
glandula mamaria, los resultados de los estudios realizados hasta la fecha sugieren que la

modulacion de la microbiota intestinal de la madre durante el embarazo y la lactancia puede

tener un efecto directo en la salud de los lactantes.

La leche humana como fuente de agentes bioterapéuticos

En los ultimos afios, los problemas asociados a la difusion de bacterias resistentes a
antibidticos de relevancia clinica han conducido a un renovado interés por la bacterioterapia,
una practica que hace uso de bacterias comensales o probidticas para prevenir o tratar la
colonizaciéon del hospedador por parte de patdégenas y que ha despertado gran interés en el
campo de la pediatria®®>’. Esta estrategia se basa en el principio de exclusiéon competitiva, por
el que ciertas bacterias no patégenas se imponen sobre las patdégenas cuando compiten por el
mismo nicho ecoldgico. En este sentido, es ldgico suponer que algunas de las bacterias
presentes en la leche materna contribuyen a la prevencion de infecciones infantiles; de hecho,
su presencia podria ser una de las razones que explicarian porqué la actividad antimicrobiana
exhibida por la leche humana recién recolectada se pierde, parcial o totalmente, tras su

pasteurizacion.



La leche materna es el inico alimento ingerido por muchos neonatos, un segmento de
la poblacién muy sensible a las enfermedades infecciosas, especialmente cuando deben
permanecer ingresados en unidades de neonatologia durante un tiempo prolongado. En
consecuencia, el aislamiento de bacterias con propiedades beneficiosas para la salud de los
nifos a partir de leche humana resulta particularmente atractivo para los sectores biomédico y
alimentario ya que, por su propia naturaleza, cumplen algunos de los requisitos generalmente
recomendados para bacterias empleadas como probidticos humanos, tales como origen
humano, ingestion infantil prolongada sin efectos adversos y adaptacion tanto a mucosas
como a substratos lacteos. Ademas, tal hallazgo abre nuevas perspectivas sobre el papel
biologico de la lactancia materna. Conviene tener en cuenta que entre las bacterias aisladas
normalmente de la leche materna existen algunas especies, como L. gasseri, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. salivarius, L. fermentum o E. faecium, que se incluyen habitualmente entre las
potencialmente probiodticas. De hecho, estudios recientes han revelado que los lactobacilos
aislados de leche materna poseen un potencial probiotico similar o superior al de ciertas cepas
de lactobacilos de gran difusion comercial como L. rhamnosus GG, L. casei imunitass o L.
johnsonii La1*" 2,

Las bacterias lacticas juegan un papel muy importante en las barreras microbioldgicas
primarias que se forman en las mucosas con el fin de prevenir infecciones. En general, las
bacterias lacticas aisladas de leche materna parecen mostrar un gran potencial para adherirse a
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las mucosas y/o para producir sustancias antimicrobianas®” **

y algunas cepas han sido
propuestas como agentes bioterapéuticos para la prevencion de infecciones neonatales y
mastitis causadas por Staphylococcus aureus'. Ademas, otras bacterias de la leche, como
estreptococos, estafilococos y Escherichia coli, pueden resultar muy ttiles para reducir la

incidencia de patdgenos en neonatos de alto riesgo expuestos a ambientes hospitalarios. Por

ejemplo, algunos estreptococos del grupo viridans evitan que cepas de S. aureus resistentes a
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la meticilina puedan colonizar la cavidad oral de los nifios®. Por otra parte, la presencia de St.
parasanguis en la cavidad oral infantil previene el desarrollo de caries y enfermedades
periodontales debido a su antagonismo con las bacterias responsables de tales procesos, como
St. mutans®®. Por lo que respecta a E. coli, esta especie comprende cepas patogenas y también
cepas comensales; estas ultimas son habitantes normales, y con funciones ecoldgicas
relevantes, en las mucosas humanas®’. De hecho, la cepa E. coli Nissle 1917 (06:K5:H1) es la
base de un producto probidtico infantil ampliamente difundido en Alemania y otros paises del
Este de Europa y diversos estudios han demostrado que su aplicacion por via oral, tanto a
nifios a término como a prematuros, reduce significaticamente el numero y la severidad de
infecciones infantiles™®.

La lactancia materna exclusiva durante los primeros meses de vida se ha asociado con
tasas significativamente mas bajas de asma y dermatitis atopica en la poblacion infantil, por lo
que esta practica estd fuertemente indicada en nifios con una historia de atopia familiar. Las
bacterias comensales de la leche materna podrian jugar un papel en este efecto protector ya
que se ha descrito que algunos lactobacilos de origen humano pueden prevenir la aparicion de
atopia mediante diversos mecanismos®’. Estos autores han descrito que la administracion de
una cepa exogena de Lb. rhamnosus a embarazadas y lactantes con historia de atopia familiar
reduce significativamente el riesgo de padecer este tipo de problemas. Sin embargo, resulta
esclarecedor que esta especie (y/u otras especies de lactobacilos estrechamente relacionadas)
ya se encuentran de forma natural en la leche materna. También es interesante resaltar que la
presencia de estreptococos del grupo viridans (con alta prevalencia en la leche humana)
parece ser una caracteristica propia del intestino del nifio sano en contraposicion con el
intestino del nifio atopico™. Como se ha comentado repetidamente, la leche materna es la
principal fuente de bacterias comensales para el intestino del lactante y se considera que las

bacterias intestinales son uno de los estimulos mas importantes para el desarrollo del tejido
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linfoide asociado a la mucosa intestinal, pudiendo promover procesos antiinfecciosos y

antialergénicos.

6. Implicaciones para los Bancos de Leche

El potencial probidtico de las bacterias presentes en la leche materna deberia ser un
motivo de reflexion para los Bancos de Leche. El desconocimiento de la existencia de una
microbiota especifica en la leche materna ha propiciado que estas entidades desechen aquellas
leches que contienen un recuento total de entre 10° y 10° ufc/ml, a pesar de que dichas
concentraciones se encuentran de forma natural en la leche de practicamente cualquier mujer
sana" %, Ademas, la mera presencia, a cualquier nivel, de enterococos, estafilococos o
bacterias Gram-negativas también se considera un elemento de inaceptabilidad ya que se
atribuye a una higiene defectuosa o a las contaminaciones de los equipos empleados para su
extraccion por bacterias con alta prevalencia en los ambientes hospitalarios*'. Curiosamente,
la esterilizacion de las bombas empleadas para la extraccion de la leche no impide la
presencia de estas bacterias en leche™.

En los ultimos afios, el empleo de medios de cultivo y de técnicas moleculares ha
revelado que tales bacterias son habitantes naturales de la leche materna por lo que, siguiendo
ese criterio, practicamente ninguna mujer sana deberia amamantar a su hijo; afortunadamente,
a las mujeres que amamantan directamente a sus hijos no se les practican cultivos de leche
materna. En este sentido, no es de extrafiar que hasta un 86% de las muestras de leche
extraidas de mujeres chinas sanas habria sido rechazada segun los criterios de muchos Bancos
de Leche® a pesar de que, en ese mismo estudio, el empleo de esa leche “presuntamente
contaminada” derivé en efectos beneficiosos para la salud de los nifios que la consumieron,

especialmente en comparacién con la de aquellos que recibieron férmulas infantiles. En
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resumen, en el futuro habra que tener en cuenta que la leche materna no sélo es un alimento
completo desde el punto de vista nutritivo o inmunoldgico sino también desde el punto de

vista microbiologico.
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