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1. RESUMEN 

La lactancia materna proporciona innumerables beneficios relacionados con la salud materno-

infantil. En este sentido, el estudio de la microbiota de la leche materna resulta de gran interés ya 

que contiene microorganismos con efecto probiótico potencial, algunos de ellos utilizados 

actualmente en el tratamiento y la prevención de patologías relevantes en la población infantil. En 

este contexto, el objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar microorganismos con un efecto 

probiótico potencial de muestras de leche materna para su uso en población infantil. 

Para ello, se obtuvieron 25 muestras de leche materna de mujeres sanas, que se cultivaron en 

diferentes medios de cultivo para, posteriormente, identificar los aislados mediante secuenciación 

parcial del gen 16S ARNr. En aquellos con potencial efecto probiótico pertenecientes a las especies 

Ligilactobacillus salivarius (2) y Lactobacillus gasseri (5), se evaluó su cinética de crecimiento, su 

supervivencia in vitro en el tracto gastrointestinal y ciertas aptitudes tecnológicas. 

Los aislados que crecían más rápidamente fueron L. gasseri 112A y L. gasseri 676. Todos los 

aislados mostraron una reducción significativa de su crecimiento a las condiciones de pH del 

estómago, sin embargo, las sales biliares no tuvieron efecto. Todos los aislados crecieron en leche 

y, en algunos casos, se apreciaron cambios fisicoquímicos, lo que podría ser interesante para su 

uso como probióticos en formulaciones infantiles.  

Serían necesarios estudios adicionales para profundizar en la caracterización de las cepas 

seleccionadas (evaluación de su actividad antimicrobiana frente a microorganismos patógenos, 

resistencia antibiótica, etc.) para su empleo como probióticos en población infantil. 

 

Palabras clave: leche materna, microbiota, probióticos, población infantil.
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ABSTRACT 

Breastfeeding provides countless benefits related to maternal and infant health. In this regard, 

the study of breast milk microbiota is of great interest as it contains microorganisms with potential 

probiotic effects, some of which are currently used in the treatment and prevention of relevant 

pathologies in the infant population. In this context, the objective of this study was to isolate and 

identify microorganisms with potential probiotic effects from breast milk samples for use in the infant 

population. 

To achieve this objective, 25 samples of breast milk were obtained from healthy women and 

cultured in different culture media. Subsequently, the isolates were identified through partial 

sequencing of the 16S rRNA gene. Among those with potential probiotic effects, belonging to the 

species Ligilactobacillus salivarius (2) and Lactobacillus gasseri (5), the growth kinetics, in vitro 

evaluation of gastrointestinal survival, and certain technological capabilities were evaluated. 

The isolates that exhibited the most rapid growth were L. gasseri 112A and L. gasseri 676. All 

isolates showed a significant reduction in their growth under stomach pH conditions; however, bile 

salts had no effect. All isolates demonstrated growth in milk, and in certain cases, some 

physicochemical changes were observed, which could be interesting for their use as probiotics in 

infant formulations.  

Additional studies would be necessary to further characterize the selected strains (evaluation of 

their antimicrobial activity against pathogenic microorganisms, antibiotic resistance, etc.) for their 

use as probiotics in the infant population.   

 

Keywords: breast milk, microbiota, probiotics, infants. 



 

 

 

3 
Trabajo Fin de Máster, 2023 
Daniel Escobar Sáez 

2. INTRODUCCIÓN 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) la lactancia materna es el estándar de 

alimentación de cualquier lactante, independientemente de su edad gestacional o situación médica 

debido a la composición nutricional y a otros componentes de la leche materna [1]. Además, la 

lactancia ha demostrado ser beneficiosa para la salud de la mujer [2] y de gran importancia para el 

vínculo afectivo madre-hijo [3]. 

La leche materna es un fluido biológico complejo que contiene todos los nutrientes esenciales 

para el crecimiento y el desarrollo del lactante, además de otros componentes de gran interés en la 

salud materno-infantil, como por ejemplo células y moléculas con función inmunitaria (linfocitos, 

inmunoglobulinas, citoquinas, etc.), hormonas y factores de crecimiento, otros compuestos 

bioactivos (oligosacáridos) y una microbiota característica [4]. Esta composición es variable en 

función del periodo y la duración de la lactancia materna, así como las características del tipo de 

parto (prematuro o a término), la dieta materna o la influencia de los ritmos circadianos de la propia 

mujer [5-7].  

Además de todos estos compuestos, en la leche materna también existe un nicho microbiológico 

diverso, origen de algunos probióticos comercializados actualmente (pertenecientes a los géneros 

Lactobacillus o Bifidobacterium) por sus potenciales efectos beneficiosos en la salud materno-

infantil [8]. Por ello, el estudio de la composición microbiológica de la leche materna, en la búsqueda 

de nuevas cepas con potencial efecto probiótico es de gran interés. 

2.1. Composición de la leche materna 

2.1.1. Composición nutricional, inmunológica y compuestos bioactivos 

La etapa de lactancia es determinante en la composición nutricional de la leche materna, pues 

se originan cambios transitorios relativos al aspecto, volumen y composición desde el calostro 

(primera leche producida durante aproximadamente los primeros 5 días tras el parto), hasta una 

leche más madura (> 14 días tras el parto). La duración de la lactancia materna puede generar 

ligeras variaciones en la composición nutricional, microbiológica y en determinados compuestos 

bioactivos, pero sus características fisicoquímicas no se ven perjudicadas [9-12]. 

Aunque pueda existir una ligera variación en la composición nutricional en el calostro según el 

tipo de parto (pretérmino o término) o el contenido en proteínas y/o sodio en la leche madura según 

el tiempo de duración de la lactancia materna, la composición general de leche materna no sufre 

grandes modificaciones [13-16]. De manera individual, como se observa en la Tabla 1, el calostro 

es generalmente más rico en la fracción proteica en comparación con la leche madura, la cual es 
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más rica en grasas y lactosa. Esta concentración proteica ligeramente elevada en el caso del 

calostro incluye fracciones proteicas con función inmunitaria como pueden ser las inmunoglobulinas 

(sIgA1, IgG, IgM), linfocitos (TCD14, Th1 y Th2) o factores antimicrobianos (lactoferrina o lisozima) 

[15,17] de gran importancia para el sistema inmunitario inmaduro de los lactantes, y especialmente 

en prematuros [18]. 

 

Tabla 1. Comparación del aporte energético y la composición de macronutrientes del calostro y la 

leche madura 

Componentes 
Calostro 

(1-5 días) 

Leche madura 

(>14 días) 

Energía (Kcal) 50-60 60-70 

Agua (%) 85-90 87-90 

Macronutrientes 
 

Proteínas totales (g/L) 14-16 8-10 

Grasas totales (g/L) 15-20 35-40 

Carbohidratos totales (g/L) 50-62 60-70 

Lactosa (g/L) 20-30 67-70 

Adaptado de Kim et al. (2020) [15] y Lawrence et al. (2021) [19] 

 

Otros componentes bioactivos de gran interés son los oligosacáridos (en inglés, HMO: Human 

Milk Oligosaccharides), compuestos de estructura química compleja con función prebiótica, 

promoviendo el crecimiento y la actividad de bacterias beneficiosas a nivel intestinal [20-21]. 

Además, actúan como receptores que inhiben la adhesión de patógenos (como por ejemplo distintos 

virus que causan gastroenteritis aguda), protegiendo al lactante contra infecciones [22-23] 

(Figura 1). Estos compuestos también se han asociado con la reducción del riesgo de alergia y el 

desarrollo del sistema inmunológico [24-25]. 

 

 
1 Inmunoglobulina A secretora 
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Figura 1. Acción de los oligosacáridos en la prevención de algunas infecciones intestinales. Obtenido de: 
Olveira G et al. (2016) [26]. 

 

2.1.2. Composición microbiológica de la leche materna 

La leche materna presenta una diversidad bacteriana común entre diferentes mujeres, 

compuesta principalmente por los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, 

Propionibacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus y otras grampositivas, aunque también existe 

variabilidad individual característica de cada mujer. Generalmente, en ausencia de patología 

subyacente, la concentración microbiológica de la leche materna es < 3 log10 UCF/mL. Varios 

géneros bacterianos (como, por ejemplo, Lactobacillus y Bifidobacterium) actualmente 

comercializados como probióticos tienen como origen la leche materna. Esta diversidad bacteriana 

está condicionada por diversos factores, entre ellos el entorno y la salud materna. Por ejemplo, el 

desarrollo de infecciones como la mastitis o la disbiosis intestinal juegan un papel importante. En 

este sentido, la composición microbiana de la leche materna está relacionada con la microbiota 

intestinal dado que se ha demostrado la traslocación microbiana a través de la ruta 

enteromamaria [27-30] (Figura 2). Otros factores como la duración de la lactancia también pueden 

modificar esta diversidad bacteriana [31].  
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Figura 2. Esquema de la ruta entero-mamaria. Fuente: Fernández et al. (2013) [38]. 

 

En el lactante, la colonización microbiana está determinada por distintos factores, como el tipo 

de parto o el inicio de la lactancia materna [32]. En este sentido, los microorganismos presentes de 

manera natural en la leche materna son de los primeros colonizadores en los lactantes, 

contribuyendo a la implantación de una microbiota infantil “saludable” [33].  

Se han descrito diferencias en la microbiota de lactantes alimentados con formula o con leche 

materna. Estos últimos presentan una menor incidencia de comorbilidades a corto, medio y largo 

plazo y menor mortalidad debido a infecciones, siendo estas una de las primeras causas de 

mortalidad durante la etapa perinatal, especialmente en el caso de prematuros [34-37].  

2.2. Beneficios de la leche materna en la salud materno-infantil 

La alimentación con leche materna confiere al lactante adecuado desarrollo [39], así como una 

protección frente al desarrollo de ciertas infecciones [40] o el riesgo de desarrollar diabetes o 
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sobrepeso u obesidad [41]. La lactancia materna no sólo reporta beneficios al lactante, sino también 

a la madre. De hecho, se ha correlacionado con un aumento en los niveles de oxitocina, un mayor 

bienestar emocional [42], una reducción de la adiposidad [43], la disminución del riesgo de diabetes 

tipo 2 [44-45] y de enfermedades cardiovasculares [46]. La revisión sistemática de Verduci et al. 

(2021) [47] destaca el papel de la lactancia en la programación metabólica, repercutiendo en la 

salud a largo plazo, y en la creación de vínculos afectivos en la unidad madre-hijo  

No obstante, en situaciones donde no hay disponibilidad de leche materna propia para alimentar 

al lactante, se recurre a los preparados para lactantes y la leche materna donada. Un banco de 

leche es un servicio especializado cuyo objetivo es promover la lactancia materna y procesar y 

suministrar leche donada de una forma segura y estandarizada a todo aquel lactante que la precise. 

En España, el primer banco de leche se fundó en el año 2001 en las Islas Baleares, seguido en 

2007 por el del Hospital 12 de octubre de Madrid [48]. Posteriormente se crearon nuevos bancos de 

leche en otras provincias. La leche materna ha demostrado ser adecuada para el desarrollo y el 

crecimiento de los lactantes, además de proteger frente el desarrollo de la enterocolitis necrotizante 

(NEC) [49-50]. Lamentablemente, el proceso de pasteurización al que se somete la leche de 

donante hace que la microbiota se vea comprometida y la leche pierda su capacidad probiótica [27].  

2.3. Uso de probióticos en lactantes. Criterios de selección y seguridad 

La leche materna puede contener propiedades probióticas gracias a algunos géneros como 

Lactobacillus. En este sentido, se sabe que algunas especies bacterianas presentes en la leche 

materna pueden proteger frente a ciertas infecciones [8]. Esto es de gran interés a nivel clínico, por 

lo que el uso de cepas probióticas en el ambiente hospitalario está en auge desde hace unos años 

para tratar diferentes trastornos digestivos (diarrea/estreñimiento, enterocolitis necrotizante) en la 

población infantil [51], así como infecciones del tracto respiratorio o las afecciones de la piel como 

el desarrollo de eczemas o dermatitis atópica, como se ha recopilado en la Tabla 2.  

Según la FAO/OMS, se puede considerar a un probiótico: “microorganismos vivos que cuando 

se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del hospedador” 

(FAO/OMS, 2001) [52]. No obstante, para considerar una cepa probiótica, se deben tener en cuenta 

diferentes criterios científicos, clínicos y, tecnológicos recogidos en la Figura 3. Como puede 

apreciarse, antes de la comercialización de probióticos deben realizarse diferentes ensayos que 

determinen la inocuidad de la cepa para su uso en la salud humana, así como el cálculo de la dosis 

efectiva para conseguir un efecto beneficioso y la evaluación de la supervivencia del 

microorganismo a lo largo del tiempo. Específicamente, Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. 

gozan de evidencia científica suficientemente contrastada en términos de seguridad y propiedades 
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beneficiosas, siendo considerados como especies GRAS (Generally Recognized As Safe; FDA, 

Estados Unidos) o QPS (Qualified Presumption of Safety; EFSA, EU) (EFSA, 2013) [53], incluso en 

población infantil [54-57].
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Figura 3. Directrices para la evaluación de los probióticos. Adaptado de Calatayud Álvarez et al. (2018) [58] y Roe et al. (2022) [59].
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Tabla 2. Recopilación de estudios que evalúan el empleo de probióticos en población infantil como prevención o tratamiento de diferentes patologías 

Patología Tipo de probiótico 
Nº pacientes 
(criterio de 
inclusión) 

Resultados principales Referencia 

A
fe

c
c

io
n

e
s

 r
e

s
p

ir
a

to
ri

a
s

 

Asma, rinitis L. rhamnosus GG  
92  

(0-7 años) 

No se observaron diferencias significativas entre el 
control vs intervención en la incidencia acumulada 
de asmas, rinitis y eczema. 

Cabana et al. 
(2022) [60] 

Infección 
respiratoria 

superior (IRS) 

L. rhamnosus GG  
B. animalis subsp lactis BB-12 
L. acidophilus NCFM  
B. animalis subsp lactis Bi-07  

2.417  
(0-10 años) 

No se encontraron efectos adversos. 
L. rhamnosus GG mostró significancia estadística en 
la prevención del resfriado común. Las demás cepas 
probióticas utilizadas para el tratamiento de IRS 
mostraron significancia estadística en la reducción 
de nuevos episodios de enfermedad.  

Araujo et al. 
(2015) [61] 

A
fe

c
c

io
n

e
s

 d
ig

e
s

ti
v

a
s
  

NEC 

Cultivos monoespecie o 
combinaciones de las 
siguientes:  
Bacillus spp.; Enterococcus 
spp.; Bifidobacterium spp.; 
S. salivarius subsp 
thermophilus 

8.319 casos  
9.283 controles  

(< 32 SEG) 

Los probióticos multiespecie reducen 
significativamente la mortalidad. 

Wang et al. (2023) 
[62] 

NEC 

Cultivos monoespecie o 
combinaciones de las 
siguientes: Bifidobacterium 
spp.; Lactobacillus spp.; 
Saccharomyces spp.; 
Streptococcus spp. 

10.812 
(< 32 SEG y/o 

< 1.500g) 

Los probióticos multiespecie han demostrado reducir 
el riesgo de NEC. Se plantea además el uso de 
simbióticos combinados con HMO. 

Sharif et al. (2020) 
[63] 
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Tabla 2. (Continuación) 

Patología Tipo de probiótico 
Nº pacientes 
(criterio de 
inclusión) 

Resultados principales Referencia 

A
fe

c
c

io
n

e
s

 d
ig

e
s

ti
v

a
s
 

 

NEC 

5 estrategias con cultivos 
monoespecie o 
combinaciones de estas: 
Lactobacillus spp.; 
Bifidobacterium spp.; 
Bacillus spp.;  
Saccharomyces spp.  

9.161 
prematuros 
(< 2.500g) 

Las preparaciones multiespecie con Bifidobacterium spp. 
mostraron un mayor efecto en bebés prematuros. Los 
otros géneros de probióticos no lograron mostrar un 
efecto evidente para reducir la incidencia de NEC. 

Bi et al. 

(2019) [64] 

Cólico L. reuteri DSM 17938 
4.899 lactantes 

(< .500g) 
L. reuteri DSM 17938 puede acortar la duración del llanto 
en lactantes con cólico infantil. 

Hjern et al. 
(2020) [65] 

Cólico 

Cultivos monoespecie o 
multiespecie:  
L. paracasei; L. reuteri  
L. rhamnosus GG. 
Bifidobacterium animalis; 
Streptococcus spp. 

1.886 lactantes 
(incluyendo 

prematuros de 
32 SEG) 

Se estudiaron probióticos mono- y multiespecie con 
diferentes combinaciones. Además, dos trabajos 
estudiaron la influencia del uso de probióticos durante el 
embarazo y la administración continuada al lactante 
después del nacimiento. No se encontraron diferencias en 
la reducción del cólico, pero sí en la duración del llanto del 
lactante (se encontró diferencia significativa para la cepa 
L. reuteri DSM). 

Ong et al. 
(2019) [66] 

Diarrea 

L. rhamnosus GG vs 
preparado probiótico 
multicepa de: L. rhamnosus 
GG + L. helveticus R0052 

1.770 (3-48 
meses) 

La administración de probióticos no previene el desarrollo 
de gastroenteritis de moderada a grave dentro de los 
14 días posteriores a la administración 
independientemente de la duración o frecuencia de la 
diarrea antes de la presentación. 

Schnadower et al. 
(2021) [67] 
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Tabla 2. (Continuación) 

Patología Tipo de probiótico 
Nº pacientes 
(criterio de 
inclusión) 

Resultados principales Referencia 

A
fe

c
c

io
n

e
s

 

d
ig

e
s
ti

v
a
s
 

Diarrea L. reuteri  
247 

(4 meses) 
L. reuteri DSM 17938 no fue efectivo para la 
prevención de la diarrea asociada a antibióticos 

Kołodziej et al. 
(2019) [68] 

A
fe

c
c

io
n

e
s

 d
e
 l
a

 p
ie

l 

Eczema, 
dermatitis y 

otras 
afecciones 

afines 

L. rhamnosus GG. Preparado 
probiótico multicepa: 
Bifidobacterium spp + Lactococcus 
spp + Propionibacterium spp. 

4.011 
lactantes  

(0-12 meses) 

Se observó que el uso de L. rhamnosus GG 
presentaba significancia estadística para la 
prevención del eczema durante el embarazo y 
primeros meses de vida. No se encontró 
significancia estadística para sibilancias, asma o 
enfermedad alérgica. 

Sun et al. 
(2022) [69] 

Dermatitis 
atópica 

Bifidobacterium spp; Lactobacillus 
spp; Preparado probiótico multicepa 
sin especificar. 

3.039 
(0-17 años) 

El preparado probiótico multicepa mostró los 
resultados más significativos en la prevención de la 
dermatitis, seguido de Lactobacillus spp. No 
obstante, Bifidobacterium spp. obtuvo resultados 
negativos para la prevención de la dermatitis. 

Jiang et al. (2020) 
[70] 

SEG: semanas de edad gestacional; HMO: Human milk oligosaccharides (Oligosacáridos de le leche humana); NEC: enterocolitis necrotizante; ; L. rhamnosus: 
Lacticaseibacillus rhamnosus GG; L. gasseri: Lactobacillus gasseri ; B. animalis: Bifidobacterium animalis; L. acidophilus: Lactobacillus acidophilus; S. salivarius subsp 
thermophilus: Streptococcus salivarius subespecie thermophilus; L. reuteri: Limosilactobacillus reuteri; L. paracasei: Lacticaseibacillus paracasei; L. cremosis: 
Lactococcus cremoris; L. delbrueckii: Lactobacillus delbrueckii; B. longum: Bifidobacterium longum; B. infantis: Bifidobacterium infantis; B. breve: Bifidobacterium breve; 
C. butyricum miyair: Clostridium butyricum miyair ; L. plantarum: Lactiplantibacillus plantarum; L. helveticus: Lactobacillus helveticus.  
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3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

La lactancia materna proporciona innumerables beneficios relacionados con la salud materno-

infantil. En este sentido, el estudio de la microbiota de la leche materna resulta de gran interés ya 

que este fluido contiene microorganismos con potencial efecto probiótico, y algunos de ellos se 

utilizan actualmente en el tratamiento y la prevención de patologías relevantes en la población 

infantil. En este contexto, el objetivo principal del presente trabajo fue aislar e identificar 

microorganismos con un efecto probiótico potencial de muestras de leche materna para su uso en 

población infantil. 

Para conseguirlo se plantearon los siguientes objetivos parciales: 

1. Analizar la composición bacteriana de las muestras de leche materna mediante culturómica. 

2. Identificar por técnicas genéticas distintos aislados para seleccionar especies con potencial 

efecto probiótico.  

3. Caracterizar los aislados seleccionados mediante la evaluación de su cinética de crecimiento, 

su supervivencia in vitro a su paso por el tracto gastrointestinal y ciertas aptitudes tecnológicas. 

4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. Revisión bibliográfica 

Para abordar este trabajo, en primer lugar, se realizó una revisión de la literatura científica 

utilizando las siguientes bases de datos científicas: Pubmed y Web of Science. También se realizó 

una búsqueda en Google Scholar de aquellos artículos que no estaban a texto completo en las 

anteriores bases de datos. La búsqueda fue realizada en inglés mediante distintas combinaciones 

y agrupaciones de las siguientes palabras clave: Human Milk microbiota, hospitalized infant, 

preterm, neonate, outbreak, neonatal intensive care unit, microbiome, probiotic, benefits 

breastfeeding. Se incluyeron metaanálisis, revisiones sistemáticas, ensayos clínicos aleatorizados 

(ECA), estudios multicéntricos, estudios observacionales y de intervención, así como estudios de 

casos y controles en los últimos 10 años. No obstante, para desarrollar el apartado de la introducción 

se seleccionaron algunos estudios más antiguos debido a su relevancia. 

4.2. Diseño del estudio 

El reclutamiento de las mujeres lactantes que participaron en el estudio se realizó dando a 

conocer el trabajo en los tablones de anuncios de varias Facultades de Ciencias de la Salud de la 

UCM, así como en Asociaciones de Lactancia Materna y Centro de Salud de la Comunidad 

Autónoma de Madrid.  
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Los criterios de inclusión fueron los siguientes (Anexo 1): 

- Ser mayor de edad.  

- No tener ninguna patología crónica o aguda conocida. 

- No haber tomado antibióticos en los últimos 3 meses. 

- No haber tomado probióticos en los últimos 3 meses.  

- No haber participado en otro estudio de investigación en los últimos 3 meses.  

- No haber recibido transfusiones de sangre o hemoderivados en los últimos 3 meses. 

- Estar alimentando al bebé con lactancia materna exclusiva o mixta.  

- El lactante es menor de 12 meses.  

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Investigación de la Comunidad 

de Aragón (CEICA) con número PI22/447 (Anexo 2).  

Todas las mujeres participaron de manera voluntaria, firmaron el consentimiento informado, y se 

les aportó toda la información sobre la finalidad del estudio y el procedimiento de obtención de las 

muestras de leche materna. En total, participaron 25 mujeres lactantes que donaron 

aproximadamente 50 mL de leche materna. 

4.3. Obtención de las muestras de leche materna 

En el momento de la firma de consentimiento informado, a todas las participantes se les explicó 

el procedimiento de obtención y conservación de las muestras de leche materna, adaptado del 

Procedimiento en Microbiología Clínica Nº 54 de la Sociedad Española de Enfermedades 

Infecciosas y Microbiología Clínica [71] (Figura 4). A continuación, se enumeran las principales 

recomendaciones dadas a las participantes para evitar la contaminación de la muestra y garantizar 

su conservación adecuada:  

- La muestra se debe recoger inmediatamente antes de la toma, y si es posible, tras haber 

transcurrido al menos 2 h desde la anterior. 

- Evitar el uso de pezoneras o la aplicación de cremas/pomadas. En caso contrario, lave el pecho 

con agua y jabón y seque bien con una toalla antes de realizar la extracción. 

- Realizar el lavado de las manos con agua y jabón antes de realizar la extracción.  

- Asegúrese de que las partes de la bomba de extracción que están en contacto con su pecho 

están correctamente higienizadas. 

- Utilizar recipientes estériles para recoger la muestra. Estos pueden ser biberones de cristal 

siempre y cuando estén esterilizados previamente. Cerrar bien el recipiente y etiquetar la muestra 

con fecha y hora de extracción. 
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- Si la muestra se va a procesar el mismo día, se puede mantener en refrigeración a 4 ºC. Si el 

tiempo transcurrido desde la extracción hasta su procesado es superior a dos horas, debe 

congelarse a -20 ºC. 

- Evitar la rotura de la cadena de frío y la exposición de la muestra a la luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mínimo: 2 

h 

Extracción con sacaleches 

esterilizado   

En caso contrario, lavar el pezón y  

lavar la areola mamaria con agua y jabón 

Recolección en biberones de cristal 

higienizados 

(cierre correcto y etiquetado) 

Refrigeración (4°C): si procesamiento < 24 h 

Congelación (≤-20°C): si procesamiento >24 h 

Evitar exposición a la luz 

Conservación 

Transporte al laboratorio 

Mantener la cadena de frío 

Recolección 

muestra 

No aplicar ningún 

producto 

 tópico tras la toma 

No utilizar discos ni 

 dispositivos afines tras la 

toma 

Toma anterior a la de la recolección de las 

muestras 

Figura 4. Diagrama de flujo del procedimiento utilizado en este estudio para la 

obtención y conservación de las muestras de leche materna para su posterior 

análisis microbiológico. Fuente: Adaptado de Arroyo et al. (2011) [72].  
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Si bien el protocolo recomendado en el procedimiento de obtención de la muestra recomienda la 

extracción manual, en este trabajo todas las muestras se obtuvieron mediante el uso de bomba de 

extracción para obtener una mayor cantidad de muestra de la leche materna.  

4.4. Procesamiento de las muestras de leche materna 

Este trabajo se ha realizado en 2 fases distintas (Anexo 3).  La primera fase corresponde a la 

obtención y alicuotado de todas las muestras; la segunda corresponde al análisis de la microbiota, 

identificación y selección de los aislado según su potencial efecto probiótico.  

Todas las muestras de leche materna se recepcionaron congeladas a -20 ºC y se transportaron, 

en hielo en un tiempo no superior a 1 hora desde su obtención, a los laboratorios del departamento 

de Farmacia Galénica y Tecnología de Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la Universidad 

Complutense de Madrid. Para procesarlas adecuadamente se descongelaron y alicuotaron en tubos 

falcon de 15 y 50 mL bajo campana de flujo laminar. 2 mL de cada muestra se alicuotaron en dos 

tubos eppendorf para posteriormente realizar los análisis. Una vez alicuotadas las muestras se 

codificaron con un número aleatorio de 3 dígitos sin repetición y se mantuvieron en congelación a -

80 ºC hasta su procesamiento.  

4.4.1. Preparación de medios de cultivo 

Para realizar los análisis microbiológicos, se utilizaron los siguientes medios de cultivo:  

- Infusión Agar cerebro-corazón, BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid®): medio de cultivo de uso 

general adecuado para el cultivo aerobio de una amplia variedad de microorganismos, incluidos 

las bacterias, levaduras y mohos filamentosos. 

- Agar CNA (Columbia Nalidixic Acid, Oxoid®): medio selectivo para bacterias Gram-positivas, 

especialmente para el recuento de Staphylococcus spp., Streptococcus spp. y otras Gram-

positivas. 

- Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe, Oxoid®): medio selectivo para el crecimiento de bacterias 

lácticas. 

- Agar MacConkey (Oxoid®): medio de cultivo selectivo para las bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae y otras especies Gram negativos. 

- Agar PEMBA (Bacillus cereus Selective Agar Base, Oxoid®): medio específico y selectivo para 

Bacillus cereus y otros bacilos. 

 

Se emplearon medios sólidos para el aislamiento de las bacterias y su posterior recuento, y los 

medios líquidos se utilizaron para el crecimiento de las colonias y aislados durante 24 horas. 
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Para la preparación de los medios sólidos, se llenó un vaso de precipitado con la cantidad 

necesaria de agua destilada, se calentó para una mejor disolución, se traspasó a matraz 

Erlenmeyer, añadiendo la cantidad de medio de cultivo en polvo según las especificaciones del 

fabricante. Para solidificar el medio, se utilizó agar bacteriostático (Oxoid®) (15 g/L). La mezcla se 

llevó a ebullición y posteriormente los medios de cultivo preparados se esterilizaron en autoclave a 

121 ºC durante 15 minutos. Posteriormente, se atemperaron en un baño termostatizado a 55 ºC y 

se distribuyeron en placas de Petri (con aproximadamente 20 mL/placa). Dichas placas se 

conservaron en refrigeración a 4 ºC hasta el momento de utilizarse.  

En el caso del medio MRS, se enriqueció con L-cisteína (Sigma®) (0,25 %) y 16 mg de azul de 

bromofenol (Sigma®) (en este caso, MRSc) para favorecer el crecimiento y poder identificar mejor 

las bacterias lácticas con ayuda del colorante. 

Para la preparación de los medios líquidos (BHI y MRSc), se siguió el procedimiento anterior, 

pero en este caso la mezcla del agua destilada y el medio se calentó hasta su disolución, y 

seguidamente se llenaron tubos con tapón de rosca con una cantidad de 10 mL de medio de cultivo. 

Se esterilizaron en autoclave al igual que los medios sólidos. 

Las placas de agar CNA, MacConkey y PEMBA se adquirieron ya preparadas (Oxoid®) Además, 

se utilizó agua de peptona estéril (Sigma®) (15 g/L) para realizar las diluciones decimales de las 

muestras. 

4.4.2. Análisis microbiológico de las muestras de leche materna 

Las muestras de leche materna se sembraron en los medios mencionados en el apartado 

anterior. Para ello, cada placa de medio de cultivo se dividió en cuadrantes en los que se sembraron 

20 μL de la muestra de las diluciones decimales apropiadas y se extendieron con un asa de siembra. 

Posteriormente, se incubaron en estufa a 37 ºC durante 48 h en condiciones de aerobiosis. En el 

caso del agar MRSc, también se realizó una incubación en condiciones de anaerobiosis a 37 ºC 

para facilitar la identificación de las bacterias lácticas y las bifidobacterias. Dato que el objetivo 

principal de este trabajo fue aislar bacterias lácticas y bifidobacterias con potencial efecto probiótico, 

todas las colonias que crecieron en agar MRSc en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis se 

seleccionaron para su posterior identificación. Además, se tomaron aislados de los medios agar 

MacConkey, PEMBA, CNA y BHI para identificar otras especias de la microbiota de la leche 

materna.  

Se realizaron recuentos totales en los distintos medios en aquella dilución que presentaba entre 

30-300 colonias. 
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Con el fin de confirmar la pureza de los aislados, se realizó un cultivo en caldo BHI que se sembró 

en placa por agotamiento para visualizar las colonias separadas. Confirmada la pureza, una colonia 

aislada se transfirió a un tubo de 10 mL de caldo BHI y se incubó durante 24 h a 37 ºC. Un mililitro 

de este cultivo se congeló a -20 ºC en un criotubo estéril en presencial de glicerol al 20% (v/v). 

4.5. Identificación de los aislados seleccionados de muestras de leche materna por 

secuenciación parcial del gen 16S ARNr 

La identificación de los aislados se realizó mediante secuenciación de un fragmento del gen 16S 

ARNr, previamente amplificado por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  

Para ello se procedió inicialmente a la extracción del ADN a partir de una colonia de cada aislado. 

La colonia se transfirió a un tubo eppendorf que contenía 100 μL de agua milli- Q estéril. A 

continuación, se añadieron 20 μL de un tampón de lisis (que contenía dodecil sulfato sódico y 

NaOH) y los tubos se incubaron en un termobloque a 95 ºC durante 5 minutos. Seguidamente se 

añadieron 180 μL de agua de grado molecular (SigmaⓇ) y la mezcla se centrifugó a 4 ºC durante 5 

minutos a 10.000 rpm. El sobrenadante se transfirió a un segundo tubo estéril, que se congeló a 

- 20 ºC hasta la realización de la PCR.  

Cada reacción de PCR contenía los siguientes componentes: (a) Buffer comercial (DNTPs, 

MgCl2 y ADN polimerasa) (Bio-LineⓇ): 12,5 μL, (b) Cebadores universales Anlacto-I y Anlacto-II: 

0,5 μL de cada cebador, (c) Muestra de ADN (extraída en el paso anterior): 2,5 μL, (d) Agua estéril 

de grado molecular (SigmaⓇ): 9 μL. Las reacciones tienen lugar en un termociclador (Bio-RadⓇ), 

empleando el siguiente programa: 96 ºC, 4 minutos (1 ciclo), seguido de 30 ciclos (cada ciclo: 96 ºC 

– 30 s, 50 ºC – 30 s y 72 ºC – 45 s) y un ciclo final a 72 ºC durante 4 minutos. 

Tras las PCRs, se realizó una electroforesis en gel de agarosa (buffer TAE con in 1,2 % de 

agarosa [Sigma Ⓡ]) para confirmar que cada reacción había originado un solo amplicón. 

Se colocaron 5 μL de cada reacción en cada pocillo, a excepción del primer pocillo, en el que se 

colocaron 5 μL del marcador HyperLadder ™ II (EcogenⓇ) y el último pocillo, en el que se pusieron 

5 μL de un control negativo (una mezcla con todos los componentes de la PCR, pero a la que no se 

le había añadido ninguna muestra). La electroforesis se corrió a 90 V durante 30 minutos y el gel se 

analizó en un transiluminador (Bio-RadⓇ) (Figura 5). 
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Una vez comprobada la existencia de un único amplicón del tamaño correcto, se purificaron los 

productos de PCR empleando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-NagelⓇ) 

siguiendo las instrucciones del proveedor. Finalmente, para comprobar la pureza y la concentración 

de ADN se utilizó un espectrofotómetro UV-VIS (NanoDrop TM, Thermo ScientificⓇ).  

Los productos purificados se remitieron en a la empresa STAB-Vida (Portugal) donde se realizó 

la secuenciación. Las secuencias se analizaron en la plataforma informática BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information), frente a las 

depositadas en las bases de datos para determinar el género/la especie a la que pertenecía ca 

aislado (superior al 95%). Tras la identificación de las secuencias de los aislados obtenidos de leche 

materna, se seleccionaron 7 aislados de aquellas especies que podrían tener un potencial efecto 

probiótico, todas ellas pertenecientes al género Lactobacillus spp. 

4.6. Caracterización de los aislados con potencial efecto probiótico 

4.6.1. Cinética de crecimiento 

Para realizar la cinética de crecimiento de los aislados seleccionados de las muestras de leche 

materna, se partió de una colonia aislada que se revitalizó en caldo BHI durante 24 h a 37 ºC. 

Posteriormente se rellenó una placa de 96 pocillos con 20 µL de BHI y 180 µL de una batería de 

diluciones decimales del cultivo, siendo el volumen final de cada pocillo de 200 µL. Se incluyó un 

control empleando solo medio BHI. 

Para estudiar la cinética de crecimiento de los aislados seleccionados se midió la absorbancia a 

600 nm durante 24 h cada 15 minutos a una temperatura de 37 ºC con un lector de placas 

multipocillos Varioskan Lux (Thermo Scientific®). Los resultados se representaron en una gráfica de 

Unidades de Absorbancia en función del tiempo (h), a partir de la cual se obtuvo la ecuación de una 

recta con expresión: y = a + bx, donde “a” es la ordenada en el origen y “b” la pendiente. A partir de 

estos resultados, se calculó la velocidad máxima de crecimiento (𝑉𝑚á𝑥) (incremento en el número 

Figura 5. Ejemplo de análisis en transiluminador del gel de agarosa de 19 pocillos. El grosos e intensidad de 
cada banda corresponde a la concentración de material genético purificado. 
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de células por unidad de tiempo) (h-1) y el tiempo de generación (g) (tiempo que tarda una población 

microbiana en duplicarse) (h) mediante la siguiente fórmula: g = 
log 2

Vmáx
  

4.6.2. Pruebas de supervivencia in vitro a distintas condiciones del tracto gastrointestinal  

Para simular las condiciones del estómago (jugo gástrico) se utilizó BHI ajustado con ácido 

clorhídrico 1N para conseguir un pH= 2. Para simular las condiciones del intestinales se empleó BHI 

con distintas concentraciones de sales biliares porcinas (Sigma®) [0,10%, 0,25% y 0,50% (p/v)]. 

Para los ensayos, se tomó 1 mL de los cultivos de 24 h de los aislados y se centrifugó a 7500 

rpm durante 10 min. Posteriormente, se retiraron los sobrenadantes y las células se resuspendieron 

nuevamente en caldo BHI. En un tubo eppendorf estéril, a 100 μL de esta suspensión se le 

adicionaron 900 μL de las soluciones descritas anteriormente. En paralelo se realizaron los ensayos 

control. Las muestras se incubaron durante 2 h a 37 ºC. Tras el periodo de incubación. 20 μL de 

cada muestra se sembraron las diluciones pertinentes en placas de agar BHI y se realizó un 

recuento tras 24 h de incubación a 37 ºC. Los ensayos se realizaron por duplicado y se expresaron 

como log10 UFC/mL. 

4.6.3. Crecimiento de los aislados en medio de cultivo y leche de vaca 

De cara a una aplicación probiótica se evaluó el crecimiento de estos 7 aislados en medios de 

cultivo y leche de vaca. Para ello, se traspasaron 50 µL de los aislados almacenados en criotubos 

con glicerol al 10% a medios de cultivo líquido (MRSc y BHI) para su revitalización. A partir de estos 

se obtuvieron los cultivos de trabajo que se incubaron por duplicado en condiciones de aerobiosis y 

anaerobiosis durante 48 h a 37 ºC. Además, se prepararon tubos con 10 mL de leche desnatada en 

polvo (10% p/v) que se esterilizaron en autoclave, a los que se inocularon 50 µL del cultivo de cada 

uno de los aislados y se incubaron en las condiciones comentadas.  

Tras las 48 h, los cultivos se sembraron en placas de BHI que se incubaron a 37 ºC durante 24 h 

para poder contabilizar el número de unidades formadoras de colonias (UFC). Además, se 

registraron los cambios de textura y la formación de espuma de los cultivos de leche debido al 

metabolismo bacteriano. 

4.7. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se utilizó el paquete SPSS versión 28.0.1.1 (15). Se realizaron los 

estadísticos t-Student y análisis de varianzas (ANOVA). Se consideró una diferencia 

estadísticamente significativa ante un p-valor= <0,05 con un intervalo de confianza del 95%. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Recuentos microbiológicos de las muestras de leche materna 

En la Tabla 3 se muestran los recuentos microbiológicos de las muestras de leche materna en 

los distintos medios de cultivo (BHI, CNA, MRSc y MCK) expresados como la media, la mediana, 

con la varianza, el rango y los valores mínimos y máximos. De las 25 muestras de leche materna 

incluidas inicialmente en este estudio, en 6 de ellas no se registró crecimiento por lo que no se han 

tenido en cuanta para este análisis. En general, el valor medio de crecimiento microbiano fue de 

4,19 ± 0,76 log10 UFC/mL, con un rango que osciló entre 2,98 y 5,39 log10 UFC/mL para el medio 

BHI, siendo el medio de cultivo con mayores recuentos microbiológicos. En el medio CNA, selectivo 

para Gram-positivos, se observó un menor crecimiento (3,96 ± 0,83 log10 UFC/mL, [2,00 – 5,26 

log10 UFC/mL]). En el caso del medio MRSc, selectivo para el crecimiento de bacterias lácticas y 

bifidobacterias, no se encontraron diferencias significativas (p >0,05) en los recuentos bajo las 

distintas condiciones ensayadas, aerobiosis (3,24 ± 0,87 log10 UFC/mL, [1,40 – 4,44 log10 UFC/mL]) 

y anaerobiosis (3,06 ± 0,90 log10 UFC/mL, [1,40 – 4,23 log10 UFC/mL]). Estos resultados son 

similares a los descritos por otros autores que analizaron muestras de leche materna [73-75]. 

 

Tabla 3. Recuentos bacterianos totales (log10 UFC/mL) de las muestras de leche materna (N= 19) 
en distintos medios de cultivo 

Medio de cultivo Media (DS) Varianza Mediana Rango Mínimo Máximo 

BHI  4,19 (0,76) 0,58 4,41 2,41 2,98 5,39 

CNA  3,96 (0,83) 0,70 4,15 3,26 2,00 5,26 

MCK  2,38 (1,05) 1,11 2,30 3,06 1,40* 4,46 

MRSc AE 3,24 (0,87) 0,75 3,44 3,04 1,40* 4,44 

MRSc ANA 3,06 (0,90) 0,82 3,22 2,83 1,40* 4,23 

BHI: Brain Heart Infusion (medio de cultivo de uso general); CNA: Columbia Nalidixic Acid (medio de cultivo 
selectivo para Staphylococcus y Streptococcus y otras grampositivas); MCK: MacConkey (medio selectivo 
para enterobacterias); MRSc: Man, Rogosa y Sharpe (medio selectivo para bacterias lácticas) enriquecido 
con L-cisteína (2%). AE: incubación en aerobiosis; ANA: incubación en anaerobiosis. DS= Desviación 
estándar. (*) Valor correspondiente al logaritmo de la mitad del límite de detección de la técnica. 
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En el medio MCK, selectivo para el recuento de enterobacterias, se obtuvieron recuentos 

inferiores al resto de los medios de cultivo (2,38 ± 1,05 log10 UFC/mL, [1,40 – 4,44 log10 UFC/mL]). 

Sin embargo, en alguna de las muestras se obtuvieron valores de crecimiento elevado, como indican 

los valores máximos de 4,44 log10 UFC/mL. Estos resultados son similares a los obtenidos por 

Rodríguez-Cruz et al (2020) [74], donde se observaron rangos de crecimiento similares entre 

muestras de leche materna (2,30 – 3,86 log10 UFC/mL) y valores elevados de enterobacterias en 

las mismas muestras dado que fueron obtenidas mediante bomba de extracción (2,70 – 4,87 

log10 UFC/mL). Reyes et al (2021) [76] también encontraron recuentos elevados de enterobacterias 

en muestras de leche materna obtenidas mediante bomba de extracción (> 104 log10 UFC/mL). Por 

tanto, una posible falta de buenas prácticas de higiene personal, a la hora de la extracción de las 

muestras, y/o la correcta limpieza de la bomba de extracción y sus partes, podría explicar los 

resultados obtenidos con respecto al crecimiento de enterobacterias.  

Los resultados correspondientes a los recuentos se representan en la Figura 6 en forma de 

diagrama tipo “caja y bigotes”. En algunas muestras sembradas en MCK, MRSc, AE y MRSc ANA, 

no se registró crecimiento, por lo que se asumió un valor correspondiente a la mitad del log del límite 

de detección de la técnica (i.e. 1,40 log10 UCF/mL).  

 

Figura 6. Representación mediante diagrama de caja y bigotes de los recuentos 
bacterianos (log10 UFC/mL) de las muestras de leche materna (N= 19) en distintos 
medios de cultivo. BHI: Brain Heart Infusion (medio de cultivo de uso general); CNA: 
Columbia Nalidixic Acid (medio de cultivo selectivo para Staphylococcus, 
Streptococcus y otras bacterias Gram positivas); MCK: MacConkey (medio selectivo 
para enterobacterias); MRSc: Man, Rogosa y Sharpe (medio selectivo para bacterias 
lácticas) enriquecido con L-cisteína (2%). AE: incubación en aerobiosis; ANA: 
incubación en anaerobiosis.  
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5.2. Identificación de especies microbianas de muestras de leche materna 

De las muestras de leche materna, se obtuvieron un total de 102 aislados que se identificaron 

mediante secuenciación parcial del gen 16S ARNr. En la Tabla 4 se muestran las especies 

bacterianas identificadas.  

Tabla 4. Identificación de las especies bacterias mediante técnica de secuenciación parcial del gen 

16S ARNr en los aislados seleccionados de las muestras de leche materna (N= 102) 

Especies 
Nº de especies identificadas (% respecto al 

total de aislados) 

Staphylococcus spp. 

Staphylococcus epidermidis 52 (50,98%) 

Staphylococcus aureus 5 (4,90%) 

Staphylococcus hominis 4 (3,92%) 

Staphylococcus pasteuri 1 (0,98%) 

Staphylococcus capitis 1 (0,98%) 

Bacterias lácticas 

Lactobacillus gasseri 5 (4,90%) 

Ligilactobacillus salivarius 2 (1,96%) 

Enterococcus faecalis 15 (14,71%) 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter cloacae 3 (2,94%) 

Enterobacter ludwiggi 1 (0,98%) 

Enterobacter hormaechei 1 (0,98%) 

Enterobacter kobei 1 (0,98%) 

Klebsiella michiganensis  1 (0,98%) 

Klebsiella oxytoca  1 (0,98%) 

Kosakonia sacchari  2 (1,96%) 

Serratia marcescens  2 (1,96%) 

Otros microorganismos 

Bacillus cereus 3 (2,94%) 

Corynebacterium tuberculostearicum 1 (0,98%) 

Propionibacterium spp. 1 (0,98%) 
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Globalmente, el género más frecuente aislado en las muestras fue Staphylococcus y la especie 

mayoritaria dente de este fue Staphylococcus epidermidis (~51% del total de los aislados). Dentro 

de las bacterias lácticas, la especie mayoritaria fue Enterococcus faecalis (~15%) y, además, se 

identificaron 2 aislados de Ligilactobacillus salivarius (anteriormente Lactobacillus salivarius) y 5 de 

Lactobacillus gasseri. Respecto a la familia Enterobacteriaceae, Enterobacter fue el género más 

representativo. Se identificaron otras enterobacterias pertenecientes a los géneros Klebsiella, 

Kosakonia y Serratia. Se identificaron otros microorganismos como Corynebacterium 

tuberculostearicum y Propionibacterium spp. 

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los descritos en otros estudios similares 

que identificaron especies bacterianas a partir de muestras de leche materna mediante técnicas de 

secuenciación parcial del gen 16S ARNr. En estos trabajos los microorganismos aislados fueron 

principalmente especias de los géneros Staphylococcus y Streptococcus, y también se identificaron 

bacterias lácticas y otras bacterias grampositivas como Corynebacterium, Propionibacterium y 

Bifidobacterium [8, 74, 76].  

En una de las muestras se encontró un aislado identificado como Bacillus cereus, con capacidad 

de formar esporas resistentes a la temperatura, que pueden dar problemas en leches que hayan 

recibido un tratamiento de pasteurización, como es la leche donada [77].  

Las principales especies que se han aislado de muestras de leche materna con efecto probiótico 

pertenecen a los géneros Lactobacillus spp. o Bifidobacterium spp.; no obstante, recientes 

investigaciones están considerando el posible efecto probiótico de otros microorganismos como por 

ejemplo Propionibacterium spp. o Corynebacterium spp. [8, 78]. En este trabajo, se seleccionaron 

los aislados correspondientes al género Lactobacillus como potenciales probióticos, concretamente 

de las especies L. gasseri (5 aislados) y L. salivarius (2 aislados), cuyas condiciones de crecimiento 

están reflejadas en las Tabla 5. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

25 
Trabajo Fin de Máster, 2023 
Daniel Escobar Sáez 

Tabla 5. Medio de cultivo del que se obtuvieron los aislados seleccionados de leche materna y 
condiciones de crecimiento 

Especies 
identificadas 

Aislado Medio 
Condiciones de incubación a 

37 ºC 

L. gasseri 112A PEMBA Anaerobiosis 

L. gasseri 112B MRS Anaerobiosis 

L. gasseri 112C MRS Aerobiosis 

L. salivarius 974 MRS Anaerobiosis 

L. salivarius 165 MRS Aerobiosis 

L. gasseri 676 MRS Anaerobiosis 

L. gasseri 833 MRS Anaerobiosis 

PEMBA: medio selectivo para bacterias del género Bacillus; MRS: Man, Rogosa y Sharpe (medio selectivo 
para bacterias lácticas). L. gasseri: Lactobacillus gasseri; L. salivarius: Ligilactobacillus salivarius. 

 

Dentro del género Lactobacillus, una de las especies de interés para la salud gastrointestinal es 

L. gasseri, que ha mostrado eficacia en la mejora de la barrera intestinal, al aumentar los niveles de 

inmunoglobulina A secretora (SIgA) en el intestino delgado facilitando la defensa intraepitelial contra 

patógenos, productos microbianos, y en la diarrea asociada a antibióticos [79-80]. Además, Scillato 

et al. (2021) [81] informaron de la capacidad de antimicrobiana frente a patógenos urogenitales.  

Otra de las especies con potencial efecto probiótico es L. salivarius. Varios estudios han 

evidenciado los efectos de las distintas cepas de L. salivarius en la salud, atendiendo a su capacidad 

antimicrobiana, sus efectos inmunológicos o la modulación de la microbiota intestinal y la función 

de barrera [82]. Con respecto a su capacidad antimicrobiana, Sobrino et al. (2021) [83] informaron 

que la administración de L. salivarius, en sustitución de la terapia antibiótica metafiláctica en 

modelos animales, tenía un notable efecto inhibitorio de distintos patógenos como Salmonella 

Enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens 

y otras bacterias Gram-negativas causantes de infecciones de carácter grave en la población infantil 

Recientemente, Jiménez et al. (2021) [84] demostraron el efecto preventivo de la suplementación 

con L. salivarius PS2 sobre la aparición de mastitis en mujeres sanas. Estos resultados son de gran 

interés para la salud de la mujer y para fomentar la lactancia materna que, en ocasiones, puede 

verse interrumpida por la aparición de sintomatología compatible con mastitis [85]. 
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5.3. Caracterización de los aislados con potencial efecto probiótico 

5.3.1. Cinética de crecimiento 

En la Figura 7 se muestra la cinética de crecimiento de los aislados seleccionados a lo largo de 

24 h, expresadas como aumento de la absorbancia (A600nm). La mayoría alcanzaron un crecimiento 

máximo antes de las diez primeras horas de incubación. De forma individual, el aislado que alcanzó 

un mayor crecimiento fue L. gasseri 833 con un valor aproximado de 1,15 unidades de A600nm 

(UA600nm). Los aislados L. salivarius 165 y L. salivarius 974 fueron los que menor crecimiento 

experimentaron en comparación con el resto de aislados. Los datos representados en la gráfica 

corresponden a UA600nm, que a su vez reflejan el aumento de turbidez en el medio. El aumento de 

esta turbidez se debe principalmente al aumento de la concentración celular, pero también puede 

ser debía a la producción de materiales extracelulares, como exopolisacáridos (EPS), biopolímeros 

de alto peso molecular, lo que podría en parte explicar las diferencias observadas entre las distintas 

cepas [85-88]. 

 

 

Figura 7. Cinética de crecimiento (24 h) de los aislados de bacterias lácticas seleccionadas a partir de leche 
materna. L. gasseri: Lactobacillus gasseri; L. salivarius: Ligilactobacillus salivarius. 
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A partir de los datos de las curvas de cinética, se calcularon los parámetros que se incluyen en 

la Tabla 6, la velocidad máxima de crecimiento (h-1) y el tiempo de generación (h). Los aislados con 

menor tiempo de generación (0,19 y 0,21 h), y por tanto los que crecían más rápidamente, fueron 

L. gasseri 112A y L. gasseri 676, respectivamente.  

Tabla 6. Parámetros cinéticos relativos a la velocidad máxima de crecimiento (Vmáx crecimiento) y 
tiempo de generación para los diferentes aislados seleccionados de las muestras de leche materna 

Aislados Vmáx crecimiento (h-1) Tiempo de generación (h) 

L. gasseri 112A 1,55 0,19 

L. gasseri 112B 0,97 0,31 

L. gasseri 112C 0,97 0,31 

L. salivarius 974 1,49 0,20 

L. salivarius 165 1,01 0,30 

L. gasseri 676 1,43 0,21 

L. gasseri 833 1,06 0,28 

L. gasseri: Lactobacillus gasseri; L. salivarius: Ligilactobacillus salivarius 

 

El resto de aislados de L. gasseri presentaron un crecimiento más lento con tiempos de 

generación similares (~0,30 h). Por otro lado, L. salivarius 974 presentó un tiempo de generación 

similar a L. gasseri 112A, siendo el aislado que creció más rápido de esta especie. Sin embargo, 

pese a que en la fase exponencial el crecimiento de esta cepa fue muy rápido, este aislado alcanzó 

una menor densidad óptica y tuvo mayor fase de latencia que el resto. A pesar de que L. salivarius 

165 tuvo una Vmáx de crecimiento similar a los aislados de L. gasseri 112B, 112C y 883, alcanzó 

valores de crecimiento menores, observándose una bajada del crecimiento a partir de las 5 h de 

incubación (Figura 7).  

Las características de crecimiento pueden estar influenciadas, en parte, por el tamaño de cada 

especie. Rajab et al. (2020) [89] evaluaron el crecimiento de 10 especies del género Lactobacillus 

(incluidas L. salivarius y L. gasseri) y concluyeron que aquellas con menor tamaño celular 

presentaban un crecimiento mayor (log10 UCF/mL). Otros factores, como la producción de 

exopolisacáridos puede contribuir a aumentar los valores de absorbancia debido a un aumento de 

la turbidez del medio [88]. Se conoce que algunas cepas del género Lactobacillus son productoras 

de EPS, incluidas L. gasseri y L. salivarius, con un efecto probiótico [86-87] [91-93] Más estudios 

son pues necesarios para esclarecer las diferencias observadas entre los distintos aislados.  
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5.3.2. Pruebas de supervivencia in vitro a las distintas condiciones del tracto gastrointestinal 

Con respecto a la resistencia in vitro de los aislados a las diferentes condiciones del tracto 

gastrointestinal, las condiciones simuladas del estómago (pH= 2) redujeron significativamente 

(p= 0,020) la población microbiana de todos los aislados con respecto al control (Figura 8).  

Figura 8. Supervivencia de los aislados seleccionados de leche materna a las 
condiciones del estómago (jugo gástrico con pH = 2). Los valores representados 
corresponden al promedio ± DS (n=2). L. gasseri: Lactobacillus gasseri; L. salivarius: 
Ligilactobacillus salivarius 

 

Globalmente se produjo una reducción logarítmica entre 5-8 log10 UFC/mL, siendo L. salivarius 

165 y L. gasseri 676 las cepas más sensibles (población residual tras el tratamiento < 2 log10 

UFC/mL) y L. salivarius 974 la más resistente (población residual tras el tratamiento ~ 3 log10 

UFC/mL). Estos resultados son similares a los de Vougiouklaki et al. (2023) [91] que estudiaron las 

propiedades probióticas de bacterias lácticas del género Lactobacillus y su tolerancia a las 

condiciones gástricas simuladas in vitro. Estos autores concluyeron que especies como L. 

rhamnosus, L. brevis y L. plantarum son más resistentes que L. gasseri, que es más sensible a las 

condiciones de pH. Rajab et al (2020) [89] también obtuvieron resultados similares al estudiar la 

supervivencia de distintas cepas de Lactobacillus spp. a las condiciones del tracto gastrointestinal. 

No obstante, algunos estudios han demostrado que ciertas especies del género Lactobacillus, 

concretamente L. gasseri y/o L. salivarius pueden crecer en condiciones de pH ~ 2 [94-95]. El valor 

de pH empleado en este trabajo es ligeramente inferior a las condiciones en el estómago de los 
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adultos (~ pH 2,5-3,5), en el caso de los recién nacidos el pH es ligeramente superior, por lo que el 

efecto del pH sobre la supervivencia de estos microorganismos sería menos acusado. Con respecto 

a la supervivencia a las condiciones gástricas (pH = 2), las concentraciones iniciales de estos 

probióticos deberían ajustarse durante la formulación del preparado para evitar una reducción 

drástica de la carga microbiana a su paso por el estómago. 

Las condiciones del tracto intestinal (sales biliares en concentraciones de 0,10%, 0,25% y 0,50%) 

(Figura 9), no redujeron significativamente el crecimiento de ninguno de los aislados (p >0,05).  

Figura 9. Supervivencia de los aislados seleccionados de leche materna a las 
condiciones del tracto gastrointestinal. Los valores representados corresponden 
al promedio ± DS (n= 2). SB: Sales biliares. L. gasseri: Lactobacillus gasseri; L. 
salivarius: Ligilactobacillus salivarius 

 

Únicamente, el aislado L. gasseri 112C mostró una ligera reducción en su crecimiento 

(~ 1 log10 UFC/mL) al emplear la mayor concentración de sales biliares (0,50%). Los resultados 

muestran que los aislados obtenidos de leche materna pueden soportar las condiciones simuladas 

del tracto intestinal (sales biliares). Mahmoud et al. (2022) [95], concluyeron que otros aislados de 

L. gasseri tenían una supervivencia adecuada a las condiciones de pH y sales biliares simuladas. 

Otros estudios recientes [96-97] relacionaron la supervivencia de L. salivarius a las condiciones del 

tracto intestinal con la síntesis de fosfotransferasas, chaperonas y la producción de exopolisacárido 

Esto podría explicar las diferencias que se observan en este trabajo en la tolerancia a las 

condiciones del tracto gastrointestinal in vitro para los aislados L. salivarius 974 y L. salivarius 165. 
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No obstante, existe una gran variabilidad a nivel de cepa, por ello es importante llevar a cabo estos 

estudios previamente a su uso como probiótico [89]. 

5.3.3. Aptitudes tecnológicas y crecimiento de los aislados en medio de cultivo y leche de vaca 

En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos al crecer los aislados en medio de cultivo 

BHI y en leche desnatada de vaca en polvo [10% (p/v)] estéril bajo distintas condiciones de 

incubación. En algunos trabajos previos se ha demostrado que ciertas cepas de L. gasseri 

presentan dificultades para crecer adecuadamente en leche, lo que puede perjudicar su uso como 

probiótico [98]. Sin embargo, todos los aislados ensayados crecieron en leche adecuadamente.  

Tabla 7. Aptitudes tecnológicas y condiciones de crecimiento de los aislados en leche de vaca 
desnatada en polvo reconstituida al 10% (p/v)  

Especies 
identificadas 

Aislado 
Condiciones de 

incubación a 
37 ºC 

Cambios en el medio 
Formación 
de espuma 

L. gasseri 112A 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Separación de fases 
Aspecto de “papilla” 

Estable 
Inestable 

L. gasseri 112B 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Separación de fases 

Formación de gel 
Inestable 
Inestable 

L. gasseri 112C 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Separación de fases 
Aspecto de “papilla” 

Estable 
Estable 

L. salivarius 974 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Separación de fases 

Formación de gel 
Estable 
Estable 

L. salivarius 165 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Separación de fases 
Separación de fases 

Inestable 
Estable 

L. gasseri 676 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Formación de gel 
Formación de gel 

Inestable 
Inestable 

L. gasseri 833 
Aerobiosis 

Anaerobiosis 
Formación de gel 

Separación de fases 

Inestable 
Inestable 

L. gasseri: Lactobacillus gasseri; L. salivarius: Ligilactobacillus salivarius. 

 

Cuando los aislados se incubaron en anaerobiosis, se observó un aumento de la viscosidad en 

los medios e incluso la formación de geles (Figura 10). Cuando los aislados se incubaron en 

condiciones de aerobiosis y en leche, se observó una tendencia a la separación de fases. El género 

Lactobacillus produce ácidos orgánicos que reducen el pH del medio, lo que podría explicar los 

cambios visibles en la leche [79]. En concreto, las alteraciones en el pH pueden condiciones la 

estabilidad de las proteínas lácteas [99-100]. 
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Además, algunos aislados fueron capaces de formar espumas estables. Con respecto a la 

formación de espumas, esto podría deberse a la generación de biosurfactantes. Los biosurfactantes 

son moléculas tensioactivas que reducen la tensión superficial de la superficie en contacto entre 

dos fases (por ejemplo, dos líquidos inmiscibles o un sistema líquido-gas). En función de su 

naturaleza química, estos biosurfactantes pueden actuar como estabilizadores o solubilizadores de 

sistemas coloidales (mezclas conformadas por dos o más fases, normalmente una fluida de líquido 

o gas y otra dispersa en forma de partículas generalmente sólidas muy finas). En ese aspecto, se 

conoce que bacterias pertenecientes al género Lactobacillus son generadoras de estos compuestos 

tensioactivos que tienen un papel crucial en la reducción de la capacidad de adhesión de varias 

patógenos [101]. En este sentido, estudiar la capacidad de producción de biosurfactantes de los de 

los aislados seleccionados en este estudio sería de gran interés para establecer si estos 

microorganismos son capaces de evitar la adhesión de bacterias patógenas. 

Dependiendo del tipo de formulación planteada para la suplementación con estos probióticos, 

habría que tener en cuenta estos cambios fisicoquímicos observados en la leche. Por ejemplo, un 

aumento de la viscosidad sería interesante para desarrollar formulaciones espesas con consistencia 

de puré. En cambio, la formación de espumas sería indeseable en formatos líquidos con alto 

contenido en grasa porque aumenta la velocidad de oxidación lipídica [102]. 

Una de las estrategias recientes para la suplementación con probióticos en lactantes y 

prematuros consiste en restaurar la microbiota de la leche materna en leche donada. A este aspecto, 

Cacho et al. (2017) [73] consiguieron restaurar la microbiota de la leche materna en muestras de 

leche pasteurizada adicionando inóculos de la primera, sin observar cambios significativos en la 

A B 

 Figura 10. Efecto del crecimiento de los aislados seleccionados en el medio de cultivo BHI 
y en leche de vaca en polvo esterilizada [10% (p/v)]. (A) Formación de coágulo en leche de 
vaca. (B) Ejemplo de las diferencias observadas en el aspecto de la leche de vaca 
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diversidad de la microbiota restaurada con respecto a la original. Torrez Lamberti et al. (2021) [75] 

obtuvieron resultados similares utilizando muestras de leche materna congelada como inóculo.  

En este sentido, algunos de los aislados obtenidos en este trabajo podrían emplearse con esta 

finalidad. Serían necesarios estudios adicionales para caracterizar estos aislados y garantizar su 

eficacia y su seguridad, teniendo en cuenta la vulnerabilidad de los lactantes, y muy especialmente, 

de los prematuros. 
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6. CONCLUSIONES 

I. Globalmente, la microbiota de las muestras de leche materna está dominada por 

microorganismos Gram-positivos. Sin embargo, los elevados recuentos de enterobacterias 

obtenidos en algunas muestras sugieren que su calidad está condicionada por factores externos. 

En este sentido, unas buenas prácticas de higiene personal y la correcta limpieza de las bombas de 

extracción y sus partes podrían minimizar la presencia de microorganismos no deseados en la leche 

materna. 

II. El género más frecuentemente aislado en las muestras fue Staphylococcus y la especie 

mayoritaria dentro de este fue Staphylococcus epidermidis (~51% del total de los aislados). Entre 

los microorganismos que se identificaron, se seleccionaron 2 aislados de Ligilactobacillus salivarius 

y 5 de Lactobacillus gasseri como probióticos potenciales. 

III. Todos los aislados seleccionados fueron capaces de crecer en condiciones de aerobiosis, 

siendo el aislado que alcanzó un mayor crecimiento Lactobacillus gasseri 833. Además, los aislados 

de esta especie fueron los que presentaron un menor tiempo de generación. Esto podría ser una 

ventaja competitiva para su empleo en una formulación probiótica frente a los aislados de la especie 

de Ligilactobacillus salivarius.  

IV. Las condiciones simuladas del estómago redujeron significativamente y de forma drástica la 

población microbiana de todos los aislados, mientras que la presencia de sales biliares fue bien 

tolerada. De cara a una optimización de la concentración microbiana del preparado probiótico se 

deben pues considerar estas pérdidas de viabilidad a su paso por el tracto gastrointestinal. 

V. Serían necesarios estudios adicionales para profundizar en la caracterización probiótica de 

las cepas seleccionadas (evaluación de su actividad antimicrobiana frente a microorganismos 

patógenos, resistencia antibiótica, etc.) para su empleo en población infantil. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1. Información sobre el estudio y criterios de inclusión para mujeres lactantes interesadas 
en participar 
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Anexo 2. Dictamen favorable del Comité de Ética de la Investigación de Aragón (CEICA) 
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Anexo 3. Diagrama de las fases del procesamiento de las muestras de leche materna 
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