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Resumen

En el presente trabajo, se determind la presencia de antimicrobianos en leche maternay
su efecto en la flora intestinal aerdbica del recién nacido. Cuarenta muestras de leche de muje-
res recién paridas y 40 muestras de heces de sus respectivos lactantes, fueron analizadas to-
mandose como principales condiciones, la ingestion de antimicrobianos (Ampicilina o Cefalos-
porinas de primera generacion) en las mujeres inmediatamente después del parto y el ama-
mantamiento de los recién nacidos. Para la deteccion de antimicrobianos, se utilizo el método
del Disco-Ensayo establecido por la A.O.A.C., mientras que el coprocultivo fue utilizado para la
recuperacion de la flora aerdbica. Los resultados obtenidos muestran la presencia de antimi-
crobianos en la leche materna. Entre los microorganismos aislados en las muestras de heces,
predominaron las bacterias Gram positiva con un porcentaje del 57,38% sobre las Gram nega-
tivacon un 42,62%. Los Estafilococos coagulasa negativa representaron el mayor género aisla-
do dentro de los Gram positivo 52,86% y Escherichia coli 73,09% fue su contraparte dentro de
los Gram negativo. En cuanto al efecto de los antimicrobianos sobre la flora aerébica, se conclu-
y06 que la administracion de cefalosporinas de primera generacién y ampicilina en madres re-
cién paridas, podria haber provocado el desarrollo de resistencia en algunos microorganismos
de la flora fecal.
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nacidos.

Antimicrobial in human milk and its effects
of the aerobic intestinal flora of the newborn

Abstract

In the present study, it was determined the presence of antimicrobials in humans milk
and its effects on the aerobic intestinal flora of the newborn. Forty samples of milk lately delive-
red from mother and forty samples of excrements of their respective new born, were analyzed
taking as primary conditions, the ingestion of antimicrobials (Ampiciline or Cephalosporine of
1° generation) for the mother immediately after giving birth, and the sucking of the newborns.
The Disk-assay method, established by the A.O.A.C., was the methodology employed to detect
antimicrobials while coprocultive was utilized for the recuperation of aerobic flora. The results
obtained on the samples of the human milk confirmed the presence of the antimicrobials. In the
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isolated microorganisms of the excrements samples, it predominate the bacterias Gram positi-
ve with a 57,38%, over the Gram negative with a 42.62%. The Staphylococci coagulase negative
represented the biggest isolated in the Gram positive 52.86% and Escherichia coli 73.09% was
its contrapart in the Gram negative. As soon as the effect of the antimicrobials over the aerobic
flora, it was concluded that the administration of cephalosporine of 15t generation and ampicili-
na in women newly delivered, could be provoke the development of resistance in some microor-

ganisms of the fecal flora of the newly born.

Key words: Aerobic intestinal flora; antimicrobials; human milk; newborns.

Introduccioén

En la leche materna normalmente se
secretan componentes nutritivos e inmuno-
l6gicos, asi mismo pueden encontrarse resi-
duos de medicamentos que hayan sido ad-
ministrados a la madre (1-4). Se ha reporta-
do que pueden aparecer en la leche medica-
mentos como ampicilina, eritromicina, me-
ticilina y estreptomicina (5). Passmore et al.,
(6) demostraron la excrecion de metronida-
zol, midiendo su concentracién en plasmay
leche de madres bajo terapia.

Al momento del nacimiento el intestino
del nifo es estéril, pero pronto la flora fecal
se desarrolla procedente de la flora materna
cutanea, fecal, vaginal, o de gérmenes pro-
cedentes del ambiente o de la alimentacion.
Yoshioka et al. (7), en un estudio sobre un
grupo de 13 recién nacidos, reportaron que
en los nifios amamantados con leche mater-
na los microorganismos predominantes fue-
ron Enterobacterias, Enterococcus, Staphy-
lococcus y Bacteroides. Asi mismo Balmer et
al. (8), al estudiar la flora intestinal de 28 re-
cién nacidos amamantados, encontraron
un predominio de Bifidobacterias y Staphy-
lococcus.

La presencia de antimicrobianos en la
leche materna ha sido motivo de preocupa-
cion por el posible efecto que pueda ejercer
sobre la flora intestinal del recién nacido.
Mohr et al. (9), reportaron que con el uso de
gentamicina o combinacién de gentamicina
con oxacilina, azlociclinas y/o cefotaxima
no se observaron cambios en la flora aerdébi-
ca de prematuros alimentados con leche
materna, los cambios se observaron en los

que estaban bajo terapia so6lo con cefotaxi-
ma. Otros investigadores al emplear flomo-
xef en neonatos observaron una desapari-
cion de las Bifidobacterias, un descenso o
desaparicion de las Enterobacterias con
preservacion de los Streptococcus (10).

Los estudios citados con anterioridad
han sido realizados en paises donde las con-
diciones del medio, la alimentacion y otros
factores varian considerablemente con res-
pecto al nuestro. De alli, la importancia de
conocer el efecto de los antimicrobianos que
pasan alaleche materna sobre la flora intes-
tinal aerdbica de los recién nacidos de nues-
tra region, puesto que el desarrollo de resis-
tencia por parte de algunos microorganis-
mos podria interferir en posteriores trata-
mientos al nifio o incluso permitir la transfe-
rencia de esta resistencia a otras bacterias
de su flora intestinal. En virtud de estos
planteamientos surge el interés de detectar
la presencia de los antimicrobianos en la le-
che de mujeres recién paridas, identificar la
flora bacteriana intestinal aerdbica del re-
cién nacido alimentado con leche maternay
determinar la influencia de estos antimicro-
bianos en la antibiotico-resistencia bacte-
riana.

Materiales y Métodos

Poblaciéon en estudio

Para la realizacion de este estudio se
seleccionaron 40 mujeres recién paridas
gque amamantaban a sus hijos en las seccio-
nes de alojamiento en conjunto de la Mater-
nidad “Armando Castillo Plaza” (Maracaibo-
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Edo. Zulia). Estas fueron agrupadas de la si-
guiente manera: Grupo A (control) consti-
tuido por 5 madres que no recibieron anti-
microbianos. Grupo B constituido por 5 ma-
dres que recibieron antimicrobiano durante
el embarazo. Grupo C 20 madres que reci-
bieron antimicrobiano (ampicilina o cefalo-
tina) 2 horas después del parto durante tres
dias. Grupo D 10 madres que recibieron an-
timicrobiano (ampicilina o cefalotina) du-
rante el embarazoy 2 horas después del par-
to durante tres dias. Los grupos a su vez in-
cluyeron al lactante de cada mujer recién
parida.

Recoleccién de muestras de leche

Las muestras (3-5 mL) fueron tomadas
directamente del seno de la mujer previa-
mente lavado, utilizando para ello un tirale-
che estéril; posteriormente se trasvasé a tu-
bos de ensayo estériles tapados. En el caso
de las mujeres con antibioticoterapia, la re-
coleccion de la muestra se efectué a las 24
horas de haberse comenzado la terapia.

Recoleccion de muestras de heces

A los recién nacidos amamantados se
les tomaron muestras de heces recién emiti-
das 24 horas después de que las madres co-
menzaran el tratamiento con el antimicro-
biano. Las muestras fueron colocadas en el
medio de transporte de Cary-Blair. Todas
las muestras fueron transportadas bajo re-
frigeracion en hielo hasta el laboratorio para
su analisis.

Detecciétn de antimicrobianos
en la leche materna

Para la deteccion de residuos de anti-
microbianos en las muestras de leche se uti-
liz6 el método del Disco-Ensayo, usando el
Bacillus stearothermophylus variedad cali-
dolactis, propuesto por la A.O.A.C. (11).

Coprocultivos

Para recuperar la flora aerébica del re-
cién nacido, las muestras de heces se sem-
braron en Agar Mac Conkey (AMC), agar

sangre humana (ASH) y agar manitol salado
(AMS). Las placas se incubaron a 37°C por
24 horas.

Identificacién de enterobacterias

A las colonias fermentadoras o no de la
lactosa aisladas del AMC, se les estudi6 la
morfologia colonial, se inocularon en agar
triple azdcar hierro (TSI) y agar nutritivo
(AN) y se incubaron a 37°C, por 24 horas.
Las colonias oxidasa negativa con TSI aci-
do/acido o acido/alcalino con o sin produc-
cion de H,S se sembraron en caldo indol,
agar urea, agar citrato, agar motilidad y cal-
dos ornitinay lisina descarboxilasa; incuba-
dos a 37°C por 24 horas para su caracteriza-
cion segun la metodologia descrita por Far-
mer et al. (12).

Identificacion de Streptococcus y
Enterococcus

A las colonias de estreptococos y entero-
cocos aisladas del ASH se les estudié la mor-
fologia colonial, produccion de hemolisis y se
les realizé un frotis coloreado con la técnica
de Gram. La identificacion de estos géneros
se realiz6 mediante pruebas de susceptibili-
dad a la bacitracina (taxo A), Test de Camp,
produccién de hemdlisis en agar sangre car-
nero (ASC), prueba de crecimiento en bilis e
hidrdlisis de la esculina y crecimiento en cal-
do salado al 6,5% de NacCl; siguiendo la meto-
dologia descrita por Facklam et al., (12).

Identificacion de Staphylococcus y
Micrococcus

A las colonias de micrococos aisladas
del ASH compatibles con los miembros de la
familia Micrococcaceae y a las colonias de
Staphylococcus recuperadas del agar mani-
tol salado (AMS), se les estudié la morfologia
colonial, produccién de hemoélisis (en ASH) y
se efectud un frotis para colorear con Gram;
posteriormente se sembraron en medio de
AN, OF glucosa y plasma humano; se incu-
baron a 37°C por 24 horas (a excepcion del
plasma humano que se incub6 por 4 horas)
segun lo descrito por Kloos et al. (12).
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Susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos

A todas las cepas identificadas se les
determind la susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos siguiendo el método del
disco Unico de alta potencia, descrito por
Bauer et al. (13). Los discos empleados para
determinar la susceptibilidad de los micro-
organismos Gram positivo y Gram negativo
aislados en este estudio se muestran en la
Tabla 1. Los didmetros de las zonas de inhi-

bicion que permiten establecer sensibilidad
o resistencia a los agentes antimicrobianos,
son leidos y reportados segun las especifica-
ciones de la N.C.C.L.S. (14).

Analisis estadistico

Para comparar la cantidad de géneros
bacterianos encontrados en los grupos
muestreados, se aplicé el estadistico Chi
cuadrado.

Tabla 1

Antimicrobianos usados en el método del disco Unico de alta potencia

Agente Antimicrobiano Potencia Utilizados para Microoganismos
del Disco Gram(+) Gram(-)

Betalactamicos

Ampicilina (AM) 10 pg X X

Aztreonan (ATM) 30 ug X

Cefalotina (KF) 30 ug X X

Cefamandol (MA) 30 pug X X

Ceftriazone (CRO) 30 pg X X

Cefoperazona (CFP) 75 ug X X

Cefotaxime (CTX) 30 pug X X

Imipenen (IPM) 10 pg X X

Oxacilina (OX) 1 Mg X

Penicilina (P) 10 unid. X

Piperacilina (PIP) 100 pug X
Inhibidores de la Betalactamasa

Amoxacilina-Acido Clavulanico (AMC) 20 pg - 10 ug X X
Aminoglicésidos

Amikacina (AN) 30 pug X X

Gentamicina (GM) 10 pg X X
Fluoroquinolonas

Ciprofloxacin (CIP) 5 ug X X
Macrolidos

Eritromicina (E) 2 ug X
Glucopéptidos

Vancomicina (V) 30 ug X
Combinacién Sulfonamidas

Trimetoprim - Sulfametoxazol (SXT) 1,25 ug - 23,75 ug X X
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Para comparar los porcentajes de re-
sistencia a los antimicrobianos de las cepas
aisladas entre los grupos muestreados, se
realizo el analisis de la varianza con dos cri-
terios de clasificacion, sin repeticién, utili-
zando el paquete estadistico Statistix (NH
Analytical Software 1989) versién 1.10. La
prueba de Tukey determiné las medias res-
ponsables de la diferencia significativa en
los andlisis de la varianza.

Resultados y Discusion

En la Tabla 2 se muestran los resulta-
dos obtenidos en la prueba del disco ensayo
practicado a las leches maternas. Los gru-
pos Ay B, resultaron negativos a la prueba,

no encontrandose presencia de antimicro-
bianos en ellos. En cuanto a los grupos C y
D, las muestras de leche resultaron positi-
vas al disco ensayo.

El porcentaje de bacterias Gram nega-
tivay Gram positiva en los diferentes grupos
de lactantes se presentan en la Tabla 3. Un
total de 122 aislamientos fueron obtenidos
de las heces de los recién nacidos, de ellos
52 cepas (42,62%) corresponden a bacterias
Gram negativay 70 cepas (57,38%) a bacte-
rias Gram positiva; pudiéndose notar la pre-
valencia de las Gram positiva. Estos resulta-
dos concuerdan con los de Balmer et al. (8),
quienes reportan que las bacterias predomi-
nantes en los nifios amamantados son las

Tabla 2
Resultados obtenidos del disco-ensayo para la deteccién de antimicrobianos en leche materna

Grupos NuUmero de Muestras Disco Ensayo
% (-) % (+)
A 5 100 0
B 5 100 0
C 20 0 100
D 10 0 100

Los grupos de mujeres recién paridas fueron de la siguiente manera: A control no recibieron antimicrobiano, B: reci-
bieron antimicrobiano durante el embarazo, C: recibieron antimicrobiano después del parto, D: recibieron antimi-

crobiano durante el embarazo y después del parto.

Tabla 3
Porcentaje de aislamiento de bacterias Gram positiva y Gram negativa
en los diferentes grupos de lactantes

Microorganismo % A B C D
Gram negativo 42,62 E. coli E. coli E. coli E. coli
E.agglomerans E. agglomerans E. agglomerans E. agglomerans
K. pneumoniae K. pneumoniae K. pneumoniae
C. freundii E. cloacae
P. mirabilis
S. odorifera
Gram positivo 57,38 S.C.N S.C.N. S.C.N. S.C.N.

Enterococcus sp. Enterococcus sp. Enterococcus sp. Enterococcus sp.

Streptococcus D

Streptococcus D Streptococcus D
Micrococcus sp. Micrococcus sp.

S.C.N.= Estafilococos coagulasa negativa.
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Gram positiva, Bifidobacterias y Staphylo-
coccus, aunque otras literaturas (15, 7) se-
fialan a las Enterobacterias como la flora fe-
cal aerobica de mayor predominio en neona-
tos. Es de notar que en los grupos Ay C, el
numero de géneros aislados fue superior al
de los grupos B y D. La mayor variedad de
cepas identificadas se encuentran en el gru-
po C, sin embargo al comparar mediante el
estadistico Chi cuadrado la cantidad de gé-
neros bacterianos por grupo, no existio dife-
rencia significativa (P > 0.05). Asi mismo
cabe destacar que en los cuatro grupos, las
especies bacterianas comunes fueron: E.
coli, E. agglomerans, estafilococos coagula-
sa negativa y Enterococcus sp.; microorga-
nismos que han sido reportados como parte
de la flora intestinal del recién nacido, por
otros autores (8, 7, 15).

En la Figura 1 se muestra el porcentaje
de los diferentes géneros de bacterias Gram
positiva identificadas. Se observa que el ma-
yor porcentaje de aislamientos correspondio
a estafilococos coagulasa negativa con
52,36% seguido de Enterococcus sp. y Strep-
tococcus grupo serolégico D, ambos con un
17,14%. Reportes anteriores (7, 8) coinciden
en sefalar al género Staphylococcus como
las bacterias predominantes en la flora fecal
del neonato dentro del grupo de los Gram
positivo, sin embargo no llegan a la identifi-
cacién final de la especie; en esta investiga-
cion se logré determinar que la mayor pro-
porcion de cepas de Staphylococcus se co-
rresponden con los estafilococos coagulasa
negativa.

En relacién al porcentaje de bacterias
Gram negativa aisladas en los coprocultivos
de los recién nacidos (Figura 2), se muestra
que los primeros lugares fueron ocupados
por Escherichia coli con el 73,09% seguido
por Enterobacter agglomerans y Klebsiella
pneumoniae, ambas con el 7,69%. De estos
resultados se puede inferir que de las bacte-
rias Gram negativa aisladas son las Entero-
bacterias las que predominan y de estas la
E. coli es la especie que obtiene el mayor por-
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Figura 2. Porcentaje de Bacterias Gram (-) aisla-
das en los coprocultivos.

centaje, situacion que concuerda con la lite-
ratura consultada (15, 4, 7).

En la Figura 3 se muestra el porcentaje
de resistencia a los diferentes antibidticos
de E. colien los grupos A, B, Cy D; el cual fue
bajo para la mayoria de los antimicrobianos
usados. El andlisis de la varianza no deter-
mingd la existencia de una diferencia signifi-
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cativa en la resistencia por grupo, ni por an-
timicrobianos.

Las cepas de E. agglomerans resulta-
ron sensibles a la mayoria de los antimicro-
bianos empleados en la prueba de difusion
en disco. La Figura 4 muestra los casos don-
de hubo resistencia, encontrandose que
esta depende del grupo y del antimicrobia-
no. Cabe destacar la presencia de E. agglo-
merans 100% resistentes a ampicilina, cefa-
lotina, piperacilina y sulfatrimetoprim, las
cuales son drogas recomendadas para el
tratamiento de infecciones diversas. No obs-
tante, estas cepas presentan una resisten-
cia natural a la ampicilina y cefalotina, por
lo tanto es dificil afirmar que la resistencia
presentada sea debido a la utilizacién de
esos antimicrobianos (16).

En la Figura 5, se observa que los estafi-
lococos coagulasa negativa, son resistentes a
un ndmero mayor de antimicrobianos. Al
aplicar el andlisis de la varianza se determino
que existe diferencia significativa tanto para
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los grupos como para los antimicrobianos.
La prueba de Tukey revel6 un mayor porcen-
taje de estafilococos coagulasa negativa re-
sistentes en los grupos B, Cy D; obteniéndo-
se entre ellos medias homogéneas. En cuan-
to a los antimicrobianos frente a los cuales
existio mayor porcentaje de resistencia, la
prueba de Tukey destacd la alta resistencia
por los estafilococos coagulasa negativa
ante la penicilina, ampicilinay eritromicina.

La Figura 6 revela altos porcentajes de
resistencia del Enterococcus sp. alos antimi-
crobianos probados en la mayoria de los
grupos muestreados. El analisis de la va-
rianza permitiod distinguir la existencia de
diferencia significativa en los porcentajes de
resistencia entre antimicrobianos. Para de-
terminar los productores de esta diferencia
significativa la prueba de Tukey permitio
identificar a la oxacilina, cefotaxima, cefa-
mandol, como los antimicrobianos frente a
los cuales las cepas de Enterococcus sp. fue-
ron mas resistentes.
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Figura 3. Porcentaje de Resistencia a los Antimicrobianos por E. coli en los diferentes grupos de lactan-

tes.
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Figura 6. Porcentaje de Resistencia a los Antimicrobianos por Enterococcus sp. en los diferentes grupos

de lactantes.

Los porcentajes de resistencia encon-
trados en las cepas bacterianas comunes
aisladas en los grupos de lactantes Cy D
frente a la ampicilina y cefalotina parece in-
dicar que la utilizacién de estas drogas po-
dria provocar el desarrollo de resistencia por
parte de algunos microorganismos de la flo-
ra fecal aerdbica del recién nacido, lo cual
interferiria en posteriores tratamientos al
nifio o incluso permitiria la transferencia de
dicharesistencia a otras bacterias de la flora
intestinal del lactante.
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