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Almacenamiento de leche humana: su influencia en la
composicion quimica y desarrollo bacteriano
en tres momentos de la lactancia
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RESUMEN

Muchos recién nacidos y lactantes no pueden recibir leche
humana como resultado de internaciones prolongadas o rein-
tegro laboral materno.

Objetivos. Determinar los componentes quimicos de la
leche humana (pH, lipidos, proteinas e IgA), como asi también
el desarrollo bacteriano en diferentes modos de alma-
cenamiento: inmediato a su extraccién, después de 4 dias en
refrigerador y después de 15 dias en freezer.

Analizarlos en tres momentos de la lactancia: primera,
cuarta y octava semana del posparto.

Disefio. De observacion, analitico, prospectivo (tipo cohorte).

Material y métodos. Se analizaron muestras de leche,
correspondientes a una cohorte de 35 madres con recién
nacidos de término, sanos. De ellas, s6lo 16 completaron las 3
muestras requeridas (n: 48). Se determinaron pH, lipidos,
proteinas, IgA y desarrollo bacteriano inmediatamente des-
pués de la extraccion (A); luego de la refrigeracion establecida
(B) y después de mantenerla en freezer durante 15 dias (C).
Los momentos fueron al finalizar la primera, cuarta y octava
semanas del posparto.

Resultados. Segin su modo de almacenamiento, hallamos
descenso del pH (p<0,001), protedlisis y lipdlisis (p=NS) en las
muestras mantenidas en refrigerador (B). El almacenamiento
en freezer (C) mostr6 valores similares a la leche recién
extraida (A). El desarrollo bacteriano fue negativo en el 49% de
las muestras analizadas, cualquiera fuera su forma de conser-
vacién. El 46% de ellas estaban contaminadas (desarrollo
<10%) y el 5% infectadas (>10°).

Segun los diferentes momentos de la lactancia hallamos una
caida de las proteinas y de la IgA entre las muestras 1 (primera
semana) y 2-3 (cuarta y octava semanas de posparto), en
coincidencia con un aumento de los lipidos totales.

Conclusiones. La leche humana conservada en freezer
mostré similar composiciéon quimica y desarrollo bacteriano a
la leche recién extraida.

A pesar del descenso del pH y la lipdlisis-protedlisis halla-
das en la leche conservada en refrigerador, el desarrollo
bacteriano fue similar a la leche recién extraida.

Hallamos aumento de los lipidos y descenso de las protei-
nas e IgA en leche humana, entre la primera y la cuarta-octava
semanas del posparto.

Palabras clave: alimentacion a pecho, leche humana,
almacenamiento, contaminacion bacteriana.
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SUMMARY

Many newborns and infants cannot receive fresh maternal
milk as a result of illnesses or early return of the mother to the
workforce.

Objectives. To determine the chemical composition of hu-
man milk (pH, lipids, proteins and IgA) and bacterial contamina-
tion, with different storage methods: fresh milk, after 4 days in
a refrigerator and after 15 days in a freezer.

To compare them at three different moments: one, four and
eight weeks after birth.

Design. Prospective analytic observational study (cohort
study).

Material & methods. We analyzed samples from 35 mothers
who had delivered healthy term infants; only 16 mothers com-
pleted the three samples required (n=48). At one, four and eight
weeks postpartum, pH, lipids, total proteins, IgA concentrations
and bacterial growth were determined immediately after extrac-
tion (A), after refrigerating for four days (B) and after freezing for
15 days (C).

Results. The total number of samples were first analyzed
according to storage method. We found a decrease of pH
(p<0.001), proteins and total lipids (p=NS) in samples kept in
the refrigerator (B). The samples keptin freezer (C) showed the
same composition than fresh milk (A).

Bacterial growth was negative in 49% of analyzed samples,
regardless of the storage method; 46% were contaminated
(<10% and 5% were infected (>10°).

Comparisons according to weeks postpartum indicated a
decrease in proteins and IgA between samples 1 (first week)
and 2-3 (fourth and eighth postpartum weeks), in coincidence
with an increase of total lipids concentrations.

Conclusions: Frozen milk showed the same chemical com-
position and bacterial growth than fresh milk.

Refrigerated milk, regardless of a decrease in pH, protein
and total lipids concentration, showed the same bacterial growth
of fresh milk.

There was an increase of total lipids and a decrease of
proteins and IgA concentration in human milk, between the first
and the fourth and eighth postpartum week.

Key words: breast feeding, human milk, storage, bacterial
contamination.
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INTRODUCCION

El beneficio de laleche humana es un concepto
ampliamente difundido, por ser el alimento natural
paralosrecién nacidosy lactantes.'2Sin embargo,
muchos de ellos ven dificultada su ingesta debido
a internaciones con ayunos prolongados, ante en-
fermedades generales o digestivas, en particular,
que imposibilitan su utilizacion.®**

Asimismo, el precoz reintegro laboral materno
es una de las causas més frecuentes de destete
precoz,’® con acortamiento de la lactancia, por lo
que afecta principalmente a clases sociales mas
necesitadas, al disminuir el tiempo de los benefi-
cios de la leche humana.®®

Los “bancos de leche”, que funcionaban con
donacion de leche materna producida en exceso,
han caido en desuso ante la posibilidad de transmi-
tir enfermedades infecciosas (CMV, HIV, entre
otras).012

En nuestro medio desconocemos los cambios
que pueden presentarse en la estabilidad quimica
y en la contaminacion bacteriana, ante habituales
formas de conservacion de la leche humana: refri-
gerador y freezer. Asimismo, sabemos que el
almacenamiento de leche humana en refrigerador
disminuye el crecimiento bacteriano en el calostro y
enleche maduraalas 24 horas de extraida, principal-
mente de cepas patégenas. 1319

Los objetivos del presente estudio fueron:

» Determinar los componentes quimicos de la
leche humana (pH, lipidos, proteinas e I1gA)
y el desarrollo bacteriano, inmediato a su
extraccion, después de 4 dias en refrigera-
dor y de 15 dias en freezer.

* Analizarlos con idénticos modos de almace-
namiento en tres momentos diferentes de la
lactancia: primera, cuarta y octava semanas
del posparto.

Poblacién

Cohorte de 35 madres, residentes en la ciudad
de Bahia Blanca, cuyo parto se realiz6 en el Hos-
pital Privado del Sur, entre abril y septiembre de
1997 (otofio-invierno).

Criterios de inclusion

Embarazo controlado (> 3 controles), finaliza-
cion en término (*37 semanas de gestacion), parto
vaginal o cesarea, recién nacidos sanos en el
momento del nacimiento.

Durante el puerperio inmediato, se entregé un
escrito instructivo, informando a las madres los
objetivos del presente estudio y se les solicit6é su

consentimiento. Debianregresar al servicio al fina-
lizar la primera, cuarta y octava semanas del pos-
parto.

Criterios de exclusion

Aquellas madres que no cumplieron los tiempos
solicitados para la extraccion de la muestra de
leche.

Material y métodos
Disefio del trabajo

Observacional, analitico, prospectivo (tipo
cohorte).

El Servicio de Neonatologia del Hospital Priva-
do del Sur (Hospital Amigo de la Madre y el Nifio,
desde 1997) asiste, desde su nacimiento, a 1.500
nifios por afo. El seguimiento en consultorios ex-
ternos se realiza, exclusivamente, durante el pe-
riodo neonatal (28 dias).

Al concurrir la madre para la extraccion de la
muestra, se le ofrecia aspirarsela en forma neuma-
tica (bomba de extraccion Medela NR) o manual,
previa higiene de manos con agua y jabon blanco
y de los pezones con agua hervida a temperatura
ambiente, segun reglas vigentes en el servicio.??

El lugar donde se realiz6 la extraccion se halla
dentro de la unidad y esta destinado exclusivamen-
te a la recoleccién de muestras lacteas y a su
almacenamiento inmediato (en refrigerador o
freezer). Se mantiene sutemperatura ambiente (22-
24° C) y humedad en forma uniforme.

Para evitar cambios diarios que pudieran afec-
tar los componentes de la leche, se realiz6 la
extraccion en horas de la mafiana (9 a 12 hs.). Las
muestras se recolectaron en frascos estériles de
plastico® y se fraccionaron en tres:

* Muestra A: Procesamiento inmediato.

* Muestra B: Almacenamiento en refrigerador
a4°C.

* Muestra C: Almacenamiento en freezer
a—20° C.

La muestra A se remitia de inmediato al labora-
torio central, situado dos pisos por debajo de la
unidad. A los cuatro dias, se remitia la muestra B
y a los quince dias, la muestra C.

Segun el momento de la extraccion, se definie-
ron las muestras: Al finalizar la primera semana del
posparto: muestra 1; a la cuarta semana: muestra
2y alaoctava semana: muestra 3. En esta evalua-
cion analitica, s6lo se utilizé lamuestra A (procesa-
miento inmediato).

Determinaciones de laboratorio
pH, por método potenciométrico.
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Proteinas, mediante la reaccidon de Biuret;®
método colorimétrico con EDTA/Cu en Aquil-Aril-
Polieter; previa extraccion con éter etilico. Se infor-
man gramos por 100 ml.

Lipidos totales, incluyen los acidos grasos no
saturados (libres y esterificados), por el método
colorimétrico con fosfovainillinico (solucion de
vainillina 9,02 mol/l en &cido fosfdrico). Se infor-
man gramos por 100 ml.

IgA, porinmunodifusion radial con placas Kallestad
NR. Se informan miligramos por 100 ml.

Contaminacion bacteriana, por cultivos cuanti-
tativos mediante siembra con anza calibrada,
flameada y enfriada. Se obtuvo la muestra en
forma perpendicular a la superficie. Los medios de
cultivo fueron:

« Agartripteina soja con 5% de sangre de carnero,
incubado en atmosfera al 5% de CO,,.

« Agar CLDE (cisteina-lactosa deficiente en
electrdlitos).

» Agar manitol salado.

* Los cultivos se incubaron a 35°C, durante
18-24 horas.

« Se informaron como negativas (sin desarro-
llo), contaminadas (<10%) e infectadas (>10°).

 Las cepas aisladas se tipificaban por méto-
dos estandar.

Anadlisis estadistico

Se utilizaron planillas de calculo (ACCESS),
para determinacion de mediay desvio estandar de
la cohorte estudiada y de las muestras analizadas.
Andlisis de variancia (ANOVA). Los valores con
significacion estadistica fueron calculados por EP16
(OMS) para una p <0,05.

El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Docencia e Investigacion del Hospital
Privado del Sur (febrero 1997).

TaBLA 1
Mediciones basales de las madres estudiadas

Total de madres 16

Edad 28 +2 afios

Paridad: primiparas 10 (62%)

Edad gestacional 39 +1 semanas

Peso materno habitual 64 £12 kg

Peso neonatal 3.053 340 g

Apgar al 1° y 5° minutos7-9

Forma de terminaciéon:  Natural 11 (69%)
Cesarea 5 (31%)
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RESULTADOS

De las 35 madres enroladas en el estudio, sélo
16 (el 46%) completaron las tres muestras solicita-
das en los términos fijados: primera, cuarta y octa-
va semanas del posparto (n= 48). La desercion (el
54%) se debio, principalmente, a la no concurren-
cia en los plazos fijados en el protocolo, mayorita-
riamente en la octava semana.

La poblacién analizada se presenta en la Tabla 1.

Estabilidad quimica de los componentes de la
leche humana:
pH:

Segun su forma de almacenamiento, encontra-
mos diferencias estadisticamente significativas (p
<0,001) con respecto al descenso del pH en las
muestras almacenadas en refrigerador (B), versus
las muestras recién extraidas (A) y las conserva-
das en freezer (C).

No hallamos diferencias del pH, en los tres mo-
mentos de la lactancia: al finalizar la primera, cuarta
y octava semanas del posparto (Grafico 1).

TaBLA 2
pH de las muestras de leche segtn
forma de almacenamiento

A B C

X DE X DE X DE

7,15+ 0,12 6,39 + 0,28 7,08 +0,18

p<0,001

7,4
7,3

7,2

7,1 —

pH

6,9

6,8

6,7

6,6

1 4 8
Semanas
Valor del pH de la leche humana en tres diferentes momentos
de lalactancia: al finalizar la primera, cuarta y octava semanas
del posparto. Procesamiento inmediato a su extraccion. Sin
diferencias significativas en el valor del pH (p=NS).

GRAFICO 1
Valor del pH de la leche humana en
diferentes momentos de la lactancia
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Lipidos

Segun su forma de almacenamiento, encontra-
mos lipdlisis en las muestras B (refrigerador), com-
paradas con las A (recién extraida) y C (freezer);
sin significacion estadistica (Tabla 3).

Con respecto al tiempo del posparto, en las
muestras analizadas al finalizar las semanas cuar-
ta (muestra 2) y octava (muestra 3), se hallé mayor
cantidad de lipidos que al finalizar la primera sema-
na (muestra 1); diferencias estadisticamente signi-
ficativas (Grafico 2).

TABLA 3
A B C
X DE X DE X DE
4,05 + 1,39 3,58 + 1,47 3,95+ 1,37
p: NS
TaBLA 4
A B C
X DE X DE X DE
0,98 + 0,33 0,82 + 0,33 0,92 + 0,33
p: NS
p <0,01
-
6
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Semanas

Lipidos en leche humana (g%) en tres diferentes momentos de
lalactancia: al finalizar la primera, cuartay octava semanas del
posparto. Procesamiento inmediato a su extraccion. Diferen-

cias significativas entre la primera y cuarta/octava semanas
fn-N N1\

GRAFICO 2
Lipidos (g x 100 ml) en la leche humana,
en diferentes momentos de la lactancia

Proteinas

Enrelacion alas proteinaslos resultados fueron
semejantes a los lipidos: protedlisis en las mues-
tras B (refrigerador) comparadas con Ay C, sin
significacion estadistica (Tabla 4).

La cantidad de proteinas disminuyé entre la
obtenida al finalizar la primera (muestra 1) y la
cuarta y octava semana del posparto (muestras 2
y 3); diferencias, en estos casos, estadisticamente
significativas (Grafico 3).

IgA

No encontramos diferencias en laIgA, segun su
forma de almacenamiento (Tabla 5).

Cuando establecimos las diferencias segun el
tiempo del posparto, hallamos descenso y menor
dispersion entre las muestras 1y 2-3; con significa-
cion estadistica (Grafico 4).

TABLA 5
Valores de IgA en leche materna
segun forma de almacenamiento

A B C
Mediana 27,2 23,9 23,9
(rango) (4,6-1.500) (4,6-1.420) (4,6-1.138)
p: NS
p < 0,02
2,5
2
£ 15
(2]
1 ==
\I_ N 4
0,5
0
1 4 8
Semanas

Proteinas en leche humana (g%), en tres diferentes momentos
de lalactancia: al finalizar la primera, cuarta y octava semanas
del posparto. Procesamiento inmediato a su extraccion. Dife-
rencias sigificativas entre la primera y cuarta/octava semanas
(p<0,02). Notese la gran dispersion del valor de proteinas en
la leche humana de la primera semana.

GRAFICO 3
Proteinas (g x 100 ml) en la leche humana,
en diferentes momentos de la lactancia
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Desarrollo bacteriano

En las 48 muestras analizadas, cualitativa y
cuantitativamente, no encontramos diferencias
segun su forma de almacenamiento. El desarrollo
bacteriano fue similar entre las muestras recién
extraidas (A) y las mantenidas cuatro dias en
refrigerador (B) y quince dias en freezer (C).

Los resultados en relacion al tiempo de pospar-
to se presenta en la Tabla 6.

De las 73 muestras que presentaron desarrollo
bacteriano, 56 correspondieron a gérmenes no patoge-
nos: Staphylococcus epidermidis (50), Acinetobacter
baumanii (6); 12 fueron gérmenes patégenos:
Escherichia coli (3), Pseudomona aeruginosa (6),
Klebsiella pneumoniae (3) y 5, flora mixta.

Como lo demuestran otros estudios,?*?" el 71%
de los gérmenes aislados correspondio a
Staphylococcus epidermidis.

Se hallaron diferencias cuantitativas (p < 0,02) en
el desarrollo bacteriano entre las muestras 1y 2.

La mayoria de los gérmenes patdgenos (9) se
aislaron en la muestra 1 (primera semana del
posparto).

TABLA 6
Desarrollo bacteriano de las leches
segun tiempo del posparto

Muestras 1 2 3 Total

Negativas 16 28 27 71 (49%)

Contaminadas 29 17 21 67 (46%)

Infectadas 3 3 0 6 (5%)
TaBLA 7

Resumen de la colonizacion bacteriana
de la leche humana en
diferentes momentos de la lactancia

Gérmenes | 1° Semana | 4° Semana 8° Semana
Negativas 16 28 27
No patégenos

Staphylococcus

epidermidis 13 16 21
Acinetobacter 6

Patégenos

Pseudomona 6

Escherichia coli 3

Klebsiella 3

Mixta 4 1
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Ningln recién nacido presentd signos gastro-
intestinales pese a recibir leche de su madre, de
quien, posteriormente, se aislaron gérmenes pa-
tégenos o con desarrollo bacteriano en las mues-
tras, interpretadas como infectadas (>10%).

DISCUSION

Resultoé de interés conocer la composicion qui-
mica de laleche humanay su desarrollo bacteriano
ante distintas formas de conservacion (refrigera-
dor y freezer) y establecer sus diferencias con la
leche recién extraida.

La estabilidad de los componentes quimicos y
el desarrollo bacteriano ratificaron como seguras
las formas de almacenamiento de la leche huma-
na: refrigerador o freezer.

Las caidas del pH, junto a la lipélisis y proteo-
lisis, observadas en muestras de leche conserva-
das en refrigerador (4° C) durante 4 dias coinciden
con lo descripto por Hanosch y colaboradores,?¢
hechos que se interpretan como protectores al
inhibir el desarrollo bacteriano, ratificado en nues-
tros hallazgos.

El almacenamiento en freezer (-20° C) durante
15 dias mostré una estabilidad quimica casi idén-
tica a la obtenida en la leche recién extraida, junto
aun similar desarrollo bacteriano, en cualquierade
los momentos analizados.

Los componentes quimicos de laleche humana
(pH, lipidos, proteinas e IgA) en tres momentos de
la lactancia (primera, cuarta y octava semanas del

p < 0,001
140
120
100
X
> 80
€
60
~
40
~
20 \{ S —
_I
0
1 4 8
Semanas

Valor de la IgA en leche humana (mg%) en tres diferentes
momentos de la lactancia: al finalizar la primera, cuarta y
octava semanas del posparto. Procesamiento inmediato a su
extraccion. Diferencias significativas entre la primeray cuarta/
octava semanas (p<0,001). N6tese la gran dispersion del valor
de IgA en la leche humana de la primera semana.

GRAFICO 4
IgA (mg x 100 ml) en la leche humana,
en diferentes momentos de la lactancia
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posparto) mostraron una caida de la cantidad de
proteinas e IgA, junto a un ascenso de los lipidos.
Estos datos coinciden con otros autores?’ y corro-
boran las caracteristicas nutritivas e inmunolégicas
de la leche humana entre la primera semanay los
meses siguientes al parto.

La concentracion y gran dispersion de los valo-
res de IgA en la primera semana se deben, segu-
ramente, a las caracteristicas del calostro y leche
de transicion, para estabilizarse posteriormente en
la leche madura.

El desarrollo bacteriano mostré alta incidencia
de gérmenes contaminantes no patégenos
(Staphylococcus epidermidis 'y Acinetobacter
baumanii); mientras que los gérmenes patégenos
(gramnegativos: Pseudomona aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) predomi-
naron en las muestras de la primera semana,
probablemente asociada a la colonizacion del
puerperio materno.

Las muestras infectadas (recuento de colonias
>10%) no superaron el 5%. No obstante, ningin
nifio presentd signos gastrointestinales (vomitos,
diarrea), lo que ratifica las caracteristicas protecto-
ras de la leche humana.?®3!

Varios factores contribuyen a esta propiedad
antiinfecciosa, presente enlos nifios alimentados a
pecho: presencia de proteinas inmunes y no inmu-
nes (IgAy lactoferrina) en el tracto gastrointestinal,
mayor desarrollo del propio sistema inmunolégico
del lactante;3?bifidobacterias como gérmenes pre-
dominantes en la flora intestinal,3 entre otros.

Estudios de esta naturaleza conducen a pensar
que estimular, fomentar y ensefiar métodos de
extraccion y de conservacion de leche humana
podria beneficiar a amplias poblaciones de recién
nacidos y lactantes imposibilitados circunstancial-
mente de recibir su mejor alimento.

CONCLUSIONES

En resumen, encontramos que el almacena-
miento de la leche humana en freezer mostré una
estabilidad quimica y desarrollo bacteriano similar
al observado en la leche recién extraida.

La conservacion en refrigerador, pese a su
acidez, lipdlisis y protedlisis, no produjo mayor
desarrollo bacteriano en ninguna de las muestras
analizadas. Consideramos que puede ser el freezer
el lugar de eleccion para el mantenimiento de las
leches de madre, tanto en el hogar como en las
unidades neonatales o pediétricas.

Forma parte de futuros proyectos analizar las
caracteristicas de laleche humana almacenada en
refrigerador o freezer, investigando su viabilidad

celular estructural y funcional.
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