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RESUMEN

Con el objetivo de aislar e identificar bacterias presentes en el calostro de mujeres de la ciudad de Bar-
ranquilla, ubicada en el Caribe colombiano, se realizé un estudio descriptivo en 55 muestras de calostro,
las cuales fueron cultivadas en agares M17, MRS y TOS, e incubados bajo condiciones de aerobiosis y
anaerobiosis. Se obtuvieron 350 aislamientos de microorganismos, de los cuales 296 fueron identificados
a nivel de genero mediante PCR-RFLP con los enzimas Haelll y Rsal. Se utiliz6 el programa en linea
kodebio.shinyapps.io/RFLP-inator para la identificacion in silico de los aislamientos. Se identificaron siete
géneros bacterianos hipotéticos: Staphylococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, Corynobac-
terium, Streptococcus y Leuconostoc, siendo los dominantes: Staphylococcus, Lactobacillus y Enterococcus,
los cuales representan el 61,1% de los microorganismos identificados. Los resultados de esta investigacion
constituyen un punto de partida en el conocimiento de la composicién microbiana del calostro humano,
considerando el contexto particular y las condiciones ambientales del Caribe colombiano.

Palabras clave: Calostro; Polimorfismo de Longitud del Fragmento de Restriccién, Microbiota, Lactancia
Materna (fuente: DeCS BIREME).

IDENTIFICATION BY PCR-FRLP OF BACTERIA PRESENT
IN THE COLOSTRUM OF WOMEN RESIDING IN
BARRANQUILLA, COLOMBIA

ABSTRACT

With the aim of isolating and identifying bacteria present in the colostrum of women in the city of Barran-
quilla, located in the Colombian Caribbean, we carried out a descriptive study on 55 colostrum samples,
which were cultured on M17, MRS, and TOS agar and incubated under aerobic and anaerobic conditions.
A total of 350 microorganisms were isolated, of which 296 were identified at the genus level by PCR-RFLP
with the enzymes Haelll and Rsal. The online program kodebio.shinyapps.io/RFLP-inator was used for
the in-silico identification of the isolates. Seven hypothetical bacterial genera were identified: Staphylo-
coccus, Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, Corynobacterium, Streptococcus, and Leuconostoc,
with Staphylococcus, Lactobacillus, and Enterococcus being the most dominant, representing 61.1% of the
identified microorganisms. Our results are a starting point for understanding the microbial composition
of human colostrum, considering the particular context and environmental conditions of the Colombian
Caribbean.

Keywords: Colostrum; Polymorphism, Restriction Fragment Length; Microbiota, Breast Feeding
(source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Actualmente se han identificado mas de 590 géneros bacteria-
nos en la leche humana, pertenecientes principalmente a los
phylum Firmicutes, Actinobacteria 'y Protebacteria, siendo espe-
cialmente dominantes los géneros Staphylococcus, Streptococ-
cus, Lactobacillus, Pseudomonas, Bifidobacterium, Corynebac-
terium, Enterococcus, Acinetobacter, Clostridium entre otros .

La leche humana tiene todos los componentes y nutrien-
tes necesarios para el adecuado crecimiento, desarrollo y pro-
teccion de los neonatos, y es su principal fuente de bacterias
comensales, mutualistas y potencialmente probiéticas ®. Las
bacterias aportadas por la leche materna cumplen diversas
funciones entre las que se destacan: disminucién en la inci-
dencia y severidad de infecciones ®; maduracion del sistema
inmunoldgico @; defensa contra bacterias patdgenas por la
presencia de fagos bacterianos ©; la exposicion al microbio-
ma lacteo materno favorece la salud intestinal del neonato, y
su desarrollo fisico y mental ©.

La composicion de la microbiota de la leche humana varia
segun el periodo de lactancia y factores como la higiene y
alimentacion de la madre, su microbiota intestinal, consumo de
antibidticos, localizacion geografica, estilos de vida y aspectos
genéticos, epigenéticos y étnicos ?. El calostro es producido por
las glandulas mamarias desde el momento del parto y durante
los seis dias posteriores a este, es abundante en citoquinas,
péptidos antimicrobianos, anticuerpos, hormonas y diferentes
compuestos bioactivos @. La microbiota del calostro estd
fuertemente asociada al ambiente materno, asi como al tipo
de parto (natural o cesdrea), la evolucion del calostro a leche
madura tiene importantes cambios en su microbiota, en los que
la interaccién del incipiente microbioma oral del lactante con la
glandula mamaria es fundamental ®.

Estudiar los microorganismos de la leche humana en dif-
erentes condiciones ambientales y poblacionales contribuye
al conocimiento de este fluido y su potencial impacto en la
salud del lactante y la madre. Técnicas dependientes e inde-
pendientes de cultivo permiten identificar una gran varie-
dad de bacterias; cada una de estas técnicas con ventajas y
desventajas que se evidencian en los resultados obtenidos.
No obstante, las técnicas de cultivo permiten el aislamiento
y conservacion de microorganismos con potenciales carac-
teristicas probidticas. El objetivo de este estudio fue aislar e
identificar bacterias del calostro de mujeres de la ciudad de
Barranquilla, en el Caribe colombiano, utilizando la técnica
de cultivo y su posterior identificacion mediante PCR-FRLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism).

EL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal, que incluyé a 55
mujeres posparto, atendidas en el servicio de maternidad del
Hospital Metropolitano de la ciudad de Barranquilla (Caribe
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MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Existe poca infor-
macion sobre la microbiota presente en el calostro de mu-
jeres que habitan el Caribe colombiano. Identificar y aislar
microorganismos en este fluido es de interés tanto para la
medicina como para la industria.

Principales hallazgos. Los géneros bacterianos dominantes
encontrados en el calostro fueron Staphylococcus, Lactobacillus
y Enterococcus. Se aislaron microorganismos con potencial
probidtico que deben ser estudiados con mayor detalle.

Implicancias en salud publica. Conocer la microbiota presente
en el calostro permite comprender su contribucion a la salud
del lactante y desarrollar estrategias para potenciar el impacto
beneficioso de estos microorganismos en su desarrollo.

colombiano) y que cumplieron los siguientes criterios de
inclusion: ser mayor de edad, haber tenido un minimo 37
semanas de gestacion, parto vaginal sin complicaciones ni
consumo de antibidticos, presentar una condicion saludable
y haber accedido voluntariamente a participar mediante
la donacién de 3 a 5 ml de calostro, recolectados entre 12 a
48 horas posparto. El calostro se obtuvo tras el lavado de los
pezones mamarios con jabon neutro y agua estéril, utilizando
un extractor de leche eléctrico (Medela Swing), en condiciones
estériles. Las primeras dos gotas de calostro fueron descartadas
y 3 a 5 ml de muestra se recolectaron en recipiente esteril y
fueron almacenadas a -80 °C hasta su analisis.

Para aislar las bacterias del calostro, se realizé siembra
directa de 100 pl de muestra en los agares de cultivo MRS
(Man Rogosa Sharpe, para el aislamiento de bacterias acido-
lacticas), M17 (para Streptococcus lacticos) y agar Propi-
onato TOS (para bifidobacterias). Los agares se incubaron
a 37 °C durante 72 horas (MRS y M17 en condiciones de
aerobiosis y anaerobiosis —sistema Anaerogen de Oxoid y
TOS solo en anaerobiosis—). Las colonias aisladas desde los
diferentes cultivos fueron identificadas morfoldgicamente
mediante tincién de Gram, recultivadas en medio de cultivo
liquido de acuerdo con el agar de procedencia o en Caldo
Infusion Cerebro Corazén (BHI) y crio preservadas a -80 °C
con glicerol al 20%, para futuros estudios.

La identificacién a nivel de género de las bacterias aisla-
das del calostro se realizé6 mediante PCR-RFLP. Se amplific-
aron =1508 pares de bases del r16S ADN, mediante PCR de
colonia con los iniciadores universales 27F: 5’-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3" y 1492R: 5-GGTTACCTTGT-
TACGACTT-3" ©. Cada 50 pl de reaccién de PCR con-
tenia: tampé6n 1X (BIOTOOLS), 1.5 mM MgCI2, 200 uM
de dNTPs, 20 pmol de cada cebador, 1U de Taq polimerasa
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(BIOTOOLS) y una pequeiia porcién de colonia adiciona-
da con palillo estéril. Lactococcus lactis NZ900 fue utilizado
como control positivo de la reaccién. El programa de am-
plificacion fue: cinco minutos a 96 °C; 35 ciclos: 95 °C por
30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C un minuto; y
un ciclo de 72 °C siete minutos (Termociclador BIO-RAD).
Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al
0,8% coloreados con Syber-Green. La electroforesis se hizo
con Buffer TAE 1X, a 80V durante 30 minutos (electroforesis
horizontal de Bio-Rad).

Para RFLP, los amplificados por PCR fueron sometidos
a digestion en reacciones separadas, con las enzimas Haelll
(GCAGC) y Rsal (GTAAC) de acuerdo con las recomenda-
ciones del fabricante (New England Biolab) (10 pl del pro-
ducto de PCR, 2 unidades de enzima, 2 ul buffer 10X en
volumen final de 20 pl) las reacciones se incubaron 3 horas a 37 °C.
Los productos de digestion se sometieron a electroforesis
en geles de agarosa al 2% con Syber-Green y se visualizo el
perfil de bandas generado en un fotodocumentador Bior-
rad ChemiDoc™ XRS. Los tamaiios de bandas obtenidas se
compararon con el marcador de peso molecular para ADN
HyperLadder™ 100pb DNA-Bioline.

Los perfiles de bandas resultantes fueron clasificados en
ocho grupos de microorganismos que mostraron perfiles de re-
striccién idénticos con los dos enzimas. Utilizando el programa
en linea kodebio.shinyapps.io/RFLP-inator, que permite la iden-
tificacion bacteriana a partir de simulacion in silico de perfiles
de restriccién del r16S ADN, fue posible la identificacion a nivel
de genero de los aislamientos obtenidos. Se utilizo como control
positivo Lactococcus lactis subsp. cremoris NZ9000 (secuencia
GenBank NCBI NC_017949.1) cuyos perfiles de restriccién
con Haelll y Rsal, fueron verificados in silico.

Se realizo un andlisis estadistico descriptivo. El crec-
imiento microbiano se expresa como log'® UFC/ml. La iden-
tificacion de los microorganismos en PCR-RFLP se muestran
con frecuencias relativas.

El protocolo de investigacion de este estudio fue aproba-
do por el Comité de Etica de la Universidad Metropolitana
(codigo 0340517) y todas las participantes firmaron el con-
sentimiento informado de acuerdo con la Resolucion 8430
de 1993 del Ministerio de Salud y Proteccion Social de Co-
lombia y la Declaracion de Helsinki.

HALLAZGOS

De las 55 muestras de calostro cultivadas, solo el 90,9%
(n=50) mostro crecimiento microbiano en alguno de los
medios de cultivo en las condiciones descritas. El nimero
promedio de microorganismos aislados de cada calostro fue
2,73 log" UFC/ml (rango 1,30 a 3,47). El crecimiento mi-
crobiano en cada uno de los medios de cultivo y condicio-
nes evaluados tuvo un valor promedio de 2.39 log'° UFC/ml
(tabla 1). Teniendo en cuenta las diferentes condiciones de
cultivo y morfologia diferencial de las colonias, fue posible
el aislamiento de 350 microorganismos. Mediante tincion de
Gram se determiné la morfologia microscépica de los ais-
lamientos; en el medio M17 se observaron principalmente
cocos grampositivos, en MRS cocobacilos grampositivos y
bacilos grampositivos, y en el medio TOS cocos y cocobaci-
los grampositivos.

De todos los microorganismos aislados, fue posible la
amplificacién por PCR (=1508 pb) del r16S ADN. La diges-
tién con las enzimas Haelll y Rsal, dio lugar a 332 y 335
perfiles de bandas. Debido a que no todos los aislados mos-
traron un patron definido (bandas difusas, imperceptibles o
no digestion del fragmento de ADN), fueron seleccionados
solamente 296 aislados para la identificacién (figural). Dado
que muchas de las bacterias presentaron el mismo perfil de
bandas con las dos enzimas, se procedi6 a agrupar los per-
files obteniéndose ocho patrones de restriccion de los 296
microorganismos (tabla 2).

La identificacién de los géneros bacterianos se realizd
teniendo en cuenta su crecimiento en el medio de cultivo,
la morfologia en la tincién de Gram, y los resultados del
analisis del patrén de bandas in silico utilizando el programa
kodebio.shinyapps.io/RFLP-inator.

Del medio de cultivo M17 se logr¢ el aislamiento e iden-
tificacion del mayor nimero de microorganismos 57,2%
(n=200). Con crecimiento en condiciones de aerobiosis y
anaerobiosis, se identificé bacterias del género Staphylo-
coccus (patrones 1 y 2) que mostraron un perfil de bandas
comun a la digestién con Haelll, pero diferente con Rsal; y
bacterias del género Enterococcus (patrén 3). Los microor-
ganismos crecidos en agar M17 solo en condiciones anaero-

Tabla 1. Numero de microorganismos aislados a partir de muestras de calostro desde cada medio de cultivo y condiciones diferentes.

Medio de cultivo Condicién Muestras con crecimiento Promedio Numero de microorganismos
n=50 (%) log'® UFC/ml aislados (n=350)
Aerdbica 40 (80) 2,42 128
M17
Anaerobica 28 (56) 2,27 72
Aerdbica 16 (32) 2,41 53
MRS
Anaerdbica 8 (16) 2,59 27
TOS Anaerobica 23 (46) 2,36 70

UFC: unidades formadoras de colonia, M17: medio de cultivo Agar M17, MRS: medio Man Rogosa Sharpe, TOS: medio agar propionato.
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Cultivo

PCR-RFLP Identificacion in silico

350 aislamientos
microorganismos

350 amplificados PCR
r16S ADN =1508 pb

cultivables en las
condiciones experimentales

55 muestras
de calostro

* Microorganismos no
— cultivables,
no cuantificable

296 perfiles

Digestion
8 grupos de

microorganismos
Haelll 332 perfiles

Rsal 335 perfiles
221 perfiles descartados

por bandas difusas
33 no digeridos

“Muestra las causas de exclusiéon de microorganismos en el proceso.

Figura 1. Flujograma del proceso de cultivo e identificacién de microorganismos en el calostro humano.

bias, fueron el 8,2% de los aislamientos, que se identificaron
como bacterias del género Streptococcus (patrén 4).

En el medio MRS se aisl6 el 22,8 % de los microorganis-
mos identificados, con crecimiento en condiciones aerobias
y anaerobias, se identificaron Lactobacillus (patréon 5) y de
crecimiento solo en anaerobiosis Leuconostoc (patrén 6). Las
bacterias recuperadas e identificadas en el medio TOS bajo
la condicion anaerdbica (patrones de bandas 7 y 8) que re-
presentan el 20% de los aislamientos, pertenecen a los géne-
ros Corynebacterium sp. y Bifidobacterium respectivamente
(tabla 2).

DISCUSION

En este estudio, se aislaron e identificaron mediante PCR-
RFLP, siete hipotéticos géneros de bacterias presentes en 50
muestras de calostro humano, pertenecientes a los géneros
Staphylococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium,
Corynobacterium, Streptococcus y Leuconostoc, siendo los gé-
neros dominantes Staphylococcus, Lactobacillus y Enterococ-
cus que corresponde al 61,1% de los 296 microorganismos
identificados, de 350 aislamientos.

Otros autores utilizando métodos dependientes de
cultivo, han identificado en leche humana, como géneros
bacterianos dominantes, a Staphylococcus, Streptococcus,
Corynobacterium y Cutibacterium, y en menores propor-
ciones Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Weisella, y Bifidobacterium *'%. Al igual que en este estudio,
una flora lactea dominante de Staphylococcus ha sido repor-
tada previamente. Por ejemplo, en mujeres de areas urbanas
de la China, mediante secuenciacién del r16S ADN se ob-

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2025.422.14321

servo que mas del 40% del microbiota lacteo correspondia a
bacterias de los géneros Staphylococcusy Streptococcus V. Un
metaandlisis que incluy6 doce estudios de diferentes lugares
del mundo encontré que los géneros dominantes en la leche,
indiferente de la ubicacién geografica son los Staphylococcus
y Streptococcus 1. Al respecto hay que destacar que la mi-
crobiota evoluciona desde el calostro a laleche madura y que
estudios como el de Jiménez et al. en 2008, en calostro de
36 mujeres espafolas, encontr6 como géneros dominantes
a los Staphylococcus y Enterococcus, y en menor proporcion
Lactobacillus 1. Resultados coherentes con los encontrados
en este estudio donde los Enterococcus y Lactobacillus fueron
los géneros mas frecuentes después de Staphylococcus.

La dieta de la madre, la diabetes, la obesidad e incluso el
sexo del bebe, entre otros, son factores identificados como
influyentes en la composicion de la microbiota del calostro
9. Xje et al., evaluando 97 madres sanas de la isla china de
Hainan, encontraron que el origen étnico de los individuos
puede ser un factor importante asociado a la diversidad
del microbioma del calostro **). En el caso colombiano y de
manera especifica en el Caribe, existe una gran diversidad
étnica y cultural caracterizada por la mezcla de ascendencia
africana, europea y nativa americana 9. Esta diversidad da
origen a perfiles étnicos y genéticos tan variados que resultaria
muy dificil establecer relaciones entre la microbiota lactea y la
etnia, mas aun cuando solo se cuenta con una identificacién
a nivel de género de las especies presentes en el calostro.
Respecto a la dieta materna, se conoce que el consumo de
macronutrientes, principalmente grasa, modifica la calidad
nutricional del calostro 7. La disponibilidad de nutrientes
tanto en el fluido lacteo como en la mucosa intestinal del nifio
afecta en variedad y cantidad de las poblaciones bacterianas
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Tabla 2. Identificacion de los géneros bacterianos aislados a partir de las muestras de calostro mediante PCR-RFLP.

) Medios de Tincién de Identificacion perfil de bandas por RFLP- inator 0% MI
Patréon It G 296
cultivo ram *Haelll *Rsal Microorganismos hipotéticos (n=296)
Haelll: S004065075 Staphylococcus
M17 aerobiosis aureus 08BA02176
1 M17 anaerobiosis Cocos Gram + 1200, 310 630, 490, 380 Rsal: S000404448 uncultured rumen
. 16,4
bacterium BE38
Haelll: S004443882 Staphylococcus
M17 aerobiosis 500, 490, 410,  epidermidis SEI
2 C G 1200, 310 20,2
M17 anaerobiosis 0cos bram + 120 Rsal: S001095749 Staphylococcus
epidermidis SSL0O8
Haelll: S000892225 Enterococcus
3 M17 anaerobiosis Cocos Gram + 600, 460, 290, 900, 350, 150,  mundtii HDYM-22 124
M17 anaerobiosis 120, 30 120 Rsal: 5002949963 Enterococcus sp. ’
PPC34A
. 580 450, 310, 620, 360, 260, Ha.eIII:. 5000470127 Streptococcus
4 M17 anaerobiosis Cocos Gram + 120 150. 120 salivarius subsp. null DL1 8,2
’ Rsal: $002032101 Streptococcus sp.
Haelll: S003260210 Lactobacillus
5 MRS aerobiosis Bacilos Gram 570, 460, 330, 900, 350, 140,  pentosus ZU 28 15.1
MRS anaerobiosis ~ + 120, 30 110 Rsal: S003260206 Lactobacillus pentosus ’
ZU 24
Haelll: S000430949 Leuconostoc
6 MRS anaerobiosis ~ Cocobacilos 1100, 270, 490, 400, 120,  pseudomesenteroides RO1 77
Gram + 70, 45 100 Rsal: S000978801 Leuconostoc ’
pseudomesenteroides QL28
Haelll: S001576581 Corynebacterium
; TOS anaerobiosis Bacilos Gram 46905’ 38650’ 61560’ 410-210-160-  sp. ICIRC105 85
+ e 150-115-85  Rsal: S000721364 Corynebacterium ’
55,35 .
aurimucosum AE1-3
' 260, 200, 150, Ha'eIII:'SOOOS71434. Bifidobacterium
8 TOS anaerobiosis Bacilos Gram 100. 90. 70. 50 630, 360, 250,  animalis subsp. lactis IDCC 4301 115
+ ’30’20’ ’ 150, 120 Rsal: S000871434 Bifidobacterium ’
’ animalis subsp. lactis IDCC 4301
Control M17 anaerobiosis Diplococos 457, 410, 309, 890, 355,146,  Lactococcus lactis subsp. cremoris
Gram + 187,123,22 83, 34 NZ9000, (NC_017949.1)

Los perfiles de bandas obtenidos con cada enzima de digestion se muestran de acuerdo con los tamafios de bandas generados.

*HaellIl y Rsal son enzimas de restriccion utilizados en la digestion.

MI: microorganismos identificados. RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, M17: medio de cultivo Agar M17, MRS: medio Man Rogosa Sharpe, TOS: medio

agar propionato.

existentes, en este estudio la dieta materna no fue evaluada. En
Colombia existen pocos estudios sobre la microbiota lactea
humana, entre ellos, Londono-Sierra et al., evaluando 101
mujeres lactantes de la ciudad de Medellin, demostraron una
relacion directa entre el estado nutricional y dieta materna,
con los géneros microbianos dominantes en la leche 1®.

El nimero de bacterias presentes en la leche humana
reportado por otros autores podria oscilar entre 1,5 y 4,0 log'®
UFC/ml, con valores mayores en el calostro, entre 3,14-4,22
log"® UFC/ml, que pueden aumentar hasta 6 log® UFC/mL
en casos de mastitis . En este trabajo se observé un niimero
menor de microorganismos en las muestras, 2,73 log' UFC/
ml, (rango 1,30 a 3,47), reduccién que estd asociada a que solo
se incluyeron microorganismos cultivables en las condiciones
descritas. Es indudable que la aplicacién de técnicas moleculares

188 |

basadas en la secuenciacion masiva de los genes de la subunidad
ribosomal r16S ADN permiten evaluar la diversidad microbiana
de la leche humana de manera muy acertada. Sin embargo, las
técnicas basadas en cultivo pueden ser una alternativa viable
para el estudio de la microbiota lactea cuando las técnicas de
secuenciacion no estan disponibles. Tabit et al, en su revision
sobre las técnicas moleculares en el estudio de la leche, refieren
que la PCR-RFLP es una de las metodologias con mayor
reproductividad en los resultados, aunque no con mucho poder
discriminatorio .

Las principales limitaciones de este estudio deben ser
consideradas para mejorar la interpretaciéon de los resul-
tados, siendo estas principalmente el pequefio tamafio de
muestra, la falta de aleatoriedad para su seleccion, y la au-
sencia de informacién en relacién con la alimentacion de
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la madre como factor determinante del microbiota. El uso
de técnicas de cultivo en el estudio de la microbiota limita
los hallazgos a microorganismos cultivables. La utilidad de
PCR-RFLP para la identificaciéon de aislamientos microbia-
nos solo permite la identidad a nivel de género.

En conclusion, los hallazgos de este estudio constituyen
un punto de partida en el conocimiento de la composicién
microbiana del calostro humano, considerando el contexto
particular y las condiciones ambientales del Caribe colom-
biano. Estos resultados son coherentes con los reportes de
otras partes del mundo, que sefialan la dominancia de géner-
os como Staphylococcus, Lactobacillus y Enterococcus. Es im-
portante implementar técnicas de secuenciacion masiva que
permitan consolidar este hallazgo y lograr la identificacion
a nivel de especie y subespecie de los microorganismos pre-
sentes en el calostro. La identificacién y caracterizacion de
potenciales probiéticos entre los microorganismos aislados
resulta de gran interés para la medicina y la industria.
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