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I. Resumen

La inmunoglobulina A es una de las inmunoglobulinas que se encuentra en la leche
materna, su principal funcion es fortalecer el sistema inmunolédgico del neonato frente a

diversas infecciones causadas por bacterias y virus.

Los principales objetivos del presente estudio fueron establecer las concentraciones de IgA
de la leche materna durante las fases a las que se somete en un banco de leche, determinar
la concentracién de IgA de leche pasteurizada antes de su administracion al neonato e

identificar la etapa del proceso que afecta las concentraciones de IgA.

Se estudiaron 20 muestras de leche materna en distintas fases del proceso al que son
sometidas en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” de la
Antigua Guatemala. Estas cuatro fases son: a) extraccion, b) descongelacion I, ¢)
pasteurizacion y d) descongelacion II. La evaluacion de los procedimientos, consistio en
medir las concentraciones de inmunoglobulina A total, mediante el método de
inmunoturbidimetria. El principio de la prueba se basa en la deteccion de anticuerpos de
cabra anti-IgA formando compuestos insolubles con el suero de la muestra, que con la
intensidad que presentan son medidos en turbidez. Los resultados fueron analizados a
través de la prueba de Fisher de la minima diferencia significativa para la comparacién de
las fases del proceso con la concentracion de IgA inicial presente en cada una de las

muestras, todas a un nivel de significancia del 0.05 (a= 0.05).

Los resultados obtenidos describen que en las fases en que existe reduccion de la
concentracion de IgA son; descongelacion I donde se encuentra el 80.4%, pasteurizacion
63.6% y en descongelacion II el 48.5% de concentracion de IgA. Se concluye que las
muestras presentaron mayor reduccion de concentracion de IgA en la fase de
descongelacion 1, en donde se destruye el 20% de proteina, debido a que en esta fase las
temperaturas no son controladas formando cristales que rompen la proteina y por ende
reducen su concentracion en las muestras, por lo que se recomienda la utilizacién de

métodos de enfriamiento rapido que involucren una mejor congelacion y control de
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temperaturas para disminuir los casos en que la inmunoglobulina es destruida y asi brindar

leche pasteurizada con mayores contenidos de IgA al neonato.



I1. Introduccion

El neonato posee un sistema inmunologico inmaduro, por lo que es susceptible a la
incidencia y gravedad de infecciones, especialmente si es prematuro o de bajo peso al nacer
(Diaz, 2008).

La leche materna ha sido considerada el alimento ideal para el neonato que por su
contenido en nutrientes le ayudan en su crecimiento y desarrollo, adecuandose a sus
necesidades y brindandole anticuerpos naturales tales como la inmunoglobulina A (IgA),
que le ayuda a fortalecer su sistema inmunologico al protegerlo frente a infecciones

causadas por bacterias y virus habituales (Moreira, 2011).

Los bancos de leche humana promueven la lactancia materna, ofreciendo una alternativa
para aquellos nifios que no pueden alimentarse de la leche de su propia madre, apoyando su

recoleccion, procesamiento y distribucion de la leche materna extraida (Gil, 2010).

Instituciones como el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de
Bethancourt” de la Antigua Guatemala, es un centro especializado en el procesamiento de
la leche y promotor de lactancia materna, que somete la leche humana a varios procesos en

los que las concentraciones de proteinas, como IgA sufren variaciones (Rojas & Guerrero,
1999).

Por lo anterior se considera importante realizar el presente estudio, que pretende evaluar
las concentraciones promedio de IgA al finalizar cada una de las etapas del procesamiento
de la leche materna en el banco de leche: extraccion, primera descongelacion,
pasteurizacion y segunda descongelacion, previamente a la toma del neonato. Los datos
obtenidos permitiran conocer el aporte inmunologico que brinda la leche humana

procedente de los bancos en los neonatos, como alternativa a la lactancia materna.



II1. Antecedentes

A. Leche materna

La leche materna es un fluido biologico que se forma de la propia glandula mamaria, aporta
energia y nutrientes esenciales utilizando componentes tales como carbohidratos,
minerales, proteinas, hormonas, vitaminas, entre otros. Es el primer alimento natural y
adecuado para el desarrollo y crecimiento del lactante durante sus primeros meses hasta el

segundo afio de vida.

Es un sistema complejo que posee mas de 250 constituyentes, entre los que se pueden
mencionar: proteinas, lipidos, citosinas, electrolitos, antimicrobianos, enzimas,

antiinflamatorios, inmunomoduladores y microelementos (Wilson, 2006).

La leche materna posee gran cantidad de proteinas séricas, como la alfa-lactoalbumina,
lactoferrina, lisozima e inmunoglobulinas, especialmente inmunoglobulina A (Amanzo,

2010) (Ibafiez, 2008).

Respecto a las inmunoglobulinas, estas se encuentran todas especialmente en el calostro.
La leche materna contiene predominantemente inmunoglobulina A (IgA) y otras
inmunoglobulinas aunque en menor proporcion tales como IgM, IgG, IgD e IgE las cuales
presentan diversas funciones biologicas y que ayudan en el fortalecimiento del sistema
inmunologico del lactante, protegiéndolo contra microorganismos que pueden causarle
enfermedades, ya que poseen actividad contra virus, protozoos, bacterias, antiglobulinas,
alergias y fundamentalmente brindandole una proteccion en el tubo digestivo del recién
nacido. La inmunoglobulina M de la leche, es de baja afinidad pero presenta gran avidez
por antigenos multivalentes especialmente bacterianos. La IgA es de gran importancia al
impedir el ingreso de microorganismos y macromoléculas al organismo, y ayuda a
proteger ¢l sistema gastrointestinal del lactante de microorganismos que entran por la
mucosa intestinal (Diaz, 2008) (Garcia, 2008).



La inmunoglobulina que se encuentra en muy bajas concentraciones es la IgE, en nifios
alimentados con leche materna, les confiere una proteccion inmunologica contra parasitos,
al intervenir en la respuesta inmune contra estos, especialmente helmintos. Por otro lado la
IgG, defiende al organismo de muchos patégenos que podrian ser transportados en la
sangre como bacterias, virus, algunos hongos y toxinas. Se encuentra en elevados niveles
en el calostro, pero desciende en los primeros dias de amamantamiento (Fustifiana, 2009)

(Diaz, 2003).
B. Inmunoglobulina A

La IgA es la inmunoglobulina mas heterogénea y tiene forma de T a diferencia de las
restantes inmunoglobulinas con forma de Y, tiene una masa molecular que oscila entre
170.000 y 720.000 mg, ya que forma estructuras poliméricas de la unidad estructural
basica; la cadena H es del isotopo o, contiene un 7-12% en peso de glicidos y su

concentracion en el suero es de 90-420 mg por 100 mL (Fustifiana, 2009).

Existen dos subclases de IgA: IgAl e IgA2, que difieren por la ausencia de una secuencia
de 13 aminoacidos en la region en bisagra de la IgA2. Esta diferencia estructural explica
la resistencia de la IgA2 a las proteasas bacterianas y explica por qué este subtipo es mas

frecuente en las mucosas.

La inmunoglobulina A es sintetizada en grandes cantidades por acamulos linfoides y
placas de peyer, y se encuentra principalmente en las secreciones mucosas tales como;
saliva, lagrimas, calostro, leche, fluidos gastrointestinales, secrecion nasal y bronquial y
orina (Hanson, 1999) (Wilson, 2006).

1. Funcién:
La funcion esencial de las inmunoglobulinas es la de unirse al antigeno, de esta manera
actuan como receptoras de sefiales antigénicas o bien pueden colaborar en la destrucciéon

de los mismos cuando dichas inmunoglobulinas se encuentran de forma soluble.

Los anticuerpos 1gA, actian como la defensa inicial contra los patdgenos invasores tales
como virus y bacterias, identifican los antigenos patogenos e impiden que se instalen en

las mucosas (Fustifiana, 2009).



Las mucosas del organismo permanecen en contacto con multiples agentes infecciosos.
La IgA interviene en forma crucial en la inmunidad innata al evitar la penetracion de
microorganismos y de proteinas extrafias en la mucosa. También neutraliza toxinas y
organismos infecciosos. La incapacidad de la IgA de activar el complemento o de actuar
como una opsonina es una ventaja en las secreciones a cuyo nivel el inicio de una
respuesta inflamatoria podria comprometer el sistema de defensa local y la integridad de

las mucosas.

Ademas la inmunoglobulina A es esencial en la regulacion de la respuesta inmunologica,
posee actividad antiinflamatoria y es capaz de inhibir ciertas funciones como fagocitosis
inducida por 1gG, actividad bactericida, estallido respiratorio y liberacion de citoquinas.
La interaccion de la IgA con el receptor de las células fagociticas tisulares puede

representar una segunda linea de defensa en el caso de infecciones bacterianas.

Los niveles de todas las inmunoglobulinas, a excepcion de la IgG en recién nacidos son
muy bajos, siendo por tanto de gran significacion el hecho de que la IgA se transfiera
desde la madre al lactante a través de la secrecion lactea. De ahi que tengamos que insistir
en que los lactantes se amamanten en el mayor grado posible directamente por las madres
y no con leche de otros origenes, a lo que actualmente existe excesiva tendencia. La IgA
recibida de la madre ejerce un importante papel de defensa a nivel de todo el aparato
digestivo. Si el lactante se alimenta con leche materna, ésta le proporciona las moléculas
de IgA, que pasan a su intestino cuando succiona la leche, en donde se unen a los

microorganismos patogenos impidiendo que penetren las mucosas (Diaz, 2003).

2. Procesos que destruyen IgA:

La destruccion de proteinas, tales como la inmunoglobulina A ocurre por distintos
procesos a los que se ve sometida la leche materna, en estos procesos la proteina es
desnaturalizada, es decir que cambia su estructura tridimensional, y de esta manera
origina la pérdida de su funcion. La leche humana puede ser sometida a distintos procesos
en donde la desnaturalizacion de proteinas ocurre por ciertas condiciones quimicas y

fisicas, dentro de los que se pueden mencionar, la temperatura, acidez y contaminacion.
(Rojas & Guerrero, 1999).



Cuando la temperatura es elevada se aumenta la energia cinética de las moléculas con lo
que se desorganiza la envoltura acuosa de las proteinas, y se desnaturalizan. Asimismo,
un aumento de la temperatura destruye las interacciones débiles y desorganiza la
estructura de la proteina, la cual esta determinada por la actividad enzimatica, de forma
que el interior hidrofobico interacciona con el medio acuoso y se produce la agregacion y
precipitacion de la proteina desnaturalizada. Habitualmente la desnaturalizacion a alta
temperatura es irreversible, debido a que se rompen las fuerzas débiles de enlace al
aumentar la vibracion térmica de los atomos componentes, fenémeno que dafia la

estructura tridimensional

Por el contrario cuando las temperaturas son muy bajas es decir de -5 a -10°C, al ser
temperaturas poco estables, existe la formacion de cristales en donde se rompen las
proteinas, entre ellas la IgA, lo que hace que la leche disminuya sus concentraciones en
inmunoglobulinas y demas nutrientes. A temperaturas bajas, aunque la actividad
enzimatica procede muy lentamente, ella no se detiene del todo a menos que se inactiven
previamente las enzimas, la leche materna congelada experimenta un considerable

deterioro después de un almacenamiento prolongado (Hanson, 1999).

En un estudio realizado en Guatemala en bancos de leche humana de hospitales
nacionales se observd que las temperaturas de -5 a -10°C resultaron ser poco estables, por
lo que recomiendan que en los bancos de leche los controles comprendan la duracion vy la
temperatura de almacenamiento de la leche materna extraida, pasteurizacion, enfriamiento

rapido, congelamiento y almacenamiento del producto final (Winter y otros, 2011).

La leche es un fluido estéril y con poca acidez, puede llegar a contaminarse al pasar por
los conductos mamarios, por lo que antes de donarla es necesario descartar unas gotas de
leche. La contaminacion de la leche también puede ocurrir si no existe una buena limpieza
de los pechos, o cuando las temperaturas en las que se almacena no son estables, lo que
logra que se descomponga y exista actividad enzimatica y que promueva la destruccion de
proteinas. Los microorganismos que pueden llegar a contaminar la leche materna pueden
lograr una disminucién en las concentraciones de los nutrientes, aumento de acidez de la

leche y llegar a causar infecciones en los nifios que la consuman (Serne, 2004).



La leche produce acido lactico el cual puede medirse por medio de una titulacion con
hidroxido de sodio, y ser expresada en grados Dornic, se ha observado que la
fermentacion acido lactica tiene lugar en general cuando se abandona la leche cruda
durante algun tiempo a temperatura ambiente, es por ello que su almacenamiento a
temperaturas adecuadas ayudan a mantenerla en las condiciones necesarias. Los
microorganismos lacticos causantes de esta fermentacion pueden ser homofermentativos
que producen casi exclusivamente acido lactico y cantidades minimas de otras sustancias,
o heterofermentativos, que producen ademas de aumentar la acidez de la leche, cantidades
apreciables de productos volatiles, por lo que la leche con acidez muy alta es descartada

ya que es indicadora de contaminacion bacteriana. (Aguilar, 2000).

3. Importancia de la Inmunoglobulina A:

La IgA es la principal inmunoglobulina que se encuentra en la leche materna y en el
calostro, ésta protege tanto a la glandula mamaria como a las mucosas del lactante en el
periodo en que la secrecion de IgA en el nifio es insuficiente. La leche materna contiene
linfocitos B y linfocitos T, que se encuentran tanto en el calostro como en la leche madura
y son las encargadas de sintetizar los anticuerpos IgA. El 50 % de los linfocitos B de la

leche materna son portadores de anticuerpos IgA en su superficie (Xanthou, 2008).

Se sabe que en el calostro la IgA alcanza niveles de hasta 300 mg/mL y la disminuye en la

segunda y tercera semana, permaneciendo constante en la leche materna. (Wilson, 2006).

En Brasil en el afio 2008, se demostro que las concentraciones de IgA alcanzan de 100 a
140mg/100ml en la leche materna, y a la vez confirman que es esta la inmunoglobulina

que se encuentra en mayores concentraciones en la leche humana (Xanthou, 2008).

La presencia de la IgA en la leche materna es de gran importancia ya que contribuye a una
mejor inmunocompetencia en el recién nacido, factor que logra que los nifios se
mantengan sin infecciones durante el primer afio de vida, en comparacién con aquellos

que han lactado en menor tiempo, siendo estos mas vulnerables a infecciones.

Estudios experimentales han demostrado que una parte de los anticuerpos se acumulan en

las células epiteliales del yeyuno proximal e interfieren con la adherencia de bacterias y



virus, es por ello que los anticuerpos IgA especificos se unen directamente a bacterias y
virus y de este modo se inhibe la colonizacion del tracto gastrointestinal por

microorganismos causantes de enfermedades (Xanthou, 2005).

El lactante a través de la leche materna recibe una cantidad importante de factores
inmunologicos, entre ellos IgA, la cual protege la mucosa intestinal y previene la
colonizacion del intestino por diferentes bacterias, por ejemplo: E. coli, C. tetani, C.
difteriae, K. pneumoniae, Salmonella, Shiguella, toxinas de V. cdlera y capsula del H.
influenzae, y factores antiparasitarios contra Giardia lambia, E. hystolitica, S. mansony y

Criptosporidium (Solares, 2010).

En Guatemala se realizd un estudio en nifios de edad pre-escolar, en donde se demostrd
que los nifios amamantados presentan menores posibilidades de contraer una infeccion
diarreica por microorganismos tales como; E. coli, C. jejuni y rotavirus, gracias a que los
anticuerpos IgA que reciben de la leche materna, los protege contra la toxina labil de E.

coli 'y presenta una actividad neutralizante en C. jejuni y rotavirus (Gil, 2003)

Hasta el momento, ninguna leche de formula o de otros mamiferos podra igualar la leche
materna, debido a que estas no poseen inmunoglobulinas ni los nutrientes necesarios que
suplen todas las deficiencias del recién nacido debido a la inmadurez inmunologica que

posee.

Por lo anterior, es innegable la importancia que tiene la presencia de la IgA a través de la
alimentacion con leche materna, para la salud del nifio sobre todo durante su primer afio
de vida, y el considerar a la leche humana procesada en un banco de leche como la

segunda opcion para la alimentacion del lactante para poder seguir brindando los

beneficios de la leche materna.

C. Ensayes de determinacién de IgA

La cuantificacion de la inmunoglobulina A ha sido de importancia principalmente para
determinar las ventajas de obtener una leche pasteurizada y poder mejorar las técnicas

empleadas en bancos de leche humana, con el fin de poder brindar los beneficios
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inmunologicos que proporciona la leche materna a los recién nacidos, principalmente

aquellos que presenten alguna condicion de riesgo (OMS, 2010).

En la actualidad, se utilizan tres técnicas principalmente para la deteccion de las
concentraciones de IgA: cromatografias, espectrofotometria y turbidimetria (Raspini,
2010).

1. Cromatografias:
La cromatografia es un método fisico o de separacion para la caracterizacion de mezclas
complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia y la fisica (Raspini,
2010).

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase movil que
consiste en un fluido. Una de las primeras técnicas utilizadas para cuantificar proteinas fue
la cromatografia de afinidad, en donde se pueden obtener las inmunoglobulinas purificadas
realizando lavados de las muestras, para no tener interferentes y que las concentraciones
obtenidas sean realmente las de las proteinas y no de otras sustancias que puedan dar
resultados falsos (Dias, 2003).

Estudios realizados con cromatografias han demostrado que es un método confiable para
cuantificar las concentraciones de proteinas, en este caso las inmunoglobulinas. Esto se ha
verificado mediante electroforesis de poliacrilamida, en donde se ha determinado la
presencia de la proteina en las muestras y conocer sus concentraciones al identificarse las
bandas de las cadenas pesadas y livianas de las inmunoglobulinas de interés, y de esta

forma comprobar la eficacia de técnicas utilizadas anteriormente (Avery, 2001).

2. Espectrofotometria:
La espectrofotometria es el método de analisis optico mas utilizado en las investigaciones
quimicas y bioquimicas. Permite comparar la radiacion absorbida o transmitida por una
solucién que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad

conocida de la misma sustancia (Gil, 2010).
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En estudios realizados por esta metodologia demuestran que éste es un analisis que permite
la determinacion de inmunoglobulinas de una forma mas sencilla, sin embargo en un
estudio realizado por Humbert y colaboradores demostraron que para el analisis por
métodos espectrofotométricos es necesario el realizar un paso de aclaramiento de las
muestras debido a una suspension coloidal de caseina y a los globulos de grasa presentes en
las leches los cuales obstruyen el paso de la luz a través del suero de la leche (Humbert,
2006).

3. Turbidimetria:

En la actualidad uno de los métodos mas utilizados para la detecciéon de inmunoglobulinas
es la turbidimetria, ésta se mide a 0 grados del haz incidente, la disminucion de la
intensidad se puede medir como porcentaje de turbidez en cualquier espectrofotdmetro o
autoanalizador. Es una prueba poco sensible y los porcentajes de determinacion de
concentraciones de inmunoglobulinas van del 70 al 90% (Hanson, 1999).

Las pruebas de inmunoturbidimetria para la deteccion cuantitativa de inmunoglobulinas se
dan a longitudes de onda de 500 a 570 nanometros, detectando la inmunoglobulina por
medio de anticuerpos, principalmente se utilizan los anticuerpos de conejo y cabra los
cuales forman compuestos insolubles al combinarse con la inmunoglobulina presente en el

suero de la muestra.

Hartmann y colaboradores han descrito el método de turbidimetria como una metodologia
confiable, en su estudio determinaron concentraciones de IgA, IgG e IgM cuantificandolas
en sueros de muestras de leche humana, en donde describen que esta metodologia para la
cuantificacion de inmunoglobulinas presenta una sensibilidad de un 65% y un 85% de
especificidad. En su estudio ademas demostraron que las inmunoglobulinas mas abundantes
en las muestras fueron IgA e IgG y que la leche pasteurizada presenta una concentracion
media de IgA de 26 mg/dL (Hartmann, 2006).

Asimismo, el método de turbidimetria ha dado a conocer las primeras concentraciones de
inmunoglobulinas, y es considerado como uno de los métodos de ensayo mas utilizados y

disponibles a nivel comercial. Por otra parte, estudios como los desarrollados por Hartmann
11



y colaboradores, solo han sido probados en un numero limitado de muestras y no han sido
validados en ningun otro estudio.
Actualmente la unica metodologia comprobada para la determinacion de concentraciones

son la turbidimetria y espectrofotometria (Xanthou, 2005) (Hartmann, 2006).

4. Técnica inmunoenzimatica ELISA:

Esta técnica forma parte de aquellas reacciones serologicas que utilizan conjugados para
poder visualizar la reaccion antigeno-anticuerpo. Se basa en el uso de anticuerpos marcados
con una enzima de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los componentes, antigeno o anticuerpo, la
reaccion antigeno-anticuerpo quedard inmovilizada y por tanto, podran facilmente ser
revelada mediante la adicion del sustrato, que al actuar sobre la enzima producira un color

observable a simple vista o cuantificable mediante un colorimetro (Hanson, 1999).

Existen varios estudios que demuestran que esta técnica cuantifica inmunoglobulinas, por
lo que se han determinado las concentraciones de inmunoglobulina A en saliva y en leche
humana. Por lo que esté inmunoensayo ha comprobado ser una técnica altamente sensible y
de gran especificidad, que permite realizar en un corto espacio de tiempo estudios sobre
grandes poblaciones, de manera sencilla y econdémica, ademas de una buena

reproducibilidad y facilidad en la interpretacion de los resultados (Manchet, 2010).

5. Identificacién molecular:

Actualmente no existen pruebas moleculares a nivel comercial para la cuantificacion de
inmunoglobulinas a partir de muestras clinicas. Los diferentes kits a nivel comercial con los
que se cuenta son para la identificacion definitiva a partir de muestras como saliva, leche y
otras secreciones en donde se puedan encontrar inmunoglobulinas. La prueba de Dot blot es
una prueba rdpida basada en la deteccion y caracterizacion de inmunoglobulinas, se
constdera como el método de eleccion para la identificacion definitiva de inmunoglobulinas
en secreciones como leche materna. Esta prueba permite la diferenciacion entre las dos
subclases de IgA, que son la IgA1l e IgA2 una monomérica y la otra polimérica (Behrman,
2005).
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Manchet y colaboradores han descrito un método utilizando reaccion de cadena de
polimerasa en tiempo real (RT-PCR), para detectar la presencia de IgA en leche materna.
Se evalud su eficiencia en calostro y leche madura fijadas en parafina, obteniendo una
sensibilidad global de 100% y especificidad de 98.4%, pero todavia no se encuentran

disponibles a nivel comercial (Manchet, 2010).

Asimismo, se han descrito los primeros estudios para cuantificar concentraciones de IgA
en secreciones humanas por PCR para permitir la diferenciacion de las subclases por este
método, pero no se encuentran disponibles a nivel comercial y solamente se han utilizado a

nivel de investigacion (Behrman, 2005).

D. Bancos de leche humana

Los bancos de leche humana son centros especializados responsables de la promocion,
proteccion y apoyo a la lactancia materna, ademas de ser responsables de la recoleccion,
procesamiento y distribucion de la leche materna extraida con calidad certificada a

cualquier nifio que la precise (Ibafiez, 2008).

Es por ello que la OMS considera a los bancos de leche humana como una estrategia
efectiva para proteger el amamantamiento y disminuir la morbi-mortalidad infantil, a través

de la provision de leche pasteurizada a nifios prematuros (Serne, 2004).

1. Historia:

La primera donacion de tejidos o sustancias bioldgicas, con el fin de ayudar el estado de
salud, surgi6 de las mujeres al donar leche materna.

A finales del siglo XIX y principios del XX se dificulto la donacion de leche materna por lo
que surgen los “bancos de leche humana”. Sin embargo con la pandemia de la infeccién por
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), y saber que la leche materna podia ser un
medio para transmitir la infeccion; los bancos de leche detuvieron su desarrollo e incluso
algunos de estos centros fueron desapareciendo (Ayela, 2009).

Actualmente se ha demostrado que el procesamiento de la leche en un banco de leche

humana es seguro y disminuye los riesgos en cuanto a la trasmision de enfermedades,
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principalmente ha quedado libre de la transmision de virus, entre ellos el VIH ya que al
someterse a un proceso de pasteurizacién a temperaturas arriba de 56°C, los virus se
eliminan, por lo que estos procesos han aumentado las demandas por brindar al recién
nacido leche materna y aiin mas para nifios prematuros, ocasionando la expansion de estos

centros de servicio (Asociacion Espafiola de Pediatria, 2008).

Organizaciones de importancia a nivel mundial como la OMS y la organizacion
panamericana de la salud (OPS) en el siglo XXI, han recomendado que cuando no se
disponga leche de la propia madre, la siguiente opcion para la alimentacion del nifio es la
leche pasteurizada de madres donantes seleccionadas, sobre todo si se trata de nifios
prematuros o enfermos. Los bancos de leche humana fueron acreditados por la OMS en el
afio 2,001 como una de las mejores estrategias sanitarias para la disminucion de la

mortalidad infantil y proteccion del amamantamiento.

En el afio 2,007 nace la red iberoamericana de bancos de leche humana (BLH), producto
del acuerdo alcanzado entre los jefes de estado y de gobierno de Iberoamérica, quienes a la
fecha contribuyen en las aperturas de bancos de leche humana, capacitando y brindando la

informacion necesaria sobre el tema (OMS, 2010).

2. Funcionamiento del banco de leche:

Funcionan con la obtencion de leche de madres donadoras quienes residen en las cercanias
del hospital en donde se lleva a cabo la recoleccion, procesamiento, control de calidad y
distribucion, a las que previamente se les realiza un estudio para descartar que padezcan de

enfermedades infecciosas como el VIH o hepatitis (Lanceld, 2003).

El liquido donado es recogido por una unidad movil, o en el mismo hospital o centro de
recoleccion, siguiendo la normativa de la red iberoamericana de bancos de leche humana.
La leche materna donada es procesada, para ser empleada para alimentar a bebes que no
pueden recibir leche de su propia madre. La administracion de la leche materna resulta
particularmente eficaz para alimentar a recién nacidos de riesgo, ya sea por ser prematuros,

bajos de peso u otra razon que ponga en peligro su salud (Rojas, 1999).
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3. Bancos de leche humana en el mundo:

En el mundo existen varios paises que cuentan con bancos de leche dentro de los que
podemos mencionar: Reino Unido, Estados Unidos de Norteamérica, Canada, Cuba,
México, Argentina, Brasil, Venezuela, Ecuador, entre otros, quienes cuentan con el apoyo

de la asociacion de bancos de leche (OMS, 2010).

Los bancos de leche humana a nivel mundial, cumplen una funciéon importante en la
preservacion de la vida de los recién nacidos, brindando una alimentacion adecuada al
garantizar que la leche materna llegue a nifios cuyas madres no pueden amamantarlos, es
por estd y muchas razones mas, que varios paises en el mundo han abierto bancos de leche
humana. Estos centros reciben, pasteurizan y distribuyen la leche a nifios que segun sus

condiciones de salud requieran de este vital fluido (Lanceld, 2003).

Brasil, implant6 el primer banco de leche humana en el afio de 1,943 y a partir del afio de
1,985 este pais experimento una expansion de las unidades hasta entonces nunca antes
registrada en la historia, por lo que es el pais que cuenta con la mayor red de bancos de
leche humana reconocido por la organizacion mundial de la salud (OMS), contando con
108 puestos de colecta y 206 bancos de leche humana, haciendo un total de 314 bancos de
leche en todo el pais, obteniendo una vasta experiencia y un gran historial muy positivo de
varias décadas, sin casos de infeccion o contaminacion, logrando una cultura de

amamantamiento y una entrega anual de millones de litros de leche humana.

Las Agencias internacionales UNICEF y OPS, entre otras, regulan el apoyo para impulsar
una red latinoamericana de bancos y multiplicar el mimero de lactantes que pueden acceder
a estos beneficios, coadyuvando a alcanzar los objetivos del milenio, en especial los

referidos a la reduccion de la mortalidad materno-infantil en la region (Moreira, 2011).

4. Bancos de leche humana en Guatemala:

En el afio 2,005 se realizo el II Congreso Internacional en la ciudad de Brasilia, con la
participacion de once paises entre ellos Guatemala, en donde los participantes acordaron la
construccion de la red latinoamericana de bancos de leche humana y firmaron el 18 de

mayo el protocolo internacional llamado Carta de Brasilia, por el Doctor Miguel Angel
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Soto Galindo, en representacion de Guatemala, en donde se iniciaron las primeras acciones
para inaugurar el primer de banco de leche humana en Guatemala y Centroamérica el 10 de
marzo del 2,008, en el Hospital Nacional Pedro de Bethancourt en la Antigua Guatemala.
El acuerdo ministerial 748-10 que crea y regula el funcionamiento de los bancos de leche
en Guatemala, entro en vigencia en agosto del afio 2,010 y el Programa de Seguridad
Alimentaria y Nutricional (PROSAN)), es el ente normativo del Ministerio de Salud Publica

en Guatemala. creando una estrategia para reducir la mortalidad neonatal (Moreira, 2011).

Actualmente se encuentran funcionando los bancos de leche humana del Hospital Nacional
de Antigua, Hospital Roosevelt, Hospital General San Juan de Dios, Hospital Regional
Santa Elena en Quiché, Hospital Regional de Zacapa, y en proceso de inauguracion el del
Hospital Regional de Coban y en proceso de implementacion el del Hospital Regional de

Cuilapa y Totonicapan.

El Hospital de Antigua, es un banco de leche humana de referencia a nivel
centroamericano, nombrado “Amigo de la leche materna” por organizaciones
internacionales como UNICEF y la OPS.

Cabe mencionar que en Guatemala la Comision Nacional de Promocion de la Lactancia
Materna (Conaplam), junto con el apoyo de organizaciones nacionales e internacionales,
promueven y protegen la lactancia materna, impulsando el desarrollo y apertura de nuevos

bancos de leche humana en el pais.

La participacion del personal médico y paramédico de los hospitales de la red nacional es
fundamental en la informacion a los padres de familia sobre los beneficios nutricionales,
inmunolégicos, psicologicos y sociales de la leche materna, por lo que promueven su
donacién y la utilizacion de la leche pasteurizada en los neonatos y en el éxito del objetivo

primordial de la reduccion en la morbi-mortalidad neonatal e infantil en Guatemala (Soto &

Moreira, 2007).
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E. Procedimientos en los bancos de leche

La leche humana donada, no debe presentar microorganismos en cantidad o calidad capaces
de representar agravios a la salud de los recién nacidos. De esta forma, es preciso que se
disponga de procedimientos capaces de asegurar la calidad sanitaria de la leche humana

extraida.

El banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt”, realiza varias
fases de procesamiento a la leche materna durante su estancia en ese centro, las cuales
fueron tomadas del manual de funciones y procedimientos de los bancos de leche de Brasil.
Todos estos procedimientos han sido evaluados por la red Iberoamericana de bancos de
leche humana, la OPS, UNICEF, la world alliance for breastfeeding action y la
international baby food action network, entre otros, en donde han puesto a Brasil como el
lider de bancos de leche humana, siendo esté pais el que capacita y da las guias para el

procesamiento de leche humana en los distintos paises que cuentan con bancos de leche
(OMS, 2010).

Durante el procesamiento de la leche humana en el banco de leche, estd pasa por varias
fases en donde las concentraciones de sus componentes sufren variaciones, principalmente
sus proteinas las cuales se destruyen en los procesos a los que se ve sometida

Es por ello que es de gran importancia que la leche materna procesada en un banco de leche
contenga los nutrientes necesarios que ayuden a fortalecer el sistema inmunologico del
neonato, ya que el almacenaje y procesamiento de la leche donada altera algunas de las

propiedades inmunolégicas y nutricionales (Manrique, 2008).

1. Recoleccidn:

Es la recopilacion de la leche materna, la cual constituye la primera etapa, a través de la
extraccion de la leche materna en forma manual o con extractores eléctricos, también existe
recoleccion de leche por la via domiciliar, la cual es recogida por unidades méviles que
pertenecen al hospital, la que se recolecta se coloca en frascos esterilizados y rotulados. La
fase de recoleccion no presenta ninguna perdida de nutrientes ya que Unicamente es

almacenada en frascos de vidrios debidamente identificados (Rodriguez, 2009).
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2. Seleccién y clasificacion:

La leche recolectada es congelada a temperaturas de -5 °C a -10 °C por un tiempo maximo
de cinco dias, se descongelan en bafio Maria a 40°C por aproximadamente 15 minutos con
agitacion constante. Durante la seleccion y clasificacion, se realiza el analisis del off flavor,
que consiste en el analisis de olor, color, es decir es un indicador sensorial de no
conformidad. El color normal de la leche es blanco o amarillo suave, sin embargo varia de
acuerdo a la dieta de la madre, asi como a la fraccién que predomine. Ademas debe
evaluarse el olor y sabor de la leche, por funcionarios capacitados para esta labor. Por
ultimo debera verificarse la presencia de suciedades o cuerpos extrafios.

La fase de congelacion, es una fase critica del procesamiento de la leche, ya que las
temperaturas de congelacion de -5 a -10°C no son estables, por lo que forman cristales
grandes que van destruyendo proteinas, tales como la IgA y permiten el crecimiento

bacteriano haciendo que la concentracion de inmunoglobulina disminuya (Ibafiez,2008)

En estudios realizados por Cordero y colaboradores demostraron que los congelamientos de
la leche humana hacen que las concentraciones de inmunoglobulinas disminuyan en un 10
al 15% a temperaturas de -3 a -10°C, debido a que la carga bacteriana aumenta y por lo
tanto las bacterias disminuyen las concentraciones de inmunoglobulinas y aumentan la

acidez de la leche materna (Méndez, 2009).

3. Determinacién de acidez Dornic y Crematocrito:

Se realiza la medicién de la acidez por triplicado y se anota el promedio del numero de
acidez Dornic obtenido. Esta se realiza con hidroxido de sodio 0.111 N, utilizando como
indicador fenolftaleina. El punto final de la titulacién ocurre cuando el indicador cambia a
color rosado claro.

Cada 0.01 ml ya corregido por el factor de hidroxido equivale a 1.0 grado Dornic. El limite
de acidez Dornic para la leche es de 1 a 8 grados Dornic (Schanler & Hurts, 2005).

La determinacion de crematocrito, se realiza con el procedimiento utilizado para
hematocrito, en capilares y centrifugandolos por 15 minutos a las revoluciones que el
fabricante indique, el crematocrito permite establecer las calorias que aportan 1000 mi de
leche materna, y éste se emplea para calcular el porcentaje de crema y contenido calérico

(Kcal) de muestra de leche (Soto & Moreira, 2007).
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4. Pasteurizacion:

La pasteurizacion es el tratamiento térmico, aplicado a la leche humana se realiza con el
objeto de desactivar el 100% de los microorganismos patogenos y 99,99% de la microbiota
saprofita. Para ello se pasteurizan a 62.5°C por 30 minutos, para que ocurra la letalidad
térmica. Luego se promueve el enfriamiento a través de inmersion en agua desionizada y
20% de alcohol al 95%. Este baiio frio tiene una temperatura de 5 °C y se enfrian por un

tiempo de 15 minutos.

El proceso de pasteurizacion es uno de los procesos en los que se ve afectada las
concentraciones de inmunoglobulina en la leche, esto es debido a la desnaturalizaciéon de
las proteinas, al someterlas a temperaturas mayores de 50°C. En la pasteurizacion se da
lugar a una pérdida variable de componentes de la leche, dentro de los que se puede
mencionar un 50% de pérdida de lactoferrina, 100% de linfocitos, 80% lipasa, 65%
lactoferrina y un 30 a 50% de IgA (Ibafiez, 2008).

La técnica de pasteurizacion de Holder es el método cominmente empleado, en donde se
pasteuriza a 62.5 °C por 30 minutos, el procesamiento ha resultado ser una estrategia
alternativa de rapido calentamiento y enfriamiento de la leche con potencialmente menos

destruccion de los componentes de la leche (Méndez, 2003).

5. Analisis microbiologico de la leche pasteurizada:
La leche humana es estéril y en el trayecto por los conductos se contamina con las bacterias
que colonizan el conducto mamario, por lo que se recomienda descartar las primeras tres

gotas de leche de cada pecho antes de la recoleccion para disminuir la carga bacteriana.

Por medio de la metodologia clasica descrita en el Compendium Standard Methodos for de
Examination of Dairy Products fue desarrollada una metodologia alterna, conocida como la
técnica del método del numero mas probable, para la deteccion de coliformes totales,
consiste en inocular cuatro alicuotas de 1ml en cada uno de los tubos de 10ml de caldo bilis
verde brillante al 5% p/v, con campanilla de Durham, luego de incubarlos a 36 °C por 48
horas observando la formacion de burbuja de gas cada 24 horas. Si no hay formacion de gas

se procede reportar como coliformes negativo y el frasco puede ser almacenado para su
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distribucion posterior. El congelamiento de los frascos con reporte negativo de coliformes,
esa-18°C a-20°C.

Por el contrario si a las 24 o 48 horas se observa formacidon de gas se realiza el test
confirmatorio para coliformes, inoculando en medio bilis verde brillante 0.01ml del tubo
del test primario. Se incuba el tubo a 36° centigrados por 24 a 48 horas. Si a las 24 o 48
horas se observa formacion de gas se confirma la presencia de coliformes fecales. El frasco

de leche debe descartarse inmediatamente (Moreira, 2011).

6. Distribucion de la leche humana:

Luego del procesamiento de la leche humana donada y obteniendo del producto final un
control de calidad adecuado, se distribuye a los lactantes que presenten una o mas
indicaciones como las siguientes: prematuros o recién nacidos de bajo peso, o enfermos,
especialmente a nifios con entero-infecciones, con diarreas, o con deficiencias
inmunologicas y en ocasiones a nifios que segun el criterio del médico necesitan de esta

leche (Solares, 2010).

F. Leche materna pasteurizada

La leche materna pasteurizada es considerada como la leche que es procesada en un banco
de leche humana, es decir que ha pasado por los procesos de recoleccion, congelacion,
pasteurizacion, analisis microbiologico y ha sido distribuida a los neonatos con calidad

garantizada por el banco de leche.

La leche pasteurizada al igual que la leche materna tiene innegables beneficios para el
lactante, por tener la concentracion adecuada de grasas, proteinas y lactosa, ademas de las
enzimas que facilitan su digestion por ser de muy facil absorcion, lo que hace que se
aprovechen al maximo todos sus nutrientes, sin producir estrefiimiento ni sobrecarga renal
(Manrique, 2008).

Los nifios que no pueden ser amamantados por su propia madre, pueden tener la opcion de
poder recibir leche pasteurizada, la cual brindara los componentes nutritivos e

inmunologicos que necesita su organismo.
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Ademas se ha notado que mejora el crecimiento de los nifios prematuros, con menor
morbilidad, mejor prondstico visual, auditivo y desarrollo psicomotor; protegiéndolos
contra la obesidad, infecciones agudas y enfermedades como diabetes, enfermedad celiaca,
intestinal y algunos tipos de cancer de la nifiez cuando son alimentados con leche materna
pasteurizada y no con foérmulas artificiales, aunque éstas estén preparadas especialmente

para prematuros (Garcia, 2008).

1. Beneficios inmunolégicos:

La leche materna es indispensable para formar un eficiente sistema inmunitario en el nifio y
para sentar las bases de una buena salud general para el adulto. Es por ello que ya sea que la
madre alimente al nifio de su propia leche o de leche pasteurizada, se ha observado que rara
vez presentan enfermedades digestivas, u otras enfermedades como las respiratorias, otitis y
alergias. Ademas que brinda efectos protectores frente a patdgenos entéricos o de otro tipo

y representan un porcentaje importante entre los nifios con menor riesgo de morbilidad.

Es importante resaltar que la leche pasteurizada a diferencia de la artificial, contiene
anticuerpos frente a bacterias y virus, en donde son incluidas las concentraciones
relativamente elevadas de IgA, que evitan la adherencia de microorganismos a la mucosa
intestinal. Estos anticuerpos proporcionan una inmunidad gastrointestinal frente a los
microorganismos que utilizan esta via de entrada, y son responsables, al menos en parte, de
la menor incidencia de diarrea, neumonia, bacteriemia y meningitis en los nifios
alimentados exclusivamente con leche materna o pasteurizada durante el primer afio de vida
frente a los que reciben formulas artificiales durante sus primeros cuatro meses de edad
(Behrman, 2005).

Ademas de las enfermedades anteriormente mencionadas también protege al nifio frente a
catarros, bronquiolitis, infeccion urinaria, enterocolitis necrotizante, o sindrome de muerte
subita en el lactante, también le protege de enfermedades futuras como asma, alergia,
obesidad, enfermedades inmunitarias como la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa y

arteriosclerosis o infarto de miocardio en la edad adulta y favorece su desarrollo intelectual.
(Garcia, 2008).
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IV. Justificacion

Los bancos de leche humana a nivel nacional como internacional, han cobrado mayor auge
a causa de la labor que realizan al brindar leche pasteurizada a nifios que no pueden ser
alimentados con leche de su propia madre, con los beneficios inmunolégicos de la leche

materna (Diaz, 2003).

Guatemala cuenta con cinco bancos de leche funcionando, siendo el principal el del
Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” en la Antigua Guatemala; reconocido por el
Ministerio de Salud Publica como el de mayor importancia en el pais. Los bancos de leche
como centros especializados, someten la leche humana a distintas fases de procesamiento
tales como: recoleccion, pasteurizacion, congelacion y descongelacion, garantizando asi un

producto con calidad certificada al neonato que la recibe (Moreira, 2011).

Actualmente estdn demostrados los beneficios inmunologicos de la leche materna,
principalmente por su aporte de inmunoglobulina A, la cual es una proteina que se
transfiere al nifio por el consumo de leche humana y son anticuerpos que actiian como la
defensa inicial contra patogenos invasores en el periodo en que la secrecion de IgA es
insuficiente en el lactante. La leche humana pasteurizada, es considerada como la segunda
opcion para la alimentacion del neonato, ya que aunque sea sometida a varios procesos
contintia aportando los componentes nutritivos e inmunolégicos que el nifio necesita, tales

como la IgA, lo cual no proporciona la leche artificial (OMS, 2010).

El objeto de estudio de la presente investigacion es determinar los porcentajes de las
concentraciones de IgA presentes en la leche materna, al finalizar cada una de las fases de
procesamiento a las que se somete en el banco de leche, con el fin de que dicho banco
pueda introducir modificaciones en el procesamiento para brindar un mejor producto final
al neonato.

Los resultados fundamentaran el apoyo y la promocion de los bancos de leche humana a
nivel nacional, para la provision de leche pasteurizada como un aporte inmunologico de
anticuerpos naturales como la IgA, favoreciendo a los neonatos principalmente a aquellos

que presenten alguna condicion de riesgo.
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V. Objetivos

A. General
Establecer las concentraciones de inmunoglobulina A total (IgA) promedio que contiene la
leche materna al iniciar cada fase del procesamiento al que se somete en un banco de leche

humana.
B. Especificos
1. Establecer las concentraciones de IgA en la leche materna al finalizar cada una de las

fases de procesamiento.

2. Determinar la concentracion de IgA presente en la leche materna procedente del banco

de leche humana antes de su administracion al neonato.

3. Identificar la fase del proceso que afecta principalmente las concentraciones de IgA en la

leche materna.
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V1. Hipdétesis

Las concentraciones de IgA disminuyen significativamente al finalizar cada fase del

procesamiento en el banco de leche humana.

24



VII. Materiales y Métodos

A. Universo
Leche materna de madres donadoras que acuden al banco de leche humana del Hospital
Nacional “Pedro de Bethancourt” de la Antigua Guatemala, en el departamento de

Sacatepequez.

B. Muestra
Muestra: 20 muestras de leche, en cuatro fases distintas del procesamiento de la leche

materna proveniente del universo descrito anteriormente.

C. Recursos

1. Recursos humanos
A. Investigadora: Maria Stephanie Lissette Linares Saucedo
B. Asesor: Lic. Gerardo Arroyo

C. Coasesor: Licda. Renata Moreira

2. Recursos institucionales
A. Banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” de la
Antigua Guatemala, en el departamento de Sacatepéquez.

B. Laboratorio de Inmunologia del Hospital Roosevelt de Guatemala.

D. Materiales
1. Equipo
A. Analizador de Quimica BioSystems A25
Bafio maria
Refrigerador
Microcentrifuga

Centrifuga Eppendorf 5810 R

mo ow
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2. Reactivos
A. Kit de reactivos, para concentraciones de IgA total mediante turbidimetria
utilizando anticuerpos de cabra anti-IgA (BioSystems S. A.).
B. Fenolftaleina

C. Hidroxido de sodio 0.1N

3. Cristaleria

A. Frascos de 25 mL

B. Tubos de vidrio Vacutainer de 3 mL
C. Microbureta
D.

Capilares

4. Otros
D. Bata

Baterias de Hielo
Cofias
Copas de Reaccion
Guantes descartables
Gradilla
Etiquetas
Extractores de leche
Fosforos

. Hielera

. Mascarilla

. Mechero

Pipeta automatica con volumen variable, de 100-1000 uL

. Termometro

O YO ZZz DRSO MM

Tips descartables
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E. Procedimientos

1. Fases de Procesamiento:

a. Fase de extraccion:
Esta fase consiste en la extraccion de la leche materna de las donadoras que acuden al
banco de leche por medio de extractores, en donde se realizan los pasos que se describen a
continuacion:
e La madre donadora ingresa al banco de leche
e Lavar manos, pechos y pezones de la madre donadora
e Colocarse de bata y cofia
e Descartar las primeras tres gotas de leche de cada pecho
e Colocar el extractor de leche en uno de los pechos, debe vaciarse un pecho primero
y luego el otro hasta que deje de salir de salir leche.
e Colocar la leche extraida en frascos de vidrio de 25 mL y rotularlos.
e Realizar el pool de leche, afiadiendo leche materna extraida a los frascos de vidrio
hasta que lleguen a un volumen igual o mayor de 5 onzas.

e Congelar las muestras a una temperatura de -5°C a -10° C por un tiempo maximo de

5 dias.

b. Fase de descongelacion I:
En esta fase la leche es descongelada, para luego ser analizada en su color, olor, acidez
Dornic, crematocrito y obtener su contenido de kilocalorias, para lo cual se realiza el
siguiente procedimiento:
e Descongelar a una temperatura de 37° C a 40°C en bafio Maria, por un tiempo
aproximado de 10 a 15 minutos.
¢ Realizar la determinacion de off flavor de la leche humana, que corresponde a la
determinacion del olor y color de la leche; ademas se debe observar que no posean
cuerpos extrafios.
e Tomar de cada frasco descongelado 4 alicuotas de 1mL y colocarlas en cuatro tubos
de ensayo de la siguiente manera: 1 alicuota para determinacion de crematocrito y 3

alicuotas para determinacion de acidez Dornic.
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e Agregar a los tubos designados para medir acidez una gota de fenolftaleina y titular
con hidroxido de sodio 0.11 Normal, hasta que cambie de color rosa y segun las
gotas de hidroxido de sodio utilizado para llegar al cambio de color asi sera la
acidez, equivaliendo 0.01 ml equivale a 1 de acidez

e Medir el crematocrito llenando tres capilares por muestra, sellarlos y
centrifugandolos a 5,000 rpm por 15 minutos. Medir en milimetros la grasa y la
leche. Calcular el crematocrito por promedio de los tres capilares y calcular a partir

del resultado las kilocalorias con las formulas anteriormente planteadas.

c. Fase de Pasteurizacion:
La fase de pasteurizacion consiste en someter las muestras de leche a la eliminacién de
microorganismos a una temperatura de 62.5 °C y luego introducirlos a un choque térmico a
una temperatura de -5°C para detener la desnaturalizacion de proteinas, ademas de
realizarse un andlisis microbiologico para coliformes totales. Los pasos se describen a
continuacion;
e Llenar los frascos de leche hasta un volumen de 5 onzas, bajo condiciones
estériles; frente al mechero e identificando adecuadamente los frascos
e Cerrar bien los frascos y colocarlos en una bandeja en bafio Maria a una
temperatura del agua de 64.9°C para ser pasteurizados
e Esperar 15 minutos para que el bafio Maria llegue a una temperatura de 62.5°C.
e Alllegar a 62.5°C dejar ahi por 30 minutos.
* Agitar frecuentemente los frascos y medir temperatura cada 5 minutos.
e Luego de la pasteurizacion, después de los 30 minutos, transferir los frascos a
un bafio frio para que exista un choque térmico, a una temperatura de -5°C por
15 minutos.
e Sacar los frascos del bafio y realizar el analisis microbiologico, para determinar
la presencia de coliformes totales
e Colocar en un tubo de bilis verde brillante con campanilla de Durham, cuatro
alicuotas de 1 ml de cada frasco de leche pasteurizado en un tubo de 10 ml bilis
verde brillante de diferentes puntos del mismo frasco e incubarlos a 36°C

centigrados por 24 horas.
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e Observar presencia de gas a las 24 horas si es negativo observar a las 48 horas si
continua negativo descartar los tubos.
e Refrigerar los frascos de leche a -18 a -20° C por 48 horas hasta que el cultivo

salga negativo.

d. Fase de descongelacion II:

En esta fase se realiza una segunda descongelacion, luego de que la leche a cumplido con

un analisis microbioldgico negativo para coliformes totales, es distribuida al servicio de

recién nacidos, en donde es descongelada para darsela al neonato.

2.

Proceder a colocar los frascos con cultivo para coliformes negativo luego de 48

horas de observacion en el congelador a -18 a -20 °C.
Distribuirlos segun las solicitudes que llegan al banco de leche

Al llegar a ser utilizados, el servicio de recién nacidos descongela la leche cada 3

horas.

Descongelar los frascos de leche en bafio Maria a 40°C por un tiempo de 10 a 15

minutos.

Determinaciones de IgA:

Este procedimiento se realiza con un equipo de turbidimetria, en donde se realizara el

anélisis de IgA proveniente de 20 muestras que sufren distintas fases de procesamiento,

obteniendo las concentraciones de IgA en mg/dL. Procedimiento:

Encender el mechero y en un area limpia colocar los frascos de muestra.
Homogenizar la muestra, moviendo ocho veces para la derecha y ocho veces para la
izquierda en forma circular, abrir el frasco y flamear la boquilla.

Tomar una alicuota de 2 mL de cada frasco de cada una de las cuatro fases
anteriormente descritas y colocarlo dentro de los tubos Vacutainer de vidrio,
debidamente identificados, flamear la boquilla y cerrar el frasco y el tubo.

Colocar en gradilla y trasportarlos en cadena de frid a una temperatura de

aproximadamente de 5° C en la hielera.

Descongelar el reactivo para IgA de anticuerpos de cabra anti-IgA (BioSystems S.
A)a37°C.
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e Centrifugar las muestras a 3,000 rpm a 4° C por 10 minutos

e Con una pipeta automatica se tomar 600 ul del suero en copas de reaccion y
colocarlas en la gradilla del equipo.

e Colocar el reactivo en el equipo BioSystems A 25, en donde se utiliza 0.455 ml de
reactivo de IgA, por muestra, leidas a 320 nm.

e Esperar y anotar concentracion en mg/dL

F. Diseiio Experimental

El disefio utilizado fue un disefio de bloques completos, sin aleatorizacion. Cada uno de los
bloques consistié en un pool muestras de leche materna, procedentes de madres donadoras
que ingresan al banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” de la
Antigua Guatemala, analizandose cada una de las muestras en sus fases de procesamiento
en el banco de leche, consistiendo en cuatro fases; la primera luego de la extraccion de
leche de la madre, la segunda después de la descongelacion I, la tercera posterior a la fase
de pasteurizacion y la cuarta posterior a la fase de descongelacion II, que es la que es previa
a que el neonato tome la leche.

El nivel de significancia o = 0.05. Se asumi6 una diferencia minima entre los grupos en
funcion de la desviacion estandar que se tenga al realizar las mediciones, con un error de
disefio= 1.5, siendo un total de 20 bloques los que se analizaron con cuatro repeticiones
cada uno, que representan las cuatro fases de procesamiento de la leche durante su estancia

en el banco de leche humana.

1. Criterios de Inclusion:
20 muestras de leche materna, obtenidas de un pool de muestras de leche provenientes de
madres donadoras, que hayan sido madres seleccionadas por funcionarios del banco de
leche, con muestras que contengan un volumen mayor o igual a 5 onzas, leche color blanca
o amarillenta, congelada luego de su extraccion a una temperatura de -5 a -10 °C, sin
presencia de cuerpos extrafios, con acidez Dornic menor o igual a 8, un contenido de
kilocalorias mayor a 385 y un analisis microbiologico para coliformes totales negativo;

procesadas en el banco de leche del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt”.
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Analisis de Resultados:

Se realizo una prueba de homocedasticidad por medio de la prueba de Levene, para
determinar st hay igualdad de varianzas.

Se realizo una prueba de normalidad de las cuatro fases de procesamiento de las 20
muestras con la prueba de Shapiro-Wilks, con el fin de contrastar la normalidad en
los datos.

Si los datos cumplen con homocedasticidad y normalidad entonces se hara un
analisis de varianza de dos vias y de haber diferencia significativa se procedera a la
prueba de Fisher de la minima diferencia significativa para la comparacion de las
fases del proceso con la concentracion de IgA inicial presente en cada una de las
muestras como control.

Si no se cumple la homocedasticidad y/o normalidad, se aplicara la prueba no
paramétrica de Friedman. Si hubiera diferencia significativa, se realizaran

comparaciones pareadas de las fases frente al control.
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VIII. Resultados

Para evaluar la variacion de las concentraciones de IgA, se tomaron alicuotas de 20
muestras de leche durante las cuatro fases criticas del procesamiento, realizadas en el banco

de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” de Antigua Guatemala.

La tabla No.1 presenta la relacion entre la concentracion de IgA, respecto al contenido
calorico y acidez Dornic en las muestras de leche materna. Estos datos establecen que de
las 20 muestras analizadas, 3 contenian una concentracion promedio de inmunoglobulina de
53.6 mg/dL, un contenido calérico de 394 Kcal/L, y 2 grados de acidez Dornic, en 12
muestras las concentraciones de IgA fue de 37.5 mg/dL, 500.5 Kcal/L y acidez Dornic de 3
grados; en 4 muestras las concentraciones promedio fueron de 26 mg/dL con un contenido
calorico de 686 Kcal/L y acidez de 4 grados Domic y en una muestra la concentracion de
IgA fue de 20 mg/dL, contenido caldrico de 881 Kcal/L y 5 grados de acidez Dornic (ver
tabla No 1).

Tabla No.1 Concentraciones promedio y desviacion estandar de IgA respecto a su
contenido calorico y acidez Dornic

No. de Concentracién de IgA Contenido calorico Acidez Dornic
muestras mg/dL (DE*) Kcal/L (DE) Unidades
3 53.6 (5.45) 394.0 (0) 2
12 37.5(6.29) 500.5 (70.5) 3
4 26.0 (6.66) 686.0 (21.9) 4
1 881 20.0 5

Fuente: Datos obtenidos en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” v laboratorio de
inmunologia del Hospital Roosevelt
*DE = desviacién estandar



La tabla No.2 contiene las concentraciones de 20 muestras por fase de procesamiento. En la
fase 1 se obtuvo una concentracion minima de 20 y maxima de 59 mg/dL de IgA, con
promedio de 37.05 mg/dL, que corresponde al 100% de inmunoglobulina A en la muestra
de leche materna. En la fase I concentraciones de 12 a 54 mg/dL, promedio de 29.8 mg/dL
representando 80.4% de IgA. En fase 111 se observaron concentraciones de 7 a 49 mg/dL,
con promedio de 23.55 mg/dL y 63.6% de inmunoglobulina, y en la fase IV se obtuvo el
48.5% de IgA, con concentracion maxima de 41 mg/dL y minima de 1 mg/dL, con un

promedio de 17.95 mg/dL.

Se esperaba que todas las muestras presentaran 50% o mas de concentracion de IgA, sin
embargo en la fase IV se observaron concentraciones de hasta 1 mg/dL por lo que el
porcentaje disminuyo significativamente un 48.5% de inmunoglobulina A al finalizar las

cuatro fases del procesamiento.

Tabla No.2. Concentraciones de IgA en leche materna en las fases de procesamiento

Concentracion por Fase Fasel Fase I1 Fase 111 Fase IV

Promedio: mg/dL (%)  37.05(100)  29.80 (80.4)  23.55(63.6) 17.95 (48.5)

Desviacion Estandar 10.60 10.52 9.86 10.18
Concentracion
Minima y Maxima: 20-59 12-54 7-49 1-41
mg/dL

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” y
laboratorio de inmumnologia del Hospital Roosevelt. Fase I fase de extraccion, fase II: descongelacion I, fase I
pasteurizacion, fase IV: descongelacion 11
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En la tabla No. 3 se observa el analisis de las cuatro fases de procesamiento, los resultados
muestran como disminuye la concentracion de IgA al pasar la muestra de leche por cada
una de las fases, es decir de la fase I a la fase Il la concentracion de IgA disminuyo 7.25
mg/dL, de la fase II a la fase I1I 6.25 mg/dL y por tltimo cuando paso a la fase IV perdio
56 mg/dL de IgA, reduciendo a la vez los porcentajes de concentracion de
inmunoglobulina, entre la fase I y I en 19.6% (2.50x10™"), entre fase II y III en 16.8%
(3.48x10™") y entre fase Il y IV en 15.3% (9.05x10™°) de concentracion de IgA.

Tabla No.3 Diferencias de concentraciones de IgA entre fases las cuatro fases de
procesamiento

Diferencia de valores

Concentracion promedio de IgA entre fases de concentracion
) Valor de p *
mg/Dl promedio de IgA
mg/dL (%)
Fase I: 37.05(100)  Fase II: 29.8(80.4) 7.25 (19.6) 2.50x10™"°
Fase I1: 29.8(80.4)  Fase III: 23.55(63.6) 6.25 (16.8) 3.48x10™
Fase IT1:23.55(63.6) Fase IV: 17.95(48.5) 5.6 (15.3) 9.05x10"°

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” y
laboratorio de inmunologia del Hospital Roosevelt
*valor de p de la prueba de Fisher de la minima diferencia significativa
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También se relacionaron los dias de congelacion a temperaturas de -5 a -10°C con las
concentraciones que se obtienen luego de ser descongelados, los resultados se muestran en
la tabla No.4, donde 6 muestras congeladas por 1 dia contenian 47 mg/dL de IgA, en las
muestras congeladas por 2 dias se observaron concentraciones de 33.8 mg/dL y en 4 dias de

congelamiento 29 mg/dL de inmunoglobulina (ver tabla No.4).

Tabla No.4 Concentraciones de IgA respecto a los dias de congelacion

Muestras Dias de Concentracion promedio de IgA
congeladas Congelado 1 (mg/dL)
06 1 47
11 2 33.8
03 4 29
Total 20

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” y
laboratorio de inmunologia del Hospital Roosevelt
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En la grafica No.l se observa el comportamiento de las concentraciones de
inmunoglobulina respecto a los dias de congelamiento, en donde a mayor tiempo de

congelacion menor concentracion de inmunoglobulina A.

Grafica No.1 Concentraciones de IgA respecto a los dias de congelamiento
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” y laboratorio de

inmunologia del Hospital Roosevelt
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La grafica No.2 muestra las concentraciones promedio de inmunoglobulina A en cada una

de las fases de procesamiento de la leche materna.

Griafica No.2 Concentraciones de Inmunoglobulina A promedio por fase de

procesamiento
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el banco de leche humana del Hospital Nacional “Pedro de Bethancourt” y

laboratorio de inmunologia del Hospital Roosevelt

Fase I: fase de extraccion, fase I: descongelacion 1, fase I1I: pasteurizacion, fase IV: descongelacion I

Los resultados indican que las concentraciones promedio de IgA disminuyeron en cada fase
del procesamiento; fase I 37.05mg/dL, fase II 29.8mg/dL, fase III 23.55 y fase IV 17.95

mg/dL, demostrando que existio diferencia significativa en cada una de las fases del

procesamiento de la leche materna.
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IX. Discusion de resultados

Los bancos de leche humana como centros especializados realizan una serie de
procedimientos en la leche materna, en donde las concentraciones de proteinas tales como

la inmunoglobulina A se ven disminuidas (Soto, 2009).

En el presente estudio se determinaron las concentraciones de inmunoglobulina A (IgA)
durante los procesos que se realizan en el banco de leche humana. En la tabla No.1 se
presentan los datos obtenidos en la evaluacion de concentracion promedio de IgA,
contenido caldrico y acidez Dornic, observandose que las muestras que presentaban mayor
concentracion de inmunoglobulina, tenian menor contenido calorico y mayor acidez
Dornic, por el contrario las muestras con menor concentracion de IgA, presentaron una
acidez elevada y mayores contenidos caloricos.

La leche esta compuesta por tres fracciones; emulsion, suspension y solucién. La emulsion
posee componentes liposolubles como grasa empaquetada; la suspension es principalmente
conglomerado protéico y la solucion esta formada por constituyentes hidrosolubles, como
IgA. Las leches que presentan mayor fraccidn suspension o solucion contienen elevada
concentracion de inmunoglobulina y bajo contenido calorico; por el contrario a mayor
fraccion emulsion, alto contenido calorico y menor concentracion de inmunoglobulina. Con
respecto a la acidez, el aumento del titulo de acidez Dornic se debe al consumo de la lactosa
por la microbiota de la leche, formando 4cido lactico, el cual afecta la estabilidad de la IgA
destruyéndola, es por ello que a mayor microorganismos, mayor acidez, que destruye la
proteina (APP, 2005) (Moreira, 2011).

En un estudio llevado a cabo por Novak y Cordeiro se demostrd una correlacion positiva
entre el titulo de acidez Dornic y la concentracion de microorganismos en las leches
analizadas, esto concluy® que la concentracion de IgA se ve disminuida conforme a la
carga bacteriana en la leche humana, lo cual concuerda con el presente estudio al
demostrarse que a mayor acidez Dornic menor concentracion de IgA (Novak & Cordeiro,

2007).
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La tabla 2 muestra como disminuye la concentracion de inmunoglobulina en cada fase del
procesamiento. En la fase I la muestra no ha sufrido ninglin proceso ya que unicamente ha
sido extraida de la madre, encontrandose al 100%, con concentracion promedio de 37.05
mg/dL, minima de 20 y maxima de 59 mg/dL de IgA, en la fase II se encuentra 80.40%, las
concentraciones tienen un rango minimo de 12 y maximo de 54, con promedio de 29.80
mg/dL. Esta es la fase en la que se observo que la concentracion de IgA disminuye en
mayor porcentaje (19.60%), debido a que el refrigerador en donde se realiza no mantiene
una temperatura constante de -5 a -10°C sugerida por las guias del Human Milk Banking,
ya que abren y cierran frecuentemente la puerta del congelador en donde estan almacenadas
las muestras, lo que ocasiona la formacion de cristales grandes que rompen proteinas y que

premiten el crecimiento bacteriano haciendo que la inmunoglobulina se destruya.

En la fase III se encuentra 63.6% de concentracion de IgA, con minima de 7 y maxima de
49 mg/dL. El proceso de pasteurizacion se realiza con el fin de disminuir la carga
bacteriana y viral, sin embargo la elevacion de la temperatura a 62.5°C por tiempos de 30
minutos hace que se desnaturalizen proteinas, provocando su destruccion y reduciendo la
concentracion de inmunoglobulina. Se ha demostrado en estudios realizados en bancos de
leche de Estados Unidos que pertenecen a la Human Milk Banking Association, que la
pasteurizacion realizada bajo estos parametros de temperatura y tiempo, es el mejor proceso
para eliminar el 99.9% de patogenos, entre ellos los virus como HIV, CMV vy otros virus
causantes de enfermedades, que son eliminados a temperaturas mayores de 56°C y

conserva cerca del 40 al 50% de proteina (APP, Pittard, 2011).

En la fase de pasteurizacion, la media de inmunoglobulina A fue de 23.55 mg/dL, que es
similar a la reportada en un estudio realizado por Hartmann, en donde obtuvo 26.33 mg/dL
utilizando un método de turbidimetria para el analisis de IgA al igual que el presente
estudio (Hartmann, 2006).

Durante la fase IV la concentracion promedio fue 17.95mg/dL, con concentraciones de 1
hasta 41 mg/dL, esta fase consistio en descongelacion 11, en donde las concentraciones de
inmunoglobulina se disminuyeron a 48.5%, sin embargo el porcentaje que se reduce es

menor a la primera descongelacion probablemente porque estos refrigeradores no se abren-
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constantemente como los primeros, por lo que las temperaturas de -18 a -20°C se
mantienen constantes impidiendo la formacion de cristales de hielo o que estos sean tan
minimos que no destruyen la proteina, ademas la leche se encuentra pasteurizada por lo que

no existen bacterias que puedan consumir la proteina (Moreira, 2011).

En algunas muestras las concentraciones de IgA disminuyeron mas del 90% al finalizar las
cuatro fases del procesamiento, en la fase I se encontrdé una maxima de 59 y minima de 20
mg/dL, que en la ultima fase del proceso, fase IV llegan a 41 y hasta 1 mg/dL, perdiendo
alrededor del 95% de inmunoglobulina. Esto pudo deberse a que permanecieron por mas
dias luego de su recoleccion en el congelador que no mantiene una temperatura estable

provocando una destruccion de proteina por cristales y presencia de bacterias en la leche.

La contaminacion bacteriana de la leche puede deberse a un mal lavado de pechos y mal
manejo de extractores u otras fuentes de contaminacién en el proceso de extraccion,
provocando que la carga bacteriana consuma la proteina afectando las concentraciones de
inmunoglobulina. Se debe considerar que las muestras que tenian baja concentracion de
IgA en fase I, pueden haber sido provenientes de madres con varios dias post-parto, mala
alimentacion, extremos de edad, entre otras variables que no fueron consideradas en el
estudio ya que no son tomadas en cuenta en los bancos de leche para la recoleccion de

muestras (Rodriguez, 2008).

Ademas se establecio la diferencia que existe entre cada una de las fases con respecto al
efecto que producen en las concentraciones de inmunoglobulina. En la tabla No.3, se
muestra una disminucion significativa entre las distintas fases de procesamiento de la leche
materna, al pasar de la fase I a la II redujeron 7.25 mg/dL la concentracién de IgA, debido
al proceso de congelamiento en donde se dafian proteina por formacion de cristales y la
carga bacteriana que aumenta la acidez, de la fase II a la Il disminuy6 6.25 mg/dL por la
desnaturalizacion protéica en la pasteurizacién, y de fase III a fase IV sufrieron una
segunda congelacion en donde pierde 5.6 mg/dL, debido a los cristales de hielo que

destruyen la IgA (Pittard, 2011).
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Se realizd un analisis de la concentracion de IgA en las muestras de leche segun los dias en
que fueron congeladas luego de su recoleccidon. Como se observa en la tabla No.4, las
muestras que tuvieron mayor dias de congelamiento presentaron menor concentracion de
IgA, la disminucion de la concentracion de inmunoglobulina se puede observar en la
grafica No.1. El congelamiento a temperaturas poco estables y en donde no existe control
de ellas, permite la formaciéon de cristales grandes y puntiagudos que son capaces de
romper grasas y proteinas, ademas que al sobrepasar las 24 horas de congelamiento las
acciones enzimaticas y de microorganismos llegan a disminuir las concentraciones de
proteinas como la inmunoglobulina A provocando reacciones indeseables en el producto,

como la desnaturalizacion y pérdida de proteina (Gil, 2010).

En la grafica no.2 los promedios de las concentraciones de las 20 muestras de leche
materna analizadas disminuyen en cada una de las fases, debido a que las proteinas
sufrieron dafios por temperatura de congelacion y pasteurizacion, asi como también por
carga bacteriana, haciendo que en cada proceso la concentracion de inmunoglobulina
disminuyera, tal como se muestra en la grafica, en donde existe una tendencia descendente

debido a que en cada fase disminuye la concentracion de IgA.

La leche pasteurizada, proveniente de los bancos de leche humana, es procesada con el fin
de garantizar que no contenga patogenos que puedan ocasionar enfermedades y que los

nutrientes de la leche materna lleguen a fortalecer el sistema inmunologico del neonato.

Durante el estudio realizado se observo que cada fase a la que fueron sometidas las
muestras de leche disminuyeron las concentraciones de IgA, en la fase II se tiene el 80.4%,
fase 111 63.6% y fase IV 48.5% de inmunoglobulina A, siendo la fase IT y III los principales
puntos criticos del proceso. En la fase II se perdio 19.6% de inmunoglobulina, siendo el
principal punto critico, debido a los cristales formados y carga bacteriana que dafiaron la
proteina por el mal control de temperaturas. En fase III, bajo un 16.8% a causa de la
desnaturalizacion de proteinas por las temperaturas elevadas a las que se lleva a cabo la

pasteurizacion, reduciendo las concentraciones de la inmunoglobulina.
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Las limitantes del estudio fueron que no se relacionaron las muestras con los dias post-
parto, edad y estado nutricional de las madres donadoras. En estudios como el de Humbert
y colaboradores se clasificaron las muestras de leche segun los dias post-parto y edad de
las madres, demostrando que a mayor dias post-parto la leche contenia mayor
concentracion de IgA, sin embargo en el estudio de Humbert la edad no influyo en las
concentraciones de inmunoglobulina (Humbert, 2006).

La posibilidad de tomar en cuenta factores tales como estado nutricional, edad, dias post-
parto; nuevos métodos de congelamiento a menor dias y a temperaturas estables, entre
otros, permitira a futuras investigaciones evaluar de una manera efectiva la relacion de las
concentraciones de IgA con estos y otros factores presentes en la madre. Ademas de
evaluar metodologias que ayuden en la conservacion de la inmunoglobulina durante los
congelamientos y demds procesos a los que se somete en un banco de leche, para poder
brindar un mejor producto final con mayores concentraciones de nutrientes y componentes

inmunolégicos como la IgA, a neonatos que por sus condiciones de salud requieren de este

alimento.
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1.

X. Conclusiones

Las concentraciones promedio de IgA al iniciar cada una de las fases a las que se
somete en el banco de leche humana son: descongelacion I 37.05 mg/dL (100%),
pasteurizacion 29.8 mg/dL (80.4%) y en descongelacion II 23.55 mg/dL (63.6%)
observandose que las concentraciones de las muestras analizadas fueron

disminuyendo durante cada una de las fases de procesamiento.

Las concentraciones de IgA observadas al finalizar las fases del proceso de la leche
materna fueron: descongelacion I29.8 mg/dL (80.4%), pasteurizacion 23.55 mg/dL
(63.6%) y descongelacion II 17.95 mg/dL (48.5%). Lo que significa que existe una
diferencia entre las concentraciones de IgA en cada fase del procesamiento, debido

a formacion de cristales y desnaturalizacion proteica.

La leche procedente del banco de leche humana, antes de la administracion al
neonato contiene 48.5% de la concentracion originial de inmunoglobulina, esta
reduccion de 51.5% del total de IgA es debida a los procesos sometidos en el banco
de leche, sin embargo continua siendo un aporte inmunolégico importante para el

lactante.

La fase de descongelacion I fue la que mas afectd las concentraciones de IgA,
disminuyéndola un 19.6% de la concentracion inicial, resultando un punto critico en
el procesamiento del banco de leche debido a la inestabilidad de las temperaturas de

congelacion y formacion de cristales que destruyen la proteina.
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1.

XI1. Recomendaciones

Evaluar el efecto de los dias de congelamiento de la leche materna sobre las
concentraciones de inmunoglobulina A en las muestras tomando como base los

datos proporcionados en el presente estudio.

Promover nuevos estudios en métodos de congelacion que ayuden a reducir la
pérdida de contenido de inmunoglobulina A durante las fases de congelacion en el

proceso del banco de leche.

Realizar una evaluacion del aporte inmunologico de la leche materna donada,
determinando comparaciones de concentracion de inmunoglobulina, segun los dias

post-parto de la madre.

Elaborar ensayos con nuevas técnicas en el procesamiento de la leche materna,

basados en la bisqueda de brindar una leche con mayor aporte inmunologico.
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Anexo 2: Férmulas para determinar el porcentaje de crema y contenido calérico

(Kcal) de muestra de leche extraida

Dato

Formula

Porcentaje de crema

Crema (mm) X 100 / total (mm)

Porcentaje de grasa

% de crema x 0.59/1.46

Calorias por litro

(% crema X 66.8) + 290.

Fuente: Manual Técnico y Funciones del Banco de Leche Materna, Hospital Nacional Pedro de

Bethancourt. Soto, M.A. y Moreira, R. (2007) Guatemala: s.n.

Anexo 3: Concentraciones de inmunoglobulinas conforme al dia de secrecion de

leche materna

Dia IgA (mg/ml) IgG(mg/ml) IgM(mg/ml)
1 600 80 125
2 260 45 65
3 200 35 58
4 80 16 30

Fuente: Nutricién Clinica v Gastroenterologia Pediatrica. Rojas, C, Guerrero, R. (1999). Colombia:

Médica Panamericana
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