
P E D I Á T R I C A  

Acta Pediatr Esp. 2011; 69(6): 276-281

ORIGINAL

276

©2011 Ediciones Mayo, S.A. Todos los derechos reservados

Introducción

Tradicionalmente, se había considerado que la leche humana 
era estéril mientras se encontraba dentro de la glándula ma-
maria. Sin embargo, actualmente sabemos que constituye una 
fuente de bacterias para el intestino infantil1-4, y uno de los 
factores clave en la iniciación y el desarrollo de la microbiota 
intestinal del neonato5-7. En su mayor parte, estas bacterias no 
provienen de la contaminación a partir del contacto con la piel, 
sino que constituyen una auténtica microbiota mamaria, que se 
empieza a formar durante el último tercio del embarazo y que 
desaparece tras el destete8. En condiciones fisiológicas, los 
cultivos de leche se caracterizan, cualitativamente, por la pre-
sencia de una población relativamente heterogénea, dominada 
por estafilococos, estreptococos, bifidobacterias, bacterias 
lácticas y algunas otras bacterias grampositivas; todas ellas 
parecen desempeñar funciones importantes para la homeosta-
sis mamaria y del lactante. Desde un punto de vista cuantitati-
vo, la concentración bacteriana en leche fresca obtenida de 

una mujer sana (y en las condiciones que se comentarán pos-
teriormente) es muy moderada, y habitualmente se sitúa en 
torno a 100-300 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, 
aunque en algunos casos se pueden alcanzar valores de hasta 
aproximadamente 1.000 UFC/mL.

Sin embargo, hay ciertas circunstancias que pueden condu-
cir a una auténtica disbiosis de la microbiota normal de la glán-
dula mamaria, con un aumento notable y rápido de la concen-
tración de los agentes causales de mastitis (habitualmente 
estafilococos y estreptococos) y la progresiva desaparición del 
resto de las bacterias «fisiológicas» de la leche (lactobacilos, 
lactococos, enterococos, bifidobacterias...) mediante procesos 
de exclusión competitiva9. Esta alteración conduce a la infla-
mación y la posterior obstrucción de los conductos galactófo-
ros, dando lugar a una mastitis10,11. Algunas mastitis pueden 
cursar de forma aguda y con una sintomatología florida, tanto 
local como general (fiebre, escalofríos, infartación de ganglios, 
malestar general, cefaleas...), e incluso derivar en un absce-
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Resumen

En condiciones fisiológicas, la microbiota mamaria de una mu-
jer lactante se caracteriza por la presencia de una población 
relativamente heterogénea, dominada por ciertas bacterias 
grampositivas, en una concentración moderada (<1.000 unida-
des formadoras de colonias/mL de leche). Sin embargo, hay 
ciertas circunstancias que pueden conducir a una auténtica 
disbiosis de la microbiota normal de la glándula mamaria y a 
una mastitis. Se trata de un problema infravalorado, en gran 
medida por la ausencia de protocolos para la recogida de este 
fluido biológico, por la falta de tradición en el análisis micro-
biológico de la leche humana y por las dudas que suelen surgir 
a la hora de interpretar los resultados. En este artículo se pre-
senta un protocolo básico para la recogida de muestras de le-
che humana para su análisis microbiológico y se ofrecen unas 
pautas sencillas para la interpretación de los resultados.
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Abstract

Title: Etiological diagnosis of infectious mastitis: proposal of a 
protocol for the culture of human milk samples 

During lactation, the physiological mammary microbiotas cha-
racterized by the presence of a relatively heterogeneous popula-
tion, dominated by certain Gram-positive bacteria, at a moderated 
concentration (<1,000 CFU/mL milk). However, there are circums-
tances that may lead to a disbiotic process of the mammary gland 
microbiota, leading to mastitis. This is a widely underrated condi-
tion, partly due to the absence of uniform protocols for the collec-
tion of this biological fluid, the lack of tradition in microbiological 
analysis of human milk, and the doubts that sometimes arise when 
the results interpretation is being done. In this article, we present 
a basic protocol for the collection of human milk samples for their 
microbiological analysis and simple guidelines in order to facilitate 
the interpretation of the results.
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so12; el agente etiológico de tales casos es, casi invariable-
mente, Staphylococcus aureus13. Sin embargo, en la mayoría 
de las mastitis, los síntomas se restringen a la glándula mama-
ria y se caracterizan por un dolor intenso en forma de pincha-
zos, calambres o sensación de quemazón, acompañado o no de 
lesiones en el pezón. En algunas ocasiones, la mastitis puede 
incluso ser subclínica y caracterizarse por una falsa sensación 
de disminución en la producción de leche (cuando en realidad 
está afectada la secreción debido a la obstrucción de conduc-
tos). En estos casos, los agentes responsables suelen ser esta-
filococos coagulasa-negativos (fundamentalmente Staphylo-
coccus epidermidis)14 y algunas especies de estreptococos, 
como Streptococcus mitis o Streptococcus salivarius. 

Necesidad de los cultivos de leche 
humana para el diagnóstico de mastitis

La mastitis humana constituye un problema tan infravalorado 
como infradiagnosticado10,11. Este hecho se debe, por una par-
te, a que únicamente se suelen considerar como tales los casos 
agudos que cursan con enrojecimiento del pecho y fiebre ele-
vada y, por otra parte, a que los casos en que se realiza un 
cultivo de leche son verdaderamente excepcionales y, cuando 
se hacen, la recogida de la muestra y/o la interpretación de los 
resultados suele ser errónea. En tales circunstancias, el diag-
nóstico de «mastitis» se suele basar en la inspección visual del 
pecho, lo que no sólo excluye a la mayoría de los casos, sino 
que fomenta falsas creencias, como el mito de las cándidas (la 
popular frase «tiene hongos»)10,15. Por tanto, la posibilidad de 
un error en el diagnóstico es muy elevada. 

Pero el cultivo de leche no sólo es esencial para el diagnós-
tico etiológico de una mastitis, sino que suele ser clave para el 
éxito del abordaje terapéutico. Habitualmente, el tratamiento 
de la mastitis se instaura de forma empírica y suele consistir 
en la prescripción de cloxacilina, amoxicilina, amoxicilina-áci-
do clavulánico, mupirocina o eritromicina. Desafortunadamen-
te, un porcentaje cada vez más elevado de cepas implicadas en 
la mastitis son resistentes a estos antibióticos, una situación 
que se ha descrito previamente para las cepas asociadas con 
la mastitis bovina. Por este motivo, una parte de las mastitis 
tratadas con antibióticos derivan en una infección crónica o 
recurrente. Además, en los cultivos de leche es frecuente aislar 
dos o más especies implicadas en un mismo caso de mastitis 
y, si todas ellas no son sensibles al antibiótico elegido, se pue-
de eliminar uno de los agentes causales pero fomentar el cre-
cimiento de la bacteria resistente. En conclusión, el tratamien-
to de las mastitis infecciosas debería instaurarse tras un 
análisis microbiológico que determine el agente causal y su 
sensibilidad a los antibióticos. 

Ante la ausencia de un diagnóstico etiológico y la frecuente 
prescripción de un tratamiento inadecuado, las mujeres con 
este problema suelen enfrentarse a un difícil dilema: a) seguir 
amamantando a su hijo aguantando el dolor y el resto de sín-
tomas lo mejor posible y, en muchos casos, ante la incompren-

sión de su propio entorno médico y/o familiar, o b) abandonar 
la lactancia. Sin embargo, un número creciente de mujeres lac-
tantes que se encuentran ante este problema exigen una ter-
cera vía: un correcto diagnóstico y un tratamiento acorde con 
su caso particular. En este contexto, la implantación sistemati-
zada de los cultivos de leche en los servicios de microbiología 
de los hospitales puede ofrecer una solución para un buen por-
centaje de casos. Este hecho no es caprichoso ni banal, ya que 
la lactancia materna está siendo objeto de un renovado interés 
en los países desarrollados debido a los beneficios que este 
tipo de alimentación proporciona a la pareja madre-hijo a cor-
to, medio y largo plazo16,17.

Obtención y conservación 
de las muestras

Las instrucciones para la recogida de la muestra son responsa-
bilidad directa del médico  que solicita el cultivo, quien debe 
proporcionarlas (él o el personal sanitario encargado de la pa-
ciente) de forma clara y sencilla, cerciorándose de su adecuada 
comprensión. En general, las muestras de leche se deben reco-
ger siguiendo las siguientes instrucciones (figura 1):
 1.  Las muestras se deben recoger inmediatamente antes de 

una toma y, si es posible, tras haber trascurrido al menos 2 
horas desde la toma anterior. Si se van a procesar en el 
servicio de microbiología de un hospital público, el mejor 
momento para su recogida sería tras la primera toma de la 
mañana (6.00-9.00 h); de este modo, la recogida se sincro-
nizaría con el periodo habitual para otro tipo de muestras 
biológicas (orina, sangre...) en los centros de atención pri-
maria; por otra parte, se evitarían posibles fluctuaciones 
relacionadas con el ritmo circadiano.

 2.  Tras la toma anterior a aquella en la que se vayan a recoger 
las muestras para el cultivo, no se debe aplicar ningún tipo 
de pomada o solución tópica (lanolina, antibióticos, anti-
sépticos, antiinflamatorios, productos de homeopatía...) ni 
tampoco utilizar ningún tipo de accesorio (conchas...) que 
provoque una acumulación de leche en contacto directo 
con las areolas mamarias y los pezones; en caso contrario, 
se deben lavar dichas partes del pecho con agua templada 
y jabón neutro, y secarlos con una toalla limpia o una toa-
llita de un solo uso inmediatamente antes de la recogida.

 3.  Inmediatamente antes de la recogida, la paciente debe la-
varse las manos con agua caliente y jabón (o un producto 
similar) y secárselas con una toalla limpia o una toallita de 
un solo uso.

 4.  Tras la estimulación previa del pecho, la recogida de mues-
tras de leche destinadas a un análisis microbiológico se debe 
efectuar mediante presión manual, sin la ayuda de ningún 
tipo de accesorio (pezoneras, formadores de pezones...). En 
ningún caso se deben emplear extractores (sacaleches). To-
dos estos utensilios pueden ser una fuente importante de 
microorganismos ajenos a la glándula mamaria, que persis-
ten tras la aplicación de los protocolos de limpieza y/o des-
infección recomendados por los fabricantes18-20. Por tanto, su 
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Mínimo: 2 h

Recogida
de la muestra

No aplicar ningún producto

tópico tras la toma

Si es posible, no utilizar discos ni

dispositivos similares tras última toma

Toma anterior a la de la recogida de las muestras

Extracción manual ¡No utilizar sacaleches!

¡No usar pezoneras 

ni similares durante la recogida!

En caso contrario, lavar el pezón y 

la areola mamaria con agua y jabón

¡No usar envases no estériles 

ni recipientes intermedios!

Recogida en envase estéril

(uno por cada pecho; empezar por el pecho más afectado; 

cierre correcto, etiquetado correcto)

Recoger 1 mL tras  

descartar las primeras gotas

 

Temperatura ambiente: tiempo de entrega <1 h
Refrigeración: tiempo de entrega >1 y <12 h

Congelación: tiempo entrega >12 h (e imposibilidad de recoger nuevas muestras)
Evitar la exposición a la luz

Conservación

Intentar mantener la 

cadena de frío en el 

transporte de las muestras

hasta el centro salud 

o el laboratorio

Figura 1. Esquema de los principales pasos a seguir para la recogida de muestras de leche destinadas a un análisis microbiológico
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presencia puede enmascarar los verdaderos agentes respon-
sables de una mastitis. En general, los microorganismos con-
taminantes suelen ser enterobacterias, Pseudomonas spp. y 
afines (Stenotrophomonas spp., etc.) y levaduras, que acos-
tumbran a estar ausentes o presentes en concentraciones 
muy bajas en la leche humana. Muchos de ellos son psicro-
trofos, por lo que siguen proliferando durante la conserva-
ción de la leche en frío. Por otra parte, conviene recordar que 
el agua potable con la que se lavan o aclaran las bombas y 
otros accesorios suele contener cantidades relativamente 
elevadas de algunos de estos microorganismos. 

 4.  En un caso reciente, que puede resultar ilustrativo, a una 
mujer se le diagnosticó una mastitis por Stenotrophomonas 
maltophilia, ya que en el laboratorio de microbiología del 
hospital de referencia se encontró una gran concentración 
de una cepa de este género en la muestra analizada. Como 
la cepa era sensible a la amoxicilina, se prescribió este 
tratamiento. Ante la ineficacia del tratamiento, se remitie-
ron muestras extraídas manualmente a nuestro laboratorio, 
donde se observó que realmente el agente causal era una 
cepa de S. epidermidis resistente a ese antibiótico. Esta 
cepa también había sido detectada en el hospital, pero se 
desestimó como agente causal por ser «saprofita o posible 
contaminante». Es decir, justo los papeles cambiados. La 
cepa de S. maltophilia se aisló del equipo de bombeo y del 
agua del grifo empleado para su lavado, pero no de la leche 
obtenida por expresión manual. 

 5.  Las muestras de leche se deben recoger en envases estéri-
les, como los empleados habitualmente para el análisis de 
muestras de orina o heces. Hay que recoger una muestra 
de cada pecho (cada una en un envase independiente), em-
pezando por el pecho que esté menos afectado en el mo-
mento de la recogida, descartando las primeras gotas de 
leche (aunque este hecho parece no afectar significativa-
mente al resultado del análisis microbiológico). Si los dos 
pechos tienen aproximadamente el mismo nivel de afecta-
ción, el orden es indiferente. El recipiente se debe colocar 
debajo del pezón, dentro de la areola mamaria.

 6.  Evitar tocar el interior del frasco o del tapón con los dedos, 
así como el contacto con cuerpos extraños.

 7.  No utilizar nunca recipientes intermediarios (cucharas, bi-
berones, vasos, botellas, etc.) para recoger la leche antes 
de transferirla al envase estéril.

 8.  El volumen necesario para el cultivo de una muestra de 
leche es de 1 mL. Habitualmente, se siembra la muestra sin 
diluir y las diluciones –1 y –2 (5-50 μL por medio de cultivo).

 9.  Cerrar perfectamente el frasco para evitar derramamientos 
durante su transporte.

10.  Rellenar una etiqueta con el nombre, apellidos, pecho del 
que procede la muestra y fecha y hora de la recogida. Pegar 
la etiqueta sobre el frasco seco. Obviamente, esto no será 
necesario cuando el análisis se realice en un centro de sa-
lud mediante el volante correspondiente ya que, en tal ca-
so, llevará un código identificativo.

11.  Las muestras pueden permanecer sin refrigerar un máximo 
de 1 hora. Si el tiempo de entrega va a ser superior a 1 hora, 

se pueden mantener en refrigeración a 4º C durante un 
máximo de 12 horas. Si el tiempo de entrega de las mues-
tras va a ser superior a 12 horas, y no hay posibilidad de 
obtener nuevas muestras, es preferible conservarlas con-
geladas a una temperatura igual o inferior a –20 ºC, sin que 
se rompa la cadena de frío. 

Recepción de las muestras

Durante la recepción de una muestra de leche hay que compro-
bar los siguientes aspectos:
1.  Las muestras han sido remitidas en recipientes estériles. En 

caso contrario no se admitirán, explicando a la paciente la 
necesidad de una esterilidad absoluta del recipiente de re-
cogida para garantizar la calidad de los resultados emitidos.

2.  El tapón de rosca está perfectamente cerrado y no se ha 
derramado la muestra. En caso contrario no se admitirá la 
muestra, explicando a la paciente la necesidad de una es-
tanqueidad absoluta del recipiente para evitar la contamina-
ción de la muestra y así garantizar la calidad de los resulta-
dos emitidos.

3.  El frasco porta una etiqueta con un código adecuado o con 
el nombre y los apellidos de la paciente, pecho (derecho o 
izquierdo) y fecha y hora de recogida. En caso contrario se 
solicitarán los datos necesarios.

Siempre que la muestra no se haya remitido en condiciones 
apropiadas, se proporcionará a la paciente una hoja de instruc-
ciones de recogida de muestras de leche para un análisis mi-
crobiológico.

Siembra de las muestras

Los medios de cultivo que se emplean habitualmente en nues-
tro laboratorio son el agar Columbia con ácido nalidíxico (CNA; 
aislamiento de estafilococos, estreptococos, enterococos, co-
rinebacterias...), el agar Baird Parker (BP; aislamiento de esta-
filococos), el agar MacConkey (MCK; aislamiento de entero-
bacterias) y el agar Sabouraud dextrosa con cloranfenicol 
(SDC; aislamiento de levaduras). Entre todos ellos, el único 
medio imprescindible es el CNA (o, en su defecto, algún otro 
tipo de agar sangre), ya que permite el crecimiento simultáneo 
de la mayoría de las especies causantes de mastitis. En nues-
tro caso, los medios MCK y SDC se emplean fundamentalmen-
te para comprobar que no ha habido contaminación de las 
muestras.

En principio, cualquier técnica de siembra de muestras bio-
lógicas es aplicable a las muestras de leche: desde la técnica 
de siembra con asa calibrada de 5 μL en forma de estría longi-
tudinal, seguida de agotamiento total de la placa (muy exten-
dida en los servicios de microbiología de los hospitales), hasta 
los sistemas semiautomáticos de siembra en espiral. Cualquie-
ra de ellas permite la cuantificación de los microorganismos 
presentes en la muestra (figura 2).
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Las placas sembradas se deben incubar a 35-37 ºC en atmós-
fera aerobia, con placa invertida. La lectura se debe realizar a 
las 24-48 horas. Los resultados recogerán la concentración de 
cada especie presente en la muestra, expresada en UFC/mL. El 
hecho de no observar colonias en las placas no significa que no 
haya bacterias en la muestra, sino que éstas pueden estar pre-
sentes en una concentración inferior a la de su límite de detec-
ción. En tal caso, el resultado será «no se detecta crecimiento 
bacteriano» o «inferior al valor del límite de detección» (p. ej., 
100 UFC/mL).

La identificación de las especies implicadas no debería plan-
tear ningún problema para un laboratorio de microbiología clíni-
ca. Para ello, se pueden utilizar diversas técnicas (clásicas, Wi-
der, Vitek, MALDI-TOF...). Posiblemente, el mayor reto estribe en 
una correcta identificación de algunas de las especies de estrep-
tococos del grupo viridans, ya que son difíciles de diferenciar 
tanto en los medios de cultivo como con algunos de los procedi-
mientos de identificación habituales. No obstante, en caso de 
duda, se puede conseguir mediante secuenciación de ciertos 
genes (evitando el que codifica la fracción 16S del ARNr, ya que 
su poder discriminatorio es muy bajo para los estreptococos), 
reacción en cadena de la polimerasa específica de especie y/o 
algunas pruebas fenotípicas (optoquina, solubilidad en bilis...).

Interpretación de los resultados
La mayor o menor severidad de la sintomatología asociada a 
una mastitis está estrechamente relacionada con la especie o 
las especies bacterianas implicadas, su concentración, las ca-
racterísticas de la cepa y el estado del hospedador.

En cualquier caso, c  uando se analizan muestras de leche re-
sulta fundamental no considerar la presencia de estafilococos 
coagulasa-negativos (especialmente S. epidermidis) y estrepto-
cocos del grupo viridans (especialmente S. mitis y S. salivarius) 
como «flora contaminante» o «flora saprofita», sino como agen-
tes potencialmente causantes de mastitis. Desafortunadamente, 
esa apreciación suele ser habitual y conduce a un diagnóstico 

erróneo. En este sentido, la presencia de estas especies en leche 
siempre debe considerarse relevante, como sucede con S. epi-
dermidis en muestras de infecciones hospitalarias asociadas a 
catéteres. Por consiguiente, se debe proceder a determinar su 
antibiograma. En condiciones fisiológicas, la concentración de 
estafilococos coagulasa-negativos, estreptococos del grupo viri-
dans y bacterias afines (Rothia spp., Kocuria spp., etc.) en mues-
tras de leche recogida en las condiciones descritas anteriormen-
te suele oscilar entre 100 y 300 UFC/mL, con un límite máximo 
de, aproximadamente, 1.000 UFC/mL. Cualquier valor por enci-
ma de esta concentración puede ser compatible con una mastitis 
infecciosa. No obstante, el valor suele estar notablemente au-
mentado (>5.000 UFC/mL).

S. aureus y Corynebacterium spp. no suelen estar presentes 
en la leche humana en condiciones fisiológicas y pueden pro-
vocar mastitis en concentraciones mucho más bajas que las 
especies antes citadas (<500 UFC/mL). 

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de bac-
terias gramnegativas (E. coli, otros coliformes, Stenotrophomo-
nas...) y levaduras suele estar asociada a un protocolo inade-
cuado de recogida de las muestras. En tales casos, pueden 
estar presentes en concentraciones elevadas para este tipo de 
muestras (>1.000 UFC/mL). 
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