
Universidad  Autónoma Metropolitana 
Unidad Xochimilco

“Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir
de heces en personas delgadas y obesas”

Comité tutoral:

Presenta

Matricula: 2151801895

Dr. Alejandro Alberto Azaola Espinosa
Dra. Raquel González Vázquez

Dr. Lino Mayorga Reyes

 
 

Junio, 2018

 

Línea de Investigación

Idónea comunicación de resultados para obtener el grado de Maestra en ciencias
Farmacéuticas

Estrategias biológicas en el área farmacéutica

QFB: Schahrasad Montserrat Cruz Arroyo

 
División de Ciencias Biológicas y de la Salud

Departamento de Sistemas Biológicos
Maestría en Ciencias Farmacéuticas



 

 

 

 

 

Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de 

heces en personas delgadas y obesas 

 

 

 

 

Vo.Bo. 

 

_________________________ 
Cotutor 

Dr. Alejandro Alberto Azaola Espinosa 
 

__________________________                __________________________ 
Cotutor                                                             Asesor 

Dra. Raquel González Vázquez                        Dr. Lino Mayorga Reyes 
 
 

  



 

 

 

 

 

Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de 

heces en personas delgadas y obesas 

 

 

 

Vo.Bo. 

 

_________________________ 
Presidente: 

Dra. María Eugenia de la Torre Hernández 
 
 
 
 
 
 

_______________________________      _______________________________ 
Dr. Edgar Torres Maravilla                Dr. Alejandro Alberto Azaola Espinosa 

       Vocal             Secretario 
  



 

 

Resumen  

La presente investigación tuvo como objetivo el aislamiento y caracterización 

de Faecalibacterium prausnitzii, Oxalobacter formigenes y Akkermansia 

muciniphila, presentes en la microbiota intestinal de una población de individuos 

jóvenes delgados y obesos consideradas de importancia para la salud. 

De 378 individuos que participaron en las conferencias informativas sobre el 

proyecto de investigación, 24 individuos cumplieron los requisitos y a los cuales se 

les pidió firmaran una carta de consentimiento informado para participar. Se solicitó 

una muestra de heces que fue utilizada para cuantificar y aislar bacterias con 

potencial probiótico mediante técnicas moleculares y microbiológicas.  

Como resultado se obtuvo que el grupo obeso tiende a tener 3 y 4 órdenes 

de magnitud mayor cantidad de A. muciniphila y F. prausnitzii, que el grupo delgado 

Para el caso de O. formigenes no se pudo llevar a cabo la cuantificación. Por lo que 

para futuras investigaciones se recomienda utilizar otras condiciones para su 

cuantificación. Por otro lado, se aislaron 10 cepas las cuales fueron identificadas 

por secuenciación. Los microrganismos que se aislaron en el medio de cultivo con 

mucina como fuente de energía corresponden a E. coli y Enterobacter sp. En el 

medio de cultivo con oxalato se aislaron cepas de E. coli. En el medio de cultivo con 

celobiosa se lograron identificar 4 cepas, una de Bacillus sp y 3 cepas de 

Lysinibacillus fusiformis.  
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1. Introducción 

Actualmente, el uso de bacterias con efectos benéficos para la salud tiene un 

impacto en la industria alimentaria, biotecnológica, agrícola, farmacéutica y médica 

(Song et al., 2012). Tiessier fue el primer investigador que reconoció la importancia 

de las bifidobacterias en el intestino de lactantes (Lauzon et al., 2014). 

Posteriormente Metchinikoff a inicios del siglo XX, propuso que la longevidad de 

campesinos búlgaros estaba estrechamente ligada al consumo de leche fermentada 

(Lauzon et al., 2014), por lo que por primera vez se propuso modular la microbiota 

intestinal para remplazar la población de bacterias patógenas y aumentar la de 

bacterias benéficas (Lauzon et al., 2014). La primera vez que se utilizó el término 

probiótico fue en 1965, en donde se hacía referencia al crecimiento in vitro de 

protozooarios estimulado por otros protozooarios (Espitia et al., 2016). Años más 

tarde el término probiótico volvió a surgir, cuando Parker usó el término para hacer 

referencia a las interacciones de bacterias con el huésped ya sea animal o humano, 

y sustancias, que contribuían al equilibrio microbiano intestinal (Espitia et al., 2016). 

Sin embargo, no fue hasta 1998 cuando se dio a conocer la definición actual de 

probióticos. Dicha definición hace referencia a que los probióticos tienen efectos 

benéficos sobre la salud del huésped. Por lo que su uso como coadyuvante en el 

tratamiento de diversas enfermedades ha ido en aumento (Saez-Lara et al., 2015); 

ejemplos de éstas son: la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, síndrome de 

intestino irritable, cáncer colorectal, obesidad, diabetes tipo II, enfermedad renal 

crónica, dermatitis atópica (Valcheva y Dieleman, 2016). Para que el probiótico 

ejerza su efecto benéfico sobre el huésped, éste debe de llegar vivo y en cantidad 
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suficiente al sitio de acción que son las diferentes secciones del intestino y que 

dependerá de la naturaleza del microorganismo en cuestión. Generalmente, son 

administrados a través de alimentos (Singh et al., 2014) pero existen otras formas 

de administración entre las que se encuentran las formas farmacéuticas en diversas 

presentaciones como liofilizados, capsulas y tabletas, entre otras (Kaur et al., 2002). 

Debido a los diversos efectos benéficos de la gama de probióticos que 

actualmente se comercializan, el consumo de productos que los contienen ha ido 

en aumento. En el 2002 representaban el 65% del mercado mundial en alimentos 

funcionales lo que en términos económicos equivalía a 75 mil millones de dólares 

anuales (Holzapfel y Schillinger, 2002). En el 2010 un estudio de mercado de la 

BCC Research estimó un crecimiento de 144 mil millones de dólares para ese año, 

mientras que para el 2016 el crecimiento ya era de 259 mil millones de dólares (Di 

Cerbo y Palmieri, 2015). Estos datos indican que los probióticos tienen una gran 

demanda, la cual podría ir incrementando a partir de las investigaciones que se 

realicen. Actualmente, los géneros que se consideran seguros para el consumo 

humano son Lactobacillus y Bifidobacterium (Singh et al., 2014; Leuschner et al., 

2010; Ishibashi y Yamazaki, 2001). Otros géneros como: Lactococcus, 

Leuconostoc, Streptococcus y Enterococcus también han sido utilizados como 

probióticos (Salminen et al., 1998). Se ha reportado información de nuevas bacterias 

utilizadas para tratamientos de enfermedades que difieren de estos géneros, tal es 

el caso de Faecalibacterium prausnitzii, Clusters de Clostridia IV, XIVa y XVIII, 

Akkermansia muciniphila y Bacteroides uniformis (Patel y DuPont, 2015; Atarashi et 

al., 2013; Everard et al., 2013; Qiu et al., 2013; Gauffin Cano et al., 2012; 
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Kailasapathy y Chin, 2000). El efecto benéfico de estos microorganismos se ha 

atribuido principalmente a la producción del ácido butírico, y que tiene efecto directo 

sobre las células del colon en modelos animales, se cree que este efecto ayuda a 

la diferenciación y propagación de los colonocitos (Catuogno et al., 2013).  

Por otro lado, hay reportes del uso de Oxalobacter formigenes, no como una 

bacteria probiótica, pero si como una bacteria que puede ser importante en la 

degradación de sustancias toxicas para el organismo (Ellis et al., 2016), lo cual ha 

sido probado con éxito en ensayos preclínicos. De ahí la importancia de continuar 

con el estudio de estos microorganismos, para que en un futuro cercano puedan 

estar al alcance del consumo humano. 
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2. Antecedentes  

 El intestino humano está colonizado por trillones de microorganismos, que 

en conjunto se denomina microbiota intestinal; la microbiota intestinal es la 

encargada directa o indirectamente de regular varios aspectos fisiológicos del 

huésped. Entre las funciones están la maduración y modulación del sistema inmune, 

y cada vez la evidencia científica del papel que juega la microbiota intestinal en el 

desarrollo y comportamiento del cerebro ha ido en aumento (Fung et al., 2017). Se 

ha demostrado el papel que tiene la microbiota intestinal sana en el control del 

metabolismo, la resistencia a infecciones por patógenos, en la prevención de la 

inflamación intestinal, y en enfermedades crónicas como el cáncer. Por otro lado, 

se ha demostrado que el desequilibro de la microbiota intestinal puede aumentar el 

riesgo de enfermedades gastrointestinales (Guinane y Cotter, 2013; Bisgaard et al., 

2011). Debido a los beneficios que las bacterias confieren al huésped, el consumo 

también ha ido en aumento (Sanders et al., 2013). Principalmente porque se cuenta 

con nueva información sobre moléculas que tienen efectos benéficos en la salud del 

huésped y que son producidas por dichos microorganismos, como son los ácidos 

grasos de cadena corta (AGCC), que aportan beneficios al huésped; por lo que la 

búsqueda de nuevos probióticos que produzcan estos ácidos van en aumento. 

Un ejemplo de lo anterior es F. prausnitzii, el cual se encuentra disminuido 

en pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, cáncer de colon, síndrome 

de colon irritable y obesidad (Graessler et al., 2013; Varela et al., 2013; Wong et al., 

2013; Wu et al., 2013; Candela et al., 2012; Hansen et al., 2012; Rajilic-Stojanovic 

et al., 2011). F. prausnitzii es una de las principales productoras de butirato, de ahí 
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que se piense que tiene un efecto benéfico en el huésped, pues el butirato regula la 

diferenciación celular y la expresión genética al suprimir la señalización de la 

inflamación a través de los receptores acoplados a proteínas G (Neef y Sanz, 2013). 

Por lo tanto, ayuda a los colonocitos a regenerarse y así evitar que las células muten 

y se conviertan en cancerígenas (Pryde et al., 2002). 

Por otro lado A. muciniphila es una bacteria que se aisló de muestras fecales 

humanas (Derrien et al., 2004). Hasta el momento es la única bacteria intestinal 

representante del phylum Verrucomicrobia y se ha reportado una relación positiva 

en cuanto a su concentración en pacientes que presentan colitis ulcerosa. Y su 

potencial probiótico es por sus propiedades antinflamatorias (Derrien et al., 2016), 

y por modificar los niveles séricos de glucosa, insulina, triglicéridos y la leptina 

relacionadas con la saciedad (Schneeberger et al., 2015). 

Otro ejemplo de microorganismo con posible potencial probiótico es O. 

formigenes, bacteria que se ha usado para el tratamiento de la hiperoxaluria debido 

a que utiliza el oxalato como única fuente de carbono, por lo que bajas 

concentraciones de esta bacteria en el organismo aumentan el riesgo de la 

formación de cálculos renales (Ellis et al., 2016).  

Actualmente los probióticos son aislados de diversas fuentes, las cuales 

incluyen productos fermentados tradicionales, heces y leche materna de humanos 

(Fontana et al., 2013). Cuando se logra aislar una bacteria que podría tener 

propiedades probióticas, se deben evaluar que sea segura para el consumidor, con 

el fin de evitar efectos no deseados. Por ello, la investigación de nuevas bacterias 
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probióticas debe tomar en cuenta que los microorganismos deben estar 

adecuadamente caracterizados para que puedan ser empleados en el desarrollo de 

nuevos productos biotecnológicos que tengan un efecto en el tratamiento de 

enfermedades o padecimientos. 
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3. Marco teórico  

3.1. Probióticos 

De acuerdo con la sociedad española de probióticos y prebióticos, los 

probióticos se definen como “microorganismos vivos que cuando se administran en 

cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del huésped” (sepyp, 2009). 

Y de acuerdo con la FAO la cantidad mínima que debe contener un probiótico para 

que ejerza su efecto benéfico es 1 x 106 UFC/mL (FAO/OMS, 2001). Además, deben 

cumplir con criterios básicos; 1) estar identificados taxonómicamente; 2) no 

presentar toxicidad; 3) resistir las condiciones gastrointestinales y 4) que ejerza un 

efecto benéfico en la salud del huésped. Dentro de los efectos que un probiótico 

puede presentar en la salud del huésped se encuentran los siguientes (Woodard et 

al., 2009): 

a) Presentar actividad antimicrobiana frente a bacterias patógenas. 

b) Producir de sustancias que ayudan al metabolismo del huésped como 

por ejemplo AGCC y bacteriocinas. 

c) Producir moléculas que modulen el sistema inmune  

d) Contribuir al balance de la microbiota intestinal. 

e) Presentar efectos en la prevención y como coadyuvantes en el 

tratamiento de enfermedades intestinales.  

Como ya se mencionó, los probióticos más utilizados son bacterias ácido 

lácticas como por ejemplo Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Leuconostoc 
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mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Streptococcus thermophilus, 

Sporolactobacillus inulinus; y Bifidobacterias como B. adolescentes, B. bifidum, B. 

breve, B. infantis, B. lactis y B. longum (Saarela et al., 2000). Sin embargo, existen 

otros microorganismos que no pertenecen a estos géneros pero que también se han 

utilizado como probióticos, tal es el caso de Escherichia coli Nissle 1917, 

Propionibacterium freudenreichii, Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces 

boulardii (Teotia et al., 2014).  

3.1.1. Efectos benéficos reportados de los probióticos  

Antes de que un probiótico sea utilizado para el consumo humano, la 

seguridad, tolerancia al estrés gastrointestinal y sus efectos beneficos deben estar 

cientificamente documentados y estas caracteristicas dependen del genero, especie 

y en ocaciones de la sub especie a la que pertenzca el microorganismo (Fooks y 

Gibson, 2002). Por ejemplo se ha utilizado Lactobacillus rhamnosus GG, L. reuteri 

DSM 17938 y S. boulardii CNCM I-745 para contrarrestar los episodios diarreicos, 

dichas bacterias han tenido éxito tras 24 horas de su administracion (Guarino et al., 

2014; Vandenplas, 2016). Por otra parte, en el tratamiento del sindrome de intestino 

irritable, B. lactis CNCMI-2494 se utilizó y redujo de manera significativa los 

sintomas de éste síndrome (Didari et al., 2015; Roberts et al., 2013). 

Por otro lado, los efectos beneficos de los probióticos también pueden darse 

cuando se administran una mezcla de bacterias, tal es el caso de L. casei, L. 

plantarum, L. acidophilus, o mezclas de L. bulgaricus, B. longum, B. breve, y B. 

infantis y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus; dichas bacterias son 
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utilizadas para el tratamiento de la pouchitis, la cual es una afección inflamatoria 

idiopática de la bolsa ileal provocada por una respuesta inmune anormal entre la 

mucosa y la microbiota; la administración de dichas bacterias mostraron una 

reducción en los sintomas de esta enfermedad (Quinn et al., 2016; Guslandi, 2015). 

Otros beneficios que los probióticos brindan al huesped estan relacionados 

al estado de nutrición. Existen ensayos clinicos donde se usan bacterias probióticas 

para reducir el peso corporal, un ejemplo es el uso de L. gasseri SBT2055, el cual 

tiene un efecto reductor significativo sobre la adiposidad abdominal (Ogawa et al., 

2014; Kadooka et al., 2013; Kadooka et al., 2010). 

3.1.2. Evaluación de los Probióticos 

Para poder decir que un microorganismo tiene propiedades probióticas se 

deben cumplir con requisitos que sustenten dicha actividad. De acuerdo con la FAO 

se debe identificar taxonómicamente el microorganismo, evaluar in vitro e in vivo la 

seguridad de este. Cuando ya se tiene evidencia científica de que éste es seguro, 

se debe evaluar su capacidad para tolerar el estrés gastrointestinal, así como 

también el beneficio que pueda ejercer sobre la salud del huésped (Ganguly et al., 

2011). 

Una vez que se aísla una bacteria que puede tener propiedades probióticas, 

se debe realizar una caracterización morfológica, mediante tinción de Gram y 

observaciones utilizando el microscopio y debe tomarse en cuenta que muchas 

bacterias patógenas son Gram negativas; sin embargo, en la actualidad, se ha 

reportado en la literatura la existencia de algunas bacterias probióticas que son 
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Gram negativas, tal es el caso de A. muciniphila, F. prausnitzii y O. Formigenes 

(Marchesi et al., 2016). Además, como ya se mencionó se debe realizar una 

identificación molecular de la bacteria que se aisló. Una manera rápida de 

identificación molecular es la hibridación ADN-ADN, pero si bien es una técnica 

rápida es muy costosa y pocos laboratorios la pueden llevar acabo (Ganguly et al., 

2011). Por lo que una técnica empleada por muchos laboratorios es la 

secuenciación de la subunidad ribosomal 16S, esta técnica es utilizada para la 

identificación de bacterias en una muestra, que a su vez tiene un gran número de 

otras bacterias. Para realizar la secuenciación se debe amplificar los fragmentos de 

la región del gen 16S que se desea secuenciar. Una vez que se obtiene la secuencia 

de aminoácidos, se determina la identidad taxonómica por medio de comparaciones 

entre las secuencias obtenidas y de las referencias obtenidas de una base de datos 

(Galan et al., 2016). 

Posteriormente las bacterias deben ser caracterizadas, primero in vitro. En 

esta etapa se evalúa el comportamiento del microorganismo y se caracterizan los 

posibles beneficios que éste confiere a la salud del huésped y por otro lado, también 

se determina si provoca toxicidad al huésped. A las bacterias aisladas para ser 

consideradas probióticos se les debe realizar pruebas básicas (Ganguly et al., 

2011): 

a) Pruebas de seguridad: actividad hemolítica, resistencia a antibióticos y 

estudios de toxicidad. 
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La evaluación de la toxicidad se puede realizar mediante la prueba de 

hemolisis, la cual indica si los microorganismos pueden o no utilizar la sangre como 

fuente de energía. Esta característica es particularmente importante, ya que se ha 

demostrado que está asociada a bacterias patógenas principalmente, y que a través 

de esta actividad se favorecen los mecanismos de virulencia y toxicidad. Lo cual 

depende de factores como el nivel de salud del huésped y por lo tanto del sistema 

inmune (González Vázquez, 2014). 

Otra prueba para ver la toxicidad es mediante la búsqueda de genes que 

codifiquen proteínas toxicas. Por otro lado, se debe determinar si las bacterias con 

potencial probiótico pueden o no recibir de manera horizontal material genético, el 

cual codifique para factores de toxicidad (Tsai et al., 2014). 

Si el microorganismo no presenta toxicidad entonces se procede a las siguientes 

evaluaciones: 

b) Tolerancia a los jugos gástricos. 

c) Tolerancia a las sales biliares. 

d) Resistencia a antibióticos. 

e) Presentar actividad antimicrobiana contra bacterias patógenas. 

f) Efecto benéfico sobre la salud del huésped. 

Las pruebas de tolerancia al estrés gastrointestinal indican si los 

microorganismos son capaces de llegar vivos a su sitio de acción. El estrés consiste 

en someter a las bacterias a diversas soluciones que simulan los fluidos digestivos 

como son saliva, jugos gástricos y fluido intestinal en el que hay presencia de sales 
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biliares (Gueimonde y Salminen, 2006). La sobrevivencia de los microorganismos 

al paso de estas condiciones es importante que se evalúe, pues así se garantiza 

que una cantidad adecuada y viable llegue al sitio de acción para que pueda ejercer 

el efecto benéfico. Por otra parte, se sabe que los microorganismos probióticos 

pueden presentar efecto antimicrobiano, lo que contribuye a la prevención de 

infecciones gastrointestinales mediante la producción de metabolitos que modifican 

la acidez del intestino; ejemplo de dichos metabolitos son los AGCC y péptidos 

antimicrobianos (Rowland et al., 2010; Servin, 2004; Gibson y Fuller, 2000; Torres-

Maravilla et al., 2016).  

Posteriormente, estas pruebas deben ser evaluadas in vivo, lo que permite 

demostrar el beneficio clínico sobre la salud del huésped. Por ello cuando se aísla 

una bacteria con potencial probiótico se debe tener en cuenta para su evaluación 

todas las especificaciones descritas anteriormente ya que esto permitirá contar con 

nuevos microorganismos adecuadamente caracterizados y que puedan ser 

empleados para el desarrollo de nuevos productos biotecnológicos que sirvan como 

estrategias de prevención y tratamiento (Venugopalan et al., 2010). 
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3.1.3. Fuente de aislamiento de Probióticos  

Existen diversas fuentes donde se pueden aislar microorganismos 

probióticos, entre las que se encuentran los alimentos fermentados, de los cuales 

se han aislado bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Liong, 

2011). Por otra parte, la leche materna humana es una fuente rica en 

microorganismos probióticos, entre los cuales se encuentran Staphylococcus, 

Micrococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus y Bifidobacterium (Perez-

Cano, et al., 2010; Solis et al., 2010; Gueimonde et al., 2007; O'Hara y Shanahan, 

2006; Martin et al., 2003). 

Otra fuente importante para el aislamiento de microorganismos con potencial 

probiótico es el tacto gastrointestinal, que contiene más de 500 especies de 

bacterias. De este, se han aislado bacterias con propiedades probióticas como L. 

gasseri y L. reuteri (Ryan et al., 2008). Por otro lado, L. fermentum fue aislado de 

biopsias de la mucosa del colon humano, esta bacteria tiene actividad 

antimicrobiana contra patógenos (Varma et al., 2010). Por ejemplo, se han aislado 

L. gasseri, L. fermentum, L. vaginalis, L. reuteri y L. salivarius de muestras humanas 

(Ryan et al., 2008). Sin embargo, no se ha reportado el aislamiento de bacterias con 

potencial probiotico de población mexicana y tampoco se tiene registro del 

aislamiento de bacterias que provengan de muestras de personas con diferente 

condición de peso. 
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3.1.4. Funciones de los probióticos en el huésped  

Actualmente se sabe que en la microbiota intestinal se encuentran bacterias 

con potencial probiótico que tienen funciones metabólicas, de protección y tróficas 

en el organismo (Villanueva-Millan et al., 2015) 

3.1.4.1. Metabólicas  

Las bacterias son el factor principal en la obtención y almacenamiento de 

energía en el intestino del huésped a partir de la producción de diversas enzimas 

que el huésped no posee. Dichas enzimas participan en la hidrólisis y fermentación 

de los polisacáridos no digeribles provenientes de la dieta (Guarner y Malagelada, 

2003), en la producción de AGCC, los cuales tienen diversos efectos como modular 

la lipogénesis y como agentes inductores de la saciedad (Flint et al., 2015). Otras 

funciones de los AGCC es la modulación del pH tanto en la mucosa y al interior de 

las células, además modifican el transporte de iones en las células y disminuyen la 

solubilidad de los ácidos biliares (Wong et al., 2006).  

Otra función metabólica de los microorganismos del tracto gastrointestinal es 

participar en la degradación de sales biliares primarias que son sintetizadas a partir 

del colesterol, así disminuyendo los niveles séricos del mismo. Los mecanismos 

probables por los cuales las bacterias pueden realizar las funciones ya mencionadas 

son: circulación enterohepática, la síntesis de novo de sales biliares y factor de 

adipocitos inducido por ayuno, la formación de emulsiones y absorción de colesterol 

(Martínez et al., 2009). Por otro lado, los probióticos tienen la capacidad de hacer 

biotransformaciones de fármacos y sus metabolitos en el organismo del huésped, 
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de manera que puede modificarse la absorción y biodisponibilidad de dichos 

fármacos (Wilson y Nicholson, 2009). Por último, se ha reportado que las bacterias 

pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium producen tiamina, 

riboflavina, piridoxina y vitamina k (Gu y Li, 2016). 

3.1.4.2. Tróficas  

La función trófica se refiere a la intervención de las bacterias en el control, 

proliferación y diferenciación de células epiteliales; así como el desarrollo y la 

homeostasis del sistema inmune en el huésped (Guarner y Malagelada, 2003). Los 

microorganismos llevan a cabo las funciones tróficas mediante los AGCC que estos 

producen. Un ejemplo de esto es el butirato el cual modifica la microestructura del 

intestino delgado y grueso, es capaz de acelerar la maduración de la mucosa 

intestinal durante el desarrollo o en la reparación de esta y por lo tanto permitir la 

proliferación, diferenciación, maduración y reducción de apoptosis en los enterocitos 

normales del intestino. En contraste la ausencia del butirato en el colon induce 

apoptosis masiva de los coloncitos, debido a que el butirato es la fuente de energía 

principal de estos (Flint et al., 2015; Guilloteau et al., 2010). 

Los probióticos también tienen un papel importante en el desarrollo del 

sistema inmune del huésped, aumentando la función de las células del epitelio 

intestinal, protege las células epiteliales contra el estrés fisiológico, modula los 

perfiles de secreción de citosinas en los linfocitos T y aumenta de la secreción de 

anticuerpos (Thomas y Versalovic, 2010; Guarner y Malagelada, 2003). Por 

ejemplo, un gran número de microorganismos probióticos han mostrado modificar 
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la respuesta inflamatoria de microorganismos patógenos como Salmonella 

typhimurium, Clostridium difficile, Mycobacterium paratuberculosis entre otros 

(Quigley, 2011). 

3.1.4.3. Protección  

En la actualidad un área de investigación en la cual se ha puesto atención es 

en generar estrategias y mecanismos de protección del intestino contra 

microorganismos patógenos. En esta área de investigación es importante 

considerar la interacción que existe entre los probióticos y el huésped ya que las 

bacterias son la primera barrera del huésped ante los microorganismos patógenos 

(Kamada et al., 2013). Existen algunas bacterias benéficas que tienen la capacidad 

de inhibir el crecimiento de bacterias patógenas mediante diversos mecanismos por 

ejemplo compitiendo por un mismo sitio de adhesión, mediante la producción de 

AGCC, péptidos antimicrobianos o bacteriocinas (Guarner y Malagelada, 2003). En 

el caso de la infección producida por Clostridium difficile, microorganismo patógeno 

nosocomial resistente a los antibióticos y que en el 2011 produjo 453 mil casos por 

infección y de estos 29 mil resultaron en muerte (Leffler y Lamont, 2015), las 

bacteriocinas producidas por otros microorganismos pueden ser capaces de inhibir 

el crecimiento de C. difficile, de hecho en la terapia contra este microorganismo y 

las diarreas asociadas a su infección se utiliza la administración de Saccharomyces 

boulardii, Lactobacillus acidophilus y bulgaricus, Enterococus fecium SF68, 

Bifidobacterium longum y Lactobacillus GG (Gebhart et al., 2015; Schubert et al., 

2015; Quigley, 2011). 
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3.2. Nuevos Probióticos 

3.2.1. Faecalibacterium prausnitzii 

F. prausnitzii es un bacilo de longitud variable, Gram negativo, no forma 

esporas, no móvil. Utiliza glucosa, fructuosa, almidón; celobiosa, maltosa como 

fuente de carbono y energía (Duncan et al., 2002; Vos et al., 2011). Por otro lado, 

las colonias son circulares en agar YCFAC, translúcidas, incoloras y catalasa 

negativa (Vos et al., 2011), es una bacteria anaerobia estricta (Ramakrishna, 2007). 

Pertenece al phylum Firmicutes (Ulluwishewa et al., 2015) y es el principal productor 

de ácido butírico de este phylum (Foditsch et al., 2015).  

La importancia de esta bacteria está en el papel que desempeña sobre la 

salud del huésped. Se sabe que las altas concentraciones de ácido butírico que F. 

prausnitzii produce tiene un efecto benéfico sobre las células del colon al favorecer 

la diferenciación y proliferación de dichas células, asimismo, tiene efecto en la 

disminución de procesos inflamatorios, en el estrés oxidativo y en la apoptosis 

celular (Andoh et al., 1999; Hamer et al., 2008). Por otro lado, en modelos animales 

F. prausnitzii ha mostrado propiedades antiinflamatorias en la enfermedad de colitis 

(Fujimoto et al., 2013). 

Para que F. prausnitzii colonice el tracto gastrointestinal se necesitan varios 

factores, los cuales comprenden la colonización de bacterias comensales, factores 

mediadores de reacciones de óxido-reducción, la concentración de oxígeno en el 

intestino, el grosor de la capa de moco, así como la concentración de sales biliares 

y el pH del intestino (Miquel et al., 2015) 
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3.2.2. Akkermansia muciniphila 

Este microorganismo es anaerobio estricto, Gram negativo, perteneciente al 

súper phylum Planctomycetes-Verrucomicrobia-Chlamydiae, utiliza las mucinas 

intestinales como única fuente de carbono y nitrógeno (Derrien et al., 2004). Sus 

colonias son circulares de color transparentes a color blanco, se agrupa en forma 

de diplococos con un largo de 0.6 a 1.0 µm. Actualmente se sabe muy poco del 

papel que tiene esta bacteria en la salud del huésped. Sin embargo, se ha reportado 

que A. muciniphila ayuda al mantenimiento de la salud regulando los niveles de 

glucosa en la sangre del huésped (Joyce y Gahan, 2014; Swidsinski et al., 2011; 

Png et al., 2010). Por otro lado, Dao et al. (2016) ha demostrado que A. muciniphila 

disminuye el tejido graso en individuos obesos y que tiene una regulación de los 

niveles de glucosa en la sangre, debido a que al disminuir el tejido adiposo también 

disminuyen los procesos inflamatorios, ayuda a la homeostasis de los grupos 

bacterianos en el intestino. También, se ha demostrado la capacidad de A. 

muciniphila para estimular al sistema inmune y la producción de mucina por parte 

del huésped aumentando así el grosor de la mucosa intestinal y las células 

epiteliales quedan con una mayor protección ante las bacterias patógenas 

(Ouwerkerk et al., 2016).  

3.2.3. Oxalobacter formigenes  

Este microorganismo, las colonias son redondas transparentes es una 

bacteria Gram negativa, anaerobia estricta, con forma de bacilo curvo, no móvil, no 

forma esporas con un largo de 0.4 y 0.6 µm, perteneciente al phylum Proteobacteria 

y a la clase β-Proteobacteria. Gram negativas, no móviles ni formadoras de esporas. 
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La existencia de esta bacteria se dio a conocer por su papel en la adaptación del 

ganado a dietas con alto contenido de oxalato y en la prevención de la toxicidad por 

el mismo (Allison y Cook, 1981; Allison et al., 1977). 

Esta bacteria se ha utilizado para contrarrestar los niveles altos de oxalato en 

el cuerpo ya que requiere oxalato como fuente de carbono (Knight et al., 2013). Las 

investigaciones realizadas indican que una disminución en la concentración de esta 

bacteria es un factor de riesgo para la formación de cálculos renales de oxalato de 

calcio (Kaufman et al., 2008) el cual incrementa con el consumo de ciertos 

alimentos, entre los que se encuentran principalmente el chocolate, las espinacas 

crudas y las nueces (Holmes y Assimos, 1998). 
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4. Planteamiento del problema 

Actualmente se ha reportado la existencia de microorganismos con potencial 

probiótico, los cuales pueden tener mayores o diferentes efectos sobre la salud a 

los ya reportados en los probióticos tradicionales. Sin embargo, para que un 

microorganismo sea considerado probiótico, debe reunir características muy 

específicas, entre las que se encuentran su seguridad y que confiera beneficios a la 

salud del huésped. Por otro lado, hoy en día las fuentes de aislamiento de las 

bacterias con propiedades probióticas son los alimentos fermentados; sin embargo, 

el tracto gastrointestinal que por la diversidad y riqueza de las bacterias comensales 

que ahí habitan es una fuente prometedora para el aislamiento de microorganismos 

con efectos benéficos para la salud y que recientemente, debido al estudio del 

microbioma, ha aumentado la atención a la búsqueda de nuevos probióticos. 

Por otro lado, las bacterias dependiendo del ambiente en que se encuentren 

van a sintetizar moléculas que le ayuden a desarrollarse. Por ello, la presente 

investigación tuvo como objetivo el aislamiento de las bacterias de tres grupos de 

personas con diferente condición de peso, ya que las personas delgadas tienes 

mecanismos metabólicos diferentes a las personas obesas y se ha reportado que 

los individuos delgados presentan diferencias en la microbiota intestinal con 

respecto a los individuos con sobrepeso y obesidad. 
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5. Hipótesis 

F. prausnitzii, O. formigenes y A. muciniphila que se encuentran en el intestino 

humano son microorganismos que podrían tener propiedades probióticas. Además, 

la concentración en heces de F. prausnitzii, O. formigenes y A. muciniphila en 

personas delgadas y obesas es diferente. 

 

6. Objetivos  

 

6.1. General 

Aislar, cuantificar y caracterizar F. prausnitzii, O. formigenes y A. muciniphila, 

presentes en la microbiota intestinal de individuos jóvenes delgados y obesos. 

 

6.2. Específicos 

 Cuantificar F. prausnitzii, O. formigenes y A. muciniphila en heces de jóvenes 

delgados y obesos. 

 Aislar e identificar F. prausnitzii, O. formigenes y A. muciniphila de la 

microbiota intestinal humana de jóvenes delgados y obesos. 

 Caracterizar molecularmente F. prausnitzii, O. formigenes y A. muciniphila. 
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7. Materiales y métodos 

En la Figura 1 se muestra un resumen de la metodología utilizada en este 

trabajo. 

7.1. Selección de sujetos 

En la Figura 2 se muestra el proceso completo de la selección de los sujetos 

de estudio, que fueron alumnos del Tronco Divisional de Ciencias Biológicas y de 

la Salud de la Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Los 

sujetos fueron invitados a participar en el proyecto mediante pláticas informativas 

para la donación de muestras. Después de la plática se les invito a llenar 

voluntariamente una encuesta de selección (Anexo 1). Un total de 378 sujetos 

hombres y mujeres accedieron. Posteriormente con los resultados de dicha 

encuesta se seleccionaron a 216 sujetos para la segunda etapa con un rango de 

edad que iba desde los 18 a los 25 años, en esta etapa solo 89 sujetos de los 

seleccionados se presentaron a realizar la bioimpedancia y el llenado del 

consentimiento informado (Anexo 2) y posteriormente un cuestionario de 

frecuencia de consumo (Anexo 3), que fue analizado por el Sistema de 

Nutrimentos (SNUT V 2.1, México; Hernández-Ávila et al., 2000) a partir del cual 

se determinó la información nutricional de los participantes la cual se utilizó para 

ver la correlación entre el consumo de macronutrientes, la energía y la cantidad de 

bacterias. Finalmente 24 sujetos (9 delgados, 8 sobrepeso y 7 obesos) fueron 

seleccionados para la tercera etapa, los cuales proporcionaron una muestra de 

heces y se les realizó una segunda bioimpedancia. La manera en que se realizó 
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la división de los sujetos de estudio fue mediante su estado de nutrición, es por 

ello, que al final se obtuvieron los tres diferentes grupos. Para determinar dicho 

estado de nutrición se utilizaron los resultados de la bioimpedancia y los valores 

de referencia de la OMS, los cuales indican que una persona delgada tiene un IMC 

entre 18.5 y 24.9 kg/m2, para una persona con sobrepeso el IMC está entre 25.0 y 

29.9 kg/m2, por último, para una persona obesa el IMC debe ser mayor a 30.0 

kg/m2 (WHO, 2017). 

  



                     Universidad Autónoma Metropolitana 
                    Unida Xochimilco 

24 
 

Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

 

Figura 1. Diagrama metodológico utilizado en el presente trabajo. 
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Figura 2. Proceso de obtención de las muestras de la población de estudio. 
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7.2. Cuantificación A. muciniphila, F. prausnitzii y O. formigenes en heces 

A los sujetos de estudio se les pidió la primera muestra fecal del día. Las 

muestras se introdujeron inmediatamente a una atmósfera anaerobia que contenía 

85 % de nitrógeno, 10 % de CO2 y 5 % de hidrógeno, las cuales se mantuvieron 

durante todo el tratamiento. Después, las muestras fecales fueron agrupadas de 

acuerdo con la condición de peso de los individuos: Delgado, sobrepeso y obeso. 

Se obtuvieron 3 mezclas de cada grupo de estudio, de cada una de ellas se 

tomó 1 g de muestra y se le extrajo el ADN genómico utilizando el kit Qiagen 

QIAamp DNA stool Mini kit (Qiagen, Estados Unidos). El procedimiento se realizó 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ADN genómico de cada grupo 

se almacenó a -20 °C para su uso posterior. 

Posteriormente, el ADN genómico de cada grupo se le realizó un PCR punto 

final utilizando iniciadores específicos para cada bacteria propuesta (Tabla 1). Esto 

con el fin de obtener las condiciones de amplificación en PCR tiempo real. 
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Tabla 1. Iniciadores utilizados para identificar y cuantificar los microorganismos de 

interés. 

Microorganismo Forward 
5’ a 3’ 

Reverse 
5’ a 3’ Referencia 

F. prausnitzii GGAGGATTGA
CCCCTTCAGT 

CTGGTCCCGA
AGAAACACAT 

(Dethlefsen, et al., 2008) 

O. formigenes AATGTAGAGT
TGACTGA 

TTGATGCTGT
TGATACG 

(Kumar et al., 2002) 

A. muciniphila CAGCACGTGA
AGGTGGGGAC 

CCTTGCGGTT
GGCTTCAGAT 

(Derrien et al., 2011) 

Iniciador 
universal para la 

subunidad 
ribosomal 16s 

AGA GTT TGA 
TCM TGG CTC 

AG 

GTT TAC CTT 
GTT ACG ACT 

T 
(Piterina et al., 2010) 

Los volúmenes utilizados en la reacción de PCR punto final para A. 

muciniphila fueron 25 µL de hot taq 2x (Quiagen), 1 µL de cada iniciador 10 µM 

(Tabla 1), ADN genómico 1 µL, agua 22 µL a un volumen final de 50 µL. Las 

condiciones de amplificación fueron: un primer ciclo de 95 °C 15 minutos, seguido 

de 40 ciclos que consistieron en 95 °C 15 segundos, 52° C 40 segundos y 72 °C 30 

segundos, y un ciclo más de 72 °C 5 minutos (Derrien et al., 2011). 

Para O. formigenes los volúmenes utilizados en la reacción de PCR tiempo 

final fueron 25 µL de hot taq 2x (Quiagen), 1 µL de cada iniciador 10 µM (Tabla 1), 

ADN genómico 1 µL, agua 22 µL a un volumen final de 50 µL. Las condiciones de 

amplificación fueron; un primer ciclo de 95 °C 15 minutos, seguido de 10 ciclos que 

consintieron en 94 °C 1 minuto, 59 °C 1 minuto y 72 °C 1 minuto; seguido de 30 

ciclos que consistieron en 94 °C 1 minutos, 55 °C 1 minuto y 72 °C 1 minuto, y un 

ciclo más de 72 °C 5 minutos (Kumar et al., 2002).  
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Por último, para F. prausnitzii los volúmenes utilizados en la reacción de PCR 

punto final fueron: 25 µL hot taq 2x (Quiagen), 1 µL de cada iniciador 10 µM (Tabla 

1), ADN genómico 1 µL, agua 22 µL a un volumen final de 50 µL. Las condiciones 

de amplificación fueron: un primer ciclo de 95 °C 15 minutos, seguido de 40 ciclos 

que consistieron en 95 °C 30 segundos, 52 °C 30 segundos y 72 °C 10 segundos, 

y un ciclo más de 72 °C 5 minutos (Dethlefsen et al., 2008). 

Para la cuantificación de los microorganismos de interés, primero se realizó 

una curva estándar de E. coli. El microorganismo se cultivó en caldo MRS a 37 °C 

por 24 horas en condiciones aerobias, posteriormente se realizaron las siguientes 

diluciones: 1x101, 1x103, 1x105, 1x107 y 1x109 UFC/mL, a las cuales se les extrajo 

el ADN genómico. Las diluciones fueron los puntos que conformaron la curva 

estándar para el qPCR. Para obtener las condiciones de amplificación del ADN 

genómico de E. coli se realizó PCR punto final utilizando los iniciadores universales 

para la subunidad ribosomal 16s, el 27f y 1491r (Piterina et al., 2010), bajo las 

siguientes condiciones: un primer ciclo de 94 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos 

que consistieron en 94 °C por 30 segundos, 52 °C por 20 segundos y 72 °C 40 

segundos y un ciclo más de 68 °C por 7 minutos. Una vez realizada la curva 

estándar se procedió a la cuantificación por PCR en tiempo real de cada 

microorganismo. 

La cuantificación de A. muciniphila y F. prausnitzii se realizó en un PCR 

tiempo real Step One plus (Applied Biosystems™, EUA), utilizando los siguientes 

volúmenes de reacción para las 3 bacterias, SYBR® select master mix 2x 10 µL, 

iniciador forward 1 µL, iniciador reverse 1 µL, ADN 3 µL, agua 5 µL, a un volumen 
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final de 20 µL utilizando las condiciones de amplificación mencionadas 

anteriormente para cada microorganismo. 

7.3. Aislamiento de A. muciniphila, F. prausnitzii y O. formigenes a partir 
de las muestras de heces de cada condición de peso. 

Para el aislamiento de A. muciniphila y O. formigenes una cantidad de 5 

gramos de muestra de heces proporcionadas por los sujetos de estudios fueron 

tratadas con 20 mL de solución anaeróbica Ringer´s (Miller, 2004) que contenía por 

litro: 0.05 g de NaHCO3, 0.12 g de CaCl2, 0.105 g de KCl y 2.25 g de NaCl. Dicha 

solución se utilizó para la homogeneización (mediante un vórtex) de toda la muestra. 

Una vez que todas las muestras se homogeneizaron, se tomó un mililitro de cada 

una y se llevaron a un tubo Falcón estéril de 50 mL, para tener una mezcla de cada 

condición de peso. Cada mezcla se homogeneizó y de ahí se tomaron 100 µL que 

fueron llevados a un volumen final de 1 mL con solución de Ringer (dilución 1:10) a 

partir del cual se realizaron diluciones decimales consecutivas hasta 1:10-9. A partir 

de la primera dilución y hasta la última, se sembraron 100 µL en el agar 

correspondiente para cada microorganismo. Para A. muciniphila se utilizó el medio 

descrito por Derrien et al., (2004). Cada litro de medio estaba compuesto por 0.4 g 

de KH2PO4, 0.53 g de NaH2PO4, 0.3 g de NH4Cl 0.3 g de NaCl, 0.1 g de MgCl2 

(6H2O), 0.11 g de CaCl2, 1 mL de solución de traza de metales alcalinos, 1 mL de 

solución de metales ácidos, 1 mL de solución de vitaminas: tiamina, riboflavina, 

piridoxina y cianocobalamina (Bedoyecta®), 0.5 mg de resarzurina, 15.0 g de agar 

bacteriológico 4.0 g de NaHCO3 y 0.25 g de Na2S (9H2O). El medio fue enriquecido 

con líquido ruminal clarificado y mucina de puerco tipo II (Sigma), los cuales 

estuvieron en una concentración final de 0.7% y 0.25% respectivamente. La 
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solución de traza de metales ácidos estaba compuesta por 7.5 mM de FeCl2, 1mM 

de H3BO3, 0.5 mM de ZnCl2, 0.1 mM CuCl2, 0.5 mM de MnCl2, 0.5 mM de CoCl2, 

0.1 mM NiCl2 y 50 mM de HCl. Mientras que la solución de metales básicos estaba 

compuesta por 0.1 mM de Na2SeO3, 0.1 mM de Na2WO4, 0.1 mM de Na2MoO4 y 10 

mM de NaOH (Stams, et al., 1993).  

Para O. formigenes se utilizó el medio descrito por Daniel et al. (1987), el cual 

contenía por litro: 0.25 g de KH2PO4, 0.25 g de K2HPO4, 0.5 g de (NH4)2SO4, 0.025 

g de MgSO4·7H2O, 20 mL de solución de traza de metales ácidos, 0.82 g de 

C2H3NaO2, 2.7 g de Na2C2O4, 1.0 g de CaCl2, 1.0 g de extracto de levadura, 0.1 mg 

de resarzurina (como indicador de anaerobiosis), 15.0 g de agar bacteriológico, 4.0 

g de NaHCO3 y 0.5 g de clorhidrato de cisteína monohidratado. El agar se enriqueció 

con 14 mM de cloruro de calcio, 20% de líquido ruminal clarificado y 30 mM de 

Na2C2O4, el pH final fue ajustado 6.8 con HCl 1N.  

Las cajas Petri para la selección de cada microorganismo se incubaron por 

48 horas a 37 ºC en las condiciones anaerobias ya descritas previamente. Después 

del tiempo de incubación, se tomó la caja de la dilución donde se observaron 

colonias aisladas. Cada colonia seleccionada se le determinó su morfología 

microscópica a través de la tinción de Gram. Posteriormente, para el caso de las 

colonias en el medio de A. muciniphila mostraron morfología circular, las células 

eran Gram negativas y que se agrupaban en forma de diplococos. Estas fueron 

seleccionadas para continuar con su purificación (Derrien et al., 2004). Para el caso 

de O. formigenes las colonias que mostraron una morfología redonda, plana y Gram 
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negativas y con forma de bacilos curvos. Fueron seleccionadas para continuar con 

su purificación, de acuerdo con Allison et al. (1985). 

Para la purificación de las colonias seleccionadas, se realizaron cultivos 

sucesivos en cajas Petri que contenían agar fresco correspondiente a cada 

microorganismo de interés. Una vez que se corroboró que el microorganismo estaba 

puro se procedió a su propagación para tener suficiente muestra de trabajo. Dicha 

muestra fue conservada a -4 ºC en el mismo medio con 20% de glicerol hasta su 

uso posterior.  

Para el aislamiento de F. prausnitzii, se usó el medio M2GSC propuesto por 

López-Siles et al. (2012); las heces de cada condición de peso fueron 

homogeneizadas utilizando 10 mL de caldo extracto de levadura, hidrolizado de 

caseína y ácidos grasos (YCFA por su nombre en inglés). El cual contenía por cada 

100 mL: 1.0 g de caseína, 0.25 g de extracto de levadura, 0.4 g de NaHCO3, 0.2 g 

de celobiosa, 30% de líquido ruminal clarificado, 0.1 g de L-cisteína, 0.045 g de 

K2HPO4, 0.045 g de KH2PO4, 0.09 g de (NH4)2SO4, 0.09 g NaCl, 0.009 g de 

MgSO4·7H2O, 0.009 g de CaCl2, 0.1 mg de resarzurina (indicador de anaerobiosis 

), 1 mg de hemina (la cual aporta selectividad al medio, pues algunas bacterias 

requieren de hemina como factor de crecimiento, ya que carecen de las enzimas 

para sintetizar este compuesto). El medio fue enriquecido con 1 µg de biotina, 1 µg 

de cobalamina, 3 µg de ácido p-aminibenzoico, 5 µg de ácido fólico y 15 µg de 

pirodoxamina. 
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Una vez homogeneizadas, se tomó 1 mL de cada muestra de heces y se llevó 

a un tubo Falcón estéril de 50 mL para tener una mezcla de heces de cada condición 

de peso. Cada mezcla se homogeneizó y se tomaron 100 µL que fueron 

nuevamente suspendidos en 900 µL de medio YCFA para obtener un volumen final 

de 1 mL (dilución 1:10). A partir de esta solución se realizaron diluciones 

consecutivas tomando 100 µL de la dilución anterior y nuevamente se suspendieron 

en 900 µL de medio YCFA, se realizaron diluciones seriales. Finalmente se 

sembraron 100 µL de la quinta dilución hasta la última en cajas petri que contenían 

agar YCFA. Las cajas petri se incubaron por 48 horas a 37 ºC en las condiciones 

anaerobias ya descritas previamente. Después del tiempo de incubación, se tomó 

la caja de la dilución donde se observaron colonias aisladas. Las colonias que 

fueron translucidas y circulares fueron seleccionadas para realizarles la tinción de 

Gram y se observaron en el microscopio utilizando un aumento de 100x. Por lo que 

las colonias que fueron bacilos largos de 2 – 14 µm, no móviles, no esporuladas, 

Gram negativo (Vos et al., 2011) fueron seleccionadas para su purificación a través 

de pases sucesivos en agar fresco. Una vez que se corroboró que el 

microorganismo estaba puro se procedió a su propagación para tener suficiente 

muestra de trabajo. Dicha muestra fue conservada a -4ºC en el mismo medio con 

20% de glicerol para su uso posterior.  

7.4. Pruebas bioquímicas  

7.4.1. Prueba de catalasa 

La prueba se basa en la descomposición del peróxido de hidrógeno por 

medio de la enzima catalasa dando como resultado agua y oxígeno, manifestándose 
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este último por la aparición de burbujas (Abriouel et al., 2004). Previo a la 

determinación de la catalasa se sembró cada cepa en agar y se incubo a 37 °C por 

24 horas en una atmósfera anaeróbica que estaba compuesta por 85 % de 

nitrógeno, 10 % de CO2 y 5 % de hidrógeno. La presencia de la enzima catalasa se 

determinó añadiendo una gota de peróxido de hidrógeno a una alícuota del cultivo 

y después de tres segundos se observó la presencia o ausencia de burbujeo. Un 

resultado positivo fue aquel que presentó la formación de burbujas cuando el 

reactivo se puso en contacto con el cultivo, mientras que un resultado negativo fue 

aquel en donde no hubo reacción. Como control positivo se empleó un cultivo de E. 

coli y como control negativo se empleó un cultivo de L. casei sp. 

7.4.2. Prueba de oxidasa 

La prueba se basa en la determinación de la presencia del citocromo C, el 

citocromo C oxida al TMFD y como resultado de la oxidación da un color azul 

(Shields y Cathcart, 2013). 

Previo a la determinación de la oxidasa se sembró cada cepa en agar y se 

incubo a 37 °C por 24 horas en una atmósfera anaeróbica que estaba compuesta 

por 85 % de nitrógeno, 10 % de CO2 y 5 % de hidrógeno. La presencia de la enzima 

oxidasa se hizo añadiendo una gota de NNN’N', tetrametil, 1-4, fenilendiamina 

(TMFD) al 1% a una alícuota del cultivo dejando pasar 10 segundos después de 

este tiempo si no había cambio en la coloración del cultivo la prueba se toma como 

negativo, posterior a este tiempo el resultado es incorrecto. Como control positivo 
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se empleó un cultivo de E. coli y como control negativo se empleó un cultivo de L. 

casei sp. 

7.4.3. Patrón de fermentación  

Para el caso de los microorganismos aislados en el medio que contenía celobiosa 

como fuente de energía, se realizó un patrón de fermentación de carbohidratos para 

ver si dichas bacterias podían crecer en otros azúcares (simples y complejos). El 

medio de cultivo base que se usó para llevar a cabo este proceso fue el caldo YCFA 

y se modificó adicionando el carbohidrato a usar. Los carbohidratos que se 

evaluaron fueron: glucosa, almidón, inulina, galactosa, celobiosa, pectina, ramnosa 

y Maltosa (Lopez-Siles et al., 2012). 

Para la fermentación de carbohidratos se sembró cada cepa en agar y se 

incubó a 37 °C por 24 horas en una atmósfera anaeróbica que estaba compuesta 

por 85 % de nitrógeno, 10 % de CO2 y 5 % de hidrógeno. Después de las 24 horas 

el cultivo se recolectó y se inocularon viales que contenían 10 mL de caldo con cada 

uno de los carbohidratos. La fermentación de carbohidratos se evaluó mediante el 

aumento de la biomasa determinada por cuenta en placa; a las 0, 8, 12 y 24 horas. 

7.4.4. Determinación de la cuenta viable  

Para la determinación de la cuenta viable se tomó 100 µL de la solución stock 

y se llevó a 1000 µL, posteriormente se tomaron 100 µL de la dilución anterior hasta 

llegar a una dilución de 1:10-9. Se tomó una alícuota de 5 µL de cada dilución y se 

agregó a medio de cultivo solido de acuerdo con el microorganismo evaluado y se 

incubo 24 horas a 37 ºC en una atmósfera anaerobia.  
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7.5. Identificación molecular de los microorganismos aislados  

Las colonias seleccionadas se propagaron en su medio correspondiente y se 

incubaron por 12 horas en una atmósfera anaeróbica. Posteriormente toda la 

biomasa se colocó en solución amortiguadora de fosfatos (PBS 60 mM). La 

extracción del ADN se realizó usando el kit de extracción Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit Protocol (Promega, EUA) de acuerdo con las especificaciones del 

proveedor. El ADN resultante se almacenó a -20 °C para su uso posteriormente. 

Para la identificación de las cepas se amplificó la secuencia de la subunidad 16 S 

del ADN con los iniciadores universales, 27f y 1491r bajo las condiciones antes 

descritas (Piterina, et al., 2010). Los productos de PCR amplificados se purificaron 

con el kit de purificación QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, EUA). La 

secuenciación de los productos de PCR se llevó a cabo en el Instituto de Biología 

de la Universidad Nacional Autónoma de México (en colaboración con el M. en C. 

Ricardo Canek Rivera Arroyo). Las comparaciones y alineaciones de cada 

secuencia se llevaron a cabo mediante el uso del software para análisis de 

secuencias de ADN BioEdit y la herramienta de alineamiento básica de la NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.). La construcción del árbol filogenético se 

realizó a partir del software Mega 5 (Hall, 2013). 

7.6. Actividad hemolítica  

Para determinar la actividad hemolítica de los microorganismos aislados, se 

empleó el método de detección de Ruiz-Moyano et al. (2009) el cual consistió en 

sembrar cada una de las cepas en el agar de la misma composición del medio donde 



                     Universidad Autónoma Metropolitana 
                    Unida Xochimilco 

36 
 

Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

fueron aisladas y adicionando 5% de sangre, se incubaron 12 horas en una 

atmósfera anaeróbica. Se consideró presencia de hemólisis cuando el agar cambió 

de color rojo a verde o tenía halos de color blanco alrededor de la colonia. 

7.7. Evaluación in vitro al estrés gastrointestinal de las cepas seleccionadas 

Se utilizaron tres soluciones que simulaban el estrés gastrointestinal 

(solución de saliva, jugo gástrico y fluido intestinal). La condición de estrés de saliva 

contenía una solución amortiguadora de fosfato salino 60 mM a pH de 6.2 y lisozima 

al 0.01 %, las bacterias fueron sometidas a la solución por 5 minutos. La simulación 

del jugo gástrico contenía pepsina al 0.3% y NaCl al 0.5% a pH 2.0, las bacterias se 

sometieron por 90 minutos. La simulación de fluido intestinal consistió en una 

solución que contenía PBS 60 mM, 0.5% de oxgal y 1 g/L de pancreatina, el pH final 

de la solución fue de 6.8, los microrganismos se expusieron a esta condición por 

150 minutos (González-Vázquez et al., 2015). La tolerancia de cada cepa se 

determinó antes y después de ser sometida a cada condición de estrés por cuenta 

en placa. Se usó una alícuota inicial de aproximadamente 1x108 UFC/mL y al 

finalizar se determinó las UFC que sobrevivieron al final del estrés. 

7.8. Actividad antimicrobiana 

Para ver la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas se usó la técnica 

de Presti et al. (2015) modificada, 1 mL de una suspensión de 1x108 UFC/mL de 

cada cepa, se inoculó en cajas Petri con agar específico para cada cultivo. Se 

inocularon cuatro cajas por cada cepa y se incubaron a 37 °C por 24 horas en una 

atmósfera anaeróbica. Posteriormente, a cada caja Petri se le agregó 15 mL de agar 
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MRS. Cada caja se inoculó con bacterias patógenas: E. coli O157 o Salmonella 

typhi ATCC 14028 en dos concentraciones, a 1x107 UFC/mL y 1x106 UFC/mL 

realizándose duplicados por cada una. Se incubaron por segunda vez a 37 °C por 

24 horas en una atmósfera anaeróbica. Si las cepas presentaban actividad 

antimicrobiana las bacterias patógenas no crecían después de la segunda 

incubación. 

7.9. Resistencia a antibióticos 

Para ver la resistencia a antibióticos de cada cepa aislada, se tomó una 

alícuota de 1x108 UFC/mL de cada cepa y se inoculó en cajas petri que contenía 

agar para cada cultivo. Se inocularon dos cajas por cada cepa, posteriormente se 

le agregó un sensidisco a cada caja, el cual contenía: amikacina 30 µg, ampicilina 

10 µg, carbenicilina 100 µg, cefalotina 30 µg, cefotaxima 30 µg, ciprofloxacina 5 µg, 

cloranfenicol 30 µg, gentamicina 10 µg, netilmicina 30 µg, nitrofurantoína 300 µg, 

norfloxacina 10 µg, trimetropin-sulfametoxazol 25 µg; y se incubaron a 37 °C por 24 

horas en una atmósfera anaeróbica. Para observar la resistencia de los 

microorganismos a los antibióticos de midió el halo de inhibición del crecimiento que 

el antibiótico produjo en el agar. Se consideró que los microorganismos fueron 

susceptibles a los antibióticos cuando el halo de inhibición que se formó fuera mayor 

a 25 mm, poco susceptibles cuando el halo de inhibición estuviera entre el rango de 

14-17 mm y se consideró a los microorganismos resistentes cuando el halo de 

inhibición que mostraron fue menor a 14 mm (Torres-Maravilla et al., 2016; 

González-Vázquez et al., 2015). 
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7.10. Análisis estadístico 

Para determinar si hay diferencias entre la cuantificación de las bacterias y 

en el patrón de fermentación de carbohidratos se realizó un análisis estadístico 

utilizando el software prisma GraphPad Prism 5, utilizando un análisis de varianza 

(ANOVA) y un test de comparación de múltiples variables de Tukey considerando 

una p ≤ 0.05 como significancia estadística y un intervalo de confianza del 95%.  

.  
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8. Resultados 

8.1. Selección de sujetos 
  

La muestra de estudio estuvo conformada por tres grupos, en la Tabla 2 se 

muestran la edad promedio de cada grupo, así como el IMC que tuvieron. Por otro 

lado, los grupos estuvieron conformados mayormente por hombres. Además, como 

se muestra en la Figura 2, el grupo obeso fue el que menos integrantes tuvo, esto 

debido a que la población estudiada del tronco divisional de Ciencias Biológicas y 

de la Salud de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco, tiende a 

tener peso normal y sobrepeso, y por tanto hay una menor incidencia de obesidad, 

ya que del total de 24 sujetos solo 7 pertenecen al grupo obeso.  

 

Tabla 2. Características de los grupos de estudio. 

Grupo (n) 
Conformación 

del grupo Edad (años) IMC (kg/m2) 

Delgado (9) 
33% mujeres 
67% hombres 19.78 ± 1.30 21.31 ± 1.87 

Con sobrepeso (8) 43% mujeres 
57% hombres 21.22 ± 1.85 28.42 ± 0.99 

Con obesidad (7) 38% mujeres 
62% hombres 20.29 ± 1.98 35.94 ± 4.22 

IMC entre 18.5 y 24.9 kg/m2 delgado, IMC está entre 25.0 y 29.9 

kg/m2 sobrepeso y IMC mayor a 30.0 kg/m2 obeso (WHO, 2017). 
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 La encuesta de frecuencia de consumo (ver anexo 3) mostró que no hubo 

diferencia significativa en el tipo de dieta, dado que los tres grupos consumen la 

misma cantidad de carbohidratos, lípidos y proteínas (Tabla 3), lo que puede 

deberse al estilo de vida que lleva un estudiante, pues el estrés y la estancia 

prolongada en las instituciones provoca un desequilibro en los hábitos alimenticios 

de los mismos (Castillo et al., 2016). Por otro lado, hay existe un gran porcentaje de 

estudiantes que se mudan a otro estado para poder tener acceso a estudios 

superiores lo que desencadena a un desorden alimenticio, pues se ven obligados 

cambiar su estilo de vida (Unikel et al., 2016).  

Tabla 3. Consumo de macronutrientes de grupo de estudio. 

Grupo Ingesta total 
Kcal 

Carbohidratos  
Kcal 

Proteínas 
g 

Lípidos 
g 

Delgado 1808 ± 91.2 2232 ± 123.9 66.6 ± 33 71.9 ± 3.85 

Con sobrepeso 1412 ± 91.9 1734 ± 123.7 47.2 ± 2.26 57.4 ± 3.67 

Con obesidad  1688 ± 49.3 2000 ± 67.1 60.47 ±1.33 68.8 ± 2.66 

 

8.2. Cuantificación de A. muciniphila y F. prausnitzii en heces  

La cuantificación se realizó PCR cuantitativo, en la Figura 3A se muestra la 

curva estándar. En la figura 3B y 3C se puede observar que el grupo obeso tiende 

a tener mayor cantidad de A. muciniphila y F. prausnitzii. Estos resultados 

concuerdan con lo reportado por Mayorga-Reyes et al., (2016), donde reportaron 

una mayor cantidad de F. prausnitzii en heces de personas obesas. En contraste, 

Feng et al., (2014) no reportaron diferencia en la concentración de F. prausnitzii 

entre las heces de los grupos delgados y obesos. Estos resultados probablemente 
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se deben a que el sobrepeso y la obesidad son estados de inflamación crónico y 

esta bacteria tiene propiedades antinflamatorias; sin embargo, debido a las 

propiedades antiinflamatorias este tipo de bacterias es mayor en las personas 

obesas (Andoh et al., 2016). 

La cantidad de microorganismos también puede deberse al IMC de cada 

grupo de estudio, pues se ha reportado que hay un aumento en la concentración de 

A. muciniphila en población con obesidad; contribuyendo al mejoramiento del 

metabolismo, esto podría deberse a que esta bacteria actúa sobre los procesos 

antiinflamatorios y como la obesidad es considerada como un estado de inflamación 

crónica (Shin et al., 2013), de ahí la hipótesis de que A. muciniphila se encuentre 

mayormente en las personas obesas. Por otro lado, el grupo delgado tiende a 

consumir mayormente grasa (Tabla 3) y la concentración de F. prausnitzii tiende a 

ser menor (Figura 4c). Se ha reportado que las concentraciones de F. prausnitzii 

decrecen cuando el consumo de grasas es mayor al control (Brahe et al., 2016). 
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 Figura 3. Cuantificación de las bacterias presentes en las heces de los diferentes 

grupos de estudio cuantificadas por qPCR; A) curva estándar, B) A. muciniphila, 

C) F. prausnitzii. (Letras diferentes indican diferencia significativa) 

 

 Por otra parte, la cuantificación de O. formigenes no dio ningún resultado, lo 

anterior puede deberse a los iniciadores, así como a las condiciones de 

amplificación; ya que al hacer un análisis de los iniciadores estos tuvieron una tm 

por debajo de 50 °C, lo cual nos indica poca especificidad de los iniciadores al 
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momento de que estos se unen a la cadena molde para iniciar la amplificación. Por 

lo que para futuras investigaciones se recomienda diseñar iniciadores más 

específicos a partir de las secuencias que se encuentran en las bases de datos. 

8.3. Aislamiento  

En el medio de cultivo con oxalato, se obtuvieron células Gram negativas, no 

móviles ni formadoras de esporas. Su tamaño fue de 0.4 y 0.6 µm, las colonias 

fueron redondas transparentes; estas características son semejantes a las 

reportadas en la literatura (Allison et al., 1985). 

En el medio de cultivo con mucina tipo II, se obtuvieron colonias color blanco, 

ovaladas, no móviles, Gram negativo; con un largo de 0.6 a 1.0 µm que se 

presentaron en parejas o solas; estas características son semejantes a las 

reportadas en la literatura (Derrien et al., 2004). 

Por otro lado, en el medio con celobiosa, las colonias que se obtuvieron 

fueron translúcidas, incoloras y circulares, mientras que las células fueron Gram 

negativas, bacilos largos que van desde 2 µm hasta 14µm, no móviles ni formadoras 

de esporas; estas características son semejantes a las reportadas en la literatura 

(Vos et al., 2011). 

8.3.1. Identificación molecular de las cepas aisladas 

En la Figura 4 se puede observar los productos de PCR tiempo final de las 

cepas que se lograron asilar y purificar, por otro lado, en la Figura 5 se puede ver la 

purificación de dichos productos. El análisis bioinformático de las secuenciaciones 

permitió identificar molecularmente los aislados (Tabla 4). 
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Figura 4. Productos de PCR obtenidos de la amplificación de las cepas aisladas; A) 

cepas aisladas del medio que contenía mucina donde 1A) cepa aislada del grupo 

delgado, 1B) cepa aislada del grupo con sobrepeso, 1C) cepa aislada del grupo con 

obesidad; B) cepas aisladas del medio que contenía oxalato donde 1A) cepa aislada 

del grupo delgado, 1B) cepa aislada del grupo con sobrepeso, C) cepa aislada del 

grupo con obesidad; C) cepas aisladas del medio que contenía celobiosa donde 1A) 

y 1B) cepa aislada del grupo delgado, 1C) y 1D) cepa aislada del grupo con 

obesidad. 
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Figura 5. Purificación de los productos de PCR obtenidos de las cepas aisladas en 

el presente trabajo; donde M es el marcador, A-C son las cepas aisladas en el medio 

que contenía mucina, D-F son las cepas aisladas en el medio que contenía oxalato 

y G-J son las cepas aisladas en el medio que contenía celobiosa. 
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Tabla 4. Identificación molecular de las cepas aisladas de muestras de heces 

aisladas en diferentes medios de cultivo. 

Medio de 
aislamiento 

Grupo de 
estudio Cepa 

aislada Bacteria 
% de 

identidad 
(NCBI) 

Mucina 

Delgado 1 Escherichia coli cepa MMCD1 100 

Sobrepeso 2 Escherichia coli cepa MMCS2 100 

Obesidad 3 Enterobacter sp cepa MMCO3 100 

Oxalato 

Obesidad 4 Cronobacter sakazakii cepa MOXO3 99 

Sobrepeso 5 Escherichia coli cepa MOXS2 100 

Delgado 6 Erwinia persicina cepa MOXD1 99 

Celobiosa 

Delgado 7 Lysinibacillus fusiformis cepa MCLD1 100 

Delgado 8 Bacillus oleronius cepa MCLD2 100 

Obesidad 9 Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO1 100 

Obesidad 10 Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO2 100 

 

Estos resultados muestran que no fue posible el aislamiento de A. 

muciniphila, F. prausnitzii y O.formigenes. Probablemente debido a las condiciones 

de aislamiento y a la del líquido ruminal usado. Es importante señalar que el líquido 

ruminal utilizado provenía de animales recién sacrificados y que durante los últimos 

meses de engorda, para producir más masa muscular, fueron alimentados con maíz 

que aporta gran cantidad de almidón y de azúcares lo que cambia la fuente de 

carbono proporcionada por este líquido y entonces, puede probablemente ser la 

razón por la que se aislaron otros microorganismos. En el aislamiento de las 

colonias en medios como el que se usó en este trabajo, en la literatura no se reporta 
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el tipo ni el origen del líquido ruminal. Sin embargo, en el presente trabajo el primer 

intento se realizó con líquido ruminal de vacas alimentadas con forraje. El 

tratamiento del líquido fue más fácil y al final se obtuvo un líquido claro. Pero fue 

imposible volver a obtener líquido ruminal de estas vacas por lo que se tuvo que 

conseguir en el rastro. 

Al utilizar mucina en el medio diseñado para aislar A. muciniphila se aislaron 

E. coli y Enterobacter sp., distintas a las bacterias esperadas. E. coli puede degradar 

las cadenas laterales de la mucina y de esta manera es como puede crecer con esta 

fuente de carbono (Luo et al., 2014). Además, se ha reportado en E. coli, una 

metaloproteasa altamente conservada la cual ayuda a la colonización del intestino 

debido a que degrada las principales mucinas del intestino humano (mucina tipo II 

y III). Además, los genes que codifican para esta proteína también se encuentran 

en otras enterobacterias, lo que podría justificar que en el medio de mucina también 

se aislará una cepa de Enterobacter sp del grupo obeso. La metaloproteasa ya 

mencionada también favorece la unión de esta bacteria al epitelio (Hews et al., 

2017). 

En el medio que contiene oxalato se aislaron e identificaron 3 cepas 

correspondientes a E. coli, Cronobacter sakazakii y Erwinia persicina. Se ha 

reportado el aislamiento y la purificación de una formil-CoA transferasa en E. coli 

que es funcional y estructuralmente homóloga a la que necesita O. formigenes para 

la degradación del oxalato y así usarlo como fuente de carbono (Abratt y Reid, 

2010). En un estudio realizado por Gruez et al. (2003) demostraron que E. coli tiene 

los genes que codifican para una enzima formil-CoA-transferasa (frc) y un oxalato 
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descarboxilasa (oxc), dichas proteínas aisladas de E. coli tienen una identidad del 

60% respecto a las aisladas en O. formigenes. Para las otras dos cepas 

identificadas como Cronobacter sakazakii y Erwinia persicina respectivamente no 

se ha reportado la capacidad para utilizar al oxalato como fuente de carbono. Sin 

embargo, al ser aisladas en un medio que contenía oxalato estas bacterias podrían 

también degradar dicho compuesto y utilizarlo como fuente de carbono. Por lo que 

se debe de buscar los genes que codifiquen para las proteínas formil-CoA-

transferasa y oxalato descarboxilasa, las cuales se necesitan para la degradación 

del oxalato. 

Por último, en el medio de celobiosa se identificaron 4 cepas, una cepa de 

Bacillus sp y 3 cepas Lysinibacillus fusiformis, dichas bacterias no han sido 

reportadas en la literatura que hayan sido aisladas en un medio que contenga como 

fuente de carbono a la celobiosa y que puedan usar dicho azúcar como fuente de 

carbono. La fuente de carbono que se ha reportado que es de fácil asimilación para 

estas cepas es la glucosa (Mahendran et al., 2013). Por otra parte, los 

microorganismos aislados en el medio que contenía celobiosa pueden ser utilizados 

en la industria como productores de metabolitos de interés para la salud. 

De acuerdo con uno de los objetivos del presente trabajo, el cual era el 

aislamiento de A. muciniphila, F. prausnitzii y O. formigenes, mediante medios de 

cultivos específicos para estas especies bacterianas y su cuantificación por técnicas 

moleculares; el primer objetivo no se cumplió. Esto puede deberse a múltiples 

factores, los cuales no estuvieron contemplados en un inicio, uno de ellos es el 

líquido ruminal y se debe de tener en cuenta para futuras investigaciones, pues es 
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un componente del medio de cultivo que aporta los AGCC que son indispensables 

para el crecimiento de los microorganismos, ya que el usado venia de animales 

alimentados con maíz el cual aporta grandes cantidades de almidón, carbohidrato 

utilizado como fuente de energía por las bacterias identificadas en el presente 

trabajo. Pues se ha tenido reportes que indican que de acuerdo con el tipo de 

alimentación de los animales es la calidad que se obtiene del líquido ruminal (Mould 

et al., 1983). 

La morfología observada fue similar a la que se reporta en la literatura, 

aunque esto no confirmó que estos microorganismos fueran los esperados ya que 

esto se confirmó con la identificación molecular que dio resultados diferentes. Por 

lo que se procedió a realizar el crecimiento de una cepa de E. coli O157 en los 

diferentes medios, lo que resalta en este procedimiento fue que E. coli creció en los 

medios que contenía oxalato y mucina y al realizar un Gram a las colonias que 

crecieron en cada medio se pudo observar que las células de esta cepa cambiaban 

su morfología dependiendo el tipo de medio en el que se encuentren; en el medio 

que contenía celobiosa las células fueron Gram negativas, bacilos largos de 2 µm 

hasta 14µm, no móviles ni formadoras de esporas, por otro lado, en el medio que 

contenía oxalato las células fueron Gram negativas y con forma de bacilos curvos, 

por último, en el medio que contenía mucina las células fueron Gram negativas y se 

agrupaban en forma de diplococos. Debido a esto, se realizó un estudio del 

crecimiento en distintos medios de cultivo (Tabla 5) en donde la principal 

modificación consistió en los nutrientes utilizados. 
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La cepa control creció en todos los medios tanto no modificados como 

modificados. En la Tabla 5 también se puede observar que en los medios donde 

únicamente había mucina y oxalato crecieron de igual manera que en el medio no 

modificado de cada fuente de carbono respectiva. Por otro lado, se puede observar 

que las bacterias aisladas en el medio oxalato y celobiosa efectivamente pueden 

utilizar estas fuentes de carbono para su crecimiento, ya que no crecen en los 

demás medios modificados. 
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Tabla 5. Crecimiento de las cepas aisladas en diferentes medios de cultivo. 

Bacteria 
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C. E. coli O157 + + + + + + + + + + + + 

Escherichia coli cepa 
MMCD1 + + + + + + + + + + + + 

Escherichia coli cepa 
MMCS2 + + + + + + + + + + + + 

Enterobacter sp cepa 
MMCO3 + + + + + + + + + + + + 

Cronobacter sakazakii 
cepa MOXO3 + + + + + + + + +    

Escherichia coli cepa 
MOXS2 + + + + + + + + + + + + 

Erwinia persicina cepa 
MOXD1 

+ + + + + + + + + + + + 

Lysinibacillus 
fusiformis cepa 

MCLD1 
   + + +       

Bacillus oleronius 
cepa MCLD2  + + + + + + + +    

Lysinibacillus 
fusiformis cepa 

MCLO1 
  + + + + + + +    

Lysinibacillus 
fusiformis cepa 

MCLO2 
  + + + + + + +    

MOS: Medio oxalato solo, MON: Medio oxalato normal, MOE: Medio oxalato + 
extracto de levadura, MOR: Medio oxalato + rumen, MCS: Medio celobiosa solo, 

MCN: Medio celobiosa normal, MCE: Medio celobiosa + extracto de levadura, 
MCR: Medio celobiosa + rumen, MCV: Medio celobiosa + vitaminas, MMN: Medio 
mucina normal, MMS: Medio mucina solo, MMR: Medio mucina + rumen (+ creció) 
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8.4. Patrón de fermentación de carbohidratos 

Debido a que se observó que las cepas aisladas, en el medio que contenía 

celobiosa no crecieron en los medios de mucina y oxalato, se decidió hacer una 

fermentación con diferentes azúcares para ver la capacidad de las cepas de utilizar 

dichos carbohidratos. Los azúcares que se utilizaron fueron glucosa, almidón, 

inulina, galactosa, celobiosa, pectina, ramnosa y maltosa. En la Figura 6 se muestra 

la fermentación de los azúcares. Como se puede observar la cepa Lysinibacillus 

fusiformis (cepa MCLD1) y la cepa Bacillus oleronius (cepa MCLD2) aumenta su 

población de manera similar en los azúcares inulina, galactosa, pectina y celobiosa; 

y no necesitan tiempo de adaptación mientras que los demás si lo requiere. Por otro 

lado, Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO1 y Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO2 

no requieren de adaptación al inicio de la fermentación de los azúcares pues podrían 

están adaptados para utilizar de manera indiscriminada los carbohidratos utilizados. 

También se puede observar que a las 12 horas de la fermentación las cuatro cepas 

llegan a la fase estacionaria, debido a que entre las cepas no se encontraron 

diferencias significativas en el uso de carbohidratos a pesar de que en ciertos 

carbohidratos tuvieron que adaptarse para iniciar el crecimiento exponencial.  
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Figura 6. Crecimiento en los diferentes carbohidratos; A) Lysinibacillus fusiformis cepa MCLD1, B) Bacillus 

oleronius cepa MCLD2, C) Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO1 y D) Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO2; inulina, 

galactosa, celobiosa,  pectina,  ramnosa,  maltosa,  glucosa y  almidón. 
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En cuanto a las diferencias en el uso de los diversos carbohidratos evaluados 

en una misma cepa, la Figura 7 muestra que para la cepa B. oleronius (cepa 

MCLD1) no hay diferencias significativas en cuanto al consumo de glucosa, pero si 

en inulina (P=<0.0001) con respecto a los demás azúcares, esto puede deberse a 

que la glucosa es el azúcar más simple que existe, mientras que la inulina es un 

azúcar complejo. Por otro lado, en el consumo de carbohidratos por parte de L. 

fusiformis (cepa MCLD2) se muestra que si hay diferencias entre el consumo de la 

mayoría de los carbohidratos (P=0.0003); sin embargo, vemos que el crecimiento 

no es significativo en pectina y almidón (Figura 8). Por el contrario, L. fusiformis 

cepa MCLO1 no mostró diferencia significativa en cuanto al consumo de los 

diferentes carbohidratos (Figura 9), pero si se ve una diferencia mínima en el 

consumo de glucosa con respecto a ramnosa y maltosa (P=0.0303). Por último, L. 

fusiformis cepa MCLO2 una diferencia significativa (P=<0.0001) en el consumo de 

inulina con respecto a los demás carbohidratos a excepción de glucosa y también 

galactosa (Figura 10). Como se pude observar las tres cepas de L. fusiformis son 

capaces de degradar los carbohidratos utilizados, a diferencia de lo que se 

encuentra reportado en la literatura que sugiere el uso de carbohidratos como la 

glucosa, pero no de celobiosa (Wang et al., 2010). Por lo que los resultados 

obtenidos en el presente trabajo son de relevancia, pues se identificaron tres cepas 

capaces de la degradación de dichos carbohidratos mismos que se encuentran 

ampliamente en la fibra dietética no digerible y que proviene de los alimentos  

(Álvarez y Sánchez, 2006). Por otro lado, se tienen registro del uso de esta bacteria 

como herramienta de biocontrol en el crecimiento de algunas plantas (Lyngwi y 

Joshi, 2014).  
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Como se puede ver a pesar de que se aislaron 3 cepas de la misma especie 

en un mismo carbohidrato (celobiosa) con este proceso de fermentación se pudo 

observar que se tratan de 3 cepas que se comportan de manera diferente, ya que 

todas las cepas consumen los diferentes carbohidratos evaluados, pero no lo hacen 

de la misma manera. Por otro lado, se puede ver que hay cepas que hace una 

diferencia en el consumo de carbohidratos complejos como inulina y pectina, los 

cuales son carbohidratos que el humano no puede digerir, pero las bacterias 

aisladas si, y de esta forma el huésped puede obtener metabolitos secundarios que 

podría utilizar.  
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Figura 7. Crecimiento a las 12 horas de Bacillus oleronius MCLD1. Donde  glucosa,  galactosa,  celobiosa, 

 pectina,  ramnosa,  maltosa,  inulina y  almidón (un asterisco representa p≤ 0.05, el doble asterisco 

representa p≤0.01 y el triple asterisco representa p≤0.001). 
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Figura 8. Crecimiento a las 12 horas de Lysinibacillus fusiformis MCLD2. Donde  glucosa,  galactosa,  

celobiosa,  pectina,  ramnosa,  maltosa,  inulina y  almidón (un asterisco representa p≤ 0.05, el doble 

asterisco representa p≤0.01 y el triple asterisco representa p≤0.001). 
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Figura 9. Crecimiento a las 12 horas de Lysinibacillus fusiformis MCLO1. Donde  glucosa,  galactosa,  

celobiosa,  pectina,  ramnosa,  maltosa,  inulina y  almidón (un asterisco representa p≤ 0.05, el doble 

asterisco representa p≤0.01 y el triple asterisco representa p≤0.001). 
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Figura 10. Crecimiento a las 12 horas de Lysinibacillus fusiformis MCLO2. Donde  glucosa,  galactosa,  

celobiosa,  pectina,  ramnosa,  maltosa,  inulina y  almidón (un asterisco representa p≤ 0.05, el doble 

asterisco representa p≤0.01 y el triple asterisco representa p≤0.001). 
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8.5. Actividad hemolítica  

Se evaluó la actividad hemolítica de las cepas aisladas en los diferentes 

medios de cultivo. En la Tabla 6 se muestra que las 10 cepas aisladas en el presente 

trabajo no presentaron actividad hemolítica. La ausencia de actividad hemolítica es 

una forma de demostrar que las cepas no son toxicas. El que los microorganismos 

con potencial probiótico presenten nula actividad hemolítica es particularmente 

importante, ya que se ha demostrado que está asociada a bacterias patógenas 

principalmente, y que a través de esta actividad se favorecen los mecanismos de 

virulencia y toxicidad. Lo cual depende de factores como el estado de salud del 

individuo y por tanto de su sistema inmune (González Vázquez, 2014). Si bien estos 

resultados nos indican que de manera in vitro las cepas no son hemolíticas esta 

característica se debe consolidar con estudios in vivo y estudios moleculares que 

descarten la presencia de genes que produzcan toxicidad. 
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Tabla 6. Actividad hemolítica de las cepas identificadas. 

Bacteria Resultado 

Control Escherichia coli + 

Control Salmonella thypi + 

Escherichia coli cepa MMCD1 - 

Escherichia coli cepa MMCS2 - 

Enterobacter sp cepa MMCO3 - 

Cronobacter sakazakii cepa MOXO3 - 

Escherichia coli cepa MOXS2 - 

Erwinia persicina cepa MOXD1 - 

Lysinibacillus fusiformis cepa MCLD1 - 

Bacillus oleronius cepa MCLD2 - 

Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO1 - 

Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO2 - 

Donde + indica actividad hemolítica positiva y – actividad 

hemolítica negativa. 

8.6. Actividad antimicrobiana 

Las cepas aisladas en los diferentes medios de cultivo no muestran actividad 

antimicrobiana sobre los microorganismos patógenos evaluados; sin embargo, 

podrían tener actividad sobre otros microorganismos. E. persicina han demostrado 

tener actividad antifúngica (Goryluk-Salmonowicz, et al., 2016), L. fusiformis tiene 

actividad antifúngica (Sgroy et al., 2009) por ello para futuras investigaciones se 

deberán hacer evaluaciones antimicrobianas de las cepas utilizando otros 

patógenos además de evaluar la actividad contra hongos y levaduras para tener 

una mayor evidencia de la actividad antimicrobiana, ya que se ha reportado que. 

Sin embargo, en el presente trabajo no se realizó la actividad antifúngica. 
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8.7. Resistencia a antibióticos 

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la evaluación de la resistencia a 

antibióticos, usando como control una cepa de E. coli O157. Se observa que las 

cepas aisladas son susceptibles a la mayoría de los antibióticos utilizados, ya que 

una cepa de E. coli solo es resistente a cloranfenicol, mientras que otra cepa de E. 

coli mostró resistencia a amikacina y carbenicilina, antibióticos de lá família de 

aminoglucósidos y penicilinas sintéticas respectivamente, al igual que lá cepa de E. 

persicina. Por otro lado, lá cepa de C. sakazakii es susceptible a todos los 

antibióticos utilizados; sin embargo, se deben realizar más estudios que verifiquen 

los resultados obtenidos, ya que se han reportado cepas de C. sakazakii patógenas 

y resistentes a antibióticos (Healy et al., 2010; Iversen y Forsythe, 2003), para así 

comprobar la seguridad de C. sakazakii. Por último, las cepas de L. fusiformis y 

Bacillus sp son susceptibles a todos los antibióticos utilizados.  
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Tabla 7. Evaluación de la resistencia a antibióticos. 

Bacteria 

A
K

 

A
M

 

C
B

 

C
F

 

C
F

X
 

C
P

F
 

C
L

 

G
E

 

N
E

T
 

N
F

 

N
O

F
 

S
T

X
 

Control E. coli + + + - + + + + + - - - 

E. coli cepa MMCD1 - - - - - - - - - - - - 

E. coli cepa MMCS2 - - - - - - + - - - - - 

Enterobacter sp cepa 
MMCO3 

+ - - - - - - - - - - - 

Cronobacter sakazakii 
cepa MOXO3 

- - - - - - - - - - - - 

E. coli cepa MOXS2 + - + - - - - - - - - - 

Erwinia persicina cepa 
MOXD1 + - + - - - - - - - - - 

Lysinibacillus fusiformis 
cepa MCLD1 - - - - - - - - - - - - 

Bacillus oleronius cepa 
MCLD2 - - - - - - - - - - - - 

Lysinibacillus fusiformis 
cepa MCLO1 - - - - - - - - - - - - 

Lysinibacillus fusiformis 
cepa MCLO2 - - - - - - - - - - - - 

AK: amikacina AM: ampicilina, CB: carbenicilina, CF: cefalotina, CFX: cefotaxima, 

CPF: coprofloxacina, CL: cloranfenicol, GE: gentamicina, NET: netilmicina, NF: 

nitrofurantoína, NOF: norfloxacina, SXT: trimetropin-sulfametoxazol (+ resistencia 

total; - inhibición de crecimiento) 
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8.8. Evaluación in vitro de la tolerancia al estrés gastrointestinal  

Uno de los puntos que se necesita demostrar en las bacterias que pudieran tener 

propiedades probióticas es la tolerancia al estrés gastrointestinal. Las bacterias 

probióticas necesitan llegar al colon viables para poder realizar el efecto benéfico. 

Por ello se realizó la evaluación in vitro de la tolerancia al estrés gastrointestinal. 

Las condiciones que se evaluaron para simular el estrés gastrointestinal fueron 

saliva, jugo gástrico y fluido intestinal que contenía sales biliares. Se inició con un 

inóculo de 1x108 UFC/mL. El tiempo total al que estuvieron expuestas las bacterias 

fue de 245 minutos que representa el tiempo aproximado en el que se lleva a cabo 

el proceso digestivo en el ser humano (Minekus et al., 2014). 

Para las cepas aisladas en el medio de celobiosa, se observa (Figura 11A), que 

la cepa Lysinibacillus fusiformis MCLD2 después de los 245 minutos presenta un 

porcentaje de sobrevivencia relativa arriba del 90%, el cual es similar al porcentaje 

de la cepa L. casei utilizada como control, mientras que Lysinibacillus fusiformis 

cepa MCLO1 termina el estrés con un porcentaje de sobrevivencia por arriba de 

70%. En cambio, la cepa Lysinibacillus fusiformis MCLO2 al finalizar el proceso de 

estrés no sobrevive. Como se mencionó, se aislaron tres cepas del mismo género; 

sin embargo, se puede ver mediante la evaluación al estrés gastrointestinal que 

pueden ser diferentes entre sí, ya que todas se comportan de manera diferente 

cuando se someten al estrés en sales biliares; la cepa MCLO2 es sensible a las 

sales biliares mientras que la cepa MCLD2 es resistente. En cuanto a la cepa 
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Bacillus oleronius MCLD1, esta muestra una sobrevivencia relativa del 90% al 

finalizar el proceso de estrés (Figura 11B). 
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Figura 11. Sobrevivencia al estrés gastrointestinal de las cepas aisladas a partir del medio que contenía celobiosa como 

fuente de carbono. Donde A)  control (L. casei sp),  L. fusiformis cepa MCLD2, y  L. fusiformis cepa 

MCLO1, B)  control (L. casei sp),  B. oleronius cepa MCLD1, y  L. fusiformis cepa MCLO2. 
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Por otro lado, en la Figura 12A se muestran la sobrevivencia relativa de las 

cepas aisladas en el medio de mucina. Las 3 cepas aisladas en dicho medio 

mostraron un porcentaje de sobrevivencia relativa por arriba del 80 %. Inclusive 2 

cepas sobreviven en un porcentaje mayor que el control a pesar de que ambas 

fueron identificadas como E. coli, sin embargo, la cepa MMCD1 mostró el 100% de 

sobrevivencia lo que podría indicar que, esta podría llegar viable al colon. En cuanto 

a la cepa Enterobacter sp MMCO3, esta mostró un porcentaje de sobrevivencia 

relativa por debajo del control. Como se observa, las tres cepas se comportan de 

manera diferente a lo largo de la evaluación. En la Figura 12B se muestra las cepas 

aisladas en el medio de oxalato, las cuales presentan un porcentaje de 

sobrevivencia relativa mayor al 90%. Con respecto al control, se observa que las 

cepas Cronobacter sakazakii MOXO3 y E. coli MOXS2 toleran mejor el estrés a las 

sales biliares presentando un porcentaje de sobrevivencia de 97%, a diferencia de 

la cepa Erwinia persicina cepa MOXD1, la cual tiene mayor sensibilidad a las sales 

biliares. 
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Figura 12. Sobrevivencia ante el estrés gastrointestinal simulado A) cepas aisladas del medio que contenía mucina como 

fuente de carbono. Donde  control (L. casei sp),  E. coli cepa MMCD1,  E. coli cepa MMCS2,  E. sp 

cepa MMCO3, B) cepas aisladas del medio que contenía oxalato como fuente de carbono  control (L. casei sp). 

 C. sakazakii cepa MOXO3,  E. coli cepa MOXS2,  y E. persicina cepa MOXD1. 
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 Hasta el momento no se ha reportado información previa sobre la 

caracterización de las cepas aisladas en el presente trabajo. Sin embargo, se 

obtuvieron 10 cepas de las cuales nueve resisten el estrés a las condiciones 

simuladas del tracto gastrointestinal, seguramente debido a que este es el medio de 

aislamiento. 

8.9. Catalasa y oxidasa 

Para las pruebas de catalasa y oxidasa se utilizaron como controles una cepa 

de E. coli y L. casei sp, las cuales son oxidasa y catalasa negativa respectivamente. 

Las cepas aisladas del medio de mucina dieron como resultado catalasa y oxidasa 

negativa, al igual que las cepas aisladas del medio de oxalato. Mientras que las 

cepas aisladas del medio de celobiosa dieron como resultados catalasa negativa y 

oxidasa positiva, como se muestra en la Tabla 8. También, se puede observar que 

la cepa de E. coli identificada es catalasa negativa a diferencia del control. Se han 

reportado cepas de E. coli catalasa negativa aisladas de muestras biológicas 

(Funada et al., 1978). Por otro lado, L. fusiformis aislada es oxidasa positiva, lo que 

concuerda con lo reportado en la literatura (Ahmed et al., 2007).  
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Tabla 8. Prueba de catalasa y oxidasa. 

Bacteria catalasa Oxidasa 

Control Escherichia coli + - 

Control Lactobacillus casei sp - - 

Escherichia coli cepa MMCD1 - - 

Escherichia coli cepa MMCS2 - - 

Enterobacter sp cepa MMCO3 - - 

Cronobacter sakazakii cepa MOXO3 - - 

Escherichia coli cepa MOXS2 - - 

Erwinia persicina cepa MOXD1 - - 

Lysinibacillus fusiformis cepa MCLD1 - + 

Bacillus oleronius cepa MCLD2 - + 

Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO1 - + 

Lysinibacillus fusiformis cepa MCLO2 - + 

Donde + resultado positivo y – resultado negativo. 
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9. Conclusiones 

En el presente trabajo se logró la cuantificación molecular de las bacterias 

seleccionadas como posibles probióticos y se observó que en la concentración 

existen diferencias entre cada una de estas bacterias con la ingesta de alimentos y 

el IMC. Lo anterior puede deberse a la condición de peso de cada grupo de estudio, 

pues la concentración de A. muciniphila es alta en población con obesidad. Por otro 

lado, el grupo delgado tiende a consumir mayormente grasa y la concentración de 

F. prausnitzii tiende a ser menor, por lo que en investigaciones posteriores se debe 

realizar un análisis para ver si existe una correlación de estas bacterias con algún 

lípido específico. Por otra parte, para Oxalobacter no se encontraron resultados en 

su cuantificación, esto puede deberse a que las condiciones que se utilizaron no 

fueron las correctas o que en la población de estudio esta bacteria se encuentre en 

mínimas concentraciones o que no se encuentre dentro de la microbiota intestinal 

de la población. 

Además, se aislaron 10 cepas entre las que se encontraron subespecies de 

Escherichia coli, Cronobacter sakazakii, Erwinia persicina, Lysinibacillus fusiformis 

y Bacillus oleronius, mismas que fueron aisladas utilizando tres medios diferentes, 

que contenían mucina, celobiosa u oxalato. Nueve de las cepas aisladas son 

capaces de resistir el estrés simulado que se encuentra en el intestino delgado el 

cual es el sitio de acción de algunos probióticos. 

Las cepas aisladas del medio de mucina y de oxalato, podrían ser 

consideradas en el futuro como bacterias a estudiar con potencial probiótico y 
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demostrar que tienen un efecto benéfico a la salud, pues dieron como resultado in 

vitro que no presentan toxicidad y que resisten el estrés del tracto gastrointestinal y 

por otra parte pueden utilizar fibras complejas similares a las que se encuentran en 

la fibra dietética y que otros microorganismos probióticos utilizan para la producción 

de AGCC. Sin embargo, se debe realizar más pruebas in vitro que ayuden a la 

confirmación de la seguridad de estas cepas. Por otra parte, no se lograron asilar 

los microorganismos que se tenían como objetivo principal; esto podría deberse al 

tipo de población, o al tipo de líquido ruminal que se utilizó como fuente de AGCC o 

a las condiciones ambientales, o una atmosfera anaeróbica inadecuada. 

10. Perspectivas  
 

En el presente trabajo se lograron aislar bacterias, las cuales no tienen 

reporte del aislamiento en los medios de cultivo utilizados. Por otro lado, se 

obtuvieron cepas de E. coli, las cuales no mostraron actividad hemolítica. A partir 

de estos resultados se necesita realizar estudios in vivo para demostrar la seguridad 

de las cepas aisladas y sobre todo ver el beneficio que estos microorganismos 

tengan en la salud. Además, a la par de dichos estudios se deben de realizar 

investigaciones para descartar genes de toxicidad y virulencia.  
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12. Anexos 
 

12.1. Anexo 1. Cuestionario de selección  
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12.2. Anexo 2. Consentimiento informado 
 

 

 

 

C ON SEN TIMIEN TO INFOR MAD O 

 

Consentimiento para participar en la investigación “Relación de parámetros antropométricos con la 
frecuencia de consumo de alimentos de individuos jóvenes que inician su periodo universitario en la UAM-

Xochimilco” 

 

Hago constar que he sido informado que en el Departamento de Sistemas Biológicos de la División de Ciencias 

Biológicas y de la Salud de la Unidad Xochimilco de la Universidad Autónoma Metropolitana, se está realizando 

el proyecto “Relación de parámetros antropométricos con la frecuencia de consumo de alimentos de 
individuos jóvenes que inician su periodo universitario en la UAM-Xochimilco” y he entendido los siguientes 

aspectos: 

1.- Para poder participar en el estudio debo ser de cualquier condición de peso. 

2.- Contestaré con datos verídicos un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos el cual será 

utilizado para determinar mi ingesta diaria habitual. 

3.- Se me determinará el peso, estatura y circunferencia de cintura a través de una báscula. Entiendo que para 

la determinación de la circunferencia de cintura deberé descubrir de ropa mi cintura. Estas se tomarán en el 

evento de introducción a la universidad para alumnos de nuevo ingreso, realizado los días 26, 27 y 28 de Abril 

de 2016 por el Departamento de atención a la salud. 

4.- He sido informado (a) que toda la información obtenida será confidencial  y estará solo disponible para los 

investigadores. Mi muestra será codificada con una clave para proteger mi identidad. 

5.- He sido informado (a)  de la garantía que tengo de recibir respuesta  a cualquier pregunta y aclaración a 

las dudas  que surjan respecto a los asuntos relacionados con el proyecto y mi participación  en las 

instalaciones del Laboratorio de Biotecnología que se encuentra en el edificio N-104 con el Dr. Alejandro 

Azaola, Dr. Lino Mayorga y Dra. Raquel González Vázquez. 

Manifiesto haber leído el consentimiento informado y doy sin obligación y por decisión propia consentimiento 

para la toma de muestras y el tratamiento al que mis muestras serán sometidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 
UNIDA XOCHIMILCO 
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Datos del participante 

 

Nombre:_________________________________________________________________________________ 

Edad: ______            Género   (H)      (M)                                         Estado Civil _____________ 

Correo electrónico: ________________________________________________________________________ 

Lugar de nacimiento: ______________________________________________________________________ 

 

Firma del participante: ____________________________ 

Lugar, fecha y hora: ________________________________________________________________________ 

Testigo 1: Nombre y Firma ___________________________________________________ 

Testigo 2: Nombre y Firma ___________________________________________________ 

Nombre del (la) investigador (a) que obtuvo el consentimiento ______________________ 

 

Firma__________________________ 
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12.3. Anexo 3 Cuestionario de frecuencia de consumo 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante el año previo a este día ¿Con qué frecuencia consumió usted estos productos? 

  

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 
UNIDA XOCHIMILCO 

“Estudio de la microbiota intestinal para la prevención y 
tratamiento de la obesidad en jóvenes” 

“FRECUENCIA DE CONSUMO 2016” 

Nombre: __________________________________________________________    ID: _____________ 

                                                                                                                                  Fecha: _____________ 
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Productos Lácteos 

Tipos de alimentos  

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

1.- Un vaso de leche entera             

2.- Una rebanada de queso 

fresco o 1/2  taza de queso 

cottage 

           

3.-Una rebanada de queso 

oaxaca 

           

4.- Una rebanada de queso 

manchego o chihuahua 

           

5.- Una cucharada de queso 

crema 

           

6.- Una taza de yogurth o 

bulgaros 

           

7.- Un barquillo con helado de 

leche 
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Frutas 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

8.- Un plátano            

9.- Una naranja            

10.- Un vaso con jugo de 

naranja o toronja 

           

11.- Una rebanada de melón            

12.- Una manzana fresca            

13.-Una rebanada de sandia            

14.- Una rebanada de piña            

15.- Una rebanada de papaya            

16.- Una pera            

18.- Una mandarina            

19.- Una porción de fresas (±10)            

20.- Un durazno chabacano o 

nectarina 

           

21.- Una tuna            

23.- Una porcion de ciruelas  

(±6) 

           

24.- Una rebanada de mamey            

25.- Un zapote            

25.1.- Frutas secas            
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Huevo, carnes o embutidos 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

26.- Huevo de gallina            

27.- Una pieza de pollo            

28.- Una rebanada de jamón            

29.- Un plato de carne de res            

30.- Un plato de carne de cerdo            

31.- Una porción de atún            

32.- Un pedazo de chicarrón            

33.-Una salchicha            

34.- Una rebanada de tocino            

35.- Un bistec de hígado o 

higaditos de pollo 

           

36.- Un trozo de chorizo o 

longaniza 

           

37.- Un plato de pescado fresco 

(mojarra etc) 

           

38.- Un plato de sardinas en 

jitomate 

           

39.- Media taza de mariscos            

40.- Un plato de carnitas            

41.- Un plato de barbacoa            
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Verduras 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

42.-Un jitomate en salsa o 

guisado 

           

43.- Un jitomate crudo o en 

ensalada 

           

44.- Una papa o camote            

45.- Media taza de zanahorias            

46.- Una hoja de lechuga            

47.- Media taza de espinacas u 

otra verdura  de hoja verde 

           

47.1.- Media taza de col            

47.2.- Media taza de brócoli            

47.3.-Media taza de pepino            

48.- Media taza de calabacitas o 

chayotes 

           

49.- Media taza de nopalitos            

50.- Un plato de sopa crema de 

verduras 

           

51.- Medio aguacate            

52.- Media taza de flor de 

calabaza 

           

53.- Media taja de coliflor            

54.- Media taza de ejotes            



                     Universidad Autónoma Metropolitana 
                    Unida Xochimilco 

107 
 

Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

Verduras 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

55.- Una cucharadita de salsa 

picante o chiles con sus 

alimentos 

           

56.- Chiles de lata            

57.- Un platillo con chile seco            

58.- Un elote            

 

Leguminosas 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

59.- Un plato de frijoles            

60.- Media taza de chicharos            

61.- Un plato de habas verdes            

62.- Un plato de habas secas            

63.- Un plato de lentejas o 

garbanzos 
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Cereales 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

64.- Una tortilla de maíz             

65.- Tortilla de trigo  (harina)            

66.- Una rebanada de pan de 

caja tipo Bimbo 

           

67.- Una rebanada de pan de 

caja integral  

           

68.-  Un bolillo o telera            

69.- Una pieza de pan dulce            

70.- Un plato de arroz            

70.1.-Un plato de arroz integral            

71.- Un plato de sopa de pasta            

71.1 Un plato de sopa de pasta 

integral 

           

72.- Un plato de avena            

73.- Un tazón de cereal de caja 

tipo hojuelas de maíz 

¿Cuál?____________________ 

           

74.- Cereal alto en fibra 

¿Cuál?____________________ 
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Golosinas o postres 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

75.- Una rebanada de pastel            

76.- Una cucharadita de ate, 

miel , mermelada, cajeta o leche 

condensada 

           

77.- Una cucharadita de 

chocolate en polvo 

           

78.- Una tablilla de chocolate            

79.- Una bolsa de frituras            

 

Bebidas 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

80.- Un refresco de cola 

mediano 

           

81.- Un refresco gaseoso de 

sabor 

           

82.- Un refresco dietético            

83.- Un vaso con agua de sabor 

azucarada 

           

84.- Una taza de café sin azúcar            
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Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

Bebidas 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

85.- Una taza de atole sin leche            

86.- Una taza de atole con leche             

87.- Una cerveza            

88.- Una copa de vino de mesa            

89.- Una bebida con ron, brandy 

o tequila 

           

 

Antojitos mexicanos 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

101.- Un taco al pastor            

102.- Un sope o quesadilla            

103. Un plato de pozole            

104.- Un tamal            
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Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

Grasas ¿Qué tipo de aceite utiliza para cocinar? 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

90.- Aceite de maíz            

91.- Aceite de soya            

92.- Aceite de girasol            

93.- Aceite de cártamo            

94.- Aceite de oliva             

95.- Una cucharadita de 

margarina 

           

96.- Una cucharadita de 

mantequilla 

           

97.- Una cucharadita de crema            

98.- Una cucharadita de 

mayonesa 

           

99.- Una cucharadita de 

manteca vegetal 

           

100.- Una cucharadita de 

manteca animal 
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Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

Antojitos mexicanos 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

101.- Un taco al pastor            

102.- Un sope o quesadilla            

103. Un plato de pozole            

104.- Un tamal            

 

Otros 

Tipos de alimentos 

Por

cio

nes 

Nu

nca

(0) 

Menos 

de una 

vez al 

mes 

(1) 

Vece

s al 

mes 

1-3 

(2) 

Veces a la 

semana 
Veces al día 

1 

(3) 

2-4 

(4) 

5-6 

(5) 

1  

(6) 

2-3 

(7) 

4-5 

(8) 

6 

(9) 

105.- Charales secos 

 

           

106. Aceite de hígado de 

bacalao 

           

107.- Salmón fresco            

108.- Salmón enlatado            

109.- Sardina en aceite            

109.1.- Linaza            

109.2.- Chía            

109.3.-Soya o alimentos a base 

de soya 
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Aislamiento y cuantificación de bacterias con potencial probiótico a partir de heces en personas delgadas y obesas 

Contesta las siguientes preguntas 

1.- ¿Cuantas cucharaditas de 

azúcar agregas a tus alimentos 

a lo largo del día? Toma en 

cuenta lo que pones al café, té, 

licuado etc. 

0 1 a 2 3 a 4 5 a 6 7 a 8 9 a 10 11 o más 

2.- ¿Le agregas sal a tus 

alimentos antes de probarlos?  
Sí______ No_____ 

 
3.- ¿Te comes el pellejo del 

pollo? 
Sí______ No_____ 

4.- ¿Te comes el gordito de la 

carne? 
Sí______ No_____ 

5.- ¿Cuántos meses del año 

pasado consumiste vitaminas? 
0 1 a 2 3 a 4 5 a 6 7 a 8 9 a 10 11 o más 

6.- ¿Cuáles?__________________________________________________________________________ 

7.- ¿Cuántos meses del año 

pasado consumiste 

suplementos de calcio? 

0 1 a 2 3 a 4 5 a 6 7 a 8 9 a 10 11 o más 

8.- ¿Cuáles? 

_____________________________________________________________________________ 

9.- ¿Consideras que tu 

alimentación ha cambiado 

durante el último año? 

Sí______ No_____ 

 

 

 


