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REIVINDICACIONES 

1. Un medio de cultivo para la estabilización de microbiota intestinal obtenida de muestras 

de heces fecales, caracterizado porque consiste de dos composiciones, en donde la 

primera composición corresponde a un medio de cultivo base que comprende: extracto de 

levadura (1-3 g/L), peptona (1-3 g/L), NaHCO3 (0.1-0.1 g/L), NaCl (0.01-0.1g/L), K2HPO4 5 

(0.01-0.1 g/L), KH2PO4 (0.01-0.1 g/L), CaCl2 (0.001-0.01 g/L), MgSO4·7H2O (0.001-0.01 

g/L), y L-cisteína (0.1-1g/L); y la segunda composición corresponde a un multivitamínico 

que incluye como mínimo por cada litro: biotina (5000 UI), pantotenato (10 mg), 

nicotinamida (5 mg), vitamina B12 (cianocobalamina) (5 µg), tiamina (100 mg), ácido 

benzóico o paraminobenzóico (vitamina C) (150 mg), menodiona (100 mg), en donde el 10 

medio de cultivo base incluye además una fuente de hierro que opcionalmente se puede 

seleccionar de entre sulfato ferroso, cloruro férrico, hemina y extracto de eritrocito (0.1 – 

0.5 g/L). 

2. Un kit de toma de muestra de heces fecales para aislamiento y estabilización de microbiota 

intestinal humana, caracterizado porque comprende:  15 

i) al menos dos contenedores (1) con tapas de cierre hermético (2), estando provista 

una vela (3) adherida a la cara interior de la tapa de cierre hermético en al menos uno 

de los contenedores (1a) para preservar los microorganismos anaeróbicos, una vez 

que al encender la vela después de depositar la muestra y tapar el contenedor 

herméticamente, se lleve a cabo una reacción de conversión de oxígeno a CO2 para 20 

generar un ambiente de anaerobiosis; en tanto que en al menos un contenedor (1b) 

sin vela adherida, se mantendrá la muestra en un ambiente aeróbico para preservar 

los microorganismos aeróbicos; y 

ii) un medio de cultivo base (4), donde dicho medio de cultivo base es la primera 

composición del medio de cultivo de conformidad con la reivindicación 1; y 25 

iii) al menos un dispositivo para la colecta de muestra (5) fabricado en material 

susceptible de ser aseptizado, y que tiene preferentemente una forma de cucharilla 

para la colecta de muestras de heces fecales de diferente consistencia.  

3. El kit de conformidad con la reivindicación 2, caracterizado porque los contenedores (1) 

con tapa de cierre hermético (2) tienen preferentemente una capacidad de 5 a 50 mL, y 30 

son fabricados con material susceptible de ser esterilizado. 

4. El kit de conformidad con la reivindicación 2, caracterizado porque opcionalmente se 

incluye un instructivo de toma de muestra, en el que se proporcionan al donador o 

donadores las indicaciones específicas sobre la manera en que se debe realizar la colecta 

de la muestra de heces fecales.     35 
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5. Un método para la estabilización in vitro de microbiota intestinal humana proveniente de 

heces fecales, en donde dicho método comprende las etapas y pasos siguientes: 

I. Colectar las muestras de heces fecales mediante los siguientes pasos: 

a) determinar el donador o grupo de donadores de las heces fecales con base en 

una característica de interés específico correspondiente a una alteración 5 

metabólica incluyendo obesidad, diabetes, enfermedad inflamatoria intestinal; o 

bien de individuos en estado no alterado incluyendo niños sanos, adultos sanos, 

y deportistas sanos; 

b) tomar las muestras del donador o grupo de donadores de conformidad con el paso 

(a)-I con el kit de toma de muestra de heces fecales y estabilización de microbiota 10 

intestinal humana de conformidad con la reivindicación 2, solicitando entregar las 

muestras en un período no mayor a 8 h posterior a la deposición de las heces 

fecales;  

c) obtener por cada donante/donación por lo menos una muestra aeróbica, en la cual 

se ha asegurado la permanencia de microorganismos aeróbicos, y una muestra 15 

anaeróbica, en la cual se ha asegurado la permanencia de microorganismos 

anaeróbicos;           

II. Procesar las muestras de heces fecales por medio de los pasos siguientes:  

a) combinar las muestras aeróbica y anaeróbica en un tubo colector, adecuado para 

separar por centrifugación una fase sobrenadante, en la que están contenidas las 20 

bacterias de la microbiota, de una fase orgánica, que consiste en la pastilla 

formada después de la centrifugación; 

b) verificar la viabilidad y diversidad de la microbiota recuperada en la fase 

sobrenandante del paso (a), por medio de al menos una técnica microbiológica;  

III. Estabilizar la microbiota aislada y mantenerla en modelos ex vivo mediante los pasos 25 

siguientes:    

a) preparar uno o más recipientes que actuarán como reactores para simular una 

región anatómica específica del tubo digestivo, preferentemente, de base plana 

con capacidad de trabajo que va de 100 a 1000 mL para la estabilización de la 

microbiota; en donde la preparación se refiere a colocar la composición que 30 

corresponde al medio de cultivo base para la estabilización de la microbiota 

obtenida de las muestras de heces fecales, en una proporción de 10% del volumen 

de trabajo del reactor; y mantener dicho medio base en condiciones de esterilidad; 

b) inocular un volumen de sobrenadante obtenido en el paso II-a, correspondiente al 

10% del volumen total de medio de cultivo del paso III-a; 35 
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c) establecer las condiciones de al menos pH, agitación, temperatura, en función de 

la región anatómica del tubo digestivo que se simulará en el reactor, y de los 

valores reportados en la literatura;  

d) mantener el cultivo en incubación a 37C, con agitación constante para mantener 

en contacto e interacción  todos los elementos contenidos en el reactor; 5 

e) cada 24 horas verificar el pH y adicionar, en una proporción de 10 % del volumen 

de trabajo del reactor, la composición que corresponde al multivitamínico del 

medio de cultivo para la estabilización de la microbiota, repitiendo esta operación 

hasta que el pH se estabilice y sea constante por al menos 3 días consecutivos y 

que la proporción de microorganismos se mantenga respecto de la proporción de 10 

microorganismos de la muestra inicial;  

f) llevar a cabo un segundo paso de verificación de la viabilidad y diversidad de la 

microbiota de manera similar a lo realizado en el paso II-b. 

6. El método de conformidad con la reivindicación 5, en donde las técnicas microbiológicas 

para la verificación del paso II-b incluyen la utilización de medios selectivos; y/o la 15 

determinación de microorganismos por métodos moleculares; y/o bien cualquier otra 

metodología que permita constatar que la microbiota aislada es viable y diversa. 

7.  El método de conformidad con la reivindicación 6, en donde la diversidad de la microbiota 

es aceptable si se identifican mediante las técnicas microbiológicas por lo menos entre 4 

y 10 grupos bacterianos de interés. 20 

8. El método de conformidad con la reivindicación 7, en donde la viabilidad de la microbiota 

es aceptable si se detecta mediante las técnicas microbiológicas que los grupos 

bacterianos de interés obtenidos estén metabólicamente activos, es decir que sean 

capaces de reproducirse y formar al menos un metabolito de interés seleccionado. 

 25 
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R E S U M E N  

La presente invención pertenece al campo de la microbiología industrial y la simulación in vitro 

de procesos digestivos humanos, en donde la microbiota gastrointestinal juega un papel 

relevante en los procesos bioquímicos y fisiológicos ocurridos durante la digestión de 

alimentos. La invención consiste en un sistema de estabilización de microbiota intestinal 5 

humana obtenida por métodos no invasivos de muestras de donadores con al menos una 

característica de interés específico para su estudio (edad, género, genotipo/fenotipo, etnia, 

raza, ubicación geográfica, etc.); o bien en relación a alguna alteración específica del estado 

de salud (por patógenos, nutrición, desórdenes metabólicos, etc.). El sistema de la invención 

comprende un kit, un medio de cultivo y un método, que conjuntamente posibilitan la 10 

estabilización in vitro de la microbiota recuperada de las muestras y su mantenimiento durante 

períodos prolongados de tiempo, para su utilización en simulaciones de proceso digestivos 

para ensayar terapias relacionadas con la formación de metabolitos y su potencial impacto 

sobre la microbiota, o para determinaciones de diversidad, estabilidad y funcionalidad 

metabólica por efecto de condiciones patológicas, tipo de alimentación y/o intervenciones 15 

nutricionales, tratamientos médicos, entre otros, que pueden repercutir en la salud humana. 
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