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Resumen 
 

Efecto modulador de la ingesta de amaranto sobre el microbioma intestinal 

de niños en estado de malnutrición. 

El amaranto es reconocido como un alimento nutracéutico por tener proteínas de 

alta calidad debido a su composición de aminoácidos esenciales que cubre los 

requerimientos recomendados para niños y adultos, además de contener péptidos 

encriptados con diferentes funciones biológicas que promueven la salud del 

consumidor. Desde tiempos prehispánicos, el amaranto se ha consumido como 

grano reventado; proceso térmico que mejora su calidad nutritiva y la digestibilidad. 

El consumo de amaranto reventado se ha asociado con la recuperación de niños 

con desnutrición. Sin embargo, no hay información sobre el impacto que tiene el 

consumo de amaranto reventado sobre la composición del microbioma. En este 

trabajo, se realizó un ensayo piloto no aleatorizado para evaluar los cambios en la 

composición, estructura y función del microbioma intestinal de niños con retraso en 

el crecimiento que recibieron diariamente cuatro gramos de amaranto reventado 

durante tres meses. Se colectaron heces y suero al inicio y al final del ensayo. Se 

cuantificaron los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) y se analizó la composición 

bacteriana intestinal mediante secuenciación del gen ribosomal 16S ARNr. Los 

resultados de antropometría y hematología mostraron que los niños no presentaban 

patologías adicionales a la baja talla para su edad. Se observó que el consumo de 

amaranto llevó a una disminución de la abundancia relativa de las bacterias Alistipes 

putredinis, Bacteroides coprocola y Bacteroides stercoris, relacionadas con la 

inflamación y la colitis, y un aumento de la abundancia relativa de las bacterias 

Akkermansia muciniphila y Streptococcus thermophiles, asociadas con la salud y la 

longevidad. Los resultados demuestran que el amaranto reventado es un alimento 

nutritivo que ayuda a combatir la malnutrición infantil mediante la modulación del 

microbioma intestinal. 

 

Palabras clave: 

Secuenciación del ARNr 16S; malnutricion; amaranto reventado; microbiota 

intestinal; ácidos grasos de cadena corta.  
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Abstract 
Modulatory effect of amaranth intake on the gut microbiome of malnourished 

children. 

Amaranth has been recognized as a nutraceutical food because it contains high-

quality proteins due to its adequate amino acid composition that covers the 

recommended requirements for children and adults. Since pre-Hispanic times, 

amaranth has been consumed as popped grain; the popping process improves its 

nutritive quality and digestibility. Popped amaranth consumption has been 

associated with the recovery of malnourished children. However, there is no 

information on the impact that popped amaranth consumption has on gut microbiota 

composition. A non-randomized pilot trial was conducted to evaluate the changes in 

composition, structure, and function of the gut microbiota of stunted children who 

received four grams of popped amaranth daily for three months. Stool and serum 

were collected at the beginning and the end of the trial. Short-chain fatty acids 

(SCFA) were quantified, and gut bacterial composition was analyzed by 16S rRNA 

gene sequencing. Anthropometry and hematology results showed that children had 

no pathology other than low height-for-age. A decrease in the relative abundance of 

Alistipes putredinis, Bacteroides coprocola, and Bacteroides stercoris bacteria 

related to inflammation and colitis, and an increase in the relative abundance of 

Akkermansia muciniphila and Streptococcus thermophiles bacteria associated with 

health and longevity, was observed. The results demonstrate that popped amaranth 

is a nutritious food that helps to combat childhood malnutrition through gut microbiota 

modulation. 

 

Key words: 

16S rRNA sequencing; malnutrition; popped amaranth; gut microbiota; short-chain 

fatty acids. 

 

 



1 

1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Clasificación, epidemiología y criterios diagnósticos de desnutrición. 

La malnutrición es un término usado para denominar todos los estados nutricionales 

inadecuados, incluidos desnutrición, sobrepeso u obesidad. Estos están 

caracterizados por un desbalance entre las calorías consumidas y gastadas [1]. En 

general, la malnutrición incluye signos y síntomas, como un retraso en el crecimiento 

y síntomas relacionados con deficiencias en vitaminas, minerales, ácidos grasos 

esenciales y proteínas [2]. Esta sección está enfocada en las causas y 

consecuencias de la desnutrición, un problema de salud pública importante en 

países en vías desarrollo [3].  

La desnutrición se define como una ingesta deficiente de macro o 

micronutrientes y es un problema de salud pediátrico significativo. Es una de las 

causas más importantes de morbilidad y mortalidad en menores de cinco años. 

Existen cuatro sub-clasificaciones de la desnutrición: emaciación, retraso del 

crecimiento, bajo peso y la deficiencia de vitaminas y minerales. La emaciación se 

define como un bajo peso para la estatura, indica una reciente y severa pérdida de 

peso debido a una baja ingesta de alimentos o una enfermedad infecciosa e implica 

riesgo de muerte para el infante, sin embargo, es tratable [1]. 

La siguiente clasificación es el retraso del crecimiento que implica una baja 

estatura para la edad, causada por una desnutrición crónica o recurrente, una 

alimentación materna pobre o un cuidado deficiente en etapas tempranas de la vida. 

El padecer este tipo de desnutrición suele evitar que el infante pueda alcanzar su 

máximo potencial físico y cognitivo [4]. 

El diagnóstico de desnutrición implica un reconocimiento de los signos clínicos, 

pero la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto que el índice de masa 

corporal (IMC, ecuación 1) junto con valores como la longitud (en bebés), estatura 

o el valor Z. Específicamente, el valor Z es utilizado para clasificar el estado 

nutricional de los niños, el cual es una medida estadística que relaciona el índice de 

masa corporal de cada infante con las desviaciones estándar de las medias de un 

grupo poblacional específico, de esta forma los pondera, y así clasifica el estado 
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nutricional de los niños. Es decir, el valor Z representa el número de veces mayor o 

menor que es el IMC del sujeto comparado con la media población al que pertenece 

[5,6]. 

 

Índice de masa corporal  𝐼𝑀𝐶 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 (𝐾𝑔) 

𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 (𝑚)2    Ecuación 1 

 

En nutrición, el valor Z se calcula tomando en cuenta las relaciones del peso 

para la estatura, la estatura para la edad, y el peso para la edad, de esta forma 

puede determinar si el infante está en un estado de malnutrición y la gravedad de 

ésta [5,6]. 

Desde el 2007, el sitio web de la OMS cuenta con dos ligas de referencias 

sobre el crecimiento para niños y adolescentes: la primera para los patrones de 

crecimiento infantil de la OMS para 0-60 meses y segunda de 61 a 228 meses (5 a 

19 años). De acuerdo con el valor Z de la OMS, la malnutrición es subclasificada 

como el retraso en el crecimiento cuando el cociente del peso con relación a la edad 

es bajo, específicamente dos desviaciones estándar por debajo de la media. Se 

considera bajo peso, cuando se encuentra más dos desviaciones estándar por 

debajo de la media en relación con la estatura. Cuando la estatura corresponde a la 

edad, se considera desnutrición moderada cuando el valor Z está entre 2 y 3 

desviaciones estándar y es severa cuando cae por debajo de las 3 desviaciones 

estándar [7]. 

Estas medidas se utilizan para determinar la malnutrición de macronutrientes 

(relacionados con los hidratos de carbono, las proteínas y las grasas), sobre todo 

en niños. También se utilizan síntomas clínicos como la presencia o ausencia de 

edema bilateral para determinar la desnutrición y aunque los signos clínicos pueden 

indicar desnutrición por micronutrientes, las pruebas bioquímicas se utilizan para 

confirmar o determinar estas deficiencias específicas. Las pruebas evalúan los 

niveles de hemoglobina, ferritina en sangre y proteína fijadora de retinol, que son 

especialmente útiles en el diagnóstico de la desnutrición por micronutrientes [8]. 

A nivel mundial, el retraso en el crecimiento afecta al 27% de los menores de 

5 cinco años en países de bajos o medios ingresos, sumando aproximadamente 
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170 millones de niños. El retraso en el crecimiento normalmente pasa desapercibido 

por las familias que habitan en comunidades donde la baja estatura es común ya 

que es asumida como “normal”.  En países de bajos y medios ingresos, el retraso 

en el crecimiento es más prevalente que el bajo peso (bajo peso para la edad, 16%) 

o emaciación (9%). Esto probablemente se debe a que el aumento de la estatura 

es muy sensible a una dieta cualitativamente pobre y no solo a la cantidad de 

alimentos [9].  

En nuestro país, al principio del milenio, el índice de bajo peso para la edad 

era de 21.5% que afortunadamente disminuyó para el 2006 hasta un 15.5%, esta 

tendencia se mantuvo sin cambio hasta el 2018 cuanto disminuyó hasta un 14.2%. 

Específicamente para el nivel preescolar en poblaciones urbanas en el 2018 la 

prevalencia de baja estatura ascendía al 12.9%. Mientras que, en comunidades 

rurales la prevalencia ascendía hasta el 17.5% en el mismo año. Mas allá de estos 

datos, la información disponible es muy escasa en México. La Encuesta Nacional 

de Salud y Nutrición (ENSANUT) registra las cuatro regiones del país incluidas 

Norte, Centro, Ciudad de México y Sur. San Luis Potosí pertenece a la zona norte, 

en el cual para el 2012, la desnutrición era del 10.1%, pero incrementó a 13.6% para 

el 2018. En el mismo año, 19.3% de los niños menores de cinco años en zonas 

rurales presentaron desnutrición, comparados con el 15.4% de los niños de la 

misma edad en zona urbanas [10]. 

En otras palabras, 13 de cada 100 niños menores de cinco años poseen una 

baja estatura para su edad. Esta situación representa una problemática importante 

para su desarrollo, ya que hay un retraso tanto en el desarrollo motor como en el 

intelectual [11]. 

 

1.2. Impacto del microbiota en la salud. 

La desnutrición es una enfermedad multifactorial, causada por factores como un 

deficiente sistema sanitario, falta de acceso a agua potable, una estimulación 

psicosocial inadecuada y una ingesta calórica o proteínica insuficiente.  

Además de éstas, otra repercusión importante es la alteración en la composición de 

la población de microorganismos que se encuentran en un entorno específico, 
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conocido como microbiota. El desequilibrio de esta se denomina disbiosis. Entre sus 

consecuencias se encuentran la predisposición a las infecciones, el deterioro de la 

inmunidad y el empeoramiento de la desnutrición [12,13].  

Según la United Nations International Children's Emergency Fund (UNICEF, 

por sus siglas en inglés) la ingesta alimentaria inadecuada y las enfermedades 

(como la diarrea) son las causas más comunes e inmediatas de la desnutrición 

infantil. Aunque el acceso inadecuado a una nutrición suficiente es la causa principal 

de la desnutrición, la alteración de la microbiota intestinal también ha sido implicado 

en esta condición [14]. Este concepto idea es reciente ya que hace unas décadas, 

las causas reconocidas de malnutrición eran la ingesta inadecuada de alimentos y 

la diarrea causada por infecciones entéricas, sugiriendo así que la malnutrición 

también es causada por cambios en la microbiota intestinal [15]. 

El tracto gastrointestinal humano alberga entre 1013 y 1014 bacterias, pero la 

densidad y la composición cambian en cada segmento anatómico (lengua, esófago, 

estomago, intestino delgado e intestino grueso) compartimento. En el estómago de 

personas sanas, la carga bacteriana es relativamente baja, de 102 unidades 

formadoras de colonias (UFC)/mL, pero aumenta en el intestino delgado hasta 102-

104 UFC/mL  [16].  

Sin embargo, las cantidades más altas (1012 UFC/mL) se han encontrado en 

el colon, donde las condiciones como pH 5.5 - 7, tiempo de tránsito lento y alta 

disponibilidad de nutrientes, son propicias para el crecimiento bacteriano [17]. Las 

bacterias del colon son principalmente anaerobias y participan en procesos 

metabólicos que se consideran beneficiosos para el huésped [18]. Por ejemplo, 

algunos microbios intestinales generan ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

mediante la fermentación de carbohidratos no digeribles. Algunos de los beneficios 

de los AGCC son proporcionar energía a las células epiteliales y reducir el pH del 

lumen intestinal, lo que restringe el crecimiento de algunos patógenos [19]. También 

se ha informado de que estos AGCC ejercen efectos antiinflamatorios en el huésped 

[20]. Además, se ha observado que la microbiota intestinal desempeña un papel 

importante en la síntesis de las vitaminas K y B12 [21]. 
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Existen evidencias de que la microbiota intestinal participa en la producción 

de metabolitos además de los AGCC, como ácidos biliares secundarios, triptófano 

e incluso neurotransmisores, que desempeñan un papel importante en la función de 

barrera intestinal y la señalización intestino-cerebro [22]. Tales beneficios han 

llevado a un creciente interés en el uso de prebióticos, probióticos y otras 

modificaciones dietéticas para modular la microbiota intestinal con el fin de mejorar 

la nutrición y la salud [23]. Haciendo una evaluación de los cambios de la microbiota 

intestinal a lo largo de la vida, iniciamos con los lactantes alimentados con leche 

materna, aquí la microbiota está dominada por Bifidobacterium longum subsp. 

infants [24]. Cuando se introducen en la dieta alimentos con altos niveles de 

proteínas y fibra, se provoca un cambio en el microbioma [25]. Después de este 

punto, algunas pruebas sugieren que, a los tres años, la microbiota intestinal asume 

una composición similar a la de los adultos. Sin embargo, otras pruebas señalan 

que estos cambios no ocurren hasta los cinco años [26,27]. Un enfoque de estudio 

de la microbiota es a través de la obtención de los genomas (también llamados 

metagenomas) de las bacterias que conforman este gran consorcio, esto permite 

tener la lista de las bacterias que la conforman, incluyendo aquellas que no son 

cultivables a esto se le denomina microbioma [28]. 

De Filippo et al. (2010), compararon el microbioma de dos poblaciones muy 

distintas, la primera proveniente de la zona rural de Burkina Faso y la segunda de 

una zona urbana de Italia. Este estudio reveló niveles más altos de Actinobacteria y 

Bacteroidetes y más bajos de Firmicutes y Proteobacteria en los niños de zonas 

rurales comparado con aquellos de zonas urbanas. Los distintos microbiomas de 

los dos grupos de niños repercuten en su metabolismo y su salud; por ejemplo, la 

abundancia de Actinobacterias y Bacteroidetes podría maximizar la ingesta de 

energía mediante la generación de AGCC, generando un efecto antiinflamatorio 

[29]. 

Además, se ha informado que la relación entre un microbioma alterado y 

ciertas alteraciones subclínicas puede provocar retraso en el crecimiento incluso en 

ausencia de infecciones evidentes [30–32]. Lo cual propone que una de las causas 

del retraso del crecimiento son las malas condiciones sanitarias que provocan una 
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exposición crónica a patógenos ambientales, lo que da lugar a alteraciones 

subclínicas en la estructura y función del microbioma [33,34] 

 

1.3. El papel del amaranto como nutracéutico en la dieta. 

En una dieta occidental rica en alimentos procesados, fritos, ricos en azúcar, escasa 

en plantas, bajo contenido en fibra y alto en polifenoles puede conducir a una 

pérdida de diversidad y funciones microbianas, dejando espacio a patógenos 

oportunistas. Pruebas recientes han señalado que los patrones dietéticos y la forma 

de procesar los alimentos pueden afectar a la digestibilidad de los alimentos y a 

algunas propiedades del microbioma, como la composición y la riqueza de 

estructuras, entre otras [35–38]. Por otro lado, también se reconoce que llevar una 

dieta saludable puede modular positivamente las funciones del microbioma. Estos 

enfoques podrían conducir al descubrimiento de nuevos alimentos funcionales, 

entre ellos el amaranto, que podrían aportar posibles efectos sinérgicos de los 

componentes de la dieta sobre la salud general y la diversidad y composición de la 

microbiota.  

El amaranto ha sido reconocido como un alimento nutracéutico porque 

contiene grandes cantidades de proteínas comparado con los cereales 

tradicionales, como el maíz, el trigo y el arroz, pero, sobre todo, por su alto valor 

nutritivo debido a su adecuada composición de aminoácidos, que cubre los 

requerimientos recomendados para niños y adultos [39]. Los granos de amaranto 

contienen varios péptidos con potenciales propiedades antidiabéticas, 

antihipertensivas y antioxidantes [40]. Son ricos en lípidos que contienen diversos 

esteroles, entre ellos tocoferoles que son una buena fuente de escualeno. Los 

granos de amaranto también son una buena fuente de minerales, como fósforo, 

potasio, magnesio, calcio, hierro, zinc, manganeso y selenio, y son ricos en 

vitaminas (B2, B6 y E), niacina y tiamina [39]. Desde tiempos prehispánicos se ha 

consumido el amaranto reventado, que es un alimento precocido con sabor a nuez 

[41]. Actualmente, el amaranto reventado puede considerarse un aperitivo 

alimenticio saludable mínimamente procesado debido a su alta calidad y cantidad 

de proteínas [42]. Comparado con otros productos alimenticios a base de plantas, 
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el procesamiento térmico no altera las propiedades del grano de amaranto, pero si 

aumenta la digestibilidad de sus nutrientes [43], mejora sus propiedades 

antioxidantes [44, 45] y reduce los compuestos nutricionalmente adversos, tales 

como taninos, lectinas e inhibidores de tripsina [43]. El consumo de granos de 

amaranto reventados se ha asociado a beneficios para la salud en humanos, 

incluida la recuperación de niños gravemente desnutridos [43, 46, 47]. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 

En nuestro país la desnutrición ha tenido consecuencias en la morbilidad y 

mortalidad de los niños, así como en el rendimiento académico y la productividad 

laboral. Esto ha costado al país el 2.3% del PIB, equivalente a 28,800 millones de 

dólares al año. En el Estado de San Luis Potosí, la desnutrición es un problema de 

preocupación, principalmente en las zonas rurales, por lo tanto, es de interés de 

Servicios de Salud estatal implementar mejores estrategias en apoyo al combate de 

la desnutrición, como la promoción de la ingesta de alimentos con un buen perfil 

nutricional.  

La microbiota intestinal ha pasado de ser un simple comensal que vive en el 

tracto gastrointestinal a ser un actor importante en relación con la salud humana y 

la disbiosis intestinal se ha relacionado con el desarrollo de diferentes 

enfermedades. Aunque pocos estudios han indicado la asociación de la microbiota 

con la malnutrición, la pregunta de cómo la estructura de la comunidad microbiana 

intestinal cambia con el estado nutricional permanece aún sin responder y sobre 

todo, no existe información respecto al perfil de la microbiota intestinal de niños 

Mexicanos. 

Por lo tanto, la presente propuesta de investigación se enfoca a tratar un 

problema de salud Estatal con relación a la ingesta de alimentos de buena calidad 

nutricional como el amaranto y la relación con la microbiota intestinal. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo General 

Analizar el efecto del consumo de amaranto sobre parámetros antropométricos, 

hematológicos, bioquímicos y del microbioma en niños con desnutrición crónica. 

 

3.2 Objetivos particulares 

Identificar la seguridad del consumo de amaranto como producto biológico. 

Determinar los efectos suplementación dietética con amaranto reventado sobre la 

biometría hemática completa y los parámetros del perfil hepática, pancreática y 

renal.  

Describir el perfil del microbioma asociado a niños con desnutrición y los cambios 

derivados del consumo de amaranto. 

Cuantificar los ácidos grasos de cadena corta producto de la suplementación 

dietética con amaranto. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Reclutamiento de pacientes. 

Se reclutaron niños y niñas de 6 a 7 años de las zonas rurales de San Antonio 

Huichimal, Lima y Vista Hermosa, que forma parte de la zona indígena llamada 

Tenek en Ciudad Valles, San Luis Potosí, S.L.P., México mediante un cribado 

basado en los siguientes criterios de inclusión y exclusión. Se excluyeron aquellos 

niños que tuvieran una enfermedad declarada o una enfermedad activa, y a los 

niños que habían tomado antibióticos durante los últimos tres meses. Se incluyeron 

34 niños y se clasificaron en dos grupos: un grupo de control (Ctrl) que incluía a los 

que presentaban una estatura normal para la edad con una media de talla para la 

edad (Height-for-Age o HAZ, por sus siglas en inglés) HAZ= - 0.03  0.5 (25 niños), 

un segundo grupo con niños con retraso del crecimiento o baja estatura para la edad 

(HAZ  -2SD) que incluyo a nueve niños. Posterior al reclutamiento en el estudio, el 

grupo de niños con desnutrición (grupo denominado “UN”) recibió la suplementación 

con amaranto (grupo denominado “UNA”). El peso corporal usado como criterio de 

inclusión se midió utilizando una báscula digital, con el infante vestido con ropa 

ligera y sin zapatos (precisión, 0.1 kg). La estatura se midió con un estadímetro 

microtoise de 2 metros sin zapatos (precisión: 0.1 cm).   

Para identificar los factores relacionados con el estado de salud de los niños, se 

realizó una encuesta familiar. Los elementos de la encuesta incluían preguntas 

sobre el estatus socioeconómico, incluyendo el tipo de construcción de la vivienda, 

el acceso a servicios básicos, el tipo de alimentos consumidos regularmente, el tipo 

de cocina y los servicios de agua potable. 

 

4.2. Diseño de la investigación. 

Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética de los Servicios de Salud de San 

Luis Potosí (referencia de aprobación: SLP/006-2018) y DIF-Ciudad Valles, San 

Luis Potosí. Este estudio se realizó de acuerdo con las normas y lineamientos 

aplicables de la Declaración de Helsinki, revisada en el año 2000. El consentimiento 

informado fue firmado por los niños participantes y sus padres o tutores legales. El 

ensayo se llevó a cabo del 13 de marzo de 2020 al 12 de enero de 2021. Los niños 
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con talla baja para la edad consumieron cuatro gramos diarios de amaranto 

reventado durante el desayuno por un periodo de tres meses. Se obtuvieron 

muestras de suero y heces de todos los participantes antes y después del ensayo. 

Las muestras de sangre se utilizaron para el análisis de química clínica y función 

hepática, mientras que las muestras de heces se utilizaron para análisis de AGCC 

y composición del microbioma. En la Figura 1 se muestra un esquema del diseño 

de la investigación. 

 

Figura 1. Diseño del estudio. El objetivo fue analizar el efecto de la suplementación 
de una dieta suplementada con amaranto sobre el microbioma intestinal de niños 
entre 6 y 7 años de zonas rurales. 
 

4.3. Preparación del grano de amaranto reventado. 

Las semillas fueron donadas por el Dr. Espitia-Rangel, perteneciente a la variedad 

Amaranthus hypochondriacus, las cuales se calentaron en una máquina popper 

industrial de lecho fluidizado con aire caliente (AmarantaR, San Miguel de Proyectos 

Agropecuarios, Hidalgo, México). Asegurando el cumplimiento de la Norma Oficial 

Mexicana (NOM-051-SCFI/SSA1-2010) para alimentos y bebidas para consumo 

humano. Los contenidos de proteína, grasa, fibra y cenizas se determinaron 

mediante métodos estándar [48]. El contenido de carbohidratos totales se calculó 

restando a 100 g las proteínas, grasas, cenizas y fibra [49]. 
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4.4. Desarrollo del ensayo. 

Durante el periodo de intervención, se supervisó la ingesta diaria de amaranto. Se 

recogieron muestras de sangre y heces en un periodo de 5 previo al inicio de la 

suplementación (grupo UN) y un día después de la administración por 90 días 

(grupo UNA) del estudio, respectivamente. Los resultados primarios fueron la 

composición del microbioma intestinal y los perfiles de AGCC, mientras que los 

resultados secundarios fueron los perfiles hemáticos y bioquímicos del suero. 

 

4.5. Recolección de suero, citometría hemática y análisis de perfiles 

bioquímicos. 

Las muestras de sangre (10 mL) fueron recolectadas en condiciones de ayuno 

siguiendo lo establecido por la Norma Oficial Mexicana (NOM-016S-SA3-2012 [50]. 

Se recolectó la sangre en tubos BD Vacutainer. Estas muestras se centrifugaron a 

400 ×g durante 10 min, el suero se separó y congeló a -70°C hasta su posterior 

análisis. La citometría hemática se realizó utilizando un sistema automático 

KontroLab Modelo 5H + (KontroLab Co. Ltd., Giudornia, Roma, Italia). Además, de 

cada muestra se extendió una gota de sangre en un portaobjetos de vidrio 

transparente y se tiñó con la tinción May-Grünwald-Giemsa para diferenciar los tipos 

de células sanguíneas, y se realizó un recuento aleatorio de 100 leucocitos 

utilizando un microscopio de campo claro Axio Imager-A2m (Carl Zeiss Microscopy, 

White Plains, NY, EE. UU.) con un aumento de 100X. Las concentraciones séricas 

de glucosa, triglicéridos, colesterol total, urea, ácido úrico, creatinina, proteínas 

totales, albúmina, aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa 

(ALT), gamma-glutamil transferasa (GGT), fosfatasa alcalina (ALKP) y lactato 

deshidrogenasa (LDH) se determinaron por espectrofotometría utilizando kits 

comerciales (SPINREACT, Girona, España) y se leyeron en un espectrofotómetro 

de microplacas Multiskan GO (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). 

 

4.6. Recolección de muestras de heces. 

Para la recolección de muestras de heces, se indicó a los niños que orinaran primero 

para evitar la contaminación por orina. Posteriormente se colocó un orinal limpio en 



13 

el inodoro. Los niños fueron apoyados por sus padres y personal profesional 

capacitado que supervisó la recolección de las muestras. Inmediatamente después 

de la defecación, las muestras de heces se recogieron asépticamente en un 

recipiente estéril para heces y se transportaron al laboratorio utilizando bolsas de 

hielo, se tomaron alícuotas y se almacenaron inmediatamente a -70°C hasta su 

posterior procesamiento. 

 

4.7. Medición de ácidos grasos fecales de cadena corta (AGCC). 

De la muestra de heces se homogeneizó una alícuota de 250 mg en 1 mL de H2SO4 

(0.5 mmol/L) y se mezcló a 1400 rpm durante 3 min (Thermomixer, Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania). Las muestras homogeneizadas se incubaron durante 20 min 

en un baño de agua helada y se centrifugaron a 4800 ×g durante 15 min a 4°C. Se 

recuperó el sobrenadante y se centrifugó a 13,000 xg durante 15 min a 4°C. Este 

procedimiento se repitió dos veces con fines de clarificación. La muestra se filtró a 

través de un filtro Millipore de 0.22 μm (Merck, Darmstadt, Alemania) antes de 

inyectarla en el sistema cromatográfico. Los AGCC se analizaron utilizando un 

Agilent 1220 (Hewlett Packard, Santa Clara, CA, EE. UU.) y una columna LC Rezex 

ROA de 150 × 7.8 mm (Phenomenex Inc., Torrance, CA, EE. UU.). La fase móvil 

consistió en H2SO4 (0.5 mM). La temperatura de la columna fue de 60°C, el caudal 

de 0.5 mL/min y la medición se realizó con un detector de índice de refracción RID-

10A. Se realizaron curvas de calibración utilizando ácido acético de 0.18 a 1.8 

mg/mL, ácido propiónico de 0.08 a 0.8 g/L y ácido butírico de 0.11 a 1.1 g/L. 

 

4.8. Extracción de ADN y verificación de integridad. 

 Cada muestra de heces (250 µg) se diluyeron en 1300 µL de solución salina 

(0.85%) para eliminar los residuos gruesos. A continuación, se recogió la muestra 

decantada (600 µL) y se resuspendió en un tubo nuevo. A continuación, la 

suspensión se centrifugó a 10,000 ×g durante 10 min a 4°C. El pellet obtenido se 

resuspendió en 1 mL de PBS frío y se centrifugó a 700 ×g a 4°C durante 1 min. Se 

recogió el sobrenadante y se centrifugó a 9000 ×g durante 5 min a 4°C. El pellet 

resultante se utilizó para la extracción de ADN siguiendo las especificaciones del 
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DNeasy UltraClean Microbial Kit de QIAGEN (Hilden, Alemania). El ADN se 

cuantificó en un NanoDrop One (ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) 

y la integridad se verificó mediante visualización en un gel de agarosa al 1% en un 

tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) durante 60 min a 70 voltios. Los extractos de ADN 

se almacenaron a -80°C hasta la secuenciación. 

 

4.9. Secuenciación del gen ARNr 16S y análisis bioinformáticos. 

Para el análisis del microbioma, la región V4-V5 del gen ARN ribosómico 16S se 

amplificó utilizando los cebadores bacterianos universales 515FB: 5′-

GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3′ y 926R: 5′-CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3′. Un 

total de 51 muestras fueron secuenciadas en la plataforma Illumina MiSeq (Illumina, 

San Diego, CA, EE.UU.) utilizando 300 + 300 bp paired-ends según el protocolo 

descrito por Comeau. Las muestras se secuenciaron en el Integrated Microbiome 

Resource (IMR) (Dalhousie University, Halifax, NS, Canadá). 

 

4.10. Inferencia de variantes de secuencias de amplicones. 

Se utilizó el paquete R DADA2 v1.16.0 [51] para procesar los datos de 

secuenciación 16S. En el flujo de trabajo, las secuencias obtenidas se procesan a 

través de diversas funciones. Las funciones estándar, así como las condiciones 

típicas de análisis se muestran en el pipeline de DADA2 alojada en GitHub. En las 

múltiples funciones, el algoritmo a utilizar se declara e inmediatamente se realiza la 

apertura de paréntesis para especificar los argumentos de análisis y se cierran los 

paréntesis para proceder a ejecutar la función en cuestión. El análisis se efectuó de 

la siguiente manera: los datos se recortaron 20 nt a la derecha de los fragmentos 

hacia delante y 60 nt a la derecha de los fragmentos hacia atrás utilizando la función 

filterAndTrim() con parámetros por defecto para conocer las tasas de error. Se aplicó 

la función dada() para inferir la composición de la muestra utilizando los parámetros 

por defecto, los fragmentos filtrados y las tasas de error calculadas. Los fragmentos 

se fusionaron con la función mergePairs() y las quimeras con la función 

removeBimeraDenovo() con los parámetros por defecto. La taxonomía de cada 

secuencia se asignó mediante la función assignTaxonomy() y la base de datos 
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silva_nr99_v138. Se realizó la cuantificación de las variantes de la secuencia del 

amplicón (ASV) y la asignación filogenética. 

 

4.11. Cuantificación de la diversidad y predicción funcional. 

Se calcularon los índices de diversidad alfa, Shannon, inverso de Simpson, Fisher, 

Chao1 y ACE utilizando la función diversity() del paquete R vegan v2.5.6  [52]. Para 

determinar la variación estructural de las comunidades microbianas, se generaron 

gráficos de diversidad beta y NMD con scripts R personalizados utilizando la 

disimilitud de BrayCurtis calculada con la función ordinate() del paquete vegan. 

La predicción funcional de los datos de secuenciación 16S se realizó utilizando 

Tax4Fun2 [53]. Se utilizaron las funciones RunRefBlast() y 

makeFunctionalPrediction() con parámetros por defecto para predecir los perfiles 

funcionales de los resultados de la cuantificación ASV. La referencia utilizada en 

ambos pasos, runRefBlast y makeFunctionalPrediction, es RF99NR. La tabla de 

predicción de vías (puntuaciones de vías por biblioteca) se utilizó para realizar el 

análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales dispersos (sPLS-DA). Se 

utilizó la función spls-da() del paquete mixOmics de R con parámetros por defecto 

y ncomp = 2 [54]. Los gráficos que representaban los resultados del análisis 

discriminante (DA) se generaron utilizando scripts R personalizados. 

Utilizando taxones y rutas significativas, se crearon redes taxón-camino (prueba de 

permutación spls-da, 1000 permutaciones, valor p < 0.1). La correlación de 

Spearman entre dos nodos (taxones o rutas) se utilizó para identificar sus 

conexiones utilizando el paquete igraph R [55]. Sólo se utilizaron correlaciones 

superiores al percentil 30 para crear las redes. 

 

4.12. Análisis estadísticos. 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando Prism 8.0 para Mac (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EEUU). La distribución normal se comprobó mediante las 

pruebas de D'Agostino-Pearson y Shapiro-Wilk. Se realizó un ANOVA de una vía 

para los datos con una distribución normal, seguido de la prueba post-hoc de 

Bonferroni. Se realizó una prueba de Kruskall-Wallis, seguida de la prueba post-hoc 
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de Dunn, si los datos no tenían una distribución normal. Se consideró 

estadísticamente significativo un valor de p inferior a 0.05 (p < 0.05).   
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Amaranto reventado como alimento mínimamente procesado. 

El reventado es un proceso tradicional que se lleva a cabo en México desde la época 

prehispánica. En esa época, el reventado se obtenía calentando los granos de 

amaranto durante 15-25 s en ollas de barro tapadas a 175 - 195°C, lo que producía 

la expansión de los granos [56,57]. Actualmente, el amaranto reventado se obtiene 

en una máquina industrial de lecho fluidizado de aire caliente a 300-330°C con 9 s 

de residencia; por lo tanto, el amaranto reventado podría considerarse un alimento 

mínimamente procesado. Bajo estas condiciones, el amaranto reventado mostró 

altos contenidos de proteína (15.8 %), grasa (6.7 %), fibra (3.8 %) y ceniza (2.2 %) 

(Tabla 1). 

Tabla 1. Composición proximal del amaranto reventado 

(Amaranthus hypochondriacus). 

Macronutriente Grano reventado de amaranto (%)* 

Proteínas 15.8 ±0.6 

Lípidos 6.7 ±1.4 

Fibra 3.8 ±0.9 

Cenizas 2.2 ±0.3 

Carbohidratos 63.4 ±3.9 

*Medias de los triplicados ± desviación estándar 

 

5.2. Cuestionarios de selección de niños y condiciones de vida 

sociodemográficas. 

Los niños que mostraban desnutrición se clasificaron con retraso en el crecimiento 

según los parámetros de altura para la edad [58]. Como se menciona en materiales 

y métodos a este grupo de le denominó grupo de desnutrición (UN, n = 9) y se 

tomaron las muestras iniciales. Posteriormente, este grupo consumió cuatro gramos 

de amaranto reventado diariamente durante 3 meses. Al concluir este periodo de 

consumo se tomaron las muestras finales que en este estudio se le denominó Grupo 

UNA. Sin embargo, este ensayo coincidió con el inicio de la pandemia de COVID-
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19 y dos niños abandonaron el estudio y el grupo UNA quedo con solo 7 integrantes. 

También el grupo control sufrió cuatro deserciones (Ctrl, n = 21), representado por 

niños de estatura normal para su edad que vivían en las mismas condiciones que el 

grupo UNA. 

De acuerdo con los cuestionarios sociodemográficos realizado (Tabla 

Suplementaria 1), se identificó que los factores asociados con el estado de salud de 

los niños estaban relacionados con las condiciones de vida, entre ellas el uso de 

letrinas (no propiamente un cuarto de baño), el uso de leña como combustible en 

las cocinas y el dormitorio estuviera en el mismo lugar que la cocina en más de la 

mitad de los casos. La edad de la madre en el momento del nacimiento del niño 

oscilaba entre los 20 y los 24 años, y la mayoría había completado el bachillerato 

como máximo nivel de estudios.  

En general, todos los niños tenían acceso a alimentos básicos como frijoles, 

arroz y tortillas. Sin embargo, mientras que los niños del grupo control comían tres 

veces al día, los niños con desnutrición mostraban poco apetito y consumían 

alimento una vez al día. Se detectaron otros problemas, como infecciones 

parasitarias, a través del análisis de las heces mediante microscopia por 

sedimentación. Se realizó la identificación de Blastocystis sp, Giardia lamblia y 

Endolimax sp. En las muestras obtenidas de los niños pertenecientes al grupo 

control, mientras que se identificó la presencia de Entamoeba coli en las muestras 

de niños con desnutrición (Tabla suplementaria 2) [58].  

 

5.3. Análisis bioquímico del suero. 

Los resultados de la citometría hemática de los niños participantes se muestran en 

la Tabla 2. Los valores basales de los participantes no indicaban la presencia de 

alguna patología además de la baja talla para la edad en el grupo con desnutrición. 

Los parámetros de la citometría hemática (Tabla 2) estaban dentro de los 

límites biológicos, se observó que los valores de hematocrito y volumen globular 

medio (VCM) tendían a aumentar en los niños del grupo UNA en comparación con 

el grupo de control y al grupo UN. Los valores bajos de VCM se relacionan con la 

malnutrición proteico-energética o la deficiencia de hierro y folato [56]. Debido a que 
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el amaranto es una rica fuente de proteínas y contiene grandes cantidades de 

minerales como hierro, calcio y magnesio [39], ésta podría ser una de las razones 

de la tendencia observada de aumento de estos valores y un potencial promotor de 

mejora de la salud infantil (Tabla 2).  

El perfil bioquímico sérico no reveló ningún hallazgo patológico. La función 

renal, evaluada mediante los niveles de creatinina, ácido úrico y urea, fue normal en 

todos los participantes. Los niveles de los biomarcadores de la función hepática 

(ALT y TGO) fueron normales. No se observaron cambios significativos en los 

niveles de colesterol, triglicéridos o lipoproteínas de alta densidad (HDL) entre los 

grupos (Tabla 3). 
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Tabla 2. Citometría hemática de la talla para la edad de los niños participantes 
según el índice HAZ. 

Determinación 

Normal Desnutrición 

Límites 
biológicos 

 

(n=21) 

UN 

(n=9) 

UNA 

(n=7) 

Valores eritrocitarios     

Eritrocitos (x 106) 4.9 ± 0.1 4.8 ± 0.1 4.7 ± 0.1 4.3 - 5.2 

Hemoglobina (g/dL) 13.2 ± 0.1 13.2 ± 0.4 13.6 ±0.3 12.5 – 15 

Hematocrito (%) 40.7 ± 0.4 40.9 ± 0.9 42.4 ± 0.7 37.5 – 48 

Volumen corpuscular medio 
MCV (fL) 

83.6 ± 0.8 84.9 ± 0.9 89.7 ± 1.1 83 – 100 

Hemoglobina corpuscular 
(pg) 

27.1 ± 0.3 27.4 ± 0.6 28.9 ± 0.4 27 – 34.5 

Concentración media   de 
hemoglobina corpuscular 
(g/dL) 

32.4 ± 0.2 32.3 ± 0.4 32.0 ± 0.2 32 – 34.5 

Plaquetas     

Plaquetas (miles) 282 ± 15 338 ± 33 277 ± 35 150 - 400 

Valores leucocitarios     

Leucocitos totales (x 103) 7.6 ± 0.5 6.7 ± 0.6 6.0 ± 0.4 4.5 – 13.5 

Neutrófilos totales (%) 57 ± 2 49 ± 3 49 ± 4  

Neutrófilos Segmentados 
(%) 

57 ± 2 49 ± 3 49 ± 4  

Neutrófilos en banda (%) 0 0 0  

Metamielocitos (%) 0 0 0  

Mielocitos (%) 0 0 0  

Promielocitos (%) 0 0 0  

Blastos (%) 0 0 0  

Eosinófilos (%) 0 0 2 ± 1  

Basófilos (%) 0 0 1 ± 0 0 - 3 

Monocitos (%) 3 ± 0 4 ± 0 6 ± 0 2 - 8 

Linfocitos (%) 40 ± 2 47 ± 3 44 ± 4 20 - 40 

Datos presentados como el promedio de triplicados ± desviación estándar.  El análisis de 
ANOVA de una vía, seguido de un post-hoc de Tukey a p < 0.05 no mostraron valores 
estadísticamente significativos.  
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Tabla 3. Perfil bioquímico sérico de los participantes. 

Determinación Normal 
 

(n = 21) 

Desnutrición 

Inicio 
(n=9) 

*Final 
(n=7) 

Glucosa (mg/dL) 87 ±10 82 ±20 95 ±6.5 

Triglicéridos (mg/dL) 105 ±17 115 ±18 121 ±12 

Colesterol Total(mg/dL) 133 ±19 146 ±31 151 ±28 

Urea (mg/dL) 23 ±7.9 15.6 ±6.3 24.0 ±9.0 

Ácido úrico (mg/dL) 3.3 ±0.8 3.1 ±0.4 3.2 ±0.6 

Creatinina (mg/dL) 0.7 ±0.1 0.7 ±0.1 0.7 ±0.1 

Proteínas totales (g/dL) 8.1 ±0.4 8.5 ±0.3 8.3 ±0.6 

Albumina (g/dL) 4.8 ±0.4 5.0 ±0.3 5.2 ±0.6 

LDH (U/L) 84 ±13 92 ±12 97 ±13 

ALKP (U/L) 298 ±80 301 ±85 347 ±127 

AST (U/L) 6.5 ±1.5 6.6 ±0.9 6.9 ±0.6 

ALT (U/L) 2.9 ±0.9 2.0 ±0.7 2.6 ±1.9 

GGT (U/L) 4.7 ±1.6 5.9 ±1.3 7.6 ±1.9 

Bilirrubina Total(mg/dL) 0.5 ±0.3 0.5 ±0.2 0.6 ±0.2 

Bilirrubina directa (mg/dL) 0.1 ±0.03 0.1 ±0.03 0.1 ±0.03 

Bilirrubina indirecta (mg/dL) 0.4 ±0.3 0.4 ±0.3 0.5 ±0.3 

Los datos representan la media de mediciones por triplicado ± desviación estándar. 

*Después de tres meses de consumo de amaranto. Se realizó un ANOVA de una 

vía, seguido de la prueba post-hoc de Tukey a p < 0.05. Los datos no muestran 

diferencias significativas entre los valores. 

 

5.4. Modulación de la microbiota intestinal en el grupo de niños con 

desnutrición posterior al consumo de amaranto. 

La secuenciación del gen ARN ribosómico 16S (ARNr 16S) ha generado un gran 

interés en el estudio de las comunidades bacterianas. Las variantes de 

secuenciación de amplicones (ASV) se han propuesto como alternativas a las 

unidades taxonómicas operativas (OTU) para analizar las comunidades 

microbianas. El uso de ASVs ha crecido en popularidad porque reflejan un nivel más 
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refinado de taxonomía. Sin embargo, las ASVs deben usarse con cuidado para 

evitar el riesgo de dividir un único genoma bacteriano en grupos separados [59]. 

Una vez refinadas las secuencias, se obtuvo un total de 90,904 ASVs para el 

microbioma de los niños del grupo control, y 105,312 ASVs para los niños con bajo 

peso, y 91,526 para los niños con bajo peso que consumieron amaranto. 

La diversidad alfa, que refleja la riqueza microbiana intestinal, se evaluó basándose 

en las especies observadas y en el índice de Shannon [60]. Aunque no se 

identificaron diferencias significativas entre los grupos, el grupo UNA presentó una 

tendencia hacia valores más bajos. Sin embargo, después del consumo de 

amaranto, el grupo UNA mostró una tendencia a presentar valores similares a los 

del grupo control (Figura 2A, B). El índice inverso de Simpson, que indica la 

diversidad o dominancia de especies en la muestra, también mostró una tendencia 

a disminuir en el grupo UN, sugiriendo que la comunidad bacteriana era menor en 

este grupo. De manera interesante, este valor también aumentó en el grupo que 

consumió amaranto (grupo UNA) (Figura 2C), y la misma tendencia se observó para 

Chao1 (Figura 2D) y los valores de Fisher, ACE y Simpson (Figura 3). 
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Figura 2. Efectos del consumo de amaranto sobre la composición del microbioma 
en niños control y con desnutrición que habitan en áreas rurales. La diversidad alfa 
expresada como (A) riqueza observada, (B) índice de Shannon, (C) Inv-Simpson y 
(D) índice de Chao 1. Las cajas expresan los rangos intercuartílicos (IQR) y las 
barras indican los valores mínimos y máximos. Un se realizó una prueba de 
Kruskall-Walli y un post-hoc de Dunn (p < 0.05). No se encontraron valores 
estadísticamente diferentes entre los grupos y los diferentes índices. Ctrl = grupo 
control con estatura normal para la edad; UN = grupo desnutrición con una estatura 
baja para la edad; UNA = grupo UN después de tres meses del consumo de 
amaranto. 
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Figura 3. Diferencia de la diversidad alfa entre los grupos de niños. Fisher, ACE 
(estimadores de cobertura basados en la abundancia), y valor de Simpson. Las 
columnas muestran los valores de medias y la barra la desviación estándar. Una 
ANOVA de una vía se llevó a cabo seguido de una prueba post-hoc de Tukey 
tomando p< 0.05 como valor de significancia. Ctrl = grupo control con estatura 
normal para la edad; UN = grupo desnutrición con una estatura baja para la edad; 
UNA = grupo UN después de tres meses del consumo de amaranto. 

Reportes previos muestran que los niños con desnutrición presentan una 

diversidad menor en el microbioma intestinal [38,61,62], lo cual es concordante con 

lo observado en este estudio. Se sabe que el índice de Shannon (que indica la 
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riqueza y diversidad proporcional de las especie) mostrado una tendencia a 

disminuir en niños con desnutrición con malnutrición proteica grave como el 

Kwashiorkor, aunque no se reportaron valores significativos [63]. Esto sumado a 

que resultados en humanos a veces no son estadísticamente significativos debido 

a la variación intrínseca en las personas, pero pueden ser considerados 

clínicamente relevantes ya que reflejan una tendencia clara [64]. La diversidad beta 

refleja las diferencias en la composición microbiana intestinal de los distintos grupos 

y se representa mediante escalado multidimensional no métrico (NMDS) o PCoA, 

basado en la disimilitud de Bray-Curtis. Como se muestra en la Figura 4, el análisis 

PCoA mostró una diferencia en la microbiota intestinal entre los grupos Ctrl y UNA. 

Después del consumo de amaranto, el grupo UNA tendió a parecerse más al grupo 

Ctrl. 

 

 

Figura 4.  Efecto del consumo de amaranto en la composición de la microbiota 
intestinal de niños que viven en zonas rurales. La diversidad beta se midió utilizando 
el análisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la disimilitud de Bray 
Curtis (p < 0.05). Ctrl = grupo control con estatura normal para la edad; UN = grupo 
desnutrición con una estatura baja para la edad; UNA = grupo UN después de tres 
meses del consumo de amaranto. 
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 El principal phylum encontrado en la microbiota intestinal de los niños del 

grupo Ctrl fue el Actinobacteriota (28.8%), seguido del Bacteroidota y el Firmicutes 

(40.2%), Proteobacteria (12.8%) y Verrucomicrobiota (16.8%). Se observó que el 

grupo UNA mostraba un aumento significativo de Actinobacteriota (50.9%) con la 

pérdida del filo Verrucomicrobiota, lo que concuerda con los datos reportados por 

Kamil et al. [65].  

Posterior al consumo de amaranto el grupo UNA mostró una disminución 

significativa de la abundancia de Actinobacteria (20%) con un aumento de 

Bacteriodotes y Firmicutes. Curiosamente, la Verrumicrobiota se recuperó después 

del consumo de amaranto con valores similares a los del grupo control (13.4%) 

(Figura 5A). Se ha reportado que Proteobacteria es el phylum que contribuye a la 

disbiosis [66]. Sin embargo, en este trabajo, este phylum no mostró cambios 

significativos en abundancia entre los grupos (12.8 a 15.4%) (Figura 5A). 

Se considera que la proporción de Firmicutes y Bacteroidetes (F/B) es 

importante para determinar el estado de salud y juntos representan los filos 

dominantes en la microbiota intestinal. El cambio en la proporción F/B se ha 

asociado con algunas enfermedades. Sin embargo, es importante considerar que 

esta proporción podría verse afectada por el cambio en la abundancia de todos los 

demás filos, como se observa en los presentes resultados. Los datos de este estudio 

muestran que, después del consumo de amaranto, estos dos phylum alcanzaron 

hasta un 51.6% en la abundancia de equilibrio de F/B (Figura 5B). Se ha reportado 

que una dieta alta en azúcar y baja en fibra en niños con desnutrición podría causar 

una alta relación F/B [67]. La abundancia de Firmicutes se ha asociado con la 

modulación de la eficacia de la absorción de calorías mediante el aumento del 

número de gotas lipídicas [68] y una relación F/B elevada se ha asociado con la 

incidencia de la obesidad [68]. Una menor abundancia de Firmicutes con una mayor 

abundancia de Bacteroidetes se ha asociado con la enfermedad inflamatoria 

intestinal. Se deduce que el equilibrio de estos dos filos es importante para mantener 

una homeostasis intestinal normal [57]. 
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Figura 5. (A) Abundancia relativa en la microbiota intestinal a nivel de filo; (B) 
Relación entre Firmicutes y Bacteroidetes (B/F). Las diferencias significativas se 
calcularon mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon y no se detectaron 
diferencias significativas. (C) Abundancia relativa en la microbiota intestinal a nivel 
familiar. Ctrl = grupo control con estatura normal para la edad; UN = grupo 
desnutrición con una estatura baja para la edad; UNA = grupo UN después de tres 
meses del consumo de amaranto. 
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A nivel de familia, se observó una gran abundancia de Eubacteria en el grupo de 

UN, con una disminución significativa debido el consumo de amaranto (24.8% y 

11.1%). Por el contrario, la familia Akkermansiaceae se encontró en muy baja 

abundancia (3.3%) en el grupo de la UN. Sin embargo, esta familia aumentó 

después del consumo de amaranto (9.1%) a una abundancia aún mayor que el 

grupo de control (1.0%). La familia Alcaligenaceae aumentó significativamente su 

abundancia por el consumo de amaranto (11.7%), y la familia Bacteroidaceae, que 

estaba casi agotada en el grupo de la UN (2.6%), aumentó tras el consumo de 

amaranto hasta valores similares a los del grupo de control (5.9 y 7.6%, 

respectivamente). La familia Christensenellaceae también se encontró en gran 

abundancia tras el consumo de amaranto (7.8%), mientras que la Coriobacteriaceae 

disminuyó del 7.2% en el grupo desnutrido hasta el 2.0% tras el consumo de 

amaranto (Figura 5C). 

 

5.5. Modulación observada en el microbioma intestinal a nivel de familia y 

género en niños con desnutrición después el consumo de amaranto. 

Como se describió anteriormente, aunque la relación F/B proporciona una 

estimación de la salud de una persona, se debe tener cuidado porque esta relación 

podría verse afectada por los cambios en los otros phylum, así como el tipo de 

género que cambia en cada phylum. Tras el consumo de amaranto, la mayoría de 

los cambios de especies en la abundancia relativa se observaron en el filo 

Firmicutes. 

 

5.6. Cambios en el filo Firmicutes a nivel de género y especie. 

Se ha informado que las especies de la familia Lachnospiraceae pertenecientes al 

orden Eubacteriales aparecen en sobreabundancia en niños con desnutrición, 

sirviendo algunos de los miembros de esta familia como reguladores metabólicos 

en estos niños [67]. Nuestros resultados también mostraron una alta abundancia de 

esta familia en el grupo con desnutrición (Figura 6) y se observaron cambios en la 

abundancia relativa de Eubacterium hallii, Ruminococcus gauvreauii, Blautia faecis, 

Blautia obeum, CAG-56, Fusicanilobacter, Roseburia hominis, y Roseburia 
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intestinalis, entre otros, tras el consumo de amaranto (Figura 6). Se observó que E. 

hallii disminuyó en el grupo con desnutrición, pero en el grupo que consumió de 

amaranto se produjo un aumento relativo. E. hallii es una bacteria anaerobia que 

pertenece al grupo de las productoras de butirato [69] y su administración en ratones 

con diabetes cambió la función del microbioma intestinal, mejorando el fenotipo 

metabólico [70]. 

 A nivel de género, Blautia ha suscitado especial interés, ya que su 

establecimiento en el tracto gastrointestinal se ha relacionado con el alivio de 

enfermedades inflamatorias y metabólicas, así como con la actividad 

antimicrobiana. También se ha señalado que esta bacteria desempeña un papel en 

la interacción con otros microorganismos intestinales [71]. Blautia participa 

activamente en la inmunomodulación intestinal en la salud humana [62,70]. De 

forma interesante, si bien es cierto que B. obeum se ha relacionado con la obesidad 

[50], observamos que la abundancia de en niños con desnutrición posterior al 

consumo de amaranto estaba al mismo nivel que en los niños del grupo control 

(Figura 6).  

Se identificaron Roseburia hominis y Roseburia intestinalis, ambas bacterias 

mostraron cambios bajos en sus abundancias relativas tras el consumo de 

amaranto, mientras que la primera disminuyó y la segunda aumentó. Se ha descrito 

que el género Roseburia comprende organismos beneficiosos, ya que son bacterias 

productoras de butirato y ambas especies están ausentes en las heces de los niños 

con desnutrición [61]. R. hominis se relacionó positivamente con los niveles de 

melatonina en la mucosa colónica, una hormona pineal que puede mantener los 

ritmos circadianos y regular las funciones inmunitaria, antioxidante y 

antiinflamatoria, aliviando los síntomas de trastornos digestivos, como el síndrome 

del intestino irritable y la colitis ulcerosa [72]. También se sabe que R. intestinales 

previene la inflamación y mantiene la homeostasis energética [73]. 
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Figura 6. Mapa de calor de los ASV diferenciales observados entre UN/Ctrl, grupo 
de desnutrición (UN) frente al grupo de control (Ctrl); UNA/UN, grupo de desnutrición 
tras el consumo de amaranto (UNA) frente al grupo de desnutrición al inicio del 
ensayo (UN); UNA/Ctrl, grupo de desnutrición tras el consumo de amaranto (UNA) 
frente al grupo de control (Ctrl). Los valores se determinaron mediante LogFC, con 
p < 0.05 y FDR < 0.1. 
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 Dentro de la familia Erysipelotrichaceae, Holdemanella aumentó 

relativamente tras el consumo de amaranto (Figura 6). En la malnutrición, se ha 

demostrado que Holdomanella estaba ausente [53]. Holdomanella se ha aislado de 

las heces de personas metabólicamente sanas y se ha relacionado con la mejora 

de la hiperglucemia, la mejora de la tolerancia oral a la glucosa y la restauración de 

la gluconeogénesis; y la señalización de la insulina en el hígado de ratones obesos 

[74]. 

La familia Streptococcaceae estuvo representada por un aumento relativo de 

la abundancia de S. salivarus y S. thermophilus después del consumo de amaranto 

(Figura 5). S. thermophilus es un probiótico bien conocido y se encuentra 

habitualmente en los yogures [75]. S. salivarius es un comensal en humanos y es 

filogenéticamente cercano a S. thermophilus [76]. La familia Oscillospiraceae, 

Subdoligranulum mostró una alta abundancia relativa luego del consumo de 

amaranto. Subdoligranulum es una bacteria productora de butirato con un alto 

potencial como probiótico para tratar enfermedades metabólicas. También afecta a 

la actividad de la acetil-CoA acetiltransferasa, la acetil/propionil-CoA carboxilasa y 

la butanol deshidrogenasa, que contribuyen a la producción de ácido butírico [77]. 

El butirato tiene varias propiedades beneficiosas que son esenciales para mantener 

la salud gastrointestinal. Por lo tanto, las bacterias productoras de butirato 

representan un nicho específico de la próxima generación de probióticos, siendo las 

especies de Butyricicoccus una de las bacterias potenciales [78]. También se ha 

demostrado que el Butyricicoccus tiene potencial como diana terapéutica para la 

alergia alimentaria [79]. Los Butyricicoccus mostraron un aumento de su abundancia 

relativa en niños con desnutrición tras el consumo de amaranto. 

 

5.7. Cambios en el filo Bacteroidetes a nivel de género y especie. 

Dentro del filo Bacteroidota, se observó un aumento relativo de Bacteroides 

coprocola y Bacteroides stercoris en el grupo de desnutrición. Sin embargo, 

después del consumo de amaranto, su abundancia relativa disminuyó, así como la 

de Alistipes putredinis (Figura 6). Se han reportado diferentes cepas de B. 

coprocola, algunas están relacionadas con la diabetes tipo 2, otras se han 
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identificado en pacientes con hipertensión y otras se han relacionado con pacientes 

con déficit de atención/trastorno de hiperactividad [80]. Por lo tanto, se sugiere ser 

cautelosos sobre su presencia o ausencia [81,82]. Aunque B. stercoris es una 

bacteria productora de AGCC, algunos estudios han relacionado su presencia con 

la colitis ulcerosa, así como con la de Alistipes putredinis [83]. 

Se observó una disminución de la abundancia relativa de B. fragilis, B. ovatus 

y B. plebeius tras el consumo de amaranto en comparación con el grupo de control 

(Figura 5). B. fragilis es un organismo comensal, pero también se ha descrito como 

patógeno oportunista en infecciones clínicas y como responsable de diversas 

enfermedades que implican la alteración de la barrera intestinal [84]. Otros estudios 

han informado de que, en ratones, la cepa no toxigénica de B. fragilis puede mediar 

interacciones beneficiosas con el hospedador dirigiendo la respuesta inmunitaria y 

suprimiendo la inflamación intestinal [85]. Por tanto, debe llevarse a cabo una 

caracterización en profundidad para identificar las especies de B. fragilis detectadas 

en niños con desnutrición. Algunas de las cepas de B. ovatus se han relacionado 

con la inducción de IgA intestinal y el mantenimiento de la homeostasis tisular [86]. 

Se observó que B. plebeius era una bacteria dominante en niños con síndrome 

inflamatorio multisistémico [87]. Sólo B. intestinalis mostró una abundancia relativa 

elevada posterior el consumo de amaranto (Figura 6). Esta bacteria ha sido 

identificada como productora de poliaminas como la putrescina, la espermidina y la 

espermina, todos ellos necesarios para el crecimiento y la diferenciación de las 

células animales. También intervienen en varios pasos de la síntesis de ADN, ARN 

y proteínas [88]. 

 

5.8. Cambios en el filo Verrucomicrobiota. 

El consumo de amaranto indujo un aumento relativo de la abundancia de 

Akkermansia muciniphila (Figura 6). A. muciniphila, es una bacteria colónica 

degradadora de mucina que se ha relacionado con la salud intestinal y la 

señalización inmune y se ha asociado con una reducción en la incidencia de 

diabetes cuando se administra como probiótico [89]. Se informó de que A. 

muciniphila mejora los trastornos metabólicos en ratones obesos alimentados con 
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dieta y se descubrió que aumentaba por la ingesta de almidón resistente. Se ha 

propuesto como un nuevo probiótico con capacidad para promover una longevidad 

saludable [90]. A. muciniphila puede metabolizar la capa mucosa como fuente de 

carbono y nitrógeno para producir acetato y propionato, desempeñando un papel 

importante en el mantenimiento de la barrera intestinal, especialmente cuando la 

ingesta de nutrición enteral es baja, como durante el ayuno prolongado y en la 

malnutrición [91]. 

En un trabajo realizado en ratones, la diversidad y riqueza de la microbiota 

cambió cuando se les alimentó con soya fermentada, y se observó un aumento de 

Lactobacillus, Butyricicoccus, miembros de la familia Lachnospiraceae y A. 

muciniphila [92]. Nuestros resultados mostraron que estas especies aumentaron su 

abundancia en niños con desnutrición ulterior al consumo de amaranto. 

 

5.9. El consumo de amaranto promueve metabolitos dependientes de la 

microbiota intestinal. 

Los granos de amaranto reventados, además de proteínas de alta calidad, son ricos 

en carbohidratos que escapan a la digestión (almidón resistente), así como en fibra 

dietética procedente del tegumento [39]. La microbiota intestinal participa 

predominantemente en la fermentación de carbohidratos no digeribles en AGCC, 

que ejercen múltiples efectos sobre la homeostasis energética y son cruciales para 

la salud intestinal. Los AGCC más abundantes son el acetato, el butirato y el 

propionato, que comprenden más del 95% del contenido de AGCC [17]. Las 

investigaciones han demostrado que las concentraciones de AGCC en niños con 

desnutrición aguda grave y moderada son bajas, especialmente de ácido propiónico 

y butírico, y que estos AGCC aumentan durante la recuperación junto con el número 

de microbiota intestinal. En este estudio, se observó que, tras el consumo de 

amaranto, los niveles de ácido acético, butírico y propiónico mostraban una 

tendencia a aumentar, aunque sólo el ácido propiónico fue estadísticamente 

significativo respecto al grupo control, así como la suma de estos tres AGCC (Figura 

7). E. hallii, Ruminococcus, Blautia, R. hominis y Butyricicoccus, conocidas como 

especies productoras de butirato [64], se observaron en mayor abundancia relativa 
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después el consumo de amaranto. A. muciniphila y Subdoligranulum sp. han sido 

descritas como bacterias productoras de acetato y propionato, respectivamente 

[72,91] ambas también se encontraron en mayor abundancia después del consumo 

de amaranto. En conjunto, estos datos sugieren que los niveles de AGCC se 

restauran posteriormente el consumo de amaranto, correlacionándose con una 

mayor abundancia de bacterias productoras de AGCC. 

 

Figura 7. Niveles de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en muestras de heces 
de niños. Niveles de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en las muestras de 
heces de los niños. Se realizó un ANOVA de una vía seguido de la prueba post-hoc 
de Tukey. (A) ácido acético; (B) ácido butírico; (C) ácido propiónico; (D) AGCC 
totales. Los datos se presentan como la media de mg/mL ± desviación estándar. El 
asterisco muestra diferencias significativas a p < 0.05. Ctrl = grupo de control de 
niños con peso normal para la edad; UN = grupo de niños con desnutrición con baja 
estatura para la edad; UNA = grupo de niños con desnutrición después de tres 
meses de consumo de amaranto.  



35 

El efecto de las proteínas en el intestino sobre el metabolismo de la 

microbiota es menos conocido, esto se debe a factores como la gran diversidad de 

ellas, la presencia o ausencia de aminoácidos esenciales, la composición en 

aminoácidos que induce diferencias en la digestibilidad que a su vez deriva en la 

asimilación diferencial por parte de la microbiota, generando una gran diversidad de 

metabolitos, muchos de los cuales podrían ser perjudiciales para la salud del 

huésped [93]. Un trabajo reciente en el que se utilizaron aislados de proteína de 

quinoa demostró que tenían un efecto positivo en la modulación del microbioma 

intestinal de ratones [94], esto es similar al efecto observado en el presente trabajo. 

Sin embargo, trabajos anteriores en los que se utilizaron ratones como modelos, al 

alimentarlos con proteínas de soya mostraron que además de una tendencia a la 

acumulación de grasa, el efecto en la modulación del microbioma intestinal no era 

el mismo en comparación con la alimentación con proteínas de amaranto [95]. Por 

lo que se debe realizar más trabajos para comprender el efecto de las proteínas 

alimentarias en el eje proteína-intestino-hospedador-salud. 

 

5.10. Predicción funcional de taxones bacterianos. 

Las predicciones de las vías metabólicas de la composición del microbioma 

intestinal en el grupo de desnutrición en comparación con el grupo de control 

(UN/Ctrl) (Figura 8) mostraron un aumento del metabolismo del almidón y la 

sacarosa, que disminuyó una vez finalizado el consumo de amaranto (UNA/Ctrl). La 

biosíntesis del metabolismo secundario se incrementó después del consumo de 

amaranto, así como el metabolismo del butanoato, piruvato y propanoato, que son 

las rutas para producir ácido butírico y propiónico, asociado con la tendencia a 

incrementar estos metabolitos después del consumo de amaranto (Figura 8). 
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Figura 8. Mapa de calor de las funciones predichas del microbioma intestinal por 
Tax4fun2 evaluadas según las diferencias en la vía de la Enciclopedia de Genes y 
Genomas de Kioto (KEGG). Diferencias en la vía KEGG: grupo de desnutrición (UN) 
frente a niños de control (Ctrl); grupo de desnutrición que el consumió de amaranto 
(UNA) frente a grupo de desnutrición al inicio del ensayo (UN); grupo de desnutrición 
antes del consumo de amaranto (UN) frente a grupo de control (Ctrl).  
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El metabolismo de purinas y amino azúcares y nucleótidos, así como las vías 

relacionadas con el metabolismo de vitaminas, como la biotina (vitamina H), el 

nicotinato y la nicotinamida (B3), y la riboflavina (B2), mostraron una tendencia a 

aumentar por el consumo de amaranto. Debido al consumo de amaranto se observó 

un aumento de las vías metabólicas relacionadas con el metabolismo de los 

esfingolípidos y del ácido araquidónico. Los esfingolípidos son una clase de lípidos 

bioactivos que desempeñan papeles clave en la regulación de varios procesos 

celulares, mientras que el ácido araquidónico forma parte de las membranas 

celulares y es importante para la salud humana y la homeostasis de los tejidos. Se 

ha descrito una correlación entre Ruminococcaceae UCG 009 y el ácido 

araquidónico [96]. A partir del consumo de amaranto se detectaron varias especies 

de Ruminococcus (Figura 9). 

Se obtuvo una red de correlaciones con las actividades metabólicas y como 

se muestra en la Figura 8, Akkermansia parece ser una especie importante en el 

control de Ruminococcus, Bacteroides y Blautia. También se observó una relación 

positiva entre Klebsiella y E. hallii. Akkermansia también mostró una correlación 

positiva con especies de la familia Oscillospiracea, como UCG-005, 003 y 002. Las 

cepas UCG regulan Christensenellaceae R-7 y Butyrivibrio, que es una especie 

importante en el metabolismo de los lípidos. Estos grupos de bacterias intervienen 

en la regulación del metabolismo de nucleótidos y terpenoides, el transporte, la 

transducción de señales, la replicación y la reparación. 
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Figura 9. Asociación entre taxones y rutas. Los taxones están representados por 
círculos amarillos y las rutas por cuadrados verdes. Los nodos de la red son taxones 
y rutas. La asociación entre los nodos y las aristas se calculó mediante la 
metodología de correlación de Spearman. Sólo se consideraron las correlaciones 
de coordenadas absolutas > 0.5. Las correlaciones de los nodos están 
representadas por el vértice, donde el rojo son correlaciones positivas y el azul 
negativas.  



39 

6. CONCLUSIONES 

El amaranto reventado ha sido reconocido como una fuente alimenticia con gran 

potencial para combatir la malnutrición proteico-energética.  Acorde con los ensayos 

preclínicos, se propuso el uso de amaranto como producto con actividad terapéutica 

con mínima probabilidad de daño y bajo el principio de no maleficencia. Al momento 

de la propuesta (y hasta la última revisión de este documento), no se contaban con 

estudios clínicos con enfoque similar. Al ser un alimento, no se exigen pruebas 

previas rigurosas de exposición crónica; además de que la farmacocinética de este 

producto no es susceptible a la caracterización típica.  

Este ensayo piloto proporcionó pruebas valiosas para explorar la seguridad 

biológica y la tolerabilidad de este producto. Durante el desarrollo del estudio y en 

los 30 días posteriores a la intervención (acorde con la historia clínica), los 

participantes no reportaron reacciones adversas frente al consumo diario de 

amaranto, por tanto, no se reportaron eventos asociados evaluables y se verificó la 

seguridad esperada. 

El ensayo cumplió también con una función exploratoria en la que definimos 

como variables a la función hematológica (la biometría hemática completa), 

hepática, pancreática y renal. En estos análisis se verificó que el amaranto no 

modificó el perfil de los estudios bioquímico-clínicos ni hematológicos, al tiempo que 

se observaron tendencias en el aumento de valores hematológicos como el 

hematocrito y volumen corpuscular medio en los niños con desnutrición que lo 

ingirieron.   

De especial interés en este diseño prospectivo-longitudinal, el análisis que 

nos permitió identificar un cambio en el microbioma asociado a la suplementación 

dietética con amaranto reventado. Los diferentes índices de biodiversidad 

demuestran un aumento posterior a su consumo, lo cual es indicativo de una mayor 

variedad en las especies presentes en el intestino. Sin embargo, es un dato que 

debe interpretarse con reserva, estudiando que especies son las que aumentan o 

disminuyen después de la intervención, en este respecto se encontró que después 

del consumo de amaranto la diversidad beta (antes disminuida en los niños con 
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desnutrición) aumento hasta ser similar al grupo control, lo cual sugiere un efecto 

favorable.  

Además de ello se encontró una diminución en el phylum Proteobacteria, que 

ha sido asociada a la disbiosis, el aumento de la abundancia relativa de A. 

muciniphila, una bacteria relacionada con la salud intestinal y la longevidad del 

huésped, así como el género Subdoligranulum, que ha sido propuesto como una 

nueva clase de probióticos.  

Sumado a los cambios del microbioma, la producción de ácidos grasos de 

cadena corta; los cuales son producto del metabolismo y fermentación de 

carbohidratos por parte de las bacterias que propician la salud intestinal, se vio 

aumentada a niveles normales como efecto de la suplementación con amaranto, 

situación atribuible al aumento de especies productoras de butirato y propionato 

como los son E. hallii, Ruminococcus, Blautia, R. hominis, Butyricicoccus, A. 

muciniphila y Subdoligranulum sp. 

En conclusión, el presente trabajo destaca los potenciales usos del amaranto 

reventado como fuente de proteínas de origen vegetal, que requieren un 

procesamiento mínimo para alcanzar sus funciones biológicas y ser un coadyuvante 

en el tratamiento de la desnutrición. Sin embargo, la erradicación de la desnutrición 

no se logrará sólo con suplementación, sino con cambios sustanciales positivos en 

la dieta, además de mejorar las condiciones de infraestructura y educación en las 

zonas rurales. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

Este ensayo demostró que la administración diaria de amaranto no reportó eventos 

asociados evaluables, cumpliendo con la seguridad esperada a la dosis propuesta. 

Sin embargo, debido a que no existe una formula universal para ajustar la primera 

dosis en biológicos humanos, un nuevo ensayo controlado con dosis múltiples es 

recomendable.  

Respecto a la estimación del tamaño de muestra de este ensayo, se utilizó la 

cantidad mínima de sujetos de investigación con la patología de interés que 

permitiera tener una distribución normalizada de los datos recabados. Las variables 

exploratorias de elección no establecieron cambios estadística o clínicamente 

relevantes en los marcadores hemáticos y biológicos necesarios para presentar un 

perfil del agente en investigación, que permitieran proponer una respuesta 

farmacológica contundente. Por esta razón queda planteada la posibilidad de 

estudiar un analito que permita describir parámetros farmacocinéticos o la elección 

de nuevas variables que permitan definir un potencial interés en su aplicación. 

Finalmente, los cambios en el microbioma resultaron de mayor interés, pero 

se deberá estudiar la permanencia del efecto, así como la evaluación de una 

administración superior en dosis y tiempo. Basados en los hallazgos de este ensayo, 

es evidente que futuros análisis deberán seguir la recomendación de inclusión de 

un mínimo de 30 sujetos de investigación para establecer mejores parámetros que 

permitan continuar con las fases desarrollo y evaluación de efectos del amaranto 

como agente biológico. 
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9. ANEXOS 
 

Tabla Supplementaria 1. Factores sociodemográficos de los niños participantes 

que viven en comunidades rurales. 

 

Pregunta Respuestas 

¿Quién proporciona la información? Madre 
(93%) 

Abuela 
(7%) 

 

Tipo de instalación sanitaria Drenaje 
(14%) 

Letrina 
(86%) 

 

Tipo de combustible para cocinar. Gas 
(21%) 

Madera 
(79%) 

 

¿La cocina está en el mismo lugar 
donde duermes? 

Sí 
(50%) 

No 
(50%) 

 

¿Qué tipo de piso tiene la casa? Concreto 
(50%) 

Suelo 
(50%) 

 

¿De qué tipo de material está hecha 
la casa? 

Madera 
(36%) 

Concreto 
(64%) 

 

¿Tiene agua potable? Sí 
(100%) 

  

¿Qué edad tenía la madre cuando 
nació el niño? 

15 a 19 
(22%) 

20 a 24 
(71%) 

25 
(7%) 

¿Cuánto duró la lactancia? Nunca 
(22%) 

Menos de 6 
meses (50%) 

7 meses 

36% 

¿Cuál es el nivel de educación de la 
madre? 

primario 
(7%) 

secundario 
(50%) 

Escuela 
secundaria 

(43%) 

¿El niño consume alimentos 
industrializados? 

Sí 
(86%) 

No 
(14%) 

 

 

Pregunta Respuesta 

¿Cuántas veces al día come el niño? 2 veces 50 % 

3 veces 50% 

¿Qué come normalmente el niño? Frijoles, arroz, sopa, huevos. 

Le gustaba el sabor del amaranto. Sí 62,5% 

 No 37,5% 

Cree que el amaranto ayuda al 

crecimiento del niño 

Sí 100% 

¿Hubo algún momento en que el niño 

quiso dejar de comer amaranto? 

Sí 62,5% 

 No 37,5% 

¿En qué forma y con qué te gustaría 

comer amaranto? 

batido, dulces, galletas 
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Tabla Suplementaria 2. Análisis coproparasitoscópico de heces de los 

niños participantes. 

Parásitos 

Control Desnutrición 

(n = 21) 
UN 

(n = 9) 

UNA 

(n=7) 

Ninguno 13 6 6 

Blastocistis sp. 4 1 1 

Giardia lamblia 3 0 0 

Endolimax sp. 1 0 0 

Entamoeba coli 0 2 0 
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