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Abstract

Despite that the microbiome is an important part of our body is one of the great unknowns of our
biology. Until now this has not been studied depply and its influence on the physiology of our body
functions remain unknown even in health and disease processes. The importance of studying the
intestinal microbiome has a number of benefits that over time have been able to discover.

The bacterial communities found in the intestine have a great impact on the physiological
organism’s functions and the mechanism of the immune response. As we know the alcoholism is a
disease that change the metabolism of individuals and possibly the intestinal flora therefore the
importance of knowing the bacterial often in people with chronic alcoholism that not normally
carrying a balanced diet and interferes with the absorption and utilization of nutrients due to toxic or
irregularities of diet.

2 Introduccioén

En el cuerpo humano podemos encontrar una gran variedad y un inmenso nudmero de
microorganismos, principalmente diversas comunidades de bacterias que habitan en el cuerpo de
una persona comun las cuales cumplen funciones benéficas e importantes para la vida y la salud
(Cardenas, 2012). Cada vez existe un mayor interés por estudiar los microbios presentes en el
cuerpo humano, por lo cual se desarrollo el Proyecto del Microbioma Humano (HMP), con el
objetivo de construir un catdlogo o mapa genético de los microorganismos que habitan el cuerpo
humano. (Proctor 2012), el cual sera de gran utilidad ya que servira para hacer una comparacién de
estudios en diversos estados de la enfermedad, asi como también se pretende deducir como influye
la flora bacteriana en el desarrollo de diversas patologias. El intestino humano es el habitat natural
de una poblacion numerosa, diversa y dindmica de microorganismos, principalmente bacterias, las
cuales se han adaptado a la vida en la superficie de las mucosas o en la luz del intestino, que junto
con otras células forman una organizacién compleja en el que realizan diversos procesos biologicos
(Guarner, 2006). Por lo cual, el microbioma intestinal se compone de un gran nimero de
microorganismos, alrededor de 395 filotipos a nivel de cepa, los miembros de los géneros:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria, son las principales especies que se
encuentran en la microbiota del adulto.

Los cambios en la flora intestinal podrian ser indicadores muy valiosos para determinar el
riesgo de padecer una patologia o para ayudar a diagnosticar algunas enfermedades como la
diabetes, obesidad, inflamacion intestinal asi como el desarrollo del cancer (Guarner et al., 2011).
Por otra parte, un estudio previo demostro que las bacterias que normalmente residen dentro del
tracto gastrointestinal de humanos, afectan la asimilacién de nutrientes y la regulacion de energetica
del individuo; esto ha llegado a sugerir que las personas obesas y delgadas presenten un
microbioma intestinal diferente y por ello se a llegado a la conclusién que el microbioma intestinal
juega un papel importante en la regulacion del peso y puede ser responsable del desarrollo de
obesidad en algunas personas (Guarner, 2010). La importancia del estudio del microbioma intestinal
conlleva una serie de beneficios, en la cual las comunidades bacterianas encontradas en el intestino
tienen un gran impacto en las funciones fisioldgicas del organismo y en el mecanismo de la
respuesta inmune.

Por otra parte, mediante diversas sefiales moleculares, la flora intestinal participa en el
desarrollo de las microvellosidadesasi como en la proteccion estructural y metabdlica del epitelio
que recubre el sistema digestivo, ademéas juega un papel muy importante en la absorcion de
nutrientes y la determinacién del estado de salud (Andrew L. y Philip P., 2011).
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Por otro lado, se ha demostrado que el uso de antibidticos altera el equilibrio del ecosistema,
lo que repercute en las interacciones microbiota-hospedador y, consecuentemente, en la salud
humana. Ademas, los antibioticos promueven la expansion de cepas resistentes en la microbiota,
creando un reservorio de genes de resistencia, lo que constituye un grave problema en salud publica
(Gosalbes et al., 2011).

Segln la Organizacion Mundial de la Salud, el alcoholismo es un trastorno cronico de la
conducta que se manifiesta por repetidas ingestas de alcohol, excesivas respecto a las normas
dietéticas y sociales de la comunidad y por abarcar interfiriendo en la salud o en las funciones
economicas y sociales del bebedor. El alcoholismo cronico es un proceso patologico provocado por
el consumo habitual de alcohol en cantidades excesivas, este estado de alcoholismo puede generar:
cirrosis, gastritis, trastornos hepaticos, trastornos de ansiedad. Por otro lado, el alcoholismo crénico
genera transformaciones de caracter, el mal humor, el desgano y la irritabilidad e incluso
alcanzando la depresion ((Diccionario Mosby, 2011, p.86).

El uso cronico de alcohol se piensa que influye negativamente en la composicion bacteriana
del ser humano, por lo tanto puede contribuir a la patogénesis de las complicaciones del
alcoholismo. La persistencia en la ingestion de etanol conduce a una pérdida adicional de peso, la
evidencia creciente sugiere que las endotoxinas bacterianas del intestino son cofactores para la
lesion tisular por alcohol y en la falla de los 6rganos, como la enfermedad hepética alcohodlica
(EHA), que solo se producen en algunos individuos alcohdlicos. Se ha propuesto que el consumo
cronico de alcohol genera alteraciones de la microbiota intestinal, lo cual puede ser la causa del
estado inflamatorio y de la endotoxemia observada en los pacientes alcohélicos demostrando que el
microbioma bacteriano del intestino esta alterada en personas alcoholicas (Mutlu et al., 2012).

Por otro lado, los alcohdlicos normalmente no suelen llevar una dieta equilibrada, ademaés de
que pueden sufrir alteraciones en cuanto a la absorcion y el aprovechamiento de los nutrientes. Por
tanto, no es raro que estos pacientes sufran malnutricién primaria o secundaria. La malnutricion
primaria: ocurre cuando el alcohol reemplaza a otros nutrientes de la dieta, con lo que su ingestion
total se reduce; la desnutricién secundaria: ocurre cuando el aporte de nutrientes es adecuado, pero
el alcohol interfiere con su absorcion en el intestino delgado. El estado de desnutricion méas grave,
asociado a una significativa reduccion de la masa muscular, se encuentra en los pacientes que
ingresan en un hospital debido a que presentan complicaciones clinicas de su alcoholismo como,
por ejemplo, hepatopatia cronica o pancreatitis (Moreno y Cortez, 2008). Por lo antes mencionado
es probable que la microbiota intestinal sufra cambios en los individuos, en base a ello, en el
presente reporte se determino si existen alteraciones en la flora enterobacteriana intestinal de
pacientes con un grado cronico de alcoholismo. Ya que la familia Enterobacteriaceae constituye un
grupo grande y heterogéneo de bacterias Gram negativas, tienen una medida aproximada de 0.5-
1.5um por 1 a 6pum de diametro, pueden ser moviles o no maviles, dependiendo si presentan 0 no
flagelo, no forman esporas. Crecen de forma aerobia o anaerobia (anaerobios facultativos) en varios
medios no selectivos (agar sangre) y selectivos (agar Mac-Conkey).

Fermentan la glucosa y reducen los nitratos, son catalasa positiva y oxidasa negativo. Se
encuentran en el suelo, el agua, la vegetacion y también en la flora intestinal normal del ser
humano. En el cual producen una variedad de enfermedades, por ejemplo: de un 30% al 35% de
septicemia, mas del 70% de las infecciones del aparato urinario y muchas infecciones intestinales.
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2.1 Materiales y métodos
Sensibilizacion de la poblacion.

Se informo al responsable de cada centro sobre los estudios que se pretendieron realizar asi como
su colaboracion en la seleccion de los pacientes que presentaron un grado cronico de alcoholismo.
A los pacientes se les impartié una platica de las caracteristicas del estudio y se les invito a
participar, los que aceptaron firmaron una carta de consentimiento informado, se aplicé una
encuesta epidemioldgica para determinar el grado de alcoholismo en base a su historia clinica, datos
socioecondémicos y cantidad ingerida de alcohol.

Recoleccién de muestra.

Las muestras de los pacientes fueron recolectadas en los centros de ayuda “alcohdlicos anonimos”
de Chilpancingo de los Bravo, Guerrero. A las personas se les dio instrucciones sobre el método de
toma de muestra coproldgica, para lo cual se les otorgd un frasco estéril de boca ancha y tapa de
rosca. Posteriormente recolectamos la muestra, la cual se trasladé instantaneamente al laboratorio
de la Unidad de Investigacion Especializada en Microbiologia de la Universidad Autonoma de
Guerrero.

Aislamiento bacteriano.

Para realizar los aislamientos bacterianos, las muestras se sembraron en diferentes medios de
cultivo enriquecidos como Agar soya tripticaseina, agar sangre,. Posteriormente las muestras se
resembraron en medios de cultivos selectivos para la diferenciacion e identificacion de bacterias:
Agar Mac Conkey, agar EMB vy agar sal y manitol, El cultivo se incubo a una temperatura de 37°C
y en ambiente de aerobiosis por un periodo de 24-48 horas.

Identificacion bacteriana.

Para la identificacion del tipo bacteriano presente, se realizd la observacion de la morfologia
colonial en los diferentes medios de cultivo, ademas de utilizar la tinciobn Gram. Posteriormente se
realizaron las pruebas bioquimicas oxidasa y catalasa, y finalmente se confirmé el tipo bacteriano
por medio del equipo automatizado; Vitek 2 compact.

Anélisis estadistico.

Los resultados se reportaron por escrito en el formato correspondiente y se entregaron al paciente.
Los datos obtenidos del estudio de laboratorio y los obtenidos en la encuesta se capturaron en una
base de datos del programa Excel y se obtuvieron los porcentajes del consumo de alcohol, tipo de
bebida ingerida, presencia de una enfermedad, enfermedad relacionadad con E. coli entre otros.

2.2 Resultados y discusion
Los muestreos se realizaron en tres centros de rehabilitacion de “Alcohodlicos Andnimos” ubicados

en la ciudad de Chilpancingo Guerrero., 1) Col. El polvorin, Grupo “La amistad”, 2) Col. San
Rafael norte, Grupo “Paso XII”, 3) Col. Leona Vicario, “Anexo II”. (ver figura 1).
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Figura 2. Mapa de la ciudad de Chilpancingo Gro., donde se localizan los centros de
rehabilitacion. Los puntos rojos nos indican la ubicacion precisa de las colonias donde se
encuentran cada uno de los centros de rehabilitacion.
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El alcohol es una sustancia capaz de producir habito y su consumo excesivo son los
principales problemas de salud publica en el mundo. En México de acuerdo a una encuesta
realizada, la cerveza es la bebida alcohdlica preferida en 61% seguida por el tequila, otros licores
como el ron, whisky y mezcal tienen una preferencia menor al 5 por ciento (Maldonado L., 2009).
En el presente trabajo se realizo una encuesta a los pacientes que aceptaron participar en la
investigacion en donde se encontrd que los tipos de bebidas preferidas fueron el alcohol puro con un
porcentaje del 43% y la cerveza con un porcentaje del 31%. (ver grafica 1). Esto pudiera estar
relacionado a las diferencias culturales que se dan por regién y que existen en el estado de Guerrero,
ya que la poblacion que habita Chilpancingo, es multicultural y de diferente poder adquisitivo. Por
otro lado, el alcohol puro, el mezcal y la cerveza son claramente preferidas en el sureste, ademas
cabe mencionar que cuando se llega a un estado de consumo de alcohol cronico este tipo de bebida
es comun en este tipo de poblacion.

Grafica 2. Tipos de bebidas ingeridas. Se realizé una encuesta del tipo de bebidas que
ingerian cada paciente, en el cual el alcohol puro fue el més frecuente seguido de la cerveza'y
en menor cantidad el mezcal, agua ardiente y whisky, solo tres personas coincidieron que
tomaban de todo.
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Los efectos o resultados adversos que se obtienen a nivel de la salud por el consumo de
alcohol son multiples y los problemas fisicos se producen de forma progresiva, de este modo puede
que se pase de una etapa en la que no hay sintomas a una en la que presenten sintomas de tipo
medio y posteriormente a sintomas graves. Solo el 24% de los pacientes en rehabilitacion
expresaron presentar sintomas en los que destacan: gastritis, cirrosis hepatica, diabetes, anorexia, y
presion arterial. (Ver grafica 2). Estos sintomas suelen ser frecuentes en personas que consumen
alcohol de forma cronica, la cirrosis hepética es una de las méas importantes que influye en el estado
de salud y en las complicaciones de diferentes érganos (Mutlu et al., 2012). Si bien es necesario
tomar en cuenta que el fondo genético de los individuos, asi como la composicion de su
microbioma son factores importantes para el desarrollo de ciertas patologias o la presencia de
alguna enfermedad o dafio a un o6rgano (Solis L., 2007). Y en el caso del alcoholismo diversos
organos se ven afectados, asi como el dafio metabolico o alteracion metabdlica puede influir para
que se altere la microbiota intestinal.

Grafica 2.1 Pacientes que presentaron alguna enfermedad. De 50 pacientes encuestados solo
el 24% presentaron sintomas dentro del centro de rehabilitacion, entre las que destacan:
gastritis, cirrosis hepética, diabetes anorexia y presién arterial.

Pacientes que presentan alguna enfermedad
24%

mSI mNO

Para determinar la prevalencia de la especie bacteriana mas comdn en relacion con la
enfermedad mas frecuente en pacientes alcohdlicos, se realizd un andlisis estadistico en la cual se
encontrdé que en los pacientes que reportaron gastritis (40%), E. coli fue la especie bacteriana mas
prev

alente (ver grafica 3), la cual se encontrd en un total de 23 pacientes.

Aunque E. coli forma parte de la flora normal, es uno de los microorganismo mas
prevalentes en individuos hospitalizados e inmunodeprimidos incluyendo pacientes alcohdlicos y
diabéticos (Puerta-Garcia y F. Mateos., 2010), esto concuerda con lo encontrado en el presente
trabajo.

Grafica 2.2 Enfermedades relacionadas con la prevalencia de E. coli. Gastritis fue la
enfermedad mas frecuente entre los pacientes con 40%, cirrosis hepatica con 16% y por
ultimo diabetes con 10%.
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Cuando se analizo el estudio el 92% de los pacientes fueron del sexo masculino y solo el 8%
fueron del género femenino, (ver grafica 4). Esto se debe a que en cada centro solo tenia alrededor
de 5 mujeres y en su mayoria eran hombres eso explica la media nacional de consumo de alcohol
que de cada 100 hombres 10 presentan por lo menos abuso a las bebidas embriagantes (Ibafez 1.,
2014) por cada 100 mujeres, 2 presentan este problema. De acuerdo a estadisticas nacionales en
consumo de alcohol realizada en enero del 2014, Guerrero ocupa una tasa de abuso/dependencia de
alcohol: en hombres de 10.4 por ciento y en mujeres 2.1 por ciento a nivel estatal.

Grafica 2.3 Tipo de género al que se le realizo el estudio. En el que sexo masculino fue el
mas frecuente con un 92% y en el caso del femenino solo el 8%.
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En el presente estudio se determino la frecuencia de Enterobacterias y la relacion que existe
entre el microbioma intestinal en personas que consumen alcohol de forma cronica usando como
control personas que no consumen alcohol, (ver grafica 5A y 5B). En este caso tenemos a E. coli y
K. pneumoniae en ambos estudios, mientras que las dos especies de Serratia y Enterobacter
Unicamente en pacientes alcohdlicos. De acuerdo a estudios realizados previamente relacionados
con el microbioma intestestinal encontramos que la frecuencia bacteriana de personas
aparentemente sanas resulto ser igual a la flora normal de una persona comun, como tambien se ha
demostrado en (Eckburght et al,. 2005), obteniendo a E. coli, K. pneumoniae y Proteus con mayor
frecuencia. Si bien no existen reportes que nos indiquen como se encuentra la flora intestinal en
personas que consumen alcohol de forma cronica. Los resultados obtenidos de dichos estudios
revelan que E. coli fue mas frecuente con un 72%, seguido de E. cloacae 18% y el género Serratia
1%, estos dos ultimos no son muy frecuentes encontrarlos en la flora normal mas sin embargo
pueden presentarse como agentes patdgenos en personas inmunocomprometidas y por lo tanto en
personas alcoholicas.

Grafica 2.4 A) Frecuencia bacteria en personas sanas. Las bacterias mas frecuentes son E. coli con un 50%, y con un
25% K. pneumoniae y Proteus. B) frecuencia bacteriana en personas alcoholicas. E. coli con un 72%, E. cloacae con
18%, y en menor frecuencia klebsiella con 6%, E. aerogenes 6% y S. fonticola y S. adorifera con un 1%.

mE.coli mK. pneumoniae O Proteus

= Serratia odorifer a
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2.4 Conclusiones

Se determino la frecuencia de enterobacterias en individuos con un grado cronico de alcoholismo
dentro de las cuales se encontro con mayor frecuencia: Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae respectivamente. Al comparar estos datos con los de la microbiota intestinal
en personas aparentemente sanas, en estas no se detecto las dos especies de Serratia y Enterobacter.
Lo cual prueba la hipostesis en la cual se sugiere que existen diferencias en el microbioma
intestinal en personas que sufren una patologia relacionada con el alcoholismo.
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