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. RESUMEN
Las infecciones gastrointestinales por enterobactenas Gram-negativas

son frecuentes en nuestra poblacidn Se asocia la presencia de éstas

enterobacterias invasivas durante el procesoc de elaboracion o almacenamiento
del pulque. debido a que &ste no sufre procescs de destlacidn, Hitracién o

pasteunizacior De ahi que sea comun observar que 1as personas que ingeren

pulque presenten en alqunas ocasicnes alieracicnes gasircintestinales

acompanados de cuadros diarreices
Para el estudio se incluyeron un total de 48 pacientes provenientes del

D F y area conurbada (22 pacientes) - Pachuca. Hgo (26 pacientes), gue

presentaron cuadros diarréicos al momento de la entrevista o0 en ios uitimos 30

dias, ademas de que consumian puigue de manera considerable A estos 48

pacientes se les realicaron tas PFH y los coprocuitivos En los coprocultivos se

obtuvo un crecimiento neto de 91 6% del total de las muestras sembtradas en
medio Agar MacConkey. A partir def crecimento se hizo la extraccion del ADN,

formando un banco de ADN bacteriano de 44 pacientes en total Este ADN se

sometid a una PCR para la dentificacion ce los generos cde mteres (Saimenella,

Stugelta, ECEl} Se utitizaron i0s oligonuciedtidos especificas para rcentificar ef

gen Fim A perteneciente a Salimonella y el gen de invasividad IpaH

perteneciente a Shigella/ECE! (FPP1/FPP2 o IpaK Hi/ipaHiV respectivamenite).

De los 26 pacientes de Pachuca, 6 fueron positivos para los géeneros de interes:



y para el D F de los 22 pacientes 4 fueron positivaos Para Pachuca, Hgo . tres
pacientes presentaron infeccidn para Salmonella spp y tres para Shigella
sSpp/ECEl, mientras que para ¢l DF y area conurbada presentaron dos
pacientes infeccion para Salmonella spp y dos pacientes mas para Shigeila
spp/ECE! Se observd una baja incidencia de casos positivos

Para evaluar el cano hepauco se reahzaron las PFH y la exploracién
clinica de ies pacientes. donde s encontréd gue cerca del S0% de los pacientas
tuvieron datcs de hepatopatia Se encontré un desarrollo bactenano en un 91%
det total de ias muestras Fue nterasante notar que de los pacientes a quienes
se les detectd las bactenas Gram-negativas por la técnica de PCR. solo un
paciente nc presentd danc hepatico Por 2! contrar:o. el resto de ios pacientes
que fuercn cesitivos mostraron gque entre mayor era la mngesta de alcohel. mayor
era el dafio hepatico Asimuisme, en algunos casos dependciendo ce la severidad
de los cuadros diarréicos mayor fue el dano hepatico Es impontante sefalar que
la ausencia de positividad para detectar Gram-negativas. No necasariamente

significd ausencia de infeccion Por el contrano, es posible que la infeccion

existente fuera debida a otre generc de bacteria Los resuitados de este estucio

sugieren que la infeccidn por bacternas Gram-negativas es un factor que influye
en | desarrolio del dano hepatico No obstante estudios postencres incluyendo

un mayor numero de pacientes podran aclarar esta cuestién.



1. INTRODUCCION
1.1 Higado

1.1, Caracteristicas anatomicas vy funcionales

El higacdo es la glandula mas grande del cuerpoc humano, pesa 1,400 g.
en promedio en ei adulto Se locahiza bajo el diafragma y ocupa ta mayor parte
del ipocondno derecho y una parte del epigastrio en el abdcmen Esta cubierto
casi en su totalidad per penitoreo (capsula de Gihisson, formada principaimente
de colagena tipo | v NIl } S2 divide en dos i¢tulcs grincipales. derechoc e
izquierdo, separados por el lgamento falcforme Los lotulos cuadrado y
caudado, de posiciones inferiores. guardan retacion con €l derecho (fig 1)

Los 16bulos dei nigado cconsisten en numerosas unidades funciornales
observables 21 microscopic Les ‘ctbulillos se componen de cordones de ceéiulias
hepaticas (o hepatocitos) dispuestos en forma radial alrededor de una vena
central. En éstos se observan espacios revestidcs por endactelio, 1os sinuscides
por los cuales circula la sangre Los sinuscides presentan tambien un
revestimiento parcial de céluias estrelladas liamadas ceélulas de Kupfier ce

actividad fagocitica '

1o



16bulo cuadrado { atras )

2 jotulo wrquierdo

S
7 \“».\J ihigamento falaiforme
v

" v Lobulo caudado t atras )

i
t___ygsicula balrar

Fig. 1 Caracteristicas morfalayicas del hivado normal.
(tomado de Tortora G., 1957y ¢




El higado jusga un papel importante en ja homeostasis. Es el sitio
primario de regulacidn del metabolismo energético. toma y procesa los
nutrientes ingeridos por el organismo controlando la distribucién a tejidos
extrahepaticos Sintetiza proteinas esenciales, enzimas y cofactores requeridos
para la digestion de ios nutrtentes que permita llevar a cabo una funcién normai
del ergarmsma Fmalmenta as cruc:al para la destoxificacion y elirminacién de

una gran variedad de compuesics enddgenos y exdogenos .

1.2 Cirrosis hepatica

El término currosis tiene su ongen en la palabra griega Kirrhos que
significa color café-narama. fue por o tanto el color leonado del higado mas que
su consistenc:a el gue did el nombre a la enfermedad La lesidn fundamental en
el desarroilo de ia cirrosis fue sefatada en 1889 por Ackerman y en 1204 por
Kretz, ellos opmnaron que ‘la pércida del parénquima hepatico era debido a
necrosis hepatocelular con desarroilc de tejdo ceonectivo’ 3

La cirrosis es una enfermedad crénica def higado con destruccion difusa
y regeneracion de las células del parénguima hepatico Se caracteriza por un
incremento del tejido conectivo que ttene como resultado una desorgamzacion

de la arguitectura lobular, dando fibrosis y nddulos de regeneracion * Dentro de

12



las causas de cifrosis las mas importantes son el alcoholismo y las hepatitis
virales .

Hasta hace mas de veinte afnos se pensaba qgue la enfermedad hepatuca
del alcohdlico se debia exclusivamente a desnutrnicién y no a ios efectos toxicos
directos del alcohol caracteristicamente la crrosis del! aicohdlico ro se
denominaba cirrosis alcohohica™ sino “cirrosis grasa nutrnicional” Durante 1$55-

1668 se demostrd que ¢l etanaol tenia un importante efacic sobre el metabchsmo

ntermediano del higado, principalmente de lipidos =

E! 50% de los alcohodlicos tienen higado graso esto se puede considerar
comao un signo prondstico de la apancidn de curosis y esto explicaria la
hipertension portal en el higado graso

La cirrosis alcohdlica es una secuela de la hepatiis aicondlica
precedente. la enfermedad se presenta por 1o general solo tras anos de ingesta
excesiva del alcohol

Se ha sugerido que la Dosis Efectiva 5G (dcsis cirrdtica media)

corresponde a un consumo diario de etanoi de 180g durante 25 afos °

En
general, cuanto mas largo sea el tempo de consumo diano de alcohol, maycr es
la probabilidad de presentar hepatitis alcohdlica y cirrosis

En los aftos noventas, la enfermedad se sigue coenservando entre las diez

primeras causas de defuncidn, es decir, el comportamiento epidemioldgico es

endémico mas que epidémico 1o que hace su control mas complejo. En México



las condiciones propicias para el consumo de alcohol se dan a veces desde el
destete de los lactantes ya que algunos grupos lo hacen con pulque o

Desde hace tiempo se ha estudiado al alcoholismo desde el punto de
vista geneético Aungue se sugiere que hay una predisposicion farmitiar, todavia
no se ha determinado cual es la partcipacion del iactor hereditario Lo que es
claro, es que existen reglas socio-culturales y de aprendizaje que juegan un
pacel muy importante en el desarrcilo del alcoholismo

Se enfatiza ia posible implicacion de los factcres genéticos y de

predisposicidn constitucional para el o 3

sarrotfo de cirrosis Pcr ejemplo, se ha
VIStc que algunos grupos etnicos presentan una 2iimnacion de etanol mas
lenta y va acompafiada con signos vasomotores mas severos y prolongados’’
Sin embargo. cbservaciones climicas y experimentales sefalan gue los eventos
finales an la curosis producida por alcohol son similares a otros t1pos de CiIrrosis
de etioclogia no aicondlica. ’
Come consecuencia del dafo en ceiulas parenguimatosas por aicohol y
por los efectos de desviacion de la sangre alrededor del 1ébulo, muchas de las
funciones biosintéticas se reducen, jo cual se refieya en la poca cantidad ce
proteinas plasmaticas y factores de coagulacidon ademas cde Ila reducida
capacidad de manipular sustancias endogenas y exogenas como la bilirrubina,

amonio y otras drogas *.



1.2.2 Patogénesis de ln enfermedad

La cirrosis hepatica es un estado patoidgico final, inducido por agentes
biclégicos (infecciones) o quimicos (consumo de alcohol) capaces de producir
dafio crénico generalizado en &l higado La enfermedad se caracteriza por
acumulacion de colagena, alteracidn en la arguitectura del higado y formacion
de nédulos regenerativos En general todas las enfermedades cronicas del
higado presentan una reaccién patobioquimica llamada fibrosis,
independientemente del agente eticldgico que la produzca "'

La fibrosis progresiva del higado es una causa importante de morbilidad y
mortalidad. La fibrosis del higado, causada por un insulto al érgano, conlleva a
un trastorno de arquitectura hepatica, regeneraciéon nodular y pérdida funcional 2
{fig.2).

La caracteristica sobresaliente de la cirrosis es el depdsito de colagena y
proteinas de matriz alrededor de los hepatocitos con regeneraciédn nodular. El
higado normal contiene pequenas cantidades de colagena tipo | y Ill. Estas se
incrementan generalmente en higado cirrético, particularmente la colagena tipo |
y proteinas de matriz como fibronectina y laminina '*. Una de las células
hepdticas que esta estrechamente relacicnada con el desarrollo de fibrosis es la

célula estelar hepatica. Las células estelares, o células de lto, se encuentran en

el espacio de Disse en contacto con las células de Kupffer.
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Se sabe que las células estelares pierden el retinol acumulado en

respuesta a varios agentes fibrogénicos y éstas células son transformadas a

células semejantes a fibroblastos, celulas transicionales, éstas tienen una

capacidad mas alta de sintetizar colagena y componentes de matriz. Las células
estelares cambian a células transicionales en el higado de pacientes
alcohodlicos que desarrollan fibrosis (ig. 3).

Las funciones de las células estelares van desde e! almacenaje de

lipidos y witamina A hasta la sintesis de proteinas (componentes de matriz

extracelular) ? . Una pregunta importante, aun sin resolver, sobre la enfermedad
crénica del higado es 1o que concierne a la sefal y estimulo que causa dicha
transformacion. Ef TGF-31 probablemente juega una papel central en la fibrosis
hepatica. El TGF-p1 es un potente estimulador de la sintesis de colagena en las
células estelares asi como en los hepatocitos '®. La IL-1, IL-6 y el TNF-a son

secretados por las células de Kupffer o céiulas sanguineas como monocitos,

polimorfonucleares 6 plaquetas que actuan como moduladores del TGF-B1 y de

las células estelares 2.

1.2.3 Manifestaciones clinicas

La cirrosis alcohdlica puede ser asintomatica en un 10% a 20% de los

pacientes, pero comunmente presentan complicaciones propias de la
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enfermedad hepatica cronica, como Ia ictericia, ascitis, esplenomegalia,
hepatomegalia y sangrado de tubo digestivo, o bien la enfermedad hepatica
puede ser detectada cuando el paciente es evaluado por un evento no
relacionado. Entre los pacientes masculinos cirrdticos la femnizacion y et
hipogonadismo son mucho mas comunes En estos pacientes se presenta con
frecuencia la hemocromatos:s, en comparacion con los pacientes que presentan
hepatitis crénica

Las complicacicnes de la cirrosis alcohdlica incluye l!a ascitis, peritonitis
bacteriana espontanea, sindrome hepatorenal, encefalopatia hepatica y

carcinoma hepatocelutar

124 |

tas anormalidades en las PFH en la cirrosis alcohdélica son menos
pronunciadas que en la hepatitis alcohdlica. Muchos de los valores de las
pruebas hepaticas estan cerca de los valores normales

Las anormalidades cuando se presentan pueden incluir un ligero
incremento en transaminasas ALT y AST no sobrepasando cinco veces su
valor normal °. Alteracion en la Bt y Bd. lo cual puede ser traducide como un
trastorno de su captacion, conjugacion asi como de su

aliminacién, considerandose estos cambios como un factor prondstico. Hay un
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descenso en la cifra de TP, pero mas importante es el descenso de la
concentracion de ALB. El origen de esta hipoalbuminemia es por la disminucidn
de ta sintesis hepética y por !la hemodilucidn Existe también una pos:ble
elevacién de las globulinas.

La GGT es mas sensible que ias transaminasas y la ALP, cuando se
sospecha de una hepatopatia crénica. Es espectalmente utl en casos de abuso

de alcohol '°.

La ALP esta elovada en el 70% de los casos de cCirrfosis no
sobrepasando mas de tres veces su valor normal. El tiempo de protrombina
forma parte de los indices prondsticos de gravedad de la cirrosis, éste
parametro suele estar alargado, debido a una deficiencia de la sintesis de los
factores de la coagulacidon '°. El hiperesplenismo. en la cirrosis hepatica, por si
sola no permite niveles de plaquetas menores de SO.DOO/mm;, y fla
esplenectomia o cirugia no esta indicada 2.

En la biometria hematica la anemia es quiza el signo hematoldgico mas
frecuente en Ila cirrosis hepdtica. Se observa con frecuencia un origen
multifactorial como hemadalisis, STD, deficiencia de vitamina B12, acido fdlico,

plaquetopenia y leucopenia.



1.2.5 Nos

El diagndstico diferencial de la cirrosis hepatica debe realizarse con
nuMerosos procesos que pueden cursar con hepatomegalia, alteraciones de las
PFH, ictericia, ascitis o hipertensiéon portal

Un examen fisico cuidadoso puede permitir descubrir estigmas cutaneos
de gran valor diagndstico. Junto con ello la realizacién de las exploraciones
complementarias permitird establecer con seguridad el diagnodstico de la
cirrosis. Un segundo estudic es el diagndstico eticlégico ya que permite
precisar mejor el prondstico o determinar la adopcidn de ciertas medidas
profilacticas o terapéuticas en los familiares '°

El| diagnéstico etioldgico se basa en los datos de la anamnesis, en la
observacion de otras consecuencias de la ingesta excesiva come macrocitosis,
trastornos de la memoria o del comportamiento, y en el hallazgo en la biopsia
hepatica.

La evolucién de la cirrosis hepatica alcohdlica es variable pero en
general su supervivencia depende al menos en parte del abandono o

prosecucion del habito alcohdlico.
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.1.2.6 Pronostice

No puede valorarse en cifras absolutas de supervivencia ya que esta
enfermedad puede evolucionar en farma subclinica y permanecer sin
diagnosticar durante anos. No es raro observar largas supervivencias de mas de
10 afdos en pacientes no descompensados en quienes el diagndstico se realizd
en forma casual. Por el contrario, el prondstico se ensombrece notablemente
desde el momento en que aparece la primera descompensacidn clinica No
obstante se dispone de datos objetivos que permiten en muchos casos emitir un
prondstico aproximado.

E! prondstico de la cirrosis alcohdlica mejora si el paciente deja de beber
a menos de que se halle en una fase muy avanzada con hipertensién portal y
varices esofagicas. La muerte de los enfermos cirrdticos ocurre pccas veces por
insuficiencia hepatocelular progresiva. Lo habitual es que esté en relacién con
1a aparicion de hemorragias digestivas, ascitis e insuficiencia renal o infecciones

graves y también con el desarrollo de carcinoma hepatoceiutar '°.

.7 Tratamiento

En contadas ocasiones se dispone de medidas terapéuticas para realizar
un tratamiento eticlégico de la cirrosis hepatica. Por el momento no existen

pruebas de que ia administracion de agentes antifibrogénicos sean eficaces en

el tratamiento de la cirrosis.



La abstinencia del alcohol, recomendada a todos los enfermos cirréticos,
s especialmente valiosa en los enfermos con lesiones hepaticas alcohdlicas
La cirrosis hepética compensada no requiere ningun tratamiento especial EJ

reposo y los regimenes dietélticos No son en esta fase de utihdad Debe

permairse al paciente reatizar una vida social, laboral normal y alimentarse con

una dieta vanada y equihbrada '?

1.3 Cofactores det dano hepatico por aleohot

1.53.1 Alcohol

El alcohol (etanol) es un compuesto quimico que ha estado ligado a la
humanidad Se ha usado con fines diversos, aunque su empleo mas comun es
como eufonzante y ansiolitico '°

Seguramente cuando el hombre conocid el alcohol y disfruté de sus
efectos placenteros. nunca imagind el dafo que era capaz de progducirle a lo
largo de la historia de la humanidad. El aicoho! se ha incorporado a la vida dei
hombre y ha oscilado entre el uso moderado y piacentero, hasta el abuso
intemperante y la dependencia que lo convierten en un agente téxico de alto

riesgo

La asociacién de la cirrosis hepatica con el consumo de alcohol en

cantidades excesivas es conocida desde la antiguedad. Esto surgid de la

observacién de que los grandes bebedores desarroliaban cirrosis mucho mas
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frecuentemente que los no bebedores Ademdas esta demostrada una relacién
entre el consumo de alcohol y mortalidad por cirrosis La toxicidad hepdtica del
alcohol per se ha sido demostrada. pero lo que no estad completamente
esclarecido es la causa por la que solo una parte de 10s alcohdlicas crénicos
desarrollan cirrosis hepatica Un factor crucial es la cantidad y duracion de la
ingesta alcohdlica, ya que hasta un 75% de las personas que ingiteren mas de
160 g/dia de EtOH presentan lesicones hepaticas graves al cabo de 15 afos Se
ha visto que las infecciones por bacterias enterocinvasivas Gram-negativas, asi
ceomo los factores inmunologicos genéticos o también por llevar una mala
nutricién, pueden actuar como facicres predisponentes para e! desarrollo de
dadfic hepatico

E! mecarnismo por el cual ei alcohol! ilega a procucir cirrosis no es bien
conocido La esteatosis no es una lesién pre-cirrdtica pero si lo es la hepatitis
alcohdlica. Probablemente el alcohol es también capaz de inducir cirrosis por
mecanismos distintos de la hepatitis alcondlhica. relacionados fundamentalmente

.

con su capacidad para incuctr fibrcsis progresiva del higado

z A Pulgue

1.3.1.1.1 Nawuraleza v elaboractin
El puique es una bebida tradicionalmente fermentada de bajo grado

alcohdlico. Es obtenido por fermentacidén del aguamiei el cual es la savia de



muchas especies de agave (maguey). El aguamiel es extraido de plantas que
tienen entre 8 a 10 anos de edad E! tallo floral es cortado con una clase
especial de cuchillo, |a operacidn es conocida con el nombre de “castracién”™

El jugo de la savia se acumula gradualmente en la cavicad formada en el
centro del agave En esta cavidad el aguamrel es remowvido dhariamente pcr una
succién oral a través de un “acocote” (instrumento largo que funciona como
popote). El aguamiel es transferido a unos barriles para transportario al sitio
donde se procesa el pulque, ahi es fermentado en tanques de madera. cuero,

plastico o fibra de viario (tinacal)

El pulgue es entonces distribuido a las pulquerias O a pequenas

tiendas Namadas "toreos™ '7'®

En las ciudades peqguefas de las zonas rurales el pulgue proviene de
pequefios prcductores y es donde aun se puede beber el pulque de buena
calidad, con su moderado sabor agridulce, sin olor, cas: sin viscosidad y con

diferentes grados de alcohol Caso contrario a lo que sucede en las grandes

urpes donce solo de un 40% a un S0% pasa por las "aduanas” ya que todo 1o

demas pasa de contrabando para venderse en pulquerias clandestinas '®



1.3.1.1.2. Sigmificado cconantice

Para los campesinos el maguey no es un cultivo exclusivo sino
complementario, tantoc desde el punto de vista econdmico come del use racional
de suelo La planta exige muy pocos cuidados, proporciona alimento, abono,
proteccion contra el ingreso de animales y es el medio para evitar la e2rosion
Cuando ilega a la etapa final de su vida s posible obtener un ingreso adicicnal
con la venta del gusano de maguey. el maxicte y del pulgque ademas de que
antes se sembraron o se vendieron los hijuelos

A lo largo de la histornia el maguey y el pulque han tenido un destacado
lugar en la satsfaccion de ias necesidades del pueblo mexicano Si bien su
contribucion econémica ha sido importantisima, es posible determinar su apore
a lo que los econcmustas llaman el Producto Interno Bruto Pese a sllo. si es
posible sefalar que la participacién es cada vez mas peguena y que el declive

se ha acentuado drasticamente '®

1.3.1. 7.3 Sugnficado clineo
El pulque es una bebida que no sufre pcrocesos de destilacion, filtracion &
pasteunzacion, por 1o que se sugiere que puede estar contaminado de una gran

variedad de flora asi como de sus correspondientes productos Es

tradicionalmente consumido en el centro de México como parte de una dieta



normal desde !a infancia. Frecuentemente provee un 15% de los requerimientas
energéticos en adultos de 20 a 50 afos (ingesta promediode 1 a 2 L).

Ningin estudio ha podido demostrar que la cerveza. el vino o los licores
destilados sean mejores o causen menos dafo que el pulque '®

Algunos estudios microbiolégicos del pulque se han  enfocado
prnncipalmente al aislamiento de diferentes especies de levaduras. Lactobaciflus
spp. parece ser la responsable de la produccidon de acido lactico mientras que
Saccharomyces cerevisiae y Zimomonas mobiis son las principales productoras
de alcohol Se ha observado que eslos MiCroorganismos tienen una accién
antimicrobiana contra coliformes y levaduras filamentosas, previniendo asi la
posible contaminacidn contra microcorganismos enteropatogenos °> %

Actuaimente ciertos estudios clinicos asocian ia presencia de diarrea con
fa ingesta de pulgque Asimismo, el consumo de pulgue ha sido asociado a fa
gran prevalencia del dano hepatico. De hecho. !a mortalidad causada por la
cirrasis hepanca en Mexico es mas alta en aqguellcs estados productores de
puigue “?

Investigaciones en animales han mostrado que las endotoxinas juegan un
papel importante en el desarroilo de la enfermedad hepatica alcohdlica 2%, La
toxicidad en el higado a través de endotoxinas producidas por las bacterias

Gram-negativas se asocia con el incremento det consumo de alcohol.



Se ha reportaco que pacientes con alto consumo de alcohol presentan un
elevado nivel de endotoxinas producidas por bacterias Gram-negativas, y esto

se asocia con la presencia de dano hepatico ?>>

1.3.0.1. 4 Prlque coma fuente de cnterobacterias

El pulque comeo tal es una bebida de alto arraigo en México E! contenido
de alcohol en esta bebida es considerablemente bajo (ver tabla ). pero se ha
observado que contiene otra serte de efementos que jJuegan un papel iMmgortante
para el desarrollo del dafo hegatico (ver tabla i) Fuentes indirectas sefalan
que durante el proceso de fermentacidon del pulque se utthza materia organica
desconocida para reahbzar la fermentaciéon del mismao

Como se senala previamente el pulgue es un reservonc importante de
microorganismos. ya que su compoesicion 1o hace un medio de cultivo nco, en
donde muchos microorgarmismos heterdtrefos crecen facimente en el Esto
sucede desde el almacenamientc en el momento de procesario o bien cuando
el producto es combinado con otros elementos para su rapico proceso de
fermentaciéon, o que hace suponer !la presencia de bacterias Gram-negativos
en el pulgue

Por todo io anterior se ha sugerido la posibilidad de que en el pulgue
haya la presencia de bacterias enteropatdgenas de caracter invasivo como

ECE\, Shigella © Salmonella, la presencia de éstas bacterias ademas de



producir los cuadros diarréicos tipicos, pueden llevar a alteraciones a distancia
por la presencia de sus endotoxinas en la sangre >'

Se asocian cuadros diarréicos en los pacientes que ingieren pulque
posiblemente por la presencia de enteropatdgenos de caracter invasivo Se cree
que si una persona ingiere pulgque contaminado de manera crénica, puede
provocar que estos enteropatogenos o productos de fas mismas (endotoxinas)
puedan llegar a torrente circulatorio y provoquen una respuesta inmune
acelerada

En México la diarrea es una causa importante de morbilidad y mortalidad.
Desde edad pequerta los ninos presentan diarreas generalmente ocasionadas
por bactenas como Shigella. Campylobacter, Salmonella y otraos no patégenos;
lo cual puede estar asociado con la costumbre de beber pulgque desde la mifez,
en algunos estados de nuestro pais

Como se ha comprobado, el pulque en un aito parcentaje no sigue ios
linreamientos de samidad adecuados Su fabricacion se lleva a nivel casero, en
condiciones poco higiénicas

México es un pais gque reporta tasas de mortalidad extraordinariamente
elevadas debido a cirrosis hepatica producida por consumo de alcohol. Algunos
paises que tradicionaimente tiener un aito consumo de alcohol, tienen una
frecuencia mucho menor de mortalidad por cirosis hepatica producida por el

consumo de alcchol con respecto a nuestro pais >3,



Se observa una alta incidencia de mortalidad por afecciones hepaticas en
algunas regiones del pais. La mayor proporcidon de muertes reporitadas en los
ultimos anos involucra solo unos cuantos estados federativos Que se agrupan
en las zonas de las mesetas centrales del pais, stendo ésta el area de mayor

produccion de pulgue en México

1.3. 1.2 Determinacion de los grados de consumo de alcohol

Como fué sefalado previamente el pulque es una bebida cuyo contenido
de alcohol es bajo y ei grado de consumo va a depender directamente si la
entidad o produce o no, es decir. en estados como Pachuca. el consumo es
mayor por ser un gran productor de pulque. caso contrario con lo que ocurre en
elDF.

Como se observa en la tabia |ll, se puede comprobar que el pulque es
una bebida alcohdlica fermentada cuyo contenido de alcohol es bajo en
comparacion con otras bebidas alcohdlicas comerciales

La determinacién de los grados de consumo de alcechol que presentan las

diferentes bebidas alcohdlicas se ha hecho en base a lcs sigutentes criterios.

p=m/V
m=pV donde.
p=0789g/dl a20°C
V = ¢ Gay Lussac
m= g de EtOH 7 100 mL -
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TABLA I. COMPOSICION QUINICA DEL PULQUE

Eonc. de etanol : 3.1 +/- 1.1 g/dl

desprotenizado con  acido percliérico

Conc. de proteinas : 0.3 g/dlL

Conc. de carbohidratos : 0.35 g/dl. = 43 Kcai / dL
30 - 70 J/L

Grado alcohdlico : 4.0 - 8.0 *G.L.

Acidez total (acido lactico): 400 - 700 mg/1a0mL

Valor de pH : 3.5 .40

Densidad a 20°C : 0.996 g/lcm®

(tomado de Kershenobich, D., v cols. 1996) 3

n



TABLA II. ADICIONES DURANTE LA FERMENTACION DEL PULQUE.

INGREDIENTE No. DE MUESTRAS *% DE TOTAL
Aguamiel 43 33
Aguamiel + Puique 33 25.4
Aguamiel + Aziucar 10 7.7
Aguamiel + Pulque +Agua 1 0.8
Aguamiel + Pulque +Agua 1 0.8
+ Blcarbonato
Aguamiel + Puique +Agua 1 0.8
+ Bicarbonato +Azdacar
Aguamisel + Putque 1 0.8
+Cascara de platano
+Hojas de durazno
Aguamiel + Materia 40 30.8
organica desconocida
Total de muestras 130 100
analizadas

(tomado de Kershenobich, D., v cols. 1996) '




TABLA lIl. GRADOS DE ALCOHOL EN DIFERENTES BEBIDAS
COMERCIALES

BEBIDA °G.L. g de EtOH / 100 mL.
Pulque 5 3.945
Cerveza [ 4.734
Vino de mesa 12 9.468
Ron, Vodka, Brandy 40 31.560
43 33.927

Whisky, Tequila

(tomado de Kershenobich, 1., ¥ cols. 1996) »

En base al criterio anterior se puede simplificar la determinacién de los

gramos de etanol por bebida estandar, definiéndose de la siguiente manera:

1 medida de 1 va
= whisky,brandy, = vaso de = litro de

1 1
bebida = lata de
vino pulque

estandar cerveza vodka,ron,etc.

| todo fo anterior ﬁuivalo a12 gramos doja.lcohol absoluto

(tomado de Kershenobich, D., y cols. 1996) '
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1.3.2 Infecciones por bacterias enteroinvasivas Gram-negativas

Existen tres géneros de bacternas entercinvasivas Gram-negativas que
son encontradas frecuentemente en enfermedades gastrointestinales
Salmoneifa, Shigella y ECEIl. Estos tipos de enterobacterias, ademas de
producir endotoxinas, tienen la capacidad de penetrar y destruir el epitelio
intestinal. Estan asociadas comunmente con gastroenteritis y disenteria, en ta
cual la sangre aparece a menudo en {os cultivos de heces. La destruccion cel
epitelio también contribuye a la entrada de bacterias y endotoxinas hasta la
circulacidon. La fiebre es tipica en este tipo de infecciones entéricas.

Un numero de estudios en muchos paises reportan evidencias clinicas e
histopatoldégicas de hepatitis con fiebre tifoidea. ta hipertrofia de céiulas de
Kupffer y la proliferacion es tipica en todas las series ceiulares. La prevalencia
de hepatitis con fiebre tifoidea se encuentra entre un 10% y 40% >

ta diarrea bacteritana entercinvasiva en México es endémica, pero existe
una prevalencia actual que en la mayoria de los casos no se reporta. Por
ejemplo la infeccion con Salmonella se considera que ocurre en un 15% de los
casos de diarrea en nifios mexicanos ~.

Existen evidencias de que et consumo de alcochol crdnico y la infeccidn
facilitan el escape de endotoxinas dasde el lumen intestinal hasta la circulacion

sistémica. Estas endotoxinas sensibilizan macréofagos para producir aitos
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niveles de citocinas; esto hace suponer que los alcohdlicos infectados con este
tipo de bacterias presenten altos niveles de endotoxinas. Se ha sugerido que los
niveles altos de endotoxinas lleven a las citccinas y/o factores de crecimiento a

inducir hepatotoxicidad **.

1.3.2. 1 Caracteristicas de las endotoxinas

Todas las bacterias Gram-negativas tienen una membrana externa
alrededor de la pared celuiar. Esta pared externa esta constituida por
lipoproteinas, fosfolipidos y lipopcolisacarides (LPS).

Los LPS estan constituidos de un componente lipidico lamado lipido A
Qque esta ligado a un complejo de polisacaridos. Este complejo polisacarido esta
dividido en dos regiones: un centro polisacarido que io conservan intacto todas
tas bacterias Gram-negativas, y la otra es una regidn externa que muestra gran
variabilidad entre las especies de bacterias Gram-negativas. Esta regién es
conocida como el antigeno-O 32,

Ei lipido A es la parte que va a gjercer 1a accidn de endotoxina. Estas son
liberadas cuando la bacteria muere © cuando la pared celular se rompe. es
decir, cuando hay lisis celular (fig.4)

Todas las endotoxinas producen [0s mismos signos y sintomas

(escalofrios, fiebre, debilidad, doior, choque y muerte), aungue no al mismo
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grado Cuando las bacterias Gram-negativas son fagocitadas por los
polimorfonucieares, se degradan en las vacuolas, y los LPS se liberan >

Al liberarse los LPS a la circulacion se van a presentar las citocinas en
respuesta a éste estimulo. Se ha visto que cuando se expone una porcién de
irtestrno de rata al etanol, en condiciones 1 vitro, se incrementa la
permeabilidad de la mucosa hacia un gran numero de moléculas, entre las que
se encuentran las endotoxinas *°

Se piensa que las endotoxinas son factores que contribuyen al dafio
hepatico, pues se observa que cuando se reduce de alguna manera a éstas
endotoxinas, la enfermedad hepatica mejora *'.

Los principales dafos producidos por las endotoxinas en tejidos
extrahepaticos esta lejos de ser bien conocidos. Se sabe que la endotoxina, a
través del lipido A. interactia con un numero de células incluyendo las células

de Kupffer y las células endoteliales *2.
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2. JUSTIFICACION

En México existen una gran cantidad de bebidas alcohdlicas, una de las
mas importantes a nivel de consumo en |la poblacidén de bajos recursos es el
pulque. Esta bebida juega un papel /mportante en el proceso salud-enfermedad
Por un lado, su gran consumo en ciertas regiones del pais o asocian al
desarrollo de cirrosis hepatica, y por otro lado,a infecciones gastrointestinales,
debido a la presencia de enterobacterias mvasivas (entre ellas. Sa/monella,

Shigella y ECED

Las entercbacterias son microorganismos patogenos para el hombre,
estas tienen como caracteristica funcamental presentar endotoxinas, que juegan
un papel imponante para su patogenicidad. Al llegar a circulacidn  por ser
factores solubles. pueden llegar a procucit una endotoxemia y provocar una
respuesta inmune en e! huesped. Como consecuencia el higado puede llegar a
tener una sobrepraduccidn de citocimas como IL-1, L5, 1L-B y TNF. La
presencia de citocinas en exceso puede provocar a su vez una cascada de
tiberacion de otros factores de crecimiento y otras moléculas (como proteinas de
matriz extraceiular) dentro de las diferentes células y a la larga. pueda llevar al
dafc hepatico crérnico.

Puesto que |a cirrosis hepatica se origina como consecuencia de la
ingesta aguda o crénica del alcohol, se sugiere que las infecciones

gastrointestinales producidas por enterobacterias presentes en bebidas ©
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alimentos que consume el hombre, entre ellos el pulque, puedan ser un

cofactor que indirectamente los conlleve al dano hepatico (fig. 5)

Un estudio preliminar realizado en el INNSZ, sobre e! cultivo y

aislamiento de bacterias enteroinvasivas Gram-negativas presentes en puigque,

recolactados de diferentes 2zonas del pais. mostréo la presencia de

enterobacterias Gram-negativas en el 60% de las muestras anahzadas Entre
las enterobacternnas Gram-negalivas encontradas se incluyen Yersinia

pseuciotubeculos:s, Pseudomonas spp . Hafma alvei. Salmonella spp. y

Escherichia coli

Como se menciona, durante el proceso de elaboracion y

almacenamiento, el pulque se contanmuna con bacterias patogenas para el
homere. En ese mismo estudio se pudo observar que el valor medio de pH
encontrado para las muestras fue de 3.96 (-0 3), es decir. todas ellas tuvieron
caracteristicas acidas. Ademas se encontrd que la cantidad de LPS encontradas

por la Prueba del Lisado de Amebocitos fue de 365.5 (- 227 6 zg/mL). lo que

ingica que la presencia de enterobactarias Gram-negativas fué muy variable en

ellas®.

Sin embargo, aunque estos datos No han sido todavia publicados,

nosotros podemos plantear nuestra hipdtesis de trabajo

* Datos no publicados del Depio de Gastrocniterologia del INNSZ
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3. HIPOTESIS

La_jingesta de pulque asociada a_la _presencia_de _bacterias
enteroinvasivas Gram-neqativas son_dos factores predis.
hepatico crénico.

ant al dafo
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

& ldentificar la presencia de bacterias enteroinvasivas Gram-negativas

en coprocullivos de pacientes con ingesta de pulque y hacer la correlacidn con

ia presencia o ausencia de dano hepatico

4.2 Objectivos particulares

e Reatlizar coprocuitivos a pacientes con antecedentes de ingesta de
pulque y que presenten cuadros diarréicos al momento de ia entrevista

« Realizar la identficacidn de bacterias enteroinvasivas Gram-negativas

por el método de la PCR de esos coprocultivos

« Identificar la presencia de signos de hepatopatia en pacientes con
ingesta de pulque.

« identificar alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepatico en

pacientes con ingesta de pulque.
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« Hacer una correlacidon entre los pacientes con coprocultivos positivos a

enterobacterias invasivas Gram-negativas y la presencia de dano hepatico

5. NIETODOLOGIAS

5 1 Seleccion de pactentes
El estudio se llevd a cabo en colaboracién con 2 instituciones de salud,
ubicadas en México, D F. y Pachuca, Hgo La eleccion de estos sitios se
realizé tomando en cuenta la prevalencia variable de diarreas en esas r~onas
asociado a la ingesta de alcohol crénica. ademas de exisitir disponibiidad de la
gente con experiencia climica y participacion previa de estudios muiticéntricos,
capaces de realizar seguimientos de probiemas gastrointestinales y hepaticos,
asi como de su control
Se manejd un numero total de 48 pacientes de las dos entidades Estos
pacientes fueron incluidos en base a una encuesta, |[dentificando pacientes con
consumo de alcohol, prevalencia de diarrea y dano hepatico Este numero de
pacientes fueé suficiente para detectar prevalencias con un intervalo de
confianza considerable
E! paciente en primera instancia debio haber presentado un cuadro

diarréico por io menos en los Ultimos 30 dias al dia de ia entrevista, no tener
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antecedentes de ningun tipo de cirugia gastrointestinal, y por ultimo, no haber

tomado ningun antibidtico dentro de los Uitimos 15 dias al dia de la entrevista.
En base a lo anterior se procedid a realizar los criterios de inclusién y

exclusidon de los posibles pacientes para participar en el protocolo Los criterios

tomados se enlistan a continuacidén

RITERI DE INCL 1ON
—> Sujetos de ambos sexos entre 18 y 75 anos de edad,
= Con antecedentes de episodics de diarrea de 2 o mas dias de duracion,
durante los udltimos 30 dias Definiéndose a la diarrea como 3 o mas
evacuaciones en 24h de consistencia pastosa. semiliquida o liquida,

= Consentimiento informado

CRITERIOS DE EXCLUSION

=> Mujeres embarazadas,

=> Sujetos que hayan tomado antibidticos en los ultimos 15 dias,

—=> Historia de haber sido sometidos a cirugia gastrointestinal,

= Imposibilidad de adherirse a ios requerimientos del protocolo,

= Pacientes que por gravedad del padecimiento tuvieran que ser tratados de

inmediato
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Las muestras bioldgicas manejadas para caaa paciente fuercn de heces
para los coprocultivos y de suero (para las PFH), esta Gitima tomada en ayunas
Las heces se colectaron por medio de un isopo que despuéds de ser impregnado
se inoculd en el medio de transporte adecuado (Cary-Blair) De aqui se
transportd al taboratorio de analisis (la muestra no se refrigerd) Para obtener el
suero del paciente se tomaron 7 mbl de sangre periférica en ayunas y se
colectaron en un tubo seco (sin anticoagulante). se centnifugd a 3500 rpm
durante 10 min Se tomod el scbrenadante (suero), separandoclo del paguete

celular, para su posterior determinacion de PFH
5.2 Coprocultivo y aislamiento de enterobacterias

Para llevar a cabo el cultivo y aislamiento se utilizd el método directo,
seleccionando el medio adecuado para el aislamiento de bacterias
enteroinvasivas Gram-negativas de interés (Sa/mone/la, Shigella y ECEI|) Para
lo cual se utilizd agar Mac Conkey, agar Salmonella-Shigetla y agar XLD. Se
sembraron e incubaron las cajas durante 18-24 h a 35°C+/-2°C. La presencia
de esas posibles enterobacterias fue identificada por {a observacion
macroscopica (un crecimiento de colomas lactosa positivas y/o lactosa

negativas) “ (fig 6)
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5.3 Obtencidn del ADN bacteriano (método de fenol:cloroformo/alcohol

isoamilico).
Los cultivos bacterianos obtenidos se resuspendieron en 1 mL de PBS,

pH 7.5 Las bacterias se separaron por centrifugacidn a baja velocidad (2500

rpm durante 5 min). El scbrenadante se elimmnd E! botén formado se

resuspendic en 1 mlL de una solucidn de lisis (STE). Se centnfugd a baja

velocidad (2500 rpm durante 5 min). E! sobrenadante se elimind. E! botdn

formado se resuspendio con S00 1L de una solucidn de lisis nuclear (STEP) y
se incubd a 50°C durante 1 h. Al término de la incubacién se agregaron 5 ul de
RNAsa 10 ug/mbL. Después de S min, se agregd al tubo de reaccidn 1 mL de

fenol® , se agitd por inversion y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min. Se

1 mbL de wuna solucién 1.1 de

recuperd la fase acuosa y se agrego
cloroformo/alcohol iscamilico®. Se agitd por inversién y se centnfugd a 10,000
rom durante 10 min. Se repitid la operacion de lavado con clorofcrmo/alcohot
isoamilico. Una vez recuperada la fase acuosa se agregaron 40 u:L de NaCl 1M.
Se adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto (de acuerdo al volumen que se

tenga) y se mezclaron suavemente por inversién hasta que se formd ta madeja

de ADN. Se decantd el etanol y se lavd con una solucidn de etano! ai 70%. Se

® Debe mancjarse cn {a campana de extracciéon o cn un lugar bien ventilado Puede causar quemaduras.

Usarse con precaucion
* El cloroformo estabiliza la frontera entre [ fasc acuosa y orgdnica. Reduce la cantidad de solucion
acuosa retenida en la fasc arginica. EJ alcohol isoamilico previcne I formacion de espuma » facilita la

scparacién de las fascs

46



decanto y secd la madeja. Se resuspendié el ADN en agua destilada estéril

para la determinacién por PCR **

5.4 Cuantificacion del ADN bacteriano (espectrofotometria).

Se hizo una dilucion 1:250 dei ADN bacteriano extraido. (488 ulL de agua
destilada estéril - 2 :L. muestra de ADN). Se coloct una alicucta de la diiucidén

en una celda y se midieron las abscrbancias (D.Q.) a 240, 260 y 280 nm “°.

©OPara calcular la concentracidon de ADN
1 unidad de D.O a 260 nm = 50 ng/_L = 0 05 ..g/uL
(0.05 X250} X (D.O. a 260 nm) = ;:g/ul

©OPara conocer la pureza de ia muestra de ADN:
(DO.a260NMM/D.O. a240 Nm) < 2
indicativo de presencia de proteinas.
(D.O.a260NM/D.O. a280nNm) <2

indicativo de una pureza reiativa.
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5.5 Amplificacion del ADN bacteriano por la reaccion en cadena de la

polimerasa. (PCR)

Por medio de la PCR se HevSé a cabo la amplificacion del ADN obtenido
de los coprocultivos para el gen IpaH perteneciente a Shigella y/o ECEl y del
gen fimA perteneciente a Salmonella utlizando una copia mulliple de las
secuencias jocalizadas en el cromosoma de la bacterra y el plasmido de
invasién Se ha demostrado que este método ofrece un mayor indice de
deteccidon que el meétodo microbioiogico tradicicnal

Todas las amplificacicnes se realizarcn en tubos eppendorf de pared
deigada, utlizando uno por cada muestra de reaccion, llevando a un volumen
final de 50 L Se utilizd la enzima Amplitag DNA polimerasa® 10 U/mL. Se
prepard una mezcla de reaccion con. 100 ng/i:L de cada oligonucledtido, 200
uM de cada uno de los cuatro dNTP's, 1X amortiguador de reaccién, 1.5-3.5
mM de MgCl,. Se agregd 1 .g/iil. de ADN molide (muestra) por cada muestra de
reaccidn Se corridé la PCR de acuerdo a las siguientes condiciones de

temperaturas:

e Desnaturalizacion: 95°C/ 1 min/ 1 ciclo
e Desnaturalizacidn: 95°>C /1 min / 35 ciclos

Alineamiento :80°C /1 min/ 35 ciclos

48



Extensién :74°C /1 min/ 35 ciclos
e Extrasxtension :74°C /7 min/ 1 ciclo

e Almacenamienta - 4°C /30 min

Las cecncentraciones exactas y la cantidad utilizada para las reacciones

de la técnica de PCR se muestran en la tabla IV

Para la deteccion de Shigella y/o ECEl se utilizaron unas secuencias
especificas del plasmido de invasividad H (ipaH) wusando los siguientes
oligonucledtidos. ipaH Il (5- GTT CCT TTG ACC GCC TTT CCG ATA CGT
TC-3) e ipaH IV (5- GCC GGT CAG CCA CCC TCT GAG AGT AC-3') dando

un procucto de amphficacidn de 620 pb ***7

Para la deteccidén de Sa/monella se utihzd la region del gen fimA de
S. ententidis. 1Los oligonucledtidos utihzados son FPP-1 (5- CTA TTG CGA
GTC TGA TGT TTG TCG C-3') y FPP-2 (5- GGC ACC TGC GCA GTC GTA

TTA CC-3 ) que dan un producto de ampilificacion de 209 pb **°

5.6 ldentificacion y analisis del ADN extraido » amplificado (geles de
agarosa-bromuro de etidio).
Para visualizar y ver la integridad del ADN extraido y amplificado de las

bacterias, se llevé a cabo en un gel de agarosa al 1%.



Tabla IV. CONDICIONES OPTIMAS PARA REALIZAR LA TECNICA DE

PCR UTILIZANDO

LOS OLIGONUCLEOTIDOS

(FPPUFPP2 e

IpaH NI/
IpaHiv).
Reactivo | Volumen Stock [ finaly Reactivo | Yolumen tock inal
Agua 35.6ul. Agua 34.7uL
FPP1 3ul 100ng 6ng IpaH Il 4ub 100ng 8ng
FPP2 3uL 100ng 6ng lpaH IV apl 100ng ang
dNTP’'S aut. 10mM 200uM dNTP'S anpl 10mM 200uM
enzima 0. 4ul 10U/pL 4U/ul. enzima 0.3uL 10U/ul. 3u/ul
MgCl2 3ubl 20mmMm 1.8mM MgCl,; aul. 30mM 30mM
ADN Sul 100ng/ut. | 500ng/ul ADN Sut 100ng/ul. | S00ng/uL
final 50ul final
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Se hizo una apreciacidon cualitativa a través del fago lambda de
concentracidon conocida (50ng/iil). El ancho de banda del fago lambda se
compara con el de la muestra problema (poniendo ia misma cantidad en
microltros del fago lambda y del problema en el amortiguador de boratos para
corrida). De esta manera conocemos de manera aproximada la concentracion
de nuestro ADN problema

Para visualizar el ADN amplificado también se realizé un gel de agarosa
al 2%. Para conocer si el peso del amplificado correspondié al esperado, se
utilizé un marcador de peso molecular llamado $X174 que presenta bandas de
distinto peso molecular Asi el amplificado migra dependiendo del tamafo que
tenga y se puede comparar cuanto migra éste con respecto al patron de
migracion de 1as bandas presentadas por el marcador de peso.

Para ia elaboracion de los geles, utilizando la agarosa y el TBE 0.25X se
hizo de la siguiente manera: Se disolvio la agarcsa en et TBE por calentamiento
(horno de microondas. 1min). Una vez disuelto se dejé enfnar hasta alcanzar
una temperatura aproximada de 55°C. Una vez alcanzada ésta temperatura se
agregd 1 L de 8ret® 10 ug/mL mezclando perfectamente. Se colocd [a solucidn

en la camara de la electroforesis horizontal. Se dejé enfriar hasta solidificar. Se

Y EL de cudiocs L por lo que s¢ deben uulizar guantes durante toda
1a mampulacion
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tomaron 10 L. por cada muestra de producto amplificade y 2 ul de
amortiguador para carga. Se mezclaron y se depositd la muestra en el pozo
correspondiente del gel. Se colocd ei marcdor de peso molecular para guia de la
concentracion dei ADN extraido (fago lambda) y para comparacion del peso del
producto amplificado (¢X174)

Ya colocadas las muestras. se corrnéd la electroforesis correspondiente,
donde el patron de cornmiento cdel ADN es de carga negativa a postliva. Las
condiciones de corrimiento para la electroforesis fueron las siguientes: 100 V,
65 miliamperes (corriente) y 110 watts (potencia)”.

Para fotografiar el gel de agarosa se colocd en un transiluminador de UV
(= 2500 uW/cm?)' utilizando un filtro naranja y un filtro transparente bloqueador

de luz UV, con pelicula a blanco y negro (como Polaroid 667 ASA 3000)®.

5.7 Evaluacién del dano hepatico.

Para lievar a cabo la evaluacién del paciente, con respecto al dafo
hepatico, se realizé a cada uno de ellos una exploracion fisica, ayudados por los

médicos residentes del departamento de Gastroenterologia del INNSZ y del otro

* Es importante recordar que los voitayes utilizados en la Es
convenicnte uulizar aparatos con blindaje adecuados. una fuente de poder regulable coneciada
apropiadamente a ticrra.

Tener precaucion al tmbajar con tuz UV 3a que puede danar los 0jos v 1a piei expuesta; se deben usar
lentes protectores.
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centro hospitalario en provincia. Dentro de los signos para la evaluacién del
dafo hepatico se detectaron mas comunmente los siguientes:

a) lctericia

b) Ascitis

c) Espienomegalia

d) Hepatomegaita

e) Sangrado del tubo digestivo

En base a la exploracton fisica, el resultado de la encuesta de cuadros
diarreicos y consumo de alcohol, se llevo a cabo 1a toma de producto, para las
pruebas de funcionamiento hepatico. La sangre total obtenida se sometid a
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 rmin Una vez centrifugada se tomod una

alicuota. Las PFH se realizaron en un autoanalizador SYNCHRON CX5

(Beckman), y los parametros a evaluar fueron- AST,
ALT.B81.Ba,GGT ALPALB. TP (ver introduccion). En base a éstos parédmetros se

evalud la funcién hepatica de cada uno de los pacientes

5.8 ANALISIS ESTADISTICO
Las caracteristicas generales, clinicas y moleculares de ingreso de los

pacientes del proyecto se resumiran en términos de frecuencias (porcentajes), y

medianas (intervalos).
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6. RESULTADOS

6.1 Seleccidn de pacientes

E! estudio se llevd a cabo en coiaboracién con dos entidades
federativas, el D.F y area conurbaaa, y con Pachuca, Hgo. Se rmanejaron un
total de 48 pacientes de los cuales 22 pacientes que cofresponden al DF y
area conurbaca y 26 pacientes que pertenecen a Pachuca, Hgo

Estos 48 pacientes fueron aleatoriamente distribuidos tanto en edad
como en sexo para cada entidad federativa (ver tabla V).

La variable constante en estos sujetos fué la ingesta de pulque para
todos ellos, aunque tambien hay que tener en consideracion, que hubo muchos
pacientes que ingerian otro tipo de bebigda aicohdlica (ver tabla Vi). Debido a io
anterior, ia cantidad de alcohol ingerida por cada paciente fue muy heterogénea
y solo fué posible evaluar la cantidad de alcohol consumicdo por semana.

ta mitad de los pacientes del D.F. y area conurpbada (50%) presentaron
un consumo por debajo de los 100 g de EtOH/semana. el 40% consumieron

entre 100-500 g de EtOH/semana. y sdlo el 9% consumid por arrtba de 500 g de
EtOH/Isemana (ver tabia VII).



TABLA V SELECC!ON DE PACIENTES POR LUGAR, EDAD Y SEXO

3(2/1)
31-40 4 (0/4)
41-50 2 (2/0)
51-60 8 (3/5)
61-80 5 (4/1)
Total 22(11/11) 26 (14/12)

TABLA VI TIPO DE BEBIDAS INGERIDAS POR LOS PACIENTES

=TIPO OE BEBIDA
Pulque 1{4.5%) 4(15.4%)
Pulque + vino 11(50%) T(26.9%)
Pulque + vino + cerveza 9 (40.9%) H34.6%)
Pulgue + vino + cerveza+ 1(3.5%) 5(19.2%06)
dastilados
Pulque + vino + cervoza + Q 1(2.8%)
destilados + etanol
L Total 22 (100%) 26(100%)

TABLA VI CONSUMO DE ALCOHOL

. Afcohol consumido
< 100 11(50%) 12(46.1%)
101-300 6(27.3%) 3(11.5%)
301-500 3(13.6%) 3(11.5%)
501-700 1(4.5%) 247.7%)
>701 1(4.5%) 6(23.0%)
Total 22(100%) 26(100%)
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Por otro lado . en la ciudad de Pachuca, Hgo., el 46% tuvo un consumo
por debajo de 100 g de EtOH/semana, el 23% estuvo entre 100-500 g de

EtOH/semana y el 30% consumid mas de 500 g de EtOH/semana (ver tabia VIi).

6.2 Coprocultivos ¥y aislamicento de enterobacterias.

La eleccion de los sitios de estudio se considerd tomando en cuenta la
prevalencia de diarreas en las zonas asociadas a la ingesta cronica de alcohol,
y especificamente de pulque De ahi que una caracteristica importante de los
pacientes fué que tuvieran o hubiesen tenido cuadros drarréicos al momento de
la entrevista, o en los Ulimos 30 dias. Con esta caracteristica se les realizo el
coprocultivo correspondiente. E! coprocultivo se reahzd para el arsiamiento de
las oosibles enterobacterias causantes del cuadro drarréico, para su posterior
idenuficacion, a través de la técmica de PCR

La frecuencia de los cuadros diarréicos de los distintos pacientes,
pertenecientes a las dos enticdades federativas. se presentan en la tabla VHI
Aqui se evalud a la diarrea por el numero de episodios que habian presentado,
adermas de ver cuantos dias lo presentaron durante los episodios

Un 86.9% de los pacientes del D.F y drea conurbada presentan de 1-3
episodios en ios ultimos 30 dias, y un 13% presentan 4 episodios © mas. Por
otro lado. los pacientes provenientes de la ciudad de Pachuca presentaron un
episodio solo el 84 6% de ellos y solo un 15.4°% presentd entre 2-3 episodios.

En lo que se refiere a la duracidn de la diarrea, es importante sefialar gue



73.1% de los pacientes presentaron una duraciéon de menos de 3 dias y solo un
p

26.9% presentd entre 4-10 dias

Por el contrario, en el DF. y area conurbada solo un 30 4% de los
pacientes prasentaron menos de 3 dias Jde duracién, un 43.4% presentd entre 4-
10 dias, y un 21.7% presentd mas de 10 dias de duracidon en sus diarreas

Ambas entidades federativas presentaron un porcentaje elevado en el numero

de evacuaciones por dia (ver tabta VIII).

TABLA VHIiI. CARACTERISTICAS DE LOS CUADROS DIARREICOS DE

LOS PACIENTES
. - "

e

1 (65.7%) <3 (30.4%) <3 (13.0%)
2 (13.0%) 4-6 (30.4%) 4 (39.0%)
3 (8.7%) 7-10 (13.0%) > 5 (39.0%)

{23 pacientes)
4 (B.7%) 10-20 (13.0%)
21-30 (8.7%)
Pachuca, Hgo. < 3(73.1%) 3-4 (30.8%)
8 4-5 (19.29%) > 5 (69.2%)

(28 pacientes)
3(7.7%) 7-10(7.7%)

Ya conociendo las caracteristicas de cada paciente, se realizd la toma de

producto para llevar a cabo el coprocultivo. En todos ios coprocultivos
realizados en los medios selectivos correspondientes, presentaron crecimiento
enterobacteriano, exceptuando muestras de cuatro pacientes provenientes de
Pachuca, en donde no se logré obtener crecimiento en el coprocultivo, o que

nos did un 91.6% de crecimiento del total de las muestras (ver tabla IX). A partir



de los estudios microbiolégicos nasotros no podiamos conocer de gue
entercbacterta se podia tratar. ya que al hacer una evaluacidn de los

crecimientos bactenanos, no fue posible realizar una dentificacion con un alto
grado de certeza. Por este motivo se hizo una recolecciéon de! crecimiento
desarrollado en la placa, para que a partir de esta crecimiento heterogeneo se
hiciera !a extraccion del ADN correspondients, para su posterior identificacion

Esta identficacion se basd en Ilos tres generos pnncipales causantes ce

diarreas en esas comunidades, gue como se senald previamente, fueron

Salmonella spp.. Shigella spp. y ECE).

TABLA 1X. NUMERO DE COPROCULTIVOS QUE PRESENTARON
CRECIMIENTO DE ENTEROBACTERIAS

e ey T e, o

Exipy

.yimc

Pachuca, Hgo.
Total

6.3 Obtencion del ADN bacteriano.

Se tomd todo el crecimiento enterobacteriano que existiera en el cuitivo
selectivo agar MacConkey, ya que es donde se obtuvo una mayor cantidad de
crecimiento bactenano aumentando las posibilidades de encontrar
enterobacterias invasivas, de cada uno de los pacientes. Se hizo la extraccion

de ADN por la metodologia antes descrita (ver inciso 5.3). De esta manera se

formoé un banco de ADN de 44 coprocultivos ce pacientes. En todos {os casos ia



concentracidn de ADN fue superior a 1ug/ nL. Como criterio de pureza se tomd
el cociente mayor a 1.6 calculado de la relacién entre los valores obtenidos a
260 nm (Acidos nucleicos) y 240 nm (fenol contaminante) o 280 nm (proteinas).
En todos los casos se logrd obtener un ADN integro, es decir, no degradado

(fig. 7).

6.4 Amplificacion e identificacion del ADN bacteriano.

El ADN obtenido de las extracciones se utilizdé para realizar la
amplificacidn y por consiguiente la identificacién de los tres géneros de interés
para nosotros (ver inciso 5.3). Cada una de las cepas requirié de un par de
oligonucledtidos, como se sefald previamente para Salmonella utilizamos FPP1
y FPP2, para Shigella/ECEI se utihizé el par de oligonucliedtidos IpaH Ul y IpaH
V. Es importante sefalar que este ultimo par de oligonucledtidos codifican para
el gen de invasividad que comparten ambas cepas (Shigella y ECEI), por lo que
no es posible hacer una diferenciacidn entre una cepa con respecto a !a otra. El
producto amplificado para la deteccion de Sa/monella es de 209 pb. En la
fig. 8 se sefalan las muestras de los pacientes a quienes a través de la técnica
de PCR se les identificd el género Salmonella spp. asi como algunas muestras
de pacientes que no presentan la banda de amplificacion, es decir, fueron

pacientes negativos para los tres géneros de interés.
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Fig. 7 Integridad del ADN bacteriano_obtenido por_el _método _de fenol:
cloroformo/alcohol iscamilico, Carril 1-6: ADN extraido de coprocultives de
pacientes con ingesta de pulque. Carril 72 ADN de lambda 2 ug/ul. Carril 8:
ADN de lambda 1 ug/ul




El pn;oducto amplificado para la deteccién de Shigella/ECEI es de 620 pb.
En la fig 9 se muestran las bandas de ADN amplificadas de 10s pacientes a laos
cuales se les hizo la identificacion por PCR para los géneros de Shigella/ECE!
Ambas figuras (8 y 9) muestran a pacientes que corresponden exclusivamente
al D F. y area conurbada

Pcor otro lado, las muestras de los pacientes de Pachuca, Hgo a guienes
se les dentificd los géneros de Sa/monella y Stigella/ECEI se presentan en las
figuras 10 y 11 respectivamente Es mportante observar la baja incicencra de
casos positivos con respecto a lcs negativos en un total de 48 pacientes Se
presentaron un total de 9% para Salmonella y 9% para Shigella/ECE] para el
caso del D F. y area conurbada, mrentras que para Pachuca, Hgo , el porcentaje
fué de 11 5% para todos los géneros Con estas cifras se tiene una

identificacion final det 20 8% del total de las muestras estudiadas (incluyendo

las dos entidades fecderativas)

6.5 EVALUACION DEL DANO HEPATICO

La evaluacidn del darfo hepatico se realizd mediante el anaihisis de las
PFH y las exploraciones fisicas de los pacientes. Como se puede ver en la tabla
X, en ios pacientes del D.F. y area conurbada se observd que, aungue todos los
pacientes fueron bebedores de pulque o pulque/otra bebida, no presentaron
datos de hepatopatias (40% no presentd alteraciones bioquimicas, y 58% no

presenté signos de hepatopatias).
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Fig. 8 Amplificacion del gen Fim_A perteneciente a_Salmonella utilizando el par
de oligonucledstidos FPPY v FPP2 eon pacientes del D F. v drea conurbada, Carril
1: control positivo utilizando S.typhytmuritan. Carril 2: control negativo utilizando
E. coli (flora normal). Carril 3: Marcador de peso molecular @X 173/ Haelll Carril
5,7: pacientes infectados con Salmonella spp. Carril 4,6,8: pacientes no infectados
con Salmonella spp.




Figr. 9 Amplificavion del gen Ipall perteneaients o Shigella/ECEL utilizando el
par_de oligonucicotidos Ipa I/ Ipa IV en pacientes de DLF. v_drea conurbada.
Carrii 1: control positivo utilizando S, flevnerr. Carril 2@ control negativo
utilizando  F.oii (flora normal). Carril 31 marcador de peso molecular
OX174/ Haelll Carril 5,7: pacientes infoctados con Shigelly/ECEL Carril 4,6,8:

pacientes no infectados con Shigella/ECEL
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Fig. 10 Amplificacion det gen Fim A _peoerteneciente o Sadmonella utilizando el par
de olisonucledtidos FPP1 v_FI’I?2 en _pacientes de Pachuca, Hyo. Carril 1: control
positivo utitizando S.typhymuriion, Carril 2: control negativo utilizando E. coli
(flora normal). Carril 3: Marcador de peso molecutar X173/ Haelll Carrit 1,6,8:
pacientes infectados con Sulmonella spp. Carril 3,7: pacientes no infectados con
Salmonella spp.
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Fig. 11 Amplificacion del gron Ipab] perteneciente o ShigeHa /ECFEL utilizando el
par de oligonucleotidos IpaHIL IpatdIV on pacientes de Pachuca, Hpo. Carnil 1t
control positivo utilirando S, flevners, Carrif 2: control negativo utilizando E.cold
(flora normal). Carril 3: marcador de peso mnlecular X173/ Haelll Carrid 4.6,8:
pacientes infectados con Shigelli/ECEL Carnl 5,78 pacientes no infectados con

Shigella/ECEL
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Es importante hacer notar que de los pacientes que si presentaron datos de
hepatopatia, esta fue de mediana intensidad (de una a cuatro alteraciones);
ningun paciente presentd mas de cinco alteraciones biogquimicas y signos de
hepatopatias

Por otro lado, en los pacientes de Pachuca, Hgo . cerca del 40% de ellos
no mostraron datos de hepatopatias Sin embargo. a diferencia de las pacientes
que si mostraron datos de hepatopatias esta fue muy vanada e incluso el 50%
de eilos mostré entre tres y seis alteraciones bioquimicas y signos de
hepatopatia

La asociacion de alteraciones bioquimicas con signos de hepatopatias

indico la presencia de dano hepatco cronico en esos pacientes

6.6 Efecto de la ingesta de aleohol ¢ infeccion por bacterias enteroinvasivas
Gram-ncgativas sobre el dano hepatico

Para ltevar a cabo la evaluacidn clinica de los pacientes se tomaron en
cuenta cinco parametros para evaluar el dafo hepatico (ver anexo 5.7). En base
a las manifestaciones clinicas de los pacientes se logro saber fa condicidn fisica
del mismo. Ademas se evalud |a funcionalidad del higado a través de las PFH
(ver tablas Xi y XII). Es necesario hacer notar que en estas tablas se presentan
solo a los pacientes que presentaron infeccion por las enterobacterias de
interés para nosotros, y asi poder hacer la correlacién entre ia presencia de

estas enterobacterias y el dafo hepatico cronico. Es importante sefalar que en
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ios pacientes que presentaron infecciones y dafo hepatico, hubo un predominio
tanto por |la edad como por el sexo. Un dato que lamd la atencidon fue que el
mayor dafo hepatico y la presencia de mas alteraciones a nivel hepatco, la
presentaron pacientes del sexo femernno ademas tuvieron una edad por arrnba
de 1-s 50 anos Otra caracteristica que se pudo encontrar es que con una
ingesta mayor a 500 g e E!OH /semana hubo un mayor numero de
alteraciones en las PFH asi como en 10s signos de nepatcpatias presentadas
(mas de cuatro signos)

Los pacientes que tuvieron un consumo menor de 500 g/semana. en
ambas enttdades. no presentaron tantos signos de hepatopatias, a excepcion
del paciente 7 de Pachuca, quien al parecer o inNgino gran cantidad de atcohal,
perc tuvo cinco datos de hepatcpatias presentes asi como mMas de cinco
aiteraciones bioguimicas en sus PFH Asimismo para Pachuca. Hgo.. los
pacientes que presentarcn infeccidn por los géneros Shigella/ECEL tendieron a
uNn Mmayor numerc de alteraciones bioguimicas y hepatcpatias. Por el contrarno
los cacientes provenientes del mismo lugar infectados con Sal/monefia, sus

hepatopatias fueron minimas a! igua! que su alteraciones bioquimicas.

67



TABLA X. ESTADO FUNCIONAL DEL HlGADO'

D y area conulbada Normal(9141 %) Nal {1 315)
1-2 (11/50%) 1-2 (8/36%)
3-4 (2/9%) 3-4 (1/5%)
56 5-6 coonmm
Pachuca, Hgo. Normal (12/46%) . Normat (1O/39%)
1-2 (7127%) 1-2 (8731%)
34 (1/4%) 3-4 (4/15%)
5-8 (6/23%) 56 (4/15%)
Total de pacientes 48/100 48/100

=~ E! estado funcional es evaluado tomando en consideracién el numero de

alteraciones bioguimicas y el numero de signos de hepatopatia. (ver inciso 5.7)




TABLA XI

PARA ENTEROBACTERIAS GRAM-NEGATIVAS
DATOS DE HEPATOPATIA Y/O ALTERACIONES EN SUS PFH

PACIENTES DEL DF. Y AREA CONURBADA CON PCR (+)
QUE PRESENTARON

% i = s e i Eoo 7g T gt AT
Sexo m 4 m 1
[ Edad (antos) 5a 22 53 67
Diarreas 17715 1/374 11674 6/5/5
(episodios/evac
! i s/dias
Tipo de bebida P.Vv.Ce PV P.v PV
| ingenda -
gr.EtOH/semana 24 24 144 516
Hepatopatfas no presenta | no presenta no presenta }- - e,
presentadas As . Esp.STD
Alteraciones Normat ALTY, pTS ALTL AIbl, pTL,
bioquimicas AST?T, AlpT,
BTT
Infecciéon por Shigelia Shigella Safmonella Saimanella
entoroinvasiva Spp/EIEC SPR/EIEC spp spp

Gram-nogativas




TABLA XIit. PACIENTES DE PACHUCA, HGO. CON PCR (+) PARA
ENTEROBACTERIAS GRAM-NEGATIVAS QUE PRESENTARON DATOS DE
HEPATOPATIA Y ALTERACIONES EN SUS PFH

m
Edad (af\os) 28 49 62 es L. 44 59
Diarreas 17/3/>=5 | 111/>5 17814 3/3713 {17111>5 173125
{episodiosievac
uaciones/dias) .
Tipo de bebida P.V.Ce PV.Ce PV.Ce.D | S PV -1 PV
ingerida ) L
ar. 108 264 1500 12 312 24
EtOH/semana
Hepatopatia (3 Ic, As, leAsEgp, | As Esp As no
presentada Hog_.rEsp. STD B presema
. D
Ahlteraclones ASTT, ASTT, ASTT, GGTT GGTY Normal
bloquimicas ALTT, ALTT, BTT,
8Dt 8DT, B8DT,
BT“.AIp n AlbT,
Albd Albi
Inteccién por Satl. spp Shigalla Shigella Shigella Sat. spp Sal. spp
enteroinvasivas SPVEIEC SpRVEIEC SpR/EIEC
Gram-negativas
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£s importante sefalar que el paciente 26, a pesar de tener caracteristicas
de ingesta de pulque y vino, asi como de cuadros diarréicos, Nno presentd datos
de hepatopatias.

En lo que se refiere a los pacientes det DF. y area conurbada se
observaron dos casos de infeccidn con ShigellaiECEl y dos con Salmonella. De
jos pacientes infectados con Sal/monella. uno de ellos (paciente 23) tendid a
presentar alteraciones bioquimicas en cinco pruebas ademas de observarse

cinco signos de hepatopatias E! otro paciente (paciente 8) tuve la musma

infeccidn peroc No presentd signos de hepatopatias, y solo tuvo una alteracion
bioquimica. Es importante hacer notar gque los dos pacientes infectados con
Shigella/lECE! no tuvieron datos de hepateopatias. y solo uno de ellos tuvo

minimas alteraciones bioguimicas El paciente 2 no presentd alteraciones

pioquimicas, por lo que solo presentd cuadros diarrécos, por otro |lado el

paciente 3 solo presentd dos alteraciones bicquimicas ademas del cuadro

diarréico debido a la infeccion.
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7. DISCUSION

La enfermedad hepética alcohdlica es una consecuencia comun de la
ingesta intensa y prolongada de alcohol. La enfermedad comprende un amplio
espectro de lesiones histolédgicas, siendo la mas caracteristica la esteatosis
alcohdlica (higado graso), la hepatitis alcohdlica, la fibrosis y cirrosis
alcohdlica. Todos estos tipos de lesiones traen como consecuencia una serie de
alteraciones bioquimico-moleculares las cuales se van a traducir en una serie
de manifestaciones clinicas tipicas de la enfermedad hepéatica.

Muchas de las caracteristicas de la enfermedad hepatica alcohdiica estan
asociadas con la respuesta de °“fase aguda” La reaccion de fase aguda
representa la respuesta del cuerpo a una lesion tisular, Se manifiesta como una
reaccion sistémica acompariada entre otras cosas de fiebre y un cambio en la
concentracidn de proteinas en sangre. Muchas de éstas proteinas se sintetizan
en el higado y son reguladas por una gran variedad de mediadores*® . En este
estudio nosotros incluimos 48 pacientes de dos entidades federativas, las
cuales se caracterizaron por tener una alta ingesta de alcohol. Aungue en este
estudio , uno de los requisitos para incorporarlos era la ingesta de puique, se
pudo comprobar que el 89.5 % de los pacientes incorporados ingeria pulque en

combinacién con otra bebida alcohdlica y un ailto porcentaje de ellos
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presentaron datos de hepatopatia (40% para el D F.y area conurbada y 60%
para Pachuca, Hgo.).

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado ta estrecha
asociacién entre el alcoholismo y el dafo hepatico. El riesgo de adquirir una
cirrosis hepatica aumenta con la duracidn y la intensidad del alcoholismo. Sin
embargo, no todos los alcohdlicos cirrdticos desarrollan dafo hepatico. Los
estudios de autopsia demuestran que la cirrosis esta presente entre el 10 y el
25% de los alcohdlicos fallecidos. Se desconocen, no obstante, cuales son los
factores relacionados con la suscepltibilidad para el dafo hepatico inducido por
el aicohol. Como pudimos observar en nuestros resultados no hubo un
predominio en cuanto a la edad de los pacientes bebedores de alcohol
asimismo, fue posible comprobar que los pacientes que ingerian !a misma
cantidad de aicohol hubo quienes presentaron datos de hepatopatia y otros no.
Es decir, la respuesta individual de cada paciente fue diferente en cada caso, o
cual corrobora la susceptibilidad individual de cada persona a desarrollar darfo
hepatico posterior a la ingesta de aicohol.

El pulque es una bebida tradicional de bajo contenido de alcohol. Aunque
es obtenido por un proceso de fermentacion este no es producido en
condiciones asépticas adecuadas, ni sufre procesos de pasteurizacion. Para
fines del estudio, la ingesta de pulque por los pacientes incluidos fue de gran

importancia en dos aspectos: en primer lugar dado que es una bebida



tradicional, esto significa Que esta bebida es consumuda desde etapas

tempranas, de hecho en las encuestas fue senfalado que algunas famiiias de

bajos recursos alimertan a sus nifios con pulgue en lugar de leche. por otro

fado, la falta de un proceso de pasteurizacion suglere que esta bebida esta
contaminada con diferente flora, la cual es patogena at hombre

Estudios preliminares realizados en el INNSZ han mostrado que el puigue
contiene una gran variedad de microcorganismos enteropatdégenos (datos no
publicados). Una caracteristica de estas entercbactenas es la sintesis de
endotoximnas. Se sugiere la posibilidad de que en el pulque exista |la presencia

de bacterias enteropatégenas de caracter invaswvo. como ECE! Sal/monelia y

Shigella. La presencia de éstas baclerias ademas de causar los cuadros
g

diarreicos tipicos, puede llevar a alteraciones a distancia por la presencia de
sus endotoxinas *'. Existen evidencias de que el consumo ce alconol crémco
asociado a la infeccidn por enterobacternas Gram-negativas, facilitan el escape
de endotoxinas desde el lumen ntestinal hasta la circulacidn Estas endotoxinas
sensibilizan a los macrofagos para producir altos niveles de citocinas, por o que

hace suponer que 10s alcohdlicos infectados con estas bacteras presentan attos

niveles de endotoxinas, 1as cuales pueden a largo plazo. influir en el desarrolio

del dafo hepatico >*
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Se ha observado en animales de experimentacidn, sometidos a una dieta
crénica de alcohol, €stos son rnas susceptibles al dafo hepdtico mediado por
endotoxinas ***°

Asimismo, en estudios recientes se han encontrado altas
concentraciones de TNF en suero de ratas cuando se les admunistra etanol/LPS
en su cdieta, y esto se ha ascciado con el dano hepatico que presentan los
animales. Por lo tante se sug:ere que 2! consumc de etanol y la exposicion a
LPS son dos factares Gue conilevan a la produccidon de citocinas, entre ellas el
TNF, y por otro lado al dafio hepatico '

En un estudio reportado en 1360 : obre el seguimiento de pacientes que
presentaron dafio hepatico, se observO gque los pacientes que faillecieron
durante ese tiempo presentaban una elevada concentracidn de TNF
plasmatico, mientras que Ics que Ssobrevivieron no presentaron  dicho
incremento de TNF en sangre ** En resumen la presencia de endotoxinas y la
produccion de citecinas son  Jdirectamente proporcional al dafdo hepatco, es
decir. entre mayor sea 13 cantidad de citocinas que esten presentes, mayor es la
severidad cel proceso

S consideramos las caracteristicas que presentaban los pacientes
involucrados en este estudio. todos ellos presentaron diarreas en los Uitimos 30
dias. Esto nos indicd que si hubo un cuadro de infeccion por enterobacterias,

posiblemente provenientes de la ingesta de pulque. Es importante sefalar que
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aungue todos presentaron diarrea, solo hubo desarrollo bacteriano en un
916 % de los coprocuitivos realizados Las muestras que no desarroliaron
crecimiento bactenano procedieron de la ciudad de Pachuca, lo cual habla de
que posiblemente no fueron apropradamente procesadas y transportadas, pues
como sefalamos previamente todos los pacientes tuvieron cuadros diarreicos

Para la identificacidn de las entercbactenas en los coprocultivos se
realizd la extraccion del ADN correspeondiente. El meétedo utilizado fue el de
fenol:.cloroformo:alcohol iscamilico. La técnica se estandanizd para bacterias, ya
que esta técnica se utiliza normalmente en el laboratorio donde se desarrolid
este trabajo, para la extraccion de ADN de ceélulas eucariotas. Nosotros lo
aplicamos para la extraccién de ADN bacteriano, y lcs resultados obtemdos nos
indicaron la obtencién de un material genético “purco y limpio”, ademas de
obtener!o practicamente “integro®, es decir no degradado. La identificacidn
bacteriana se realizd por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa, 1a
cual se realiza en un pericdo de aproximadamente 4 horas y tiene una
configbilidad cercana al 100%.

Como se pudo abservar la cantidad de casos positivos con respecto a
los negativos del total del numero de pacientes fue muy baje (20%, 10
pacientes), de un total de 48 pacientes. Se detectaron cuatro casos positivos
para el D.F. y area conurbada, en dos de ellos se detecté Shigella y en los

otros dos se detectd Salmonella. Mientras que para Pachuca, Hgo. se
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detectaron seis casos positivos, en tres de ellos se detectd Shigella y en los
otros tres se detecté Sa/monella. Es importante serialar que la gran incidencia
de casos que resultaron negativos, no necesanamente indicd que No tuvieron
infeccidn, pues como se indico previamente al menos presentaron un  cuadro
diarréico en los ultimos trennta dias; por el contrano, esto sugiere que
probablemente elios estuvieron infectados con algun otro género de bacteria
patdgena , dferente al que nosotros detectamaos por la técnica de PCR, por
ejemplo Yersinia spp., Hafma spp etc.. que se han detectado en el pulque nor el
INNSZ.

En cuanto a la correlacion entre ingesta de pulque y dano hepatico es
importante mencionar que de los pacientes a quienes si se les detectd algun
género de entercbactena por la técnica de PCR, fue evidente que entre mayor
fue el consumo de alcohol, mayor fueron los datos de hepatopatia. En lo que
se refiere al D.F. y area conurbada, solamente la paciente 23 presentd tanto
alteraciones bioquimicas como signos de hepatopatias Esta misma paciente,
presentd 6 episodios de diarrea (de 5 evacuaciones durante 5 dias), lo que
quiere decir que al menos el Gitimo mes tuvo diarreas; asimismo, esta paciente
presentd una ingesta maycr de 500g de EtOH/semana, lo cual justiffica el dano
hepatico. A diferencia de los pacientes 3 y 8, quienes presentaron minimas
alteraciones bioquimicas, una ingesta mucho menos de alcohol y solo un

episodio de diarea.



Por otro lado. en lo referente a los datos obtenmidos del estado de Hidalgo,
curiosamente los pacientes que presentaron mas dano hepatico fueron del
género femenino de una edad mayor a los 50 afios (paciente 7 y 10) Ambas
presentaron un gran numero de alteracioneas en sus PFH,. al igual que mas de
cuatro signos de hepalopatia Sin embargo, ia diferencia entre ellas fué su
consumoe de alcoho!l, una de ellas tuvo un consumo por arriba de los 500 g ce
EiOH/semana y la otra por debajo de esa cantidad. lo cual habla nuevamente

de ia susceplibilidad individual ai dafno hepatico Otro aspecto importante de

estas pacientes es que aunqgue el dafo hepatico fue severo, sclo tuvieron un

solo episodio de diarreas en Ics Ultimos tremnta dias De los otros pacientes a

quienes se les detectd las enterobacterias. el consumo de alcohol fue muy
variable, pero aungue solo presentaron un episcodic de diarreas. ellos tuvieron

alteraciones en sus PFH, lo cual habla del dano hepatico Un paciente que

ilamo ta atencidén fue el 26, quién tuvo ingesta de pulgue y vinc en baja
cantidad:. este paciente presentd un cuadro diarréico. gero no presentd ningun

dato de hepatopatia. Dado que es un paciente gque tiene un bajo consumo de

aicoho! (24g EtOH/semana), la ausencia de cdanc hepatico sugiere dos

posibilidades: una susceptibiidad individual menor al dafo hepatico y
deficientes habitos higienico-dietéticos.

Se ha sefalado que el higado es el principal sitio de traslado de las
endotoxinas que provienen del intestino a traves de !a circulacidn sistémica
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porta. Las endotoxinas scn tomadas cast exclusivamente por las células del
sisterna reticulo endotehal. refinéndose on el higado a ias ceélulas de Kupffer *°
Se sabe que en el alcoholismo crénico la permeabilidad intestinal a este tipo de
moléculas se ve ncrementada, absorbiéndose sustancias que normaimente no
fo hacen.

Las endotoxinas que llegan a higado son uno de los principales estimulos
para que se induzca la expresién y produccidn de citocinas, pcr parte de las
diferentes células que consttuyen éste organo. por lo que puede ser un indicio
de que las endotoxinas incuzcan hepatotoxicidad 33 %4

Una posible respuesta a la nterrogante ce como es que se produce el
dano hepatico alcochdélico paostericr a la ingesta de culque? Es que puede existir
1) una reduccidn en la capacidad de las celulas de Kupffer para elrmnar !as
endotoxinas. 2) un incremento en ta permeabihidad de la membrana de las
células de la mucosa intestinal hacia la endoteoxina, 3) un incremente en ta flora
de bacterias Gram-regativas en el tracto intestinal, el cual proveeria un
reservorio en la produccidn de endotoxinas . Al iiberarse e! LPS a la circutacién
siempre van a estar presentes las citocinas en respuesta a éste estimulo Se ha
visto que cuando se expone una porcion de intestino de rata al etanol. en
condiciones, in vitro, se \ncremeta la permeabilidad de la mucosa hacia las

endotoxinas “°. Se piensa que las endotoxinas son factores que contribuyen al
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dafio, pues se ha observado que cuando se reduce de alguna manera a estas

endotoxinas, la enfermedad hepéatica mejora *' .

De nuestros resultados es evidente que un alto porcentaje de los

pacientes bebedores de pulque presentaron datos de dafio hepatico. Aunque el
numero de personas a gquienes se les identificd los tres géneros estudiados
{(ECE|\, Shigella y Saimoneila) fue bajo, eso no descarta 1a posibilidad que esten
i;'lfeclados con otro género de bacteria Gram-negativa que nosotros no
detectamos y que sean, al menos en parte, los causantes del dafo al higado. Lo
que es importante sefialar es que nuestros resultados sugieren que la infeccidn

por bacterias Gram-negativas es un factor que influye en el desarrolio deil dafo
hepatico.

No obstante, debido a que el niUmero de pacientes involucrados en el

estudio fue pequerio. seria importante realizar un estudio donde se incluya un

mayor numero de personas, asi como también otras entidades federativas

consumidoras de pulque para tratar de dilucidar si realmente el puique es un

factor co-mdrbido en el desarrolic de dafo hepatico.
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. CONCLUSIONES

La respuesta individual de cada paciente a presentar hepatopatias es
diferente, lo que corrobora la susceptibilidad individual de cada perscna a
desarrollar dafo hepatico por ia ingesta de alcohol/LPS

El 91% de los coprocuitivos presentaron enterobactenas Gram-negativas
donde estas pudieron provenir de la ingesta crénica de pulque contaminado.
Aunque el numero de pacientes a quienes se les identificd los tres génercs
astudiados fue bajo. no se descarta la posibilidad de que estuwvieran
infectados con otros géneros de enterobacterias Gram-negativas que
nosotros no identificamos

La infeccién por enterobacterntas Gram-negativas es un factor que influye en
el desarrollo del dafio hepatico.

La PCR es una técnica ce elevada sensibilidad y especificidad ademas de
obtener los resultados en mucho menor tiempo que le requerido mediante el
cultivo bactenano. Esta requtere la presencia de ADN perteneciente al agente

etiolégico que se quiera icentificar, no importando la viabilidad del mismo.
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9. APENDICE



.1 EQUIPO
Agitador magnético con parrilia eléctrica CORNING
Autoanalizador SYNCHRON CLINICAL SYSTEM BECKMAN CXS
Balanza analitica OHAUS
Bafio maria PRECISION
Camara fotegrafica POLAROID DS34
Centrifuga BECKMAN
Centrifuga EPPENDORF
Computadoras
Congeladores -20°C y -70°C
Equipo de electroforesis EC
Espectrofotdmetro DUE5 BECKMAN
Fuente de poder BIORAD
Pipeteadores
Potencidmetro BECKMAN
Refrigeradores 4°C
Termociclador PERKIN ELMER 9600
Transiluminador UVP

Vortex THERMOLYNE
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9.2 MATERIAL

e Agujas

* Asa bacteriolbgica

e Autoclave

e Cajas de Petri desechables

« Celdas de cuarzo para espectrofotémetro
» Crondometro

« Charola de pesada

e Embudo de filtracidn rapida

e Espatula

e Gasas

+ Gradilias

e Guantes de asbesto

e Jeringas desechabltes

e Matraces Erlenmeyer

*» Matraces volumétricos

e Mechero

» Micropipetas automaticas 20,100,1000 pL
e Pinzas

* Pipetas pasteur

= Pipetas seroldgicas



e Piseta

e Probetas

Recolector de punzocortantes
e Tripie

* Tubos de ensaye

» Tubos Eppendorfde 1.5 mL

» Tubos vacutainer

« Vasos de precipitados

9.3 REACTIVOS

e Acido bérico MERCK

« Agar MacConkey DIBCO

e Agar Salmoneila Shigelia DIBCO

« Agar XLD DIBCO

e Agarosa GiBCO BRL

e Agua desionizada estérn}

« Alcohol iscamilico SIGMA

= Amortiguador de PCR PERKIN ELMER
Amplitag DNA polimerasa PERKIN ELMER
* Azul de bromofenol SIGMA

e Bromuro de etidio SIGMA
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Cloroformo BAKER

Cloruro de magnesio PERKIN ELMER
Cloruro de potasio BAKER

Cloruro de sodio SIGMA

dATP PERKIN ELMER

dCTP PERKIN ELMER

dGTP PERKIN ELMER

dTTP PERKIN ELMER

Duodecil sulfato de sodioc SIGMA
Etanol absoluto SIGMA
Etilendiaminotetracético SIGMA
Fenol SIGMA

Ficoll PHARMACIA

Fosfato de potasio monobasico BAKER
Fosfato de sodio dibasico BAKER
Proteinasa "K* GIBCO BRL

RNAsa SIGMA

Xilencianol SIGMA



9.4 PREPARACION DE SOLUCIONES

e Cloruro de sodio 1M

NacCi 0.5844g
» Duodecil sulfato de sodio 20%

SDs 2g
» Cloruro de magnesio 2.5 mM

MgCl; (30mM) 5 uL

e Mezcla de dinucledtidos trifosfato 200 pM

dGTP (10mM) 1 uL
dATP (10mM) 1 uL
dTTP (10mM) 1 ubL
dCTP (10mM) 1 ut

* Soclucidn de oligonucledtidos 100 ng/ sl

FPP1 (35 ng/uL) 3ul
FPP2 (35 ng/ulL) 3uL
IpaH Il (35 ng/ul) 3ul

IpaH IV (35 ng/ul) 3L

10mL

100mL

50 nL

50 pL
50 uL
50 ul

50 uL

50 ut.
50 ut.
50 pl

50 uL
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= Amortiguador de PCR 1X

PCR buffer (10X) 5 ul 50 uL
e Acido desoxirribonucleico molde 4 pug/ul

ADN (1pg/ul) 4l 50 ub
Amplitaq DNA polimerasa 4 U/ ulL

Taq (10U/uL) 0.4 L 50 ub
e Agarosa 1% y 2%

Agarosa 1% 0.4g 40 mL

Agarosa 2% 0.3g 60 mL
s Agar MacConkey, XLD, SS

Medio de cuitivo 60 g 1L
e TBE 10X

Tris Hc! 324 g 2L

Ac. bérico 100 g 2L

EDTA 19g 2L
« Amortiguador de carga

Azul de bromofenol 00825¢g 25 mL

Xilencianoi 0.0625 g 25 mL

Ficoll 3759 25 mL

88



STE
Tris HCI {10mM)
EDTA (1mM)
NacCl

STEP
SDS (20%)
Tris HCI (10mM)
EDTA (0.5mM)
Prot K.

PBS 0.1 M pH7.4
Na;HPQ,
KH:PO.

1 mL
0.2mL

019

250 nL
0.5 mL
0.8 mL

0.0tg/1mL

3603 ¢g
0680g

Acido etilendiaminotetracético 0.5 M

EDTA

1.8625 g

100 mL
100 mL
100 mL

10mL
10 mL
10 mL

10 mL

250 mL
250 mL

10 mL
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CITAS

Yo se que la poesia es imprescindible, pero no se

para que.
Jean Cocteau

Una wvez terminado el juego, el rey y el peédn
vuelven a la misma caja.
Proverbic italiano

Si Dios hubiera querido prohibirnos el vino, 1las

vifias serian amargas.
Probervio francés

Donde acaba la biclogia empieza la religidn.
Gilbert Keith

El amor tiene facil la entrada y dificil la salida,
ademas de ser una tonteria hecha por dos.
Napoledn



Pasd con su madre. ;Qué rara belleza!l
jQué rublos cakellos de trigo garzul!

;QRué ritmo en el paso!

;Qué innata realeza de portel

i Qué formas bajo el fino tul!...
Pasd con su madre. Volvid la cabeza:
iMe clavd muy honda su mirade azull
Quedeé como en dxtasis...

con febril premura

ritaron cuerpo y alma al par.

isfguela!
con locura

...pero tuve miedo de amar
de abrir mis heridas gque suelen sangrar
Yy no obstante toda mi sed de ternura
cerrando los ojos la dejé pasar.

Amado Nervo
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