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D. RESUMEN 

Las infecciones gastro1ntest1na!es por enterobactenas Gram-negat1vas 

son frecuentos en nuestra población Se asocia la presencia de éstas 

enterobactenas 1nvas1vas durnnre el proceso de elaboración o almncenam1ento 

del pulque debido i'"l que> t.•ste r.o sufre procBscs ce destilación. flltrac16n o 

pasteur1=ac1ón De ahí que sea comlJn obser..-or que ras personas que ingieren 

culque presenten en a!qunGs ocasrcnes alrerac1cnes g3~.trc1ntest1n:Jlos 

acompat"1ados de cuadros d1ar-ré1ccs 

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

O F y área conL.;rbada (22 pacientes) " Pachuca. Hgo (26 pacientes). que 

presentaron cuadros d1arré1cos al momt.=nto de la entrevrsta o en los Ul!1mos 30 

días. ademas de que consumían pulque de manera considerable A estos 48 

pacientes se les realizaron las PFH y los coprocultJvos En los coprocu1t1vos se 

obtuvo un crec1m1ento neto de 91 6°/:> del total de las muestras sembradas en 

medio Agar MacConkey A partir del crec1mrento se h1::0 la extracción del ADN. 

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

sometió a una PCR para la 1dent1f1cac1ón de !os géneros de rnterés (Satmonella. 

Sh1gel!a, ECEIJ Se utilizaron los oligonucleót1dos especificas para rcent1frcar el 

gen Fim A perteneciente a Salmonella y el gen de 1nvas1v1dad lpaH 

penenec1ente a Sh1gella/ECEI (FPP1/FPP2 e lpaH 111/lpaHIV respectivamente). 

De las 26 pacientes de Pachuca, 6 fueron pos1t1vos para las géneros de interés; 



y para el D F do los 22 pacientes 4 fueron pos1tivos Para Pachuca. Hgo . tres 

pacientes presentaron 1nfecc1ón para Salmonel/,1 spp y tros para $hrgella 

spplECEI. mientras que para el D F y área conurbada presentaron dos 

pacientes infección pora Safrnonella spp y dos pnc1entes mas para Sh1geffa 

spp/ECEI Se observó una baJa mc1denc1w de casos positivos 

Para evaluélr el daño hep3t1co se realizaron tas PFH y la 8)(p1orac;én 

clínica de les p.si.c1er.tes do~d~ S•~: encontró que cerco del 50º/o d .. ~ ios :::acier,!es 

tuvieron dates de hepatcp.ntic:i So encontró un desarrol!o bacteriano en un 91 º/o 

del totül de ias muestrns Fuo interesante no~~lr que de los pac1c-nte5 a quienes 

se !es detectó las bilctenas Grnm-negat1vas por la técnica de PCR soto un 

paciente ne presentó daño hepát:co Por e! contrario el resto de fas pacientes 

que fueron pos1t1vos mostraron que entre mélyor era la ingesta d& alcohol mayor 

era el daño hepático As1m1smo. en algunos c<Jsos dependiendo de !a severrdad 

de los cuadros d1arrétcos mayor fue el daño hepatico Es importante señalar que 

la ausencia de pos1tiv1dad para detectar Gram-negativas. no necesanarnente 

significó ausencia de 1nfecc1ón Por el contrario. es posible que la 1nfecc1on 

existente fwera debrda a otro género de bacteria Los resLiitados de es~e astud;o 

sugieren que la 1nfecc1ón por bacterias Gram-negat1vas es un factor que ;r.fluye 

en el desarrollo del daño hepático No obstante estudios postericres 1r.ctuyendo 

un mayor número de pacientes podrán aclarar esta cuestión 



1. INTRODUCCIÓN 

1.1 HigaJo 

1. 1 1 Caractcristlca.,. an:uomici:g; y funcionales 

El higado es la glár.dula mé:s gr.onde del cuerpo humano. pesa 1.400 g 

en promedio en el adulto Se lo-;aJ1za ba10 el diafragma y ocupa la mayor parte 

del hipocondrio derecho y una parte del ep1gastr10 en el a~dcmen Esta cubierta 

casi en su totalidad por per1tor.eo \Cápsl..óla de Gi1sson. formada pnnc1patmente 

de colágena lipa 1 y 111 / S~ C1·.,1Ce er. dos ióCulcs principales. derecho e 

izquierdo. separados por el !1gamonto falciforrr.e Los !ót:u!os cuadrado y 

caudado. de pos1c1ones inferiores guardan relac:án con el derecho (fig 1) 

Los lóbulos dei nigi3do =:cns1sten en numerosas unidades func1or.ales 

observables al m1croscop10 Les 1cbullllos se componen de cordones de células 

hepáticas (o hepatoc:tos¡ dispuestos en forma ~ad1al alrededor de una ·.1ena 

central. En éstos se observan e:spac1os revest1dcs por er.dotei10. !os s1nusc1des 

por los cuales circula la sangre Los sinusoides presentan tamb1en un 

revestimiento parcial de célutas estrelladas llamadas células de Kuptfer de 

actividad fagocit1ca 
1 

IO 



~~7~~:·~:QOOJO VQU•e<do 

Lóbulo derecho 1.I/ Í f.1. .' , ir : 
} t · : · · .- · ,..._~ , ____ ; ~rg;imento faktfonnc 

,~r"' 
~ ; L_J._f>bulo caud.ldo 1 ;nr.:i.s J 

1 

~1cula b1har 

Fig~ 1 Cdr.Ktt_•ri-.tlCtt'"> morfoh»•rc.1., dPI hh•.tcfo norn1<JI. 
(fo1nado d"• Tortor.t C .. 1987) 1 

11 



El hígado Juega un papel importante en la homeostasis Es el sitio 

primario de regulación del metabolismo energético. toma y procesa los 

nutrientes mgerrdos por el org~nrsmo controlando la d1stribuc1ón a tejidos 

extrahepDt1cos Sintetiza protc-ínas escmc1ales. enzimas y cofactores requeridos 

para la digestión de los nutrientes que permita llevar a cabo una función normal 

del crg;:Jn1smo F1nalment."'! L~~. cruc•al pcita la desto:.qf1cac1ón y eliminación de 

una gran variedad de compwes:cs endógenos y exógenos ~ 

.2 Cin·osis hl..!'patica 

El térmrno cirrosis tiene su origen en Ja palabra griega K1rrhos que 

significa color café-naran1a. fue por ro tanto el color leonado del hígado mas qwe 

su cons1stenc1a el c;ue d1ó el nombre a la enfermedad La lesión fundamental en 

el desarrollo de la cirrosis fue señalada en 1889 por Ackerman y en 1904 por 

Kretz, ellos opinaron que ·1a pérd1Ca del parénquima hep<ltico era decido a 

necrosis hepatocelu/ar con desarrollo de tejido ccnect1vo' 3 

La cirrosis es una enfermedad crónica del higado con destrucción difusa 

y regeneración de las células del parénquima hepático Se caracteri=a por un 

incremento del teJ1do conectivo que trene como resultado una desorganización 

de la arqu1tec1ura tabular. dando f1bros1s y nódulos de regeneracron 
4 

Dentro de 



las causas de cirrosis las más importantes son el alcoholismo y las hepatitis 

virales~. 

Hasta hace más de veinte anos se pensaba que la enfermedad hepática 

del alcohólico se debía exclus1varnento a desnutrición y no a los efectos tóxicos 

directos del alcohol caracterist1camcnte la cirrosis del alcohólico no se 

denominaba "cirrosis alcohohca·· sino '"cirrosis grasa nutr1c1onal"' Durante 1959-

1969 se demostró que úl etanol tenía un 1mportan:e ef·::?c:o sobre el metabcJ1smo 

1ntermed1ano del hígado. principalmente de lip1dos ~ :1 

El 90%. de los alcohol1cos tienen higado graso esto se puede cons•derar 

como un signo pronóstico de la apanc1ón de cirrosis y esto e)(pl1caría la 

hipertensión portal en el hígado graso 

La cirrosis alcohólica es una se:ocuela de la hepattt1s alcohólica 

precedente. la enfermedad se presenta por lo general solo tras años de 1ngesta 

excesiva del alcohol 

Se ha sugendo que la Dosis Efectiva 5G (dosis cirrótica media) 

corresponde a un consumo d1ano de etanol de 1 8Cg durante 25 años 3 En 

general, cuanto más largo sea el tiempo de consumo diario de alcohol. maycr es 

la probabilidad de presentar hepatitis alcohólica y cirrosis 

En los años noventas. la enfermedad se sigue conservando entre las diez 

primeras causas de defunción, es decir, el comportam1ento epidem10Jóg1co es 

endémico más que epidémico lo que hace su control mós complejo. En México 



tas cond1c1ones propicias para el consumo de alcohol se dan a veces desde el 

destete de los lactantes ya que algunos grupos lo hacon con pulque 1ª 

Desde hace tiempo se ha estudiado al alcoholismo desdo el punto de 

vista genético Aunque so sugiere que hay una pred1spos1c1ón fam1llar. todavía 

no se ha determm.;:?do cual es I;:] pc::irt1c1pac1ón dol :~ctor t'lered1tar10 Lo que es 

claro. es que existen regl.:is soc10-cultur.:iles y de aprend1za1e que ¡uegan un 

pacel muy 1mport3nte en e! desorro!lo del .:ilc0hoi1smc 

Se enfat1::a l.a posible 1r.ipilc.:ic1ón de !os factores genéticos y de 

pred1spos1c1ón constitucioncil p<'trn el desarr':)!!O de c1rro~1s 3 Pcr e1emplo, se ha 

visto que algunos grupos etrncos presentan uc . .:i <:>irm1nac1ón de etanol más 

lenta y va acomoañada ccn signos vasomotores más severos y pro1o~gados' 1 

Sin embargo observaciones c!irncas y expenmentules señalan que los eventos 

finales en la cirrosis producida por alcohol son sunilares a otros tipos de cirrosis 

de etiologia no alcohóltca. 

Come consecuencia del daño en ce1u1as parenquimatosas por alcohol y 

par los efectos de desv1ac1ón de la sangre alrededor del lóbulo. muchas de las 

funciones b1osintét1cas se reducen. lo cual se refleja en la poca cantidad de 

proteinas plasmáticas y factores de coagulación además de la reducida 

capacidad de manipular sustancias endógenas y exogenas como la b11irrub1na. 

amonio y otras drogas 2 



1 2.2 Patogénesio; de In cnfenoednd 

La cirrosis hepática es un estado patológico final, inducido por agentes 

biológicos (infecciones) o químicos {consumo de alcohol) capaces de producir 

dano crónico generalizado en el hígado La enfermedad se caracteriza por 

acumulación de colágena. alteración en la arquitectura del hígado y formación 

de nódulos regenerativos En general todas las enfermedades crónicas del 

hígado presentan una reacción patob1oquim1ca llamada f1brosis. 

independientemente del agente et1oló91co que la produzca 12
·
13 

La fibrosis progresiva del hígado es una causa importante de morbilidad y 

mortalidad. La fibros1s del hígado, causada por un insulto al órgano, conlleva a 

un trastorno de arquitectura hepática, regeneración nodular y pérdida funcional 2 

(fig.2). 

La característica sobresaliente de la cirrosis es el depósito de colágena y 

proteínas de matriz a/rededor de los hepatocitos con regeneración nodular. El 

hígado normal contiene pequenas cantidades de colágena tipo 1 y 111. Estas se 

inaementan generalmente en hígado cirrótico, particularmente la colágena tipo J 

y proteínas de matrrz como fibronectina y lam1nina 1
.... Una de las céJulas 

hepáticas que esta estrechamente relacionada con eJ desarrollo de fibrosis es la 

célula estelar hepática. Las células estelares, o células de Ita, se encuentran en 

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

respuesta a vanos agentes fibrogénicos y éstas células son transformadas a 

células seme1antes a f1broblastos. células trans1c1onales, éstas tienen una 

capacidad más alta de s1ntet1zar colágena y componentes de matriz. Las células 

estelares cambian a células transic1onales en el hígado de pacientes 

alcohóhcos que desarrollan f1bros1s (f1g 3) 

Las funciones de las células estelares van desde el almacenaje de 

lip1dos y vitamina A hasta la síntesis de proteínas (componentes de matriz 

extracelular) 2 Una pregunta importante. aún sin resolver. sobre la enfermedad 

crónica del hígado es lo que concierne a la sef\al y estimulo que causa dicha 

transformación. El TGF·P1 probablemente juega una papel central en la fibrosis 

hepática. El TGF-P1 es un potente estimulador de la síntesis de colágena en las 

células estelares asi como en los hepatoc1tas ' 5 La IL-1. IL..S y el TNF-a. son 

secretados por las células de Kupffer a células sanguíneas como monocitos, 

polimorfonucleares ó plaquetas que actúan como moduladores del TGF-p1 y de 

las células estelares 2 

.2.3 l\.1anifestaciom:s clínicas 

La cirrosis alcohólica puede ser asintomática en un 10º~ a 20°~ de 1os 

pacientes, pero comúnmente presentan complicaciones propias de la 
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enfermedad hepática crónica. como la ictericia, ascitis. esplenomegalia, 

hepatomegalia y sangrado de tubo digestivo. o bien la enfermedad hepática 

puede ser detectada cuando el paciente es evaluado por un evento no 

relacionado Entre los pacientes masculinos cirróticos la feminización y el 

hipogonadismo son mucho más comunes En estos pacientes se presenta con 

frecuencia la hemocromatos1s en comparación con los pacientes que presentan 

hepatitis crónica 

Las complicaciones de la cirrosis alcohólica incluyt3 la ascitis, pentonitis 

bacteriana espontánea. síndrome hepatorenal. encefalopatia hepática y 

carcinoma hepatocelular 

1 2.4 Datos de laborntono 

Las anormalidades en las PFH en la cirrosis alcohólica son menos 

pronunciadas que en la hepatitis alcohólica Muchos de los valores de las 

pruebas hepáticas están cerca de los valores normales 

Las anormalidades cuando se presentan pueden incluir un ligero 

incremento en transaminasas AL T y AST no sobrepasando cmco veces su 

valor normal 10 Alteración en ta Bt y Bd. lo cual puede ser traduCJdo como un 

trastorno de su captación, conjugación así como de su 

eliminación, considerandose estos cambios como un factor pronóstico. Hay un 

,., 



descenso en la cifra de TP. pero más importante es el descenso de la 

concentración de ALB. El origen de esta h1poalbum1nem1a es por la d1smmuc1ón 

de la sfntesis hepática y por la hemodiluc1ón Existe también una posible 

elevación de las globulinas. 

La GGT es más sensible que las transammasas y la ALP. cuando se 

sospecha de una hepatopatia crónica Es especialmente útil en casos de abuso 

de alcohol 'º La ALP está elovada en el 70°k de los casos de cirrosis no 

sobrepasando más de tres veces su valor normal. El tiempo de protromb1na 

forma parte de los indices pronósticos de gravedad de la cirrosis, éste 

parámetro suele estar alargado, debido a una deficiencia de la síntesis de los 

factores de la coagulación 'e. El h1peresplenismo. en la cirrosis hepática, por si 

sola no permite niveles de plaquetas menores de 50,000/mm
3

, y la 

esplenectcmia o cirugía no está indicada 2 

En la b1ometría hemáttca la anemia es quizá el signo hematológico más 

frecuente en la cirrosis hepática. Se observa con frecuencia un origen 

multifactorial como hemólisis, STO, deficiencia de vitamina 812, ácido fólico. 

plaquetopenia y leucopenia. 



t.:! 5 Oingnóstico 

El diagnóstico diferencial de la cirrosis hepática debe realizarse con 

numerosos procesos que pueden cursar con hepatomegalia, alteraciones de las 

PFH, ictericia. ascitis o hipertensión portal 

Un examen físico cuidadoso puede permitir descubrir estigmas cutáneos 

de gran valor diagnóstico Junto con ello la realización de las exploraciones 

complementarias permitirá establecer con seguridad el diagnóstico de la 

cirrosis. Un segundo estudio es el diagnóstico etiológico ya que permite 

precisar mejor el pronóstico o determinar la adopción de ciertas medidas 

profilácticas o terapéuticas en los familiares 'ª 

El diagnóstico etiológico se basa en los datos de la anamnesis, en la 

observación de otras consecuencias de la ingesta excesiva como macrocitosis, 

trastornos de la memoria o del comportamiento. y en el hallazgo en la biopsia 

hepática. 

La evolución de la cirrosis hepática alcohólica es variable pero en 

general su supervivencia depende al menos en parte del abandono o 

prosecución del hábito alcohólico. 

21 



. 1 ~ 6 Pronóstico 

No puede valorarse en cifras absolutas de supervivencia ya que esta 

enfermedad puede evolucionar en forma subclinica y permanecer sin 

diagnosticar durante ar.os. No es raro observar largas supervivencias de más de 

1 O años en pacientes no descompensados en quienes el diagnóstico se realizó 

en forma casual. Por el contrario, el pronóstico se ensombrece notablemente 

desde el momento en que aparece la primera descompensac1ón clínica No 

obstante se dispone de datos objetivos que permiten en muchos casos emitir un 

pronóstico aproximado. 

El pronóstico de la cirrosis alcohólica me1ara si el paciente deja de beber 

a menos de que se halle en una fase muy avanzada con hipertensión portal y 

vanees esofágicas. La muerte de los enfermos cirróticos ocurre pecas veces por 

insuficiencia hepatocelular progresiva. Lo habitual es que esté en relación con 

la aparición de hemorragias digestivas. ascitis e insuficiencia renal o infecciones 

graves y también con el desarrollo de carcinoma hepatocelular '"'. 

1.2.7 Tratamiento 

En contadas ocasiones se dispone de medidas terapéuticas para realizar 

un tratamiento etiológico de la cirrosis hepática. Por el momento no existen 

pruebas de que la administración de agentes antifíbrogénicos sean eficaces en 

el tratamiento de la cirrosis. 



La abstinencia del alcohol. recomendada a todos los enfermos cirróticos, 

es especialmente valiosa en los enfermos con lesiones hepat1cas alcohólicas 

La cirrosis hepática compensada no requiere ningún tratamiento especial El 

reposo y los regímenes diotéttcos no son en esta fase de utilidad Debe 

permitirse al paciente realizar una vida social, laboral normal y alimentarse con 

una dieta variada y equ1\1brada ,.., 

.3 Cofacti.Jrcs del datl.o hepático por akohol 

1.3. t Alcohol 

El alcohol (etanol) es un compuesto químico que ha estado ligado a la 

humanidad Se ha usado con fines diversos, aunque su empleo más común es 

como eufonzante y ans1olit1co 'º 

Seguramente cuando el hombre conoció el alcohol y disfrutó de sus 

efectos placenteros. nunca 1mag1n6 el dar'lo que era capaz de producirle a lo 

largo de la historia de la human1dad. El alcohol se ha incorporado a la vida del 

hombre y ha oscilado entre el uso moderado y placentero. hasta el abuso 

intemperante y la dependencia que lo convierten en un agente tóxico de alto 

riesgo 

La asociación de la cirrosis hepática con el consumo de alcohol en 

cantidades excesivas es conocida desde la antigüedad Esto surgió de la 

observación de que los grandes bebedores desarrollaban cirrosis mucho más 
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frecuentemente que los no bebedores Además está demostrada una relación 

entre el consumo de alcohol y mortalidad por cirrosis La tox1c1dad hepática del 

alcohol per se ha sido demostrada. pero lo que no está completamente 

esclarecido es la causa por la que solo una parte da ros aJcohól1cos crónicos 

desarrollan cirrosis hepática Un factor crucial es la cantidad y duración de la 

ingesta alcohólica. ya que hasta un 75% de las personas que 1ngreren más de 

160 g/día de EtOH presentan lesiones hepáticas graves al cabo de 1 5 ar-ios Se 

ha visto que las infecciones por bactenas .entero1nvas1vas Gram-negat1vas, asi 

como los factores 1nmunológ1cos genéticos o también por llevar una mala 

nutrición, pueden actuar como factores pred1sponentes para el desorro/lo de 

dar"lo hepático 

El mecanismo por el cual el alcohol llega a producir crrros1s no es bien 

conocido La esteatos1s no es una lesión pre-c1rrót1ca pero s1 lo es la hepatrtis 

alcohólica Probablemente el alcohol es también capaz de mducrr cirrosis por 

mecanismos d1stmtos de la hepat1t1s alconól1ca. relacionados fundamentalmente 

con su capacidad para inducir f1brcs1s progresiva del higado ·" 

1.3. J./ Pulque 

1.3. /.l. I .Va111rah·=a y 1..•lafl,,rac11ín 

El pulque es una bebida tradicionalmente fermentada de baJO grado 

alcohólico. Es obtenido por fermentación del aguamiel el cual es la savia de 



muchas especies de agave (maguey) El aguamiel es extraído de plantas que 

tienen entre 8 a 10 af'los de edad El tallo floral es cortado con una clase 

especial de cuchillo. /a operación es conocida con el nombre de "castración" 

El JUgo de la savia se acumula gradualmente en la cavidad formada en el 

cen~ro del aga·.-e En esta cavidad el aguamiel es removido d1.;Jnamente pcr una 

succión oral a través de un ·'acocote" (instrumento largo que funciona como 

popote) El aguamiel es transferido a unos barriles para transportarlo al s1t10 

donde se procesa el pulque. ahi es fermentado en tanques de madera. cuero, 

plBstico o fibra de v1dno (t1nacal) 

El pulque es entonces drstrrbu1do a las pulquerías ó a pequeñas 

tiendas llamadas "toreos'" 1
c-

18 

En las ciudades pequeñas de las zonas rurales el pulque proviene de 

pequeños prcductores y es donde aún se puede beber el pulque de buena 

calidad. con su moderado sabor agridulce. sin olor. casi sin vrscos1dad y con 

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

urbes donde solo de un 40% a un SOºk pasa por las "'aduanas .. ya que todo lo 

demás pasa de contrabando para venderse en pulquerias clandestinas ' 9 



1. 3. / _ 1. ~- StJ.!11!/ic.:udu L'C.:onú1111c:o 

Para los campesinos el maguey no es un cultivo exclusivo sino 

complementario, tanto desdo el punto de vista económico como del uso racional 

de suelo La planta exige muy pocos cU1dados. proporciona alimento, abono, 

protección contra el ingreso de animales y es el medio para evitar la erosión 

Cuando llega a la etapa final de su vida es posible obtener un ingreso ad1c1onal 

con la venta·del gusano de maguey el mex1ote y del pulque ademas de que 

antes se sembraron o se vendieron los hijuelos 

A lo largo de ta historia el maguey y ol pulque h.:ir. tenido un destacado 

lugar en la satisfacción de tas r.eces1dades del pueblo mexicano S1 bien su 

contribución económica ha sido 1r.iportantisuna. es posible determinar su aporte 

a lo que los economistas llaman el Producto Interno Bruto Pese a ello. si es 

posible señalar que la part1c1pac1ón es e.oda ve;:; mas pequeña y que el decJ1ve 

se ha acentuado drást1camento ' 9 

1.3. l. /.3 S1>-:n~/ict1du dintL·u 

El pulque es una bebida que no sufre procesos de destrlación. filtración 6 

pasteurización. por lo 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 la infancia. Frecuentemente provee un 1 SºA> de los requenm1entos 

energéticos en adultos de 20 a 50 años (ingesta promedio de 1 a 2 L). 

Ningún estudio ha podido demostrar que la cerveza. el vino o los licores 

destilados sean mejores o causen menos daflo quo el pulque 19 

Algunos estudios m1crob1ológ1cos del pulque se han enfocado 

pnnc1palmente al a1slam1ento de diferentes especies de levaduras Lactobac1/lus 

spp parece ser la responsable de la producción de acido láctico mientras que 

Saccharomyces cerev1siae y Zlmomonas rnobt!1s son las pnnc1pales productoras 

de alcohol Se ha observado que estos m1croorgan1smos tienen una acción 

antim1crobiana contra colLformes y levaduras f1/amentosas. prev1n1endo así la 

posible contamrroacrón contra m1croorgan1smos enteropatógenos :zo.:z;: 

Actualmente ciertos estudios clínicos asocian la presencia de diarrea con 

la ingesta de pulque As1m1smo. el consumo de pulque ha sido asociado a la 

gran prevalencia del daf"lo hepático De hecho !a mortalidad causada por la 

cirrosis hepática en Mex1co es mas alta en aquellos estados productores de 

pulque :.: 3 

lnvest1gac1ones en animales han mostrado que las endotox1nas Juegan un 

papel importante en el desarrollo de la enfermedad hepática alcohólica 2
•. La 

toxicidad en el hígado a través de endotox1nas producidas por las bacterias 

Gram-negativas se asocia con el incremento del consumo de alcohol. 
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Se ha reportado que pacientes con alto consumo de alcohol presentan un 

elevado nivel de endotoxinas producidas por bacterias Gram-negat1vas. y esto 

se asocia con la presencia de daño hepático ~30 

/.3 J./ . ./ /'11/q110..• <.:nnto.Jilt'l1fl' de ent..•rohacrerun 

El pulque corno tal os una bebida de alto arrrngo en México El contenido 

de alcohol en esta bebrda es cons1derablemc-nte baJO {ver tabla 1). pero se ha 

observado que contiene otra sc-rce de elementos que Juegan un pape! importante 

para el desarrollo del daño hepático (ver tabla 11} Fuentes indirectas seflalan 

que durante el proceso de fermentación del pulque se utiliza matena orgánica 

desconocida para rP.al1zar la fermentación del mrsmo 

Como se señala previamente el pulque es un reservona importante de 

m1croorgan1smos ya que su compos1c1ón lo hace un medio de cultivo neo. en 

donde muchos m1croorgan1smos heterótrofos crecen facrlmente en él Esto 

sucede desde el almacenamiento en el momento de procesarlo o bien cuando 

el producto es combinado con otros elementos para su rápido proceso de 

fermentación, lo que hace suponer !a presencia de bacterias Gram-negat1vos 

en el pulque 

Por todo lo anterior se ha sugendo la posibilidad de que en el pulque 

haya la presencia de bacterias enteropatógenas de caracter invasivo como 

ECEI, Sh1gel/a o Salmonella, la presencia de éstas bacterias además de 



producir los cuadros diarréicos típicos, pueden llevar a alteraciones a d1stanc1a 

por la presencia de sus endotoxinas en la sangre 31 

Se asocian cuadros diarréicos en los pacientes que 1ng1eren pulque 

posiblemente por la presencia de onteropatógenos de caracter invasivo Se cree 

que si una pet"sona ingiere pulque contaminado de manera Ct"órnca. puede 

provocar que estos enteropatógenos o productos de las mismas (endotox1nas) 

puedan llegar a torrente circul.ntor10 y provoquen una respuesta inmune 

acelerada 

En México la diarrea es una causa importante de morbilidad y mortalidad. 

Desde edad pequeña los niños presentan diarreas generalmente ocasionadas 

por bacterias como Sh1gella. Campytobacter. Satmone/la y otros no patógenos; 

lo cual puede estar asociado con la costumbre de beber pulque desde la niñez. 

en algunos estados de nuestro pais 

Como se ha comprobado. el pulque en un alto porcenta1e no sigue tos 

lineamientos de sanidad adecuados Su fabncac1ón se lleva a nivel casero, en 

condiciones poco hig1én1cas 

México es un país que reporta tasas de mortalidad extraordmarramente 

elevadas debido a cirrosis hepática producida por consumo de alcohol. Algunos 

países que tradicionalmente t1ener. un alto consumo de alcohol, tienen una 

frecuencia mucho menor de mortalidad por c1rros1s hepática producida por el 

consumo de alcohol con respecto a nuestro país 31
•
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Se observa una alta incidencia de mortalidad por afecciones hepáticas en 

algunas regiones del país La mayor proporción de muertes reportadas en los 

últimos años involucra solo unos cuantos estados federativos que se agrupan 

en las zonas de las mesetas centrales del país. siendo ésta el área de mayor 

producc1on de pulque en Mex1co 

1.3.1.2 I>eternrinacidn Je /o.'1.· grado...,· dt..• con.'1.-unto 1/c.• alcohol 

Como fué senalado previamente el pulque es una bebida cuyo contenido 

de alcohol es ba10 y el grado de consumo va a depender directamente s1 la 

entidad lo produce o no. es decir. en estados como Pachuca. el consumo es 

mayor por ser un gran productor de pulque. caso contrario con ro que ocurre en 

el DF. 

Como se observa en la tabla 111. se puede comprobar que el pulque es 

una bebida alcohólica fermentada cuyo contenido de alcohol es bajo en 

comparación con otras bebidas alcohólrcas comerciales 

La determ1nac1ón de los grados de consumo de alcohol que presentan las 

diferentes bebidas alcohólicas se ha hecho en base a los siguientes criterios. 

p = m /V 
m::;pV donde 

p=0789g/dLa20°C 

V = 0 Gay Lussac 

m= g de EtOH / 100 mL 
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TABLA l. COMPOSICIÓN QLiJ'l.llCA DEL PCLQUE 

1 Conc. de etanol : 3.1 +/. 1.1 g/dL 

desprote1n1zado con ácido perclónco 

Conc .. de prote[nas : 0.3 g/dL 

Conc .. de carbohidratos : 0.35 g/dL = 43 Kcal I dL 
30 -70 JIL 

Grado alcohólico : 4.0 - 6.0 ºG.L. 

Acidez total (ácido lllctico): 400 • 700 mg/100mL 

Valor de pH: 3.5 ·4.0 

Densidad a 20"C : 0.996 g/cm• 

(tom.u.Jo de Kt.~rshcnobu:h. D .• y coJs. 1'196) 31 
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TABLA 11. ADICIONES DURANTE LA FERMENTACIÓN DEL PULQUE 

INGREDIENTE No. DE MUESTRAS º.4 DE TOTAL 
Aguamiel 43 33 

Aguamiel + Pulque 33 25.4 

Aguamiel + Azúcar 10 7.7 

Aguamiel + Pulque •Agua 1 o.a 

Aguamiel + Pulque +Agua 1 o.a 
+ Blc.rl>onato 

Aguamiel + Pulque +Agua 1 o.a 
+ Bicarbonato +Azúcar 

Aguamiel + Pulque 1 o.a 
+Cascara de p1illtano 
+Holas de durazno 
Aguamiel + Materia 40 30.a 

orqc.\nica desconocida 
Total do muestras 130 100 

analizadas 

(tonlado de Kersho.•nobich, D., y col .... 1996) 31 



TABLA 111. GRADOS DE ALCOHOL EN DIFERENTES BEBIDAS 
COMERCIALES 

BEBIDA "G.L. g de E!OH / 100 mL 

Pulque 5 3.945 

Cerveza 6 4.734 

VJno de mesa 12 9.468 

Ron, Vodka, Brandy 40 31.560 

Whiaky, Tequila 43 33.927 

(tom.ido de K~r-s.ht..-..nobich. O., y t:ols. 1996) 3
, 

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

gramos de etanol por bebida estándar. definiéndose de Ja siguiente manera: 

'I 1 medida de 1 Y. 
bebida = la!a de =whisky.brandy,"' vaso de= lltro de 
esUndar cerveza vodka.ron.etc.. vino pulque 

todo lo anterior oauivala a 12 aramos de alcohol absoluto 

(tomado de Kershenobich, D .• y cols. 1996) 31 
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1.3 2 Infecciones por hncterias enr~invasiva~ Grmn-negarivas 

Existen tres géneros de bacterias enteromvasivas Gram-negativas que 

son encontradas frecuentemente en enfermedades gastrointestinales 

Sa/monella. Sh1gella y ECEI. Estos tipos de enterobactenas, además de 

producir endotoxinas, tienen la capacidad de penetrar y destruir el epitelio 

intestinal. Están asociadas comUnmente con gastroenteritis y disentería. en la 

cual la sangre aparece a menudo en los cultivos de heces. La destrucción del 

epitelio también contribuye a la entrada de bacterias y endotox1nas hasta la 

circulación. La fiebre es típica en este tipo de infecciones entéricas 

Un nUmero de estudios en muchos paises reportan evidenoas clínicas e 

histopatológicas de hepaht1s con fiebre tifoidea La h1per1rofia de células de 

Kupffer y la proliferación es típica en todas las senes celulares. La prevalencia 

de hepatitis con fiebre tifoidea se encuentra entre un 10% y 40ºAt ~30 

La diarrea bacteriana enteroinvas1va en México es endémica. pero existe 

una prevalencia actual que en la mayoría de los casos no se reporta. Por 

ejemplo la infección con Salrnonella se considera que ocurre en un 1 5% de los 

casos de diarrea en niflos mexicanos n. 

Existen evidencias de que el consumo de alcohol crónico y la infección 

facilitan el escape de endotoxinas desde el lumen intestinal hasta la circulación 

sistémica. Estas endotoxinas sensibilizan macrófagos para producir altos 

,. 



niveles de citocinas: esto hace suponer que los alcohólicos infectados con este 

tipo de bactenas presenten altos niveles de endotox1nas. Se ha sugerido que los 

niveles altos de endotoxinas lleven a las c1toc1nas y/a factores de crec1m1ento a 

inducir hepatotoxicidad 38 

Todas las bacterias Gram-negat1vas tienen una membrana externa 

alrededor de la pared celular Esta pared externa está const1tu1da por 

lipoproteínas. fosfolípidos y lipopolisacáridos (LPS). 

Los LPS están constituidos de un componente lipídico llamado lip1do A 

que está ligado a un complejo de polisacándos. Este complejo polisacárido está 

dividido en dos regiones· un centro polisacárido que lo conservan intacto todas 

las bacterias Gram-negat1vas, y la otra es una región externa que muestra gran 

variabilidad entre las especies de bacterias Gram-negativas. Esta región es 

conocida como el antígeno-O 37
"
38

. 

El lípido A es la parte que va a ejercer la acción de endotoxina. Estas son 

liberadas cuando la bacteria muere o cuando la pared celular se rompe. es 

decir, cuando hay lisis celular (fig.4) 

Todas las endotoxinas producen los mismos signos y síntomas 

(escalofríos, fiebre, debilidad, dolor, choque y muerte). aunque no al mismo 



grado Cuando las bacterias Gram-negativas son fagocitadas por los 

pohmorfonucleares, se degradan en las vacuolas. y los LPS se liberan 39 

Al liberarse los LPS a Ja circulación se van a presentar las citoc1nas en 

respuesta a éste estimulo. Se ha visto que cuando se expone una porción de 

ir.test•no de rata al etanol. en cond1c1ones 1n v1tro. se incrementa la 

permeabilidad de la mucosa hacia un gran número de moléculas. entre las que 

se er.cuentran las endotox1nas 40 

Se piensa que las endotox1nas son factores que contribuyen al daf\o 

hepático. pues se observa que cuando se reduce de alguna manera a éstas 

endotoxinas. la enfermedad hepática mejora .. , 

Los principales daños producidos por las endotox1nas en tejidos 

extrahepáticos esta lejos de ser bien conoc1dos Se sabe que la endotoxina. a 

través del lipido A. interactúa con un número de células incluyendo las células 

de Kupffer y las células endotel1ales .. 2 . 

36 
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2. JUSTIFICACIÓN 

En México existen una gran cantidad de bebidas alcohólicas, una de las 

más imponantes a nivel de consumo en la población de ba1os recursos es el 

pulque Esta bebida Juega un papel importante en el proceso salud-enferrnedad 

Por un lado, su gran consumo en c1er1as regiones del país lo asocian al 

desarrollo de c1rros1s hepéit1ca. y por otro lado.a 1nfecc1ones gastro1ntest1nales, 

debido a la presencia de enterobactenas 1nvas1vas (entre ellas. Satrnonella. 

Shigella y ECEI) 

Las enterobacter1as son m1croorgan1smos patógenos para el hombre. 

estas tienen como característica funcamental presentar endotox1nas, que juegan 

un papel 1mponante para su patogen1c1dad Al llegar a circulación por ser 

factores solubles. pueden llegar a producir una endotoxem1a y provocar una 

respuesta inmune en el hu0sped Como consecuencia el hígado puede llegar a 

tener una sobreproducción de c1toc1nas como IL-1. IL-'3, IL-8 y TNF La 

presencia de c1toc1nas en exceso ouede provocar a su vez una e.aseada de 

llberaoón de otros factores de crec1m1ento y otras moléculas (como proteinas de 

matriz extracelular) dentro de las diferentes células y a la larga. pueda llevar al 

daño hepélt1co crónico. 

Puesto que la cirrosis hepat1ca se angina como consecuencia de la 

ingesta aguda o crónica del alcohol. se sugiere que las infecciones 

gastrointestinales producidas por enterobactenas presentes en bebidas o 

)l< 



alimentos que consume el hombre. entre ellos el pulque, puedan ser un 

cofactor que 1ndirectamenle los conlleve al dar'lo hepático (fig 5) 

Un estudio preliminar realizado en el JNNSZ. sobre el cultivo y 

aislamiento de bacterias entero1nvas1vas Gram~negat1vas presentes en pulque. 

recolectados de diferentes zonas del país. mostró la presencia de 

enterobacterias Gram-negatrvas en el 60°/u de las muestras analizadas Entre 

las enterobactenas Gram-negallvas encontrad<Js se incluyen Yersmia 

pseudotubeculos1s. Pseudornonas spp . Hafma alve1. Salmonella spp y 

Eschench1a coli 

Como se menciona. durante el proceso de elaboración y 

almacenamiento. el pulque se contamina ca,, bacterias patógenas para el 

hombre 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 

caractedst1cas ácidas Además se encontró que la cantidad de LPS encontradas 

cor fa Prueba del L1sado de Ameboc1tos fue de 365.5 <= 227 6 :..:g/mL). Jo que 

indica que la presencia de enterobactarias Gram-negat1vas fué muy variable en 

ellas• 

Sin embargo, aunque estos datos no han sido todavía publicados, 

nosotros podemos plantear nuestra hipótesis de traba10 

•Datos no public.ido.. del 01.:plo de G;1st1"ocn1~rolo~1a del 1:-..;-..;sz 
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3. HIPÓTESIS 

La lnqesta de pulque asociada a la presencia da bacterias 
onteroinvaslvas Gram-neaatlvas son dos factores predisponentes al dai'\o 
hepA!tlco crónico. 

-t. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

• Identificar la presencia de bacterias enteroinvasivas Gram-negativas 

en coprocultivos de pacientes con ingesta de pulque y hacer la correlación con 

la presencia o ausencia de dar.o hepático 

4.2 Objcti" .. os pm"ticularcs 

• Realizar coprocult1vos a pacientes con antecedentes de ingesta de 

pulque y que presenten cuadros d1arréicos al momento de la entrevista 

• Realizar la identificación de bacterias enteroinvas1vas Gram-negativas 

por el método de la PCR de esos coprocult1vos 

• Identificar la presencia de signos de hepatopatia en pacientes con 

ingesta de pulque 

• Identificar alteraciones en las pruebas de funcionamiento hepático en 

pacientes con ingesta de pulque 

~I 



• Hacer una correlación entre los pacientes con coprocultivos positivos a 

enterobacterias invasivas Gram-negativas y la presencia de da~o hepático 

5. 11.!ETODOLOGi.<\S 

5 Selección dt: pacientes 

El estudio se llevó a cabo en colaborac16n con 2 instituciones de salud, 

ubicadas en México. O F y Pachuca. Hgo la elecoón de estos sitios se 

realtzó tomando en cuenta la prevalencia variable de diarreas en esas zonas 

asociado a fa ingesta de alcohol oón1ca. además de ex1s1tir disponibilidad de la 

gente con experiencia clínica y participación previa de estudios muU1céntncos, 

capaces de realizar seguimientos de problemas gastrointestinales y hepáticos. 

asi como de su control 

Se mane¡ó un número total de 48 pacientes de las dos entidades Estos 

pacientes fueron incluidos en base a una encuesta, 1dent1ficando pacientes con 

consumo de alcohol, prevalencia de diarrea y dar"'lo hepático Este número de 

pacientes fué suficiente para detectar prevalencias con un intervalo de 

confianza considerable 

El paciente en pnmera instancia debió haber presentado un cuadro 

diarréico por lo menos en los últimos 30 días al día de la entrevista, no tener 



antecedentes de ningún tipo de cirugía gastrointestrnaJ. y por último. no haber 

tomado ningún antib1ót1co dentro do los últimos 15 dias al dia de la entrevista. 

En base a lo anterior se procedió a realizar los entenas de inclusión y 

exclusión de los posibles pacientes para participar en el protocolo Los Ct'iterios 

tomados se enlrstan a continuación 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

=> Sujetos de ambos sexos entre 18 y 75 a~os de edad, 

=> Con antecedentes de episodios de diarrea de 2 a más días de duración, 

durante los últimos 30 días Definiéndose a la diarrea como 3 o más 

evacuaciones en 24h de cons1stenc1a pastosa. sem11iqu1da o líquida, 

=> Consentimiento informado 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

==:> Mujeres embarazadas, 

=> Sujetos que hayan tomado antibióticos en los últimos 15 días, 

=> Historia de haber sido sometidos a cirugía gastrointestinal, 

=> Imposibilidad de adhenrse a los requerimientos del protocolo, 

=> Pacientes que par gravedad del padecimiento tuvieran que ser tratados de 

inmediato 



Las muestras biológicas manejadas para cada paciente fueron de heces 

para los coprocult1vos y de suero (para las PFH), esta última tomada en ayunas 

Las heces se colectaron por medio de un isopo que después de ser impregnado 

se inoculó en el medio de transporte adecuado (Cary-Blair) De aquí se 

transportó al laboratono de ana/ls1s (la muestra no se refngeró) Para obtener el 

suero del paciente se tomaron 7 mL de sangro perifénca en ayunas y se 

colectaron en un tubo seco (sin ant1coagulante). se centrifugó a 3500 rpm 

durante 10 min Se tomó el sobrenadante (suero), separándolo del paquete 

celular, para su posterior determinación de PFH 

S.2 Coprocuhivo y aislanúcnto di.!' cntcrobactcrias 

Para llevar a cabo el cultivo y a1slam1ento se utilizó el método directo, 

seleccionando el medio adecuado para el aislamiento de bacterias 

entercinvasivas Gram-negat1vas de interés (Salmonella. Shigella y ECEI) Para 

lo cual se utilizó agar Mac Conkey, agar Salmonella-Shigella y agar XLD. Se 

sembraron e incubaron las CBJaS durante 18-24 ha 35-ooc+1-2cc La presencia 

de esas posibles enterobacter:as fue 1dent1ficada por la observación 

macrcscóp1ca (un crec1m1ento de colonias lactosa positivas y/o lactosa 

negativas) "'3 (f19 6) 
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S.3 Obtención del ADN bacteriano (rnctodo de fcnol:cloroforrno/alcohol 

isoamilico). 

los cultivos bacterianos obrenrdos se resuspend1eron en 1 ml de PBS, 

pH 7.5. las bactenas so separaron por centnfugacrón a baja velocidad (2500 

rpm durante 5 mm) El sobrenadante se eliminó El botón formado se 

resuspendió en 1 mL de una soluc1ón de lisis (STE) Se centnfugó a baja 

velocidad (2500 rpm durante 5 mm) El sobrenadante se eliminó El botón 

formado se resuspendió con 500 µL de una solución de lisis nuclear (STEP) y 

se incubó a 50"C durante 1 h. Al término de la incubación se agregaron 5 µl de 

RN.Asa 10 µg/mL Después de 5 mm. se agregó al tubo de reacción 1 ml de 

fenolb. se agitó por rnvers1ón y se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 m1n Se 

recuperó la fase acuosa y se agregó 1 mL de una solución 1 1 de 

cloroformo/alcohol isoamílicoe Se agitó por inversión y se centrifugó a 10,000 

rpm durante 1 O min Se repitió la operación de lavado con cforofcrmo/alcohoJ 

isoamifico. Una vez recuperada la fase acuosa se agregaron 40 uL de NaCI 1 M. 

Se adicionaron 2 volumenes de etanol absoluto (de acuerdo al volumen que se 

tenga) y se mezclaron suavemente por inversión hasta que se forrnó /a madeja 

de AON. Se decantó el etanol y se lavó con una soluc1ón de etanol al 70%. Se 

19 Debe nl.'.lnCJ:USC en la camp.."lna de C"t'.tr.lCC1ón o en un lugar bten 'cnuloldo Puede causar quefl\.3durns 
Usa.ne con proc:1Udón 
•El clorofom10 estah1Jí.,..:i f.'.J íron1cr.i cncre la fase acuo'.'>a ,. org;:lnu:;1 Rrou..:c la c:mucfa<.J Je -.oluc1on 
acuosa rcrcnida en la fo~ org.:u11c.-i. El akohol 1soan1U1co prC"\·1enc L-1 ronn.ac1ón Je cspun1J :- fa..:IJ1L, la 
scparac\ón de fas fases 



decan10 y secó la madeja Se resuspendió el AON en agua destilada estéril 

para la determinación por PCR -

SA Cuantificación del ADN bacteriano (cspcctrofolotnctria). 

Se hizo una dilución 1 250 del ADN bacteriano extraído. (498 ~L de agua 

destilada estéril ..... 2 ...:L muestra do ADN) Se colocó una alicuota de la dilución 

en una celda y se midieron las absorbancsas (0 0.) a 240. 260 y 280 nm ... !l. 

OPara calcular la concentración de ADN 

1 unidad de DO a 260 nm = 50 ng/..:L =O 05 ,,gfc•L 

(O 05 X 250) X (DO. a 260 nm) = "ghoL 

6Para conocer la pureza de la muestra de ADN. 

(DO. a 260 nm /O.O a 240 nm) < 2 

indicativo de presencia de proteínas 

(O.O. a 260 nm /O O. a 260 nm) < 2 

indicativo de una pureza relativa. 



S.S Arnplifrcación del ADN bnctcriano por la reacción en cadena de la 

polimcrasa. (PCR) 

Por medio de la PCR so llevó a cabo la amplificación del ADN obtenido 

de los coprocultivos para el gen lpaH perteneciente a Sh1ge//a y/o ECEI y del 

gen fimA perteneciente a Salrno11ella utrl1zando una copia mult1pfe de las 

secuencias focal1zadas en el cromosoma de la bacterra y el plásm1do de 

invasión Se ha demostrado que este método ofrece un mayor indice de 

detección que el método m1crob1ológ1co trad1c1onal 

Todas las amplif1cac1ones se realizaron en tubos eppendorf de pared 

delgada, utilizando uno por cada muestra de reacción. llevando a un volumen 

final de 50 ~L Se ut1l1zó la enzima Amplitaq DNA pohmerasa® 10 U/mL Se 

preparó una mezcla de reacción con 100 ng/-...:L de cada oltgonucleóttdo. 200 

µM de cada uno de los cuatro dNTP's. 1X amortiguador de reacción, 1 5-3.5 

mM de MgClz Se agregó 1 :..:.g/p.L de AON molde (muestra) por cada muestra de 

reacción Se corrió la PCR de acuerdo a las siguientes condiciones de 

temperaturas· 

Desnaturalización 95::. C / 1 m1n ! 1 ciclo 

Desnaturalización 95::. C I 1 m1n ! 35 ciclos 

Alineamiento 60°C I 1 min 135 ciclos 



Extensión : 7 4 QI C / 1 min 1 35 ciclos 

Extraaxtens1ón 74ºC 17 m1n / 1 ciclo 

• Almacenamiento 4°C / 30 m1n 

Las concentraciones exactas y la cantidad utilizada para las reacciones 

de fa técnica de PCR se muestran en la tabla IV 

Para la detección de Sh1gel/a y/o ECEI se utrl1zaron unas secuencias 

especificas del p/ásm1do de invasiv1dad H (ipaH) usando los siguientes 

oligonucleó11dos ipaH 111 (5"- GTT CCT TTG ACC GCC TTT CCG ATA CGT 

TC-3") e ipaH IV (S"- GCC GGT GAG CCA CCC TCT GAG AGT AC-3") dando 

un producto de ampld1cac1ón de 620 pb "'G-~ 7 

Para la detección de Satmonel!a se utilizó la región del gen fimA de 

S. entenfJdis Los ollgonucleótrdos utilizados son FPP-1 (S'- 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 amp/1ficación de 209 pb .&&.~ 

5.6 Idc:ntificaciOn y análisis del ADN cxtraido y arnplificado (geles de 

agarosa-brornuro de ctidio). 

Para visualizar y ver la 1ntegndad del ADN extraído y amplificado de las 

bacterias. se llevó a cabo en un gel de agarosa al 1 º16. 



Tabla IV. CONDICIONES ÓPTIMAS PARA REALIZAR LA TÉCNICA DE 

PCR UTILIZANDO LOS OLIGONUCLEÓTIDOS (FPP1/FPP2 e lpaH 1111 

lpaHIV). 

~ Volumen Stock (final] Reactivo Volumen Stock lli!l!!!l 

Agua 35 6µL Agua 34.7µL 

FPP1 3~1L 100ng 6ng lpaH 111 4µL 100ng Bng 

FPP2 3µL 100ng 6ng lpaH IV 4µL 100ng eng 

dNTP'S 4µL 10mM 200µM dNTP·s 4µL 10mM 200µM 

enzima 04µL 10U/µL 4U/µL enzima 0.3µL 10UlµL 3U/µL 

MgCl2 3µL 30mM 1.BmM MgCl 2 4µL 30mM 30mM 

ADN SµL 100nglµL 500ng/µL ADN SµL ioongtµL 500ngtµ.L 

final SOµL final SOµL 



Se hizo una apreciación cualitativa a través del fago lambda de 

concentración conocida (SOng/uL) El ancho de banda del fago lambda se 

comoara con el de la muestra problema (poniendo la misma cantidad en 

m1crolltros del fago lambda y del problema en el amortiguador de boratos para 

corrida) De esta manera conocemos de manera aproximada la concentración 

de nuestro ADN problema 

Para visualizar el ADN amplificado también se realizó un gel de agarasa 

al 2%_ Para conocer s1 el peso del amplificado correspondió al esperado, se 

util1~6 un marcador de peso molecular llamado 4>X174 que presenta bandas de 

d1st1nto peso molecular Asi el amphf1cado migra dependiendo del tamar"!io que 

tenga y se puede comparar cuanto migra éste con respecto al patrón de 

m1grac1ón de las bandas presentadas por el marcador de peso. 

Para la elaboración de Jos geles, ut1lrzando la agarosa y el TBE 0.25X se 

hizo de la siguiente manera· Se disolvió la agarosa en el TBE por calentamiento 

(horno de microondas. 1 min). Una vez disuelto se dejó enfriar hasta alcanzar 

una temperatura aproximada de SS:)C. Una vez alcanzada ésta temperatura se 

agregó 1 \.!L de Bretd 1 o ug/mL mezclando perfectamente. Se colocó la solución 

en la cámara de la electroforesis honzontal. Se dejó enfriar hasta solidificar. Se 

'1 El bromuro de cudJo es potcncta.Jn1cntc c:irctno~emco por lo que se deben uulu.ar gu.amcs durante toda 
la mampulaeton 



tomaron 10 i1L por cada muestra de producto amplificado y 2 uL de 

amortiguador para carga. Se mezcJaron y se depositó la muestra en el pozo 

correspondiente del gel Se colocó el marcdor de peso molecular para guía de la 

concentración del ADN extraído (fago lambda) y para comparación del peso del 

producto ampl1f1cado (4>X174) 

Ya colocadas las muestras se corrió la electroforesis correspondiente. 

donde el patrón de cornmiento del AON es de carga negativa a pos1t1va Las 

condiciones de corrimiento para la electroforesis fueron las siguientes· 100 V, 

65 milíamperes (corriente) y 110 watts (potencia)• 

Para fotografiar el gel de agarosa se colocó en un transiluminador de UV 

(> 2500 uW/cm2
)' utilizando un filtro naranja y un filtro transparente bloqueador 

de luz UV, con película a blanco y negro (como Polaro1d 667 ASA 3000)® 

5.7 Evaluación del daño hepático. 

Para llevar a cabo la evaluación del paciente, con respecto al daño 

hepático, se realizó a cada uno de ellos una exploración física, ayudados por los 

médicos residentes del departamento de Gastroenterologia del INNSZ y del otro 

•Es importanlc rccard.-ir que lm \oltaJCS ut1hJ'.ado-. en la clCt...-trnforc51s son let."llmcn1e elC'\>-adO'i Es 
convctucn&e uuhLar aparatos c;on bhnd.-iJc adecuados.. una. fuente de poder rcguL"tblc c;oncctad.-i 
apropiadamente a ocrr.i. 
t Tener prccauc1ón al tr.tbaJ~lr con lu.r. L'V :i-a que puede dan.ar l<X OJCX '.'> la pacl c°'"pucsta.. se deben us.'"lr 
lentes prolCCtorcs 
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centro hospitalario en prov1ncra. Dentro de los signos para la evaluación deJ 

dar"lo hepático se detectaron más comunmente los siguientes: 

a) Ictericia 

b)Asc1t1s 

e) Esplenomegaha 

d) Hepatomegaha 

e) Sangrado del tubo d1gest1vo 

En base a la exploración física. el resultado de la encuesta de cuadros 

diarreicos y consumo de alcohol, se llevó a cabo fa roma de producto, para las 

pruebas de funcionamiento hepático. La sangre rotal obtenida se sometió a 

centrñugac1ón a 3000 rpm durante 10 m1n Una vez centrifugada se tomó una 

alícuota. Las PFH se realizaron en 

(Beckman). y los parámetros 

un autoanalizador SYNCHRON CXS 

a evaluar fueron· AST. 

ALT,Bt.Bd,GGT.ALP,ALB.TP {ver 1ntroducc1ón) En base a éstos parámetros se 

evaluó la función hepática de cada uno de los pacientes 

5.8 AN,\LISJS ESTADiSTICO 

Las caracteristicas generales. clínicas y moleculares de ingreso de Jos 

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

medianas (intervalos). 



6. RESULTADOS 

6.1 Selección de p~cientcs 

El estudio se llevó a cabo en colaboración con dos entidades 

federativas, el O.F y área conurbada, y con Pachuca, Hgo Se manejaron un 

total de 48 pacientes de los cuales 22 pacientes que corresponden al O F y 

érea conurbada y 26 pacientes que pertenecen a Pachuca. Hgo 

Estos 48 pacientes fueron aleatoriamente distr1bu1dos tanto en edad 

como en sexo para cada entidad federativa (ver tabla V) 

La vanable constante en estos su1etos fué la mgesta de pulque para 

todos ellos. aunque tamb1en hay que tener en cons1derac1ón. que hubo muchos 

pacientes que ingerían otro tipo de beb1oa alcohólica (ver tabla VI) Debido a lo 

antenor. la cantidad de alcohol ingerida por cada paciente fue muy heterogénea 

y sólo fué posible evaluar la cantidad de alcohol consumido por semana. 

La mitad de los pacientes del D.F y área conurbada (50ºk) presentaron 

un consumo por deba10 de los 1 00 g de EtOH/semana. el 40°/o cansum1eron 

entre 100-500 g de EtOH/semana. y sólo el 9% consumió por arnba de 500 g de 

EtOH/semana (ver tabla Vil). 



TABLA V SELECCIÓN DE PACIENTES POR LUGAR, EDAD Y SEXO 

20-30 
31-40 
41-50 
51-60 
61-80 

~----~T~o~t~ª-'-----'----~~~~~---~--~~ 

TABLA VI TIPO DE BEBIDAS INGERIDAS POR LOS PACIENTES 

,:f~~~tt~~~~~~:-~?&:~it'.:} ~~;~~~a~~ \t~EL 
Pulque 1(4.5%) 4(15.4%) 

Pulquo + vino 11 (50%) 7(26.9%) 
Pulque+ vino+ cerveza 9 {40.9%) 9(34.6ªA,,) 

Pulque+ vino+ cerveza+ 1(4.511.k) 5(19.2%) 
destilados 

Pulque + vino + cervoza + 
destilados + etanol 

o 1(3.8%) 

~--------T~o=tª=' ------~---=2=2~('00%j _____ 2G(l_Q9%) __ 

TABLA VII CONSUMO DE ALCOHOL 

~~t!~m;'~:i[f!.:.:_{~!"''tC.ºl'fo/~;,; ·;,:é'~: -~11uca.•Ha<>,.::_~;¿_·. 
< 100 1 11(50%) 12(46.1%) 

101-300 6(27.3%) 3(11.5%) 
301-500 1 3(13.6%) 3(11.5%) 
501-700 1(45%) 2(77%) 

;~~:. i 2~~~¿~l) ;J,7-:cJ'o":Jli 



Por otro lado . en la ciudad do Pachuca. Hgo . el 46°.k tuvo un consumo 

por deba10 de 100 g de EtOH/semana. el 23°/o estuvo entro 100-500 g de 

EtOH/semana y el 30°.k consumió más de 500 g de EtOH/semana (ver tabla VII). 

6.2 Coproculti\."OS y aislamiento de cntcrob;u;tcnas 

La elección do los s1t1os de estudio se cor""ls1deró tomando en cuenta la 

prevalencia de diarreas en las zonas asociadas a la 1ngesta crónica de alcohol, 

y especif1camente de pulque De ahi que una caré:lcteristrca importante de ros 

pacientes fué que tuvieran o hubiesen tenido cuadros drarréicos al momento de 

la entrevista. o en los último~ 30 dias Con esta caracteristrca se les realizó el 

caprocultivo correspondiente. El coprocult1vo se realizó para el a1slam1ento de 

tas oos1bles enterobactenas causanles del cuadro drarré1co, para su posterior 

1dent1ficac1ón. a través de la tócn1ca de PCR 

La frecuencia de los cuadros d1arré1cos de los distintos pacientes. 

penenec1entes a las dos entidades federativas se presentan en la tabla VIII 

Aqui se evaluó a ra diarrea por el nUmero de ep1sod1os que habían presentado. 

además de ver cuantos dias lo presentaron durante los episodios 

Un 86.9º.lo de los pacientes del D.F y área conurbada presentan de 1-3 

episodios en !os últimos 30 días. y un 13ª.lo presentan 4 episodios o más. Por 

otro lado. los pacientes provenientes de la ciudad de Pachuca presentaron un 

episodio solo el 84 6ª/o de ellos y solo un 15.4C!.'b presentó entre 2-3 episodios. 

En lo que se refiere a la duración de la diarrea, es importante señalar que 



73. 1°..4 de los pacientes presentaron una duración de menos de 3 días y soro un 

26.9% presentó entre 4-10 días 

Por el conlrario, en ef D F y área conurbada solo un 30 4º"' de los 

pacientes presentaron menos de 3 días ,je duración. un 43 4°..4 presentó entre 4-

10 dlas, y un 21.7º..b presentó más de 10 días de duración en sus diarreas 

Ambas entidades federativas presentaron un porcenta1e elevado en el número 

de evacuaciones por día (ver- tabla VIII). 

TABLA VIII. CARACTERiSTICAS DE LOS CUADROS DIARRÉICOS DE 

LOS PACIENTES 

D.F. y Aro• 
conurbada 

(23 ,,_.,1ent-) 

Pachuca. Hgo. 
(28 P•cfentes) 

1 (65.7"") 
2 (13.0%) 
3 (6.7%) 
4(8.7%) 
6(4.3%) 

1 (84.6") 
2(7.7%) 
3 {7.7%\ 

<3 (30.4%) 
4-6 (30.4%) 

7-10 (13.0%) 
10-20 (13.0%) 
21-30 (8.7%) 
<3(73.1%) 
4-6 (19.2%) 
7-10 l7.7%) 

<3(13.0%) 
4(39.0%) 

> 5(39.0%) 

3-4 (30.6%) 
> 5(69.2%) 

Ya conociendo las car-acterísticas de cada paciente, se re-:Jfizó la toma de 

producto para llevar a cabo el coprocult1vo En todos los coprocultivos 

realizados en los medios selectivos correspondientes, presentaron cream1ento 

enterobacteriano, exceptuando muestras de cuatro pacientes provenientes de 

Pachuca, en donde no se logró obtener crecimiento en el coprocult1vo, lo que 

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



de los estudios m1crob1ológ1cos nosotros no podíamos conocer de que 

enterobactena se podia tratar: ya que al hacer una evaluación de los 

crecimientos bactenanos. no fue posible reah.;:ar una 1dentificac1on con un alto 

grado de certeza. Por este motivo se hizo una recolección del crec1m1ento 

desarrollado en la placa. para que a partir de este crecimiento heterogeneo se 

hiciera la extracción del ADN correspondiente, para su posterior 1dent1ficac1ón 

Esta ident1ficac1ón se basó en los tres generas pnncipales causantes de 

diarreas en esas comunidades, que como se señaló previamente. fueron 

Satrnonella spp. Shigella spp. y ECEI. 

TABLA IX. NÚMERO DE COPROCULTIVOS QUE PRESENTARON 

CRECIMIENTO DE ENTEROBACTERIAS 

6.3 Obtención del ADN bacteriano. 

Se tomó todo el crec1m1ento enterobactenano que existiera en el cultivo 

selectivo agar MacConkey, ya que es donde se obtuvo una mayor cantidad de 

crecimiento bactenano aumentando las pos1b1lidades de encontrar 

enterobactenas 1nvas1vas. de cada uno de los paoentes. Se hizo la extracción 

de ADN por la metodología antes descrita (ver inciso 5 3) De esta manera se 

formó un banco de ADN de 44 coprocult1vos de pacientes. En todos los casos la 



concentración de ADN fue superior a 1µg/ i.•L Como criterio do pureza se tomó 

el cociente mayor a 1 6 calculado de la relación entre los valores obtenidos a 

260 nm (ácidos nucleicos) y 240 nm (fenol contaminante) o 280 nm (proteínas). 

En todos los casos se logró obtener un ADN integro, es decir, no degradado 

(fig. 7). 

6.4 Amplificación e identifica;ción del ADN bacteriano. 

El AON obtenido de las extracciones se utilizó para realizar la 

amplificación y por consiguiente la ident1ficac16n de los tres géneros de interés 

para nosotros (ver inciso 5.3) Cada una de las cepas requirtó de un par de 

oligonucleótidos, como se ser.ató previamente para Salrnonella ut1hzamos FPP1 

y FPP2, para Sh1gella/ECEI se utilizó el par de oligonucleót1dos lpaH 111 y lpaH 

IV. Es importante ser.alar que este último par de oligonucleótidos codifican para 

el gen de invas1vidad que comparten ambas cepas (Sh1gella y ECEI), por lo que 

no es posible hacer una d1ferenc1ac1ón entre una cepa con respecto a la otra. El 

producto amplificado para la detección de Salmonella es de 209 pb. En la 

fig. 8 se señalan las muestras de los pacientes a quienes a través de la técnica 

de PCR se les identificó el género Salmone/la spp as1 como algunas muestras 

de pacientes que no presentan la banda de amplificación, es decir, fueron 

pacientes negativos para los tres géneros de interés. 

59 



J • 6 

Fig. 7 Integridd~ drl ADN bdch~riano obtenido por E"I m~todo de fenol: 
dorofonno/dlcohol i~dmílico. Cc1rriJ l-6: AD="1 e~t:Tdl1do de coproculbvos de 
potcientes con ingesta: de pulque. Cdrril 7: ADN de ldntbdJ 2 µg/µL Cdrril 8: 
ADNdeldmbdJ 1 µg/µL 
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El producto ampllfrcado para la detección de Shige//a/ECEI es de 620 pb 

En la fig 9 se muestran las bandas do ADN amplificadas de los pacientes a los 

cuales se les hizo la 1dentificac1ón por PCR para los géneros de Sh1ge/la/ECEI 

Ambas figuras (8 y 9) muestran a pacientes que correspanden exclusivamente 

al D F. y area conurbada 

Pcr otro lado. las muestras de ros pacientes de Pachuca. Hgo a quienes 

se les 1dent1ficó los géneros de Salmonella y Sh1ge/la!ECEI. se presentan en las 

figuras 10 y 11 respectivamente Es importante observar la baJa 1nc1denc1a de 

casos pos1t1vos con respecto a los negativos en un total de 48 pacientes Se 

presentaron un total de 9º,.(, para Satmonella y 9~-ú para Sh1gella!ECEI para el 

caso del O F y área conurbada, mientras que para Pachuca, Hgo. el porcenta1e 

fué de 11 5°/b para todos los géneros Con estas cifras se tiene una 

1dent1f1cac1ón final del 20 Sºk del total de ras muestras estudiadas (incluyendo 

las dos ent1Cades federativas) 

6.5 l:\'ALUACIÓN DEL DAJ;;¡O llEPATICO 

La e·.1aluac1ón del daño hepático se realizó mediante el anáfls1s de las 

PFH y las exploraciones físicas de los pacientes Como se puede ver en la tabla 

X. en los pacientes del O F_ y área conurbada se observó que. aunque todos los 

pacientes fueron bebedores de pulque o pulque/otra bebida, no presentaron 

datos de hepatopatias {40ºk no presentó alteraciones bioquímicas. y 59ªAi no 

presentó signos de hepatopatías). 
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234567 B 

--209 

Fig. 8 .Amplifíc.tcu.~n dt._•J f'Pn Fim .-'\ pt.•rh.~nt"t.-iPnh• .-1 ~alttu•ut•l!a utiliz.tndo PI p.1r 
de oligonudvótido ... FPPl v FPP2 t•n p.u.·i~nt~ del D.F. v .i.n•.i t.-onurbrJd.1. C.1rril 
1: control positivo utiliz.l.ndo S.tyrlr_:1m11ri11m. C.1rril 2: control nc-gativo utilizando 
E. coli (flor.l. nornl..tl). C.trnl 3: ~1.1rcddor de P'-~º molt..~ul.tr 4'X 174/1-1.it.•III C.uril 
5,7: p.l.cicnlC"S infect.ufoc¡, con Salnw11dl11 spp. C.nril 4,6,S: p.tcientc-s no infc>ct.1dos 
con Snlmmrdltr ~pr. 
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310---

2345678 

---620 

Fi~. o .-"\rnplif1t.-,ll·11·1n d1·I r...-n rp.dl p1•rlPll1.."t.·1t>nf, .. ,, Shir.-.. IJ,1/FCEI utili7.tndo •:-1 
C!_lr dP r"'llir:onucl1·óf1do<o fp.1J.fIII/h-..d:fJ\' .. ·n p.1nPnh:"> c..h~ D.F.\' .i.n~.1 ._~onurb.1d.1. 
Co1rnJ 1: control po .. 1tivo util1.1.:.1ndo S. _tlc.lni•rt. C.trrll 2: 1:ontrol n<"E•"lhvo 
uhli.z.1ndo F .... ii1 (tlnr.t norrn.tl}. C.irrtl 3: 1nctn:.1dor de p1..~ .... o n1ole·cul.1r 
QX17-t/H.1t..•I!I C.irnl 5,7: f'-lcll..'nte .. inÍPct .. u.to ... con 51:igt•ll11/ECEL C.lrrd ..J,b,S: 
p.1c1cnte~ no inf1..'\..·t,1do._. con Shigc"!/11/J'.:CEI. 
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209 

Fig. 10 Amcli.f.!_l:clnón dPI !'l"fl Fir~rh•nt>\.."Íí•ntP ,, .;;.,i/n10111•/111 utili7.\ndo ._-.) p.lr 
de oti\•onuck•óhdn.., FPPt \" FPP::! l'n p.u-1"-•nh•c.. dP P.t1.:htu .. -.1 l-iy.o. C.1rril 1: control 
poc;itivo uhli.zando S.typl1y111urr11m. C..i.rril :.!: control nc-g.1tivo uttliz.tndo E. coli 
(flor.1 norm,ll). C.1rril 3: '.\1,··u-c,u.ior de pt_~O mol.._""1..-ul.u o¡iX 17-l/ H.u .... III C.trril -1,6,8: 
pdcienk~s infr~t.tdo~ con Salmt-'ltt'llil ~r'I'· C.1rril 5,7: p.u:iPnte~ no inft.."Ct.Jdos con 
Snlmvnellii <:opp. 
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620 

Fig. 11 :\nlplif11.:.1non d··~ Tp.d-f p••rh•n.-.•1.:wnh· ,, Sh11•Pll.1 IECFI uttl1z.tndo PI 
p.1r dP olieonuch•út1do"> lr.'11111 1 Ip.1 H I\. Pll p.u:1P11tt--. d11.• P.1chuc.1, 1 le;o. C.trnl 1: 
control po.-.itivo ut1lt;;-.1ndo ~. jJ.-111t·r1. C.1rril :!: n._u1trol npg.1t1vo ulihz.1ndo L.a•li 
(flord norn1.1I). C.trril 3: n1.1n.·.u.k•r lh· f'P"'n nH•h"\.·ul.1r ~:\.17·1/ 11.u.•Ill e.u-ni -t.6,S: 
padentt_ ..... 1nft...'Ct.1do., l·on ~liigt"/f,i,1l::CE1. C.irril 3,7: p.u .. ·u.•nti..-. no 1nft._"'Cl,1do-. con 
51,;gella/ECEL 
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Es importante hacer notar que de los pacientes que si presentaron datos de 

hepatopatia, esta fue de mediana intensídad (de una a cuatro alteracíones); 

ningún paciente presentó más de cinco alteraciones b1oquim1cas y signos de 

hepatopatias 

Por otro lado. en los pacientes de Pachuca. Hgo . cerca del 40º;b de ellos 

no mostraron datos de hepatop.:itias Sin embargo. a d1ferenc1a de los pacientes 

que s1 mostraron datos de hepatopatias esta fue muy variada e incluso el soc/o 

de ellos mostró entre tres y seis a1terac1oncs b1oquím1cas y signos de 

hepatopatia 

La asoc1ac16n de alteraciones b1oquim1cas con signos de hepatopatías 

indicó la presencia de daño hepático crónico en esos poc1entes 

6.6 Efecto de la ingcsta de alcohol t.! infección por bacterias cnh:romvasivas 

Gram-ncga.tivas sobre el dm1o hepático 

Para llevar a cabo la evaluación clínica de los pacientes se tomaron en 

cuenta cinco parámetros para evaluar el daño hepático (ver anexo 5 7). En base 

a las man1festac1ones clínicas de los pac;entes se logró saber la cond1c1ón física 

del mismo. Además se evaluó la 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 infección por las enterobacterias de 

interés para nosotros, y así poder hacer la correlación entre la presencia de 

estas enterobacterias y el daflo hepático crónico. Es importante señalar que en 



los pacientes que presentaron 1nfecc1ones y daf'lo hepático, hubo un predominio 

tanto por la edad como por el soxo Un dato que llamó la atención fue que el 

mayor dar"\o hepático y la presencia de más alteraciones a nivel hep<lt1co. la 

presentaron pacientes del sexo femenino aderr..:Js tuvieron una edad por arriba 

de l~s 50 at"los Otra caracterist1c~ que se pudo encontrar es que con una 

tnges:.:i mayor a 500 g de EtOH /semana hubo un mayor numero do 

alt<:)racrones en las PFH así como en los signos de nepatopatias presentadas 

(más de cuatro signos) 

Los pacientes que tuvieron un consumo menor de 500 g/semana. en 

ambas entidades no presentaron tantos signos de hepatopatias. a excepción 

del paciente 7 de Pachuca. quien al parecer r.o 1ng1nó gran cantidad de alcohol, 

pero tuvo cinco datos de hepatcpatias preser.tes así como más do cinco 

alteraciones b1oquim1cas en sus PFH Asimismo para Pachuca. Hgo . los 

pacientes que presentaron 1nfecc1ón por los géneros Sh1ge//a/ECEI tendieron a 

un mayor número de alteraciones b1oquim1cas y hepatcpatias Por el contrario 

:o~ ~ac:entes provenientes del mismo lugar infectados con Salmonella. sus 

hepatopatias fueron min1mas al igual que su alteraciones b1oquim1cas 
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TABLA X. ESTADO FUNCIONAL DEL HIGADO" 

D.F. y 6rea conur'bada Normal(9/41 %) Normal (13159%) 

1-2 (11/50%) 1-2 (8136%) 

3-4 (219%) 3-4 (115%) 

5-6-- 5-6--

Pachuca. Hgo. Normal (12/46%) Normal (10/39%) 

1-2 (7127%) 1-2 (6131%) 

3-4 (1/4%) 3-4 (4/15%) 

5-6 (6/23%) S-6 (4/15%) 

Total de pacientes 48/100 481100 

... El estado funcional es evaluado tomando en cons1derac1ón el número de 

alteraciones bioc;uim1cas y el número de signos de hepatopatia. (ver inciso 5.7) 



TABLA XI PACIENTES DEL D F. Y ÁREA CONURBADA CON PCR (+) 

PARA ENTEROBACTERIAS GRAM-NEGATIVAS QUE PRESENTARON 

DATOS DE HEPATOPATIA Y/O ALTERACIONES EN SUS PFH 

- "' ·" .. ...... -· . ~: .. ~:.~..:.i:· i'.<!.'-7·· 
Se•o m f m f 
Ed8dl-t 54 22 54 67 
Dlane- 1/7/5 1/3/4 1/6/4 61515 
(eplsodloalevac 
u.clones/di as 
Tipo ... ......,. P.V.Ce P.V P.V P.V ,...--. 
ar.EtO-...na 24 24 144 516 
HepatopMf .. nopr- nopnosenta no presenta le. ...... _ 

As, Esp. STO 
Alteraciones Normal ALT.j., pT.!. ALT.¡. AJb-!., pT.j.. 
bloqulmicas ASTi, Alpi, 

BTi 
Infección por Shigella ShigeUa SalmoneUa Salmont>Jla 
entorolnvaaJva spp/EIEC spp/EIEC spp spp 
Gram-n ........ ativas 
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TABLA XII. PACIENTES DE PACHUCA, HGO. CON PCR (+) PARA 

ENTEROBACTERIAS GRAM-NEGATIVAS QUE PRESENTARON DATOS DE 

HEPATOPATÍA Y ALTERACIONES EN SUS PFH . .. - ··' 
Sexo m 1 1 1 m m 

Edad(allo•) 28 49 62 69 44 59 
Diarreas 1/3/ >5 1 / 1 / >5 1 /6 /4 3/3/3 1/1/>5 113/>5 

(eplsodlos/evac 
uacionesldfas) 
Tlpocle~a P,V,Ce P,V.Ce P,V.Ce.D p .P,V P,V 

1-rid• 
gr. 108 264 1500 12 312 24 

EtOH/semana 
Hepatopatla le le. As>. lc,Aa,Esp, As,Esp As no 
p ... s.ent.md• Hep,Esp. 

STO 
STO P"'S<'nta 

AJteraclones AST'l', AsTI, ASTT', GGT'T' GGTJ. Normal 
bloqulmJcas AL T1', AL TI, BTT', 

801' 801', BOi'. 
Bl..AJpi"" Alb't. 

Alb-i. Alb.¡. 
lnfeCclón por Sal. spp Shtgella Sh'geUa Shlg.ells Sal.spp Sal.spp 

enteroinvaslvas spp/EIEC spplEIEC spp/EIEC 

Grarn-n.n:atlvaa 
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Es importante señalar que el paciente 26. a pesar de tener caracterfsticas 

de ingesta de pulque y vino, asl como de cuadros diarré1cos. no presentó datos 

de hepatopatias. 

En lo que se refiere a los pacientes del D F y área conurbada se 

observaron dos casos de 1nfecc16n con Sh1ge//a/E.CEI y dos con Salmonella De 

los pacientes infectados con Salmonella. uno de ellos (paciente 23) tendió a 

presentar alteraciones b1oquim1cas en cinco pruebas además de observarse 

cinco signos de hepatopatias El otro paciente (paciente 8) tuvo la misma 

infección pero no presentó signos de hepatopatías. y solo tuvo una alteración 

bioquímica. Es importante hacer notar que los dos pacientes infectados con 

Sh19el/a/ECEI no tuvieron datos e.e hepatopatías. y solo uno de ellos tuvo 

mínimas alteraciones b1oquim1cas El paciente 2 no presentó alteraciones 

b1oquim1cas, por la que solo presentó cuadros diarré1cos. por otro leda el 

paciente 3 sola presentó dos alterac1ones b1oquím1cas además del cuadro 

diarré1co debido a la infección 
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7. DISCUSIÓN 

La enfermedad hepática alcohólica es una consecuencia común de la 

ingesta intensa y prolongada de alcohol. La enfermedad comprende un amplio 

espectro de lesiones histol6g1cas, siendo la más característica la esteatosis 

alcohólica (hígado graso). la hepatitis alcohólica. la fibros1s y cirrosis 

alcohólica. Todos estos tipos de lesiones traen como consecuencia una serie de 

alteraciones bioquímico-moleculares las cuales se van a traducir en una sene 

de manifestaciones clínicas típicas de la enfermedad hepática. 

Muchas de las características de la enfermedad hepática alcohólica están 

asociadas con la respuesta de •tase aguda'" La reacción de fase aguda 

representa la respuesta del cuerpo a una lesión tisular. Se manifiesta como una 

reacción sistémica acompa~ada entre otras cosas de fiebre y un cambio en ta 

concentración de proteínas en sangre. Muchas de éstas proteinas se sintetizan 

en el hígado y son reguladas por una gran variedad de mediadores.&9 En este 

estudio nosotros incluimos 48 pacientes de dos entidades federativas. las 

cuales se caracterizaron por tener una alta ingesta de alcohol. Aunque en este 

estudio , uno de los requisitos para incorporarlos era la ingesta de pulque, se 

pudo comprobar que el 89.5 ºAi de los pacientes incorporados ingería pulque en 

combinación con otra bebida alcohólica y un alto porcentaje de ellos 
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presentaron datos de hepatopatia (40% para el O F.,y área conurbada y 60°~ 

para Pachuca. Hgo.). 

Diversos estudios epidemiológicos han demostrado la estrecha 

asociación entre el alcoholismo y el daf'\o hepático El riesgo de adquirir una 

cirrosis hepática aumenta con la duración y la intensidad del alcoholismo Sin 

embargo. no todos los alcohólicos cirróticos desarrollan daf'\o hepático Las 

estudios de autopsia demuestran que la cirrosis está presente entre el 10 y el 

25ºA» de los alcohólicos fallecidos. Se desconocen, no obstante, cuales son los 

factores relacionados con la susceptibilidad para el daño hepático inducido por 

el alcohol. 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 la misma 

cantidad de alcohol hubo quienes presentaron datos de hepatopatia y otros no. 

Es decir, la respuesta individual de cada paciente fue diferente en cada caso, lo 

cual corrobora la susceptibilidad individual de cada persona a desarrollar daflo 

hepático posterior a la 1ngesta de alcohol. 

El pulque es una bebida tradicional de bajo contenido de alcohol. Aunque 

es obtenido por un proceso de fermentación este no es producido en 

condiciones asépticas adecuadas. ni sufre procesos de pasteurización. 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 consumida desde etapas 

tempranas, de hecho en las encuestas fue seftalado que algunas familias de 

bajos recursos alimentan a sus nir"los con pulque en lugar de leche. por otro 

lado, la falta de un proceso de pasteurización sugiere que esta bebida está 

contaminada con diferente flora. la cual es patogena al hombre 

Estudios preliminares realizados en el INNSZ nan mostrado que el pulcue 

contiene una gran variedad de m1croorganismos enteropatógenos (datos no 

publicados) Una característica de estas enterobactenas es la síntesis de 

endotoxinas. Se sug1ere ta pos1b1\ldad de que en el pulque exista ta presencia 

de bacterias enteropatógenas de carácter invasivo. como ECEI. Salmonella y 

Shigella. La presencia de éstas bactenas además de causar los cuadros 

diarreicos tip1cos. puede llevar a alteraciones a distancia Pº' la presencia de 

sus endotoxmas :J, Existen ev1denc1as de qÜe el consumo de alcohol crónico 

asociado a la infección por enterobactenas Gram-negat1vas. facilitan el escape 

de endotox1nas desde el lumen intestinal hasta la c1rcutac:6n Estas endotoxinas 

sensibilizan a los macrófagos para producir altos niveles de c1tocmas. por lo que 

hace suponer que los a\cohóhcos infectados con estas bacterias presentan altos 

niveles de endotox1nas. las cuales pueden a largo plazo. influir en el desarrollo 

del daf¡o hepático 3a 
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Se ha observado en an1malos de experimentación. sometidos a una dieta 

crónica de alcohol, éstos son rnas susceptibles al dar"lo hepático mediado por 

endotoxinas 2!'.so 

Asimismo, en estudios recientes so han encontrado altas 

concentrac1ones de TNF en suero de ratas cuando se les administra etano/ILPS 

en su dieta. y esto se ha ascc1ndo con el daño hepático que presentan los 

animales Por lo tanto s•:4 ~._;g:cre qc:e e! consumo de etanol y la e;.rpos1c1ón a 

LPS son dos factores que conllevan a la producción de c1tocrnas, entre ellas el 

TNF. y por otro lado al daría hep<J!rco "it 

En un estudio reportado cri 1 990 :: obre el seguimiento de pacientes que 

presentaron daño hepático se observó que los pacientes que fa,iecieron 

durante ese tiempo presentaban una elevada concentración de TNF 

plasmático. mientras que les que sobrev1v1eron no presentaron dicho 

incremento de TNF en sangre 5
:: En resumen la presencia de endotoxmas y la 

producción de c1toc1nas son directamente proporc1onal al daño hepático. es 

decir. entre mayor sea la cantidad de c1tocmas que esten presentes. mayor es la 

severidad del proceso 

S1 consideramos las características que presentaban los pacientes 

involucrados en este estudio. todos ellos presentaron diarreas en los últimos 30 

días Esto nos indicó que si hubo un cuadro de infección por enterobacterias, 

posiblemente provenientes de la 1ngesta de pulque Es importante se~alar que 



aunque todos presentaron diarrea, solo hubo desarrollo bacteriano en un 

91.6 ºAt de los coprocullivos reahzadas Las muestras que no desarrollaron 

creomiento bacteriano procedieron de la ciudad de Pacr.uca. lo cual habla de 

que posiblemente no fueron apropiadamente procesadas y transportadas. pues 

como ser"\alamos previamente todos los pacientes tuvieron cuadros diarré1eos 

Para la 1dent1ficac1ón de las enterobactenas en los coprocultivos se 

realizó la extracción del AON correspondiente El métedo utilizado fue el de 

fenoLcloraformo:alcohol 1soamihco. La técnica se estandarizó para bacterias, ya 

que esta técnica se utiliza normalmente en el laboratorio donde se desarrolló 

este trabajo, para la extracción de AON de células eucanotas. Nosotros lo 

aplicamos para la extracción de ADN bacteriano. y les resultados obtenidos nos 

indicaron la obtención de un material genético .. puro y limpio", además de 

obtenerlo prácticamente "íntegro'", es decir no degradado. La identJficación 

bacteriana se realizó por media de la reacción en cadena de la polimerasa, la 

cual se realiza en un periodo de aproximadamente 4 horas y tiene una 

confiabilidad cercana al 100°.k. 

Como se pudo observar la cantidad de casos positrvos con respecto a 

los negativos del total del número de pacientes fue muy ba10 (20%, 1 O 

pacientes), de un total de 48 pacientes. Se detectaron cuatro casos positivos 

para el D.F. y área conurbada, en dos de ellos se detectó Shu;;;ella y en las 

otros dos se detectó Salmonel/a. Mientras que para Pachuca, Hgo. se 
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detectaron seis casos positivos. en tres de ollas se detectó Shigella y en los 

otros tres se detectó SaJrnonella Es importante ser.alar quo la gran 1ncidenc1a 

de casos que resultaron negativos, no nacesanamcnte 1nd1có que no tuvieron 

infección. pues CCM'T10 se indicó previamente al menos presentaron un cuadro 

diarréico en los últimos treinta días; par el contrario. esto sugiere que 

probablemente elk>s estuvieron infectados con algún otro genero de bacteria 

patógena • drfCf'"ente al que nosotros detectamos por la técnica de PCR. por 

ejemplo Yersinia spp • Hafnsa spp etc . que se han detectado en el pulque oor el 

INNSZ-

En cuanto a la correlaaon entre 1ngesta de pulque y d~o hepático es 

importante meno:onar que de los pac1ent9s a quienes s1 se les detectó algún 

género de entBf'"Obactena por la técnica de PCR. fue evidente que entre mayor 

fue el c::onsu-no de ak:ohol, mayor fueron los datos do hepatopatia En lo que 

se refiere al D.F. y área conurbada. solamente la paaente 23 presentó tanto 

aftetaci<>tN:tS bK>Quim1cas corno signos de hepatopatías Esta misma paciente. 

presentó G episodios de diarrea (de 5 evacuaciones durante 5 días). lo que 

quiere decir que al menos el último mes tuvo diarreas. as1m1snio, esta paciente 

presentó una ingesta maycr de 500g de E'tOH/semana. lo cual JUStrfica el dar.o 

hepátk:o. A diferencia de los pacientes 3 y B. quienes presenraron mínimas 

alteraciones btoquimícas, una 1ngesta mucho menos de alcohol y solo un 

episodio de diarrea_ 
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Por otro lado. en lo referente a los datos obtenidos del estado do Hidalgo, 

curiosamente los pacientes que presentaron mas daño hepático fueron del 

género femenino de una edad mayor a los 50 años (paciente 7 y 10) Ambas 

presentaron un gran número de alteraciones en sus PFH. al igual que más de 

cuatro signes de hepatopalia Sin embargo. la d1ferenc1a entre ellas fué su 

consumo de alcohol. una de ellas tuvo un consumo por arriba de los 500 g de 

EtOH/semana y la otra por deba10 de esa cantidad. lo cual habla nuevamente 

de la suscept1b1hdad ind1v1dual al daño hepático Otro aspecto importante de 

estas pacientes es que aunque el daño hepático fue severo. sclo tuvieron un 

salo ep1sod10 de diarreas en les últimos treinta dias De los otros pacientes a 

quienes se les detectó las enterobactenas. el consumo de alcohol fue muy 

variable. pero aunque solo presentaron un ep1sod10 de diarreas ellos tuvieron 

alteraciones en sus PFH. lo cual habla del daño hepat1co Un paciente que 

llamó la atención fue el 26, quién tuvo mgest~ de pulque y v1no en ba¡a 

cantidad: este paciente presentó un cuadro d1arré1co. pero no presentó n1rigún 

dato de hepatopatia. Dado que es un paciente que tiene un baJO consumo de 

alcohol (24g EtOH/semana). la ausencia de dañe hepático sugiere dos 

posibilidades: una susceptibilidad 1nd1v1dual menor al daño hep.3tico y 

deficientes hábitos hig1en1co-d1etét1cos. 

Se ha señalado que el hígado es el principal s1t10 de traslado de las 

endotoxmas que provienen del intestino a traves de !a circulac1ón sistémica 



porta. Las endotox1nas son tamadns casi exclus1vnmento por las células dol 

sistema retículo endotellólf. ref1rióndose on ol higado a las células de Kupffer ')3 

Se sabe que en el alcoholismo crónico la permeablltdad intestinal a este tipo de 

moléculas se ve incrementada. absorbiéndose sustancias que normalmente no 

lo hacen. 

Las endotoxrnas que llegan a higado son uno de los principales estimulas 

para que se indu~ca la e>'pres16n y pr0ducc1ón de citocinas pcr parte de las 

diferentes células que cons~1tuyen éste órgano. por lo que puede ser un rnd1c10 

de que l~s endotoxinas mduz.can hepatotox1cidad :)¿1·
3
"'"" 

Una posible respuesta a la 1nterrognnte ae c:.córr.o es que se produce el 

daño hepático alcohó/1co postencr a In 1ngesta de pulque? Es qL..:e ouede existir 

1) una reducción en la capacidad de las celufas de Kupffer para er1m1nar !.::is 

endotox1nas. 2) un incremento en la permeabilidad de la membrana de las 

células de la mucosa intestinal hacia la endotox1na. 3) un incremento en la flora 

de bacterias Gram-negatrvas en el tracto 1r.test1nal, el cual proveeria un 

resen.1or10 en la producción de endotox1nas Al liberarse el LPS a Ja c1rculac1ón 

siempre van a estar presentes las c1tocinas en respuesta a éste estímulo Se ha 

visto que cuando se expone una porción de 1ntest1no de rata al etanol. en 

condic1ones. 1n wtro. se 1ncremeta la permeabilidad de la mucosa hacia las 

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

endotoxinas, la enfermedad hepática me¡ora ,., 

De nuestros resultados es evidente que un alto porcenta¡e de los 

pacientes bebedores de pulque presentaron datos de dafio hepático Aunque el 

número de personas a quienes se les 1dent1ficó los tres géneros estudiados 

(ECEI, Shigella y Sa/monella) fue bajo. eso no descarta la pos1b1lidad que asten 

infectados con otro género de bacteria Gram-negativa que nosotros no 

detectamos y que sean, al menos en parte, los causantes del dar'\o al higado. Lo 

que es importante ser'\alar es que nuestros resultados sugieren que la infección 

por bacterias Gram-negat1vas es un factor que influye en el desarrollo del dar.o 

hepático. 

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

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

mayor número de personas. asi como también otras entidades federatrvas 

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

factor ca-mórbido en el desarrollo de da"o hepático. 
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8. CONCLUSIONES 

• La respuesta individual de cada paciente a presentar hepatopatias es 

diferente, lo que corrobora la susceptibilidad ind1v1dual de cada persona a 

desarrollar darto hepático por la 1ngesta de alcohol/LPS 

• El 91 % de los coprocu1t1vos presentaron enterobactenas Gram-negat1vas 

donde estas pudieron provenir de la 1ngesta crónica de pulque contaminado. 

• Aunque el número de pacientes a quienes se les identrficó los tres géneros 

estudiados fue baJO. no se descarta la pos1bihdad de que estuvieran 

infectados con otros géneros de enterobactenas Gram-negat1vas que 

nosotros no identificamos 

• La infección por entercbactenas Gram-negatavas es un factor que influye en 

el desarrollo del dano hepático. 

• La PCR es una técnica de elevada sensibilidad y especificidad además de 

obtener los resultados en mucho menor tiempo que le requerido mediante el 

cultivo bacteriano. Esta requiere la presencia de ADN perteneciente al agente 

etiológico que se quiera identificar, no importando la v1ab1lidad del mismo. 
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9. APÉNDICE 
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9.1 EQUJPü 

• Agitador magnético con parrilla eléctrica CORNING 

• Autoenalizador SYNCHRON CLINICAL SYSTEM BECKMAN CXS 

• Balanza analítica OHAUS 

• Bano maría PRECISION 

• Cémara fotografica POLAROID DS34 

• Centrifuga BECKMAN 

• Centrifuga EPPENDORF 

• Computadoras 

• Congeladores -20ºC y -70ºC 

• Equipo de electroforesis EC 

• Espectrofotómetro DU65 BECKMAN 

• Fuente de poder BIORAD 

• Pipeteadores 

• Potenciómetro BECKMAN 

• Refrigeradores 4 •e 

• Termocíclador PERKIN ELMER 9600 

• Transiluminador UVP 

• Vortex THERMOL YNE 
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9.2 i"vlATERIAL 

• Agujas 

• Asa bacteriológica 

• Autoclave 

• Ca1as de Petn desechables 

• Celdas de cuarzo para espectrorotómetro 

• Cronómetro 

• Charola de pesada 

• Embudo de filtración rápida 

• Espátula 

• Gasas 

• Gradillas 

• Guantes de asbesto 

• Jeringas desechables 

• Matraces Erlenmeyer 

• Matraces volumétricos 

• Mechero 

• Micropipetas automáticas 20, 100, 1000 µL 

• Pinzas 

• Pipetas pasteur 

• Pipetas serológicas 



• Piseta 

• Probetas 

• Recolector de punzocortantes 

• Tripie 

• Tubos de ensaye 

• Tubos Eppendorf de 1 5 mL 

• Tubos vacuta1ner 

• Vasos de prec1p1tados 

9.3 REACTIVOS 

• Ácido bónco MERCK 

• Agar MacConkey DISCO 

• Agar Salmonella Shigella DISCO 

• Agar XLD DISCO 

• Agarosa GIBCO SRL 

• Agua desionizada estéril 

• Alcohol isoamílico SIGMA 

• Amortiguador de PCR PERKIN ELMER 

• Amplitaq DNA polimerasa PERKIN ELMER 

• Azul de bromofenol SIGMA 

• Bromuro de et1dio SIGMA 

SS 



• 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 

• Ouodecil sulfato de sodio SIGMA 

• Etanol absoluto SIGMA 

• Etilendiammotetracético SIGMA 

• Fenol SIGMA 

• F1coll PHARMACIA 

• Fosfato de potasio monobásico BAKER 

• Fosfato de sodio dibésico BAKER 

• Proteinasa '"K" GIBCO BRL 

• RNAsa SIGMA 

• Xilencianol SIGMA 
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9.4 PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

• Cloruro de sodio 1M 

NaCI o 58449 

• Duodecil sulfato de sodio 20% 

sos 2g 

• Cloruro de magnesio 2.5 mM 

MgCl2 (30mM) 5 µL 

• Mezcla de dinucleótidos tritosfato 200 µM 

dGTP (10mM) 

dATP (10mM) 

dTTP (10mM) 

dCTP (10mM) 

~·L 

µL 

µL 

µL 

• Solución de oligonucleóttdos 100 ng/ µL 

FPP1 (35 ng/µL) 

FPP2 (35 ng/µL) 

lpaH 111 (35 ng/µL) 

lpaH IV (35 ng/µL) 

3 µL 

3 µL 

3 µL 

3 ~·L 

10mL 

100mL 

50 ~1L 

50µL 

50µL 

50µL 

50µL 

50 µL 

50µL 

50 µL 

50µL 
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• Amortiguador de PCR 1X 

PCR buffer (10XJ 5 J.tL 

• Ácido desox1rr1bonucJeico molde 4 J.t91i.1L 

ADN (1'1QhtL) 4i.1L 

Ampli:o.q DNA polimerasa 4 Ut pl 

Taq (10U/¡1L) 0.4 L 

. Agnrosa 1 ºA, y 2ºAi 

Agarosa 1c;~ 04g 

Agarosa 2%1 0.3g 

. Agar MacConkey. XLD . SS 

Medro de cultivo 60 g 

. TBE 10X 

Tris Hcf 324 g 

Ac bórico 100 g 

EDTA 19 g 

. Amortiguador de carga 

Azul de bromofenol o 0625 g 

Xilencianof 0.0625 g 

Ficoll 3.75 g 

50 µL 

501tl 

50 µL 

40mL 

60ml 

1L 

2L 

2L 

2L 

25ml 

25mL 

25ml 
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• STE 

Tris HCI (10mM) 

EDTA(1mM) 

NaCI 

• STEP 

sos (20%) 

Tris HCI (10mM) 

EDTA (0.5mM) 

Prot K. 

• PBS O. 1 M pH7.4 

Na2 HPO, 

KH2PO, 

1 mL 

0.2mL 

0.1 g 

250µL 

0.5mL 

0.8mL 

0.01g/1mL 

3.603 g 

o 680 g 

• Ácido etilendiaminotetracético 0.5 M 

EDTA , 8625 g 

100mL 

100 mL 

100 mL 

10 mL 

10mL 

10mL 

10 mL 

250mL 

250 mL 

10mL 

89 



ro. REFERENCIAS 

1. Tortera G ( 1987) Pnncip1os do anatom1a y f1s1oloqia Ed Harla, México, 5• 
ed 

2. Stephen D. Galtan J (1995) Gastroenterolooy Phys1ology of the hver W.B. 
Saunders. vol 3, 5u. ed. Ph1/adolphia Penn USA 

3 Bockus H L (1981) Cirrosis Gastroenterologia 107 395-448 

4 Lleber C S ( 1982) Alcohol e higado Temas selectos de hepatología 1 

5 Dienstag J L. Feinstone S M (1977) Non-A Non-B post-tr-ansfus1on 
hepatitis Lancet 1 560 

6 Da1er F. Guevara L (1978) Cons1derac1ones sobre la eo1dem1ologia de la 
cirrosis hepática alcohólica en México Rev lnv Cl1n 30 13 

7 Leevy CM (1968) Cirrhos1s 1n alcohol1cs Med Cl1n North.Arner 52 1445 

8 L1eberC.S (1968)Alcohol nutrit1onandilver TheAmer 521445 

9 Rubm E .. Lteber C S (1975) Relat1on of alcoholrc ltver rnrurv to cirrhos1s 
Cl1nical Gastroenterology 4 247 

10 Díaz A. (1996) Enfermedad hepét1ca por alcohol Quim1ca Knoll de México 
Ed. Piensa México 

11 Benav1des L ( 1979) Alcohof1smo y genétrca Re·~ Med Hosp. Gral 42: 133 

12.Popper H (1977) Patholog1c aspects ot c1rrhos1s A rev1ew Am.J.Pathol 
87:228-264 

13. RoJkind M, Greenwell P (1988) The liver as a b1oecolog1cal system The 
liver · b1ology and pathob10/ogy Reven Press, New York 1269-1285 

14.Greenwell P., Geerts A., Ogata l.,Soliz-Herrezo J., RoJkind M. (1994) The 
liver biofogy and pathobiology Reven Press. New York 1367-1377 

15.Masaaki M (1995) Express1on of hepatocyte growth factor and transformíng 
gro'Nth factor f"l--1 mRNA 1n P acnes and llpopolysaccharide-treated rats 
J.Gastroenterol 30:48-54 



16.Rodel J., Bruguera M. (1982) Manual de las enfermedades del hígado y vms 
biliares Ed.Cientifico-Médico, Barcelona 

17.Keith H.,Streinkraus (1996) Handbook of indiqenous fermentad foods 2""' 
ed.New York-Basal Hong Kong. Marce! Dckker lnc 389-396 

18. Herrera T., Calderon V (1991) Yeast 1sola1ed from pulque the trad1tional 
beverageofMe)(ico Rev Mex M1c 7121-128 

19 Gobierno del Estado de Hidalgo Museo Nal de las Culturas Populares 
(1988) El maguey árbol de las maravillas INI. SEP. DGCP. México 

20. Lappe P . Ulloa M , Herrera T ( 1989) Estudio de cmco especies de 
levaduras del pulque y comparación de la m1crob1ota de esta bebida con las 
otras seme1antes del mundo Ann lnst 8101 UNAM 59 1 31-48 

21 Lappe P .. Ulloa M (1993) Alimentos fermentados indígenas de México 
Wactier M C .. Lappe P editores Mé)(ICO O F . UNAM 75 79 

22.Ulloa M. Herrera T, Lappe P (1987) Fermentaciones trad1c1onales 
indígenas en México INI Sene de 1nvest1gac1ones sociales 33·39 

23.Anuano Estadístico (1993) Mortalidad causada por c1rros1s SS de México 

24. Nanji A.A .. Khettry U. ( 1994) Seventy of lrver 1n1ury 1n expenmentat alcohohc 
liver disease Correlat1on w1th plasma endotox1n and ev1dence far endotox1n 
tolerance in chronic ethanol-fed rats L1fe Sc1ence 55 611 

25.Bhagwandeen 8.S. Apte M, Manwarnng L.. D1ckenson J (1987) Endotoxm 
induced hepat1c necrosis 1n rats on alcohol d1et J Pathol 151 47 

26. Day C P , Bashir R .. James O , Bassendine M .. Crabb D., Thomasson H., L1 
T .. Edenberg H. ( 1991) lnvest1qat1on of the role of polymorph1sm of t1e 
alcohol and aldehyde dehydrogenase loc1 1n genet1c pred1spos1t1on to 
alcohol-related and organ damaqe Hepatplogy 14 789-801 

27.Leblach W.K. (1976) Epidem1oloqy of alcoholic l1ver d1sease Prog.L1ver.Ois 
5:494-513 

28. Marbet U.A. Bianch1 L., Meury V., Stadler G ( 1987) Long term histological 
evaluation of the natural history and prognost1c factors al alcoholic liver 
disease J Hepatol 4:364-372 

9t 



29.Pares A., Caballeria J. Bruguera M. (1986) H1stoloa1cal course of alcoholíc 
hepatitis influence of abstinence sex and exent of hepattc damage J Hepatol 
2:33-42 

30 Pequignot G. Tuyns A.S. Berta J.L. (1978) Asc1t1s c1rrhosis 1n relatton to 
alcohol consumpt1on lnt.J.Ep1dem 7.113-120 

31 Kershenob1ch D., Vargas-Vorácková F ( 1996) Curso anual de postgrado 
alcohol e hígado Secretaría de Salud. Conse10 Nacional contra las 
Ad1cc1ones. CONACYT. NIAAA 

32 Oufour M C. Stinson F S. Caces M F (1993) Trends 1n c1rrhosrs morb1d1ty 
and mortallty Un1ted States 1979-1988 Sem1nars in llver D1seaso 13.2 109 

33 McCla1n C , Cohen O. D1narello C ,Cannon J. Shedlofsky S. Kaplan A 
{1986) Serum interleukin-1 íll-1l act1v1ty 1n alcohohc hepat1t1s L1fe Sc1ence 
39· 1479-1485 

34. R11konen P .. Makela P, Saartlahtt H . Sukupalu1 S Tarra S. Rhen M (1992) 
The v1rulenco plasm1d does not contr1bute to growth of Satrnonella 1n culturad 
murine macrophages M1crob1al Pathogenes1s 13 281-291NaJue 

35 Bird G.. Sheron N . Goka A .. Alexander G . Willlams R ( 1990) lncreased 
plasma tumos necrosis factor in severa alcohollc heoat1t1s Ann lnt Med 
112:917-920 

36 B1amason Y Ward K (1984) The leaky gut of alcohollsm poss1ble route of 
enrry for tox1c compounds Lancet January. 179-182 

37 Re1tschel E, Kirakae T. Shade F. (1994) Bactenal endoto)(in Molecular 
relat1onsh1ps of structure to act1v1tv and funct1on FASES J 8 217 

38. Fox E., Bro1tman S . Thomas P (1990) Bacterial endotox1ns and the liver 
Lab lnvest 63.733 

39 Rietschel E T .. Brade H. (1992) Bactenal endotox1ns Sc1ent1fic Amenca: 
August 

40.Arai M. (1986) Efect of ethanol on 1ntest1nal uptake of endotoxin Jpn 
Gastroenterol 83: 1060 

41. Nanji A., Sadrzadeh S . Khettry U (1994) Lactobac11/us feed1ng reduce 
endotoxem1a and seventy of expenmental alcoholic l1ver d1sease Proc Soc 
Exp 8101 Med 205.243 



42.Rodriguez D.C. Tauxe R V. Rowe B (1990) lnternational increase in 
§.. ententidis A new pandem1c Ep1dem lnfect1on 105 21-27 

43 Bailey y Scott (1989) D1agnóst1co m1crob1olóq1co Ed Panamer1canan. ed. 
séptima, Argentina 

44 Sambrock. Fntsh, Man1at1s (1989) Molecular clon1ng a laborratory manual 
2nd. ed1tron. Cold Spring Harbor Lab Press U S A 

45 Lúscher O. Altwegg M (1994) Oetect1on of sh1gellae entero1nvas1ve and 
enterotox1qen1c Eschench1a coh using the polymerase cha1n react1on CPCRl 
1n pat1ents return1ng frorn troorc...-il countr1es Moll Cell Prob 8 285-290 

46 Sethabutr O Venkatesan M . Murphy G , Eampokap B . Hoge C . Echeverría 
P. (1993) Detect1on ot Sh1gellc:te and Entero1nvas1ve Eschench1a coll by 
amplificatton of the lnvas1on Plasm1d Ant1gen H DNA seguence in pattents 
w1th dysentery The Journal of lnfect1ous D1seases 167 458-61 

47. Doran J. Colllnson S, Kay C . Banser P, Bunan J. Munro C, Lee S, 
Somers J. Toad E., Kay W ( 1994) firnA and tete based DNA diagnostic for 
Sa/rnonella Moll Cell Prob 8 291-310 

48. Frankel G . R1tey L . Giran J et al (1990) Detect1on of Sh1qella 1n feces us1ng 
DNA ampl1ficat1on J lnfect1on D1sease 161 1252-1256 

49.Weganka U .. Bushmann J. Lutt1cken C .. He1nncil P. Horn F (1993) Acute­
response factor a nuclear factor bindmg to acute-phase response elements 
is r;ip1dily activated by lL-6 at the oosttranslat1ona1 leve! Molecular Cell 
Biology 13 1 276 

50. Ara1 M., Nakaro S .. Okuno F ( 1989) Endotoxin-mduced hypercoagulablf1ty a 
poss1ble aggravatron factor of alcohol1c llver d1sease Hepatology 9 846 

51 NanJi A, Zhao S . Sadrzadeh S. Waxman O { 1994) Use ot reverse 
trasncnpt1on-polymerase cha1n react1on to evaluate 1n vivo cy!Okine gene 
express1on 1n rats fed ethanol far long perrods Hepatology 19 1483 

52. Felver M., Mezey E., McGu1re M., M1tchell M. Herlong H. Veech G (1990) 
Plasma tumor necrosis factor--, predicts decreased long term surv1val 1n 
severe alcohol1c hepatitis Alcohol Clin Exp Res 14·225.259 

53 N.A., Shnyra A, Hultenby K .. Lindberg A (1992) S choleraesws and 
S ryphymunum assoc1ated w1th l1ver cells atter tntravenous 1noculat1on of rats 
are located ma1nly 1n Kupffer cells and mult1oly mtracellularv lnfect1on and 
lmmunology 60·2758-2768 



54. Nolan J.P. (1988) Intestinal endotoxins as mediators of hepatic injury 
Hepatology a·232 

55. Gressner AM. (1993) Cvtokines and cellu!ar crosstalk involved in the 
activation of fat-storing cells J. Hepatol 22:28 

56.Flier JS., Underhill LH. (1993) The cellular basis of hepatic fibrosis.The new 
England. Journal of Medicine 328: 25: 1828 

94 





*ffffJ.4~ 

'. 
' 

~~! 

~\ 



CITAS 

Yo se que la poesia es imprescindible, pero no se 
para que. 

Una vez terminado el juego, 
vuelven a la misma caja. 

Jean Cocteau 

el rey y el peón 

Proverbio italiano 

Si Dios hubiera querido prohibirnos el vino, las 
vi~as serían amargas. 

Probervio francés 

Donde acaba la biología empieza la religión. 
Gilbert Keíth 

El amor tiene facil la entrada y difícil la salida, 
además de ser una tonterla hecha por dos. 

Napoleón 



Pasó con su madre. ¡Qué rara belleza! 

¡Qué rubios cabeilos de crigo garzui! 

¡Qué .r i t.Ino en el paso .1 

¡Qué innata realeza de po~t:e! 

;Qué formas bajo el fino tul! .. 

Pasó con su madre. Volvió la c.3.beza: 

/Me cltJVÓ muy hond~ st..· mi.r.._llJ.d<!!! <!!!Zul ! 

Quedé co:no c . .ri é.--:c.asis •• 

con febril premura 

;síguela! g:it:aron cuerpo y alma al par . 

. . . pe.ro t:uve miedo de amar con locura 

de abrir m~s he=~das que suelen sangrar 

y no obst:ant:e Coda mi sed de t:ernura 

cerrando ios ojos ia dejé pasar. 

Amado Nervo 
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