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RESUMEN. 

Corregir defectos quirúrgicos extensos representa un reto para el cirujano. Se 

utilizan materiales protésicos sintéticos y materiales biológicos bien tolerados 

inmunológicamente. El pericardio bovino tratado con glutaraldehldo es poco inmunogenico, 

resistente a la tensión y degradación lenta, promoviendo cicatrización eficaz, pero es irritante, 

para evitarlo, se tava y liofilfiliza. Las infecciones postquirúrgicas representan la principal 

complicación, anadirles gentamicina podrla disminuirlas. El objetivo principal es describir 

metodologla accesible para impregnar gentamicina al parche de pericardio bovino tratado con 

glutaraldehldo liofilizado (PBTL +G) • demostrando reducir Infecciones posquirúrgicas. Se 

elaboraron parches sume<giéndolos en solución con gentamicina 2 mg/ml., se empaquetaron 

individualmente y liofilizaron. Se efectuaron pruebas in vitre contra diferentes bacterias; pruebas 

in vivo con lotes de ratas aplicando parches de pericardio bovino liofilizados para reparar 

hernias de pared abdominal : Lote1.- Parche sin gentamicina sin inóculo bacteriano. Lote2.­

Parche sin gentamicina con inóculo de Escherichia coli. Lote3.- Parche con gentamicina sin 

inóeulo . Lote4.- Parche con gentamicina con inóculo de E. coli. Ocho dlas después se 

eutanasiaron y necropsiaron, efectuando valoracioneS: macroscópicas, microsc6picas y 

microbiológicas. Los PBTL+G in vitro demostraron inhibición significativa contra: Escherichia 

coli, Streptococcus canis, Staphylococccus aureus. Staphy/ococcus epidermidis, 

Staphylococcus intermedius. Klebsiella oxitoca, Sa/monel/a thiphymurium y Bacillus spp. ,sin 

inhibición contra Pseudomonas spp. y Streptococcus pyogenes. In vivo: el lote1 presentó 

infección en 4 /10 casos, (3 Streptococcus spp . 1 Staphylococcus spp); lote2 :0/10; lote3; 

10/10 con E. coli y 1/10 Proteus spp con 3/10 muertos; lote 4: 1/10 infecciones con E.coli. 

Hubo diferencias significativas (p 0.05%). Los PBTL+G disminuyeron los porcentajes de 

infección supurativa. disminuyeron el grado de miositis sin alterar tejido de granulación. No 

existen reportes del uso de gentamicina en parches de pericardio bovino y desafiados con 

bacterias. No se observaron efectos tóxicos o hipersensibilidad .Es recomendable utilizar 

PBTL+G para disminuir las infecciones postquirúrgicas. 

Palabras clave: pericardio bovino, gentamicina, infecciones protésicas, glutaraldchldo, 

colágena bovina. 
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Abstract 

To rcpair extcnsivc wounds reprcsent a couragc for the surgeon. Thc use of synthctic 

protesic and bi~logical .material that are well tolerated by the inmune system as. glutaraldehyde cross· 

linkcd bovinc pericardium which has a low inmun~logical response. highcr tcnsion rcsistcncc, Jower 

dcgradation. and pronlote efficient cicatriZ2tion .. lt necd to be washcd and frceze-dried to avoid the irritant 

cffects. In order· to diminis~ aftcr surgical infection. gentamicin has bcing used. Thc principal objetive of 

thcsc invcstigatioTI , iS to describe thc rig.ht use of gcntamicin in thc ti"cc7..c-dricd-cross.linked bovinc­

pcricardiun( (FCBP) to reduce them. The patch was di ved in gcntamicin solution 2mg/ml, each onc, wcrc 

packed and frceze--dried. Thcre were two kinds of test makcd: thc in vitro one, werc efccted against 

difTcrcnt typcs of bactcri~ and in vitro test wcrc madc with rats rcpairing abdominal wall hernias with 

FCBP patch. Groupl: patch with gcntamicin without bacteria inoculum. Group2 patch with gcntamicinc 

and Eschcrichia co/i inocule. Group3 Gcntamicin patch without inoculum Group4 Gcntamicin patch with 

E.co/i inoculum . Eig.ht days later thc rats wcrc cuthanasiated and necropsia was makcd; microbiological. 

macroscopic, and histopathotogical cvaluation was rcalizcd .. Thc gcntamicin patch in vitro cvatuation 

dcmostraled significative inhibition against Ecoli. Streptococcus canis • • Staphy/ococccus aureus. 

Staphy/ococcus epidermidis Staphylococcus intermedius, Klebsiella oxitoca, Salmonella 

thiphymurium and Bacillus spp. ,without inhibition versus Pseudomonas spp. and Streptococcus 

pyogenes. In vivo:Group1present infection in 4110 cases, (isolation reported 3 Streptococcus 

spp, 1Slaphylococcus spp); Group2 :0/10; Group3; 10/10 with E.coli and 1/10 Proleus spp with 

3/10 rats died befare 8 days; Group4:1/10 infection with E.coli . Siadistic ditTcrcnccs was 

obscrved. (p0.05%). gentamicin patch diminish supurative infection and mioisitis, without 

alteration of granulation tissue 

. There are no reports to confinn the use of gentamicin in FCBP with E.coli challenge. 

No toxic effects or hipersensibility reaction were observed. Is recommendable to use this patch to 

diminish alter surge<y infection. 

key words: bovine pericardium, gentamicin, protesic infection, glutaraldehyde, colagen 

patch. cross-lynked treatmenl. 
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· INTRODUCCIÓN: 

Los grandes defectos'~rí .Ía pared ·abdominal, torácica o de diafragma han 

existido siempre y han signifi:(;a~c) .un -p~Óblema para el cirujano por la dificultad 

que representa reparar •diéllós::defectos. En la mayorla de los casos son 

problemas provocadcis ·~~)'.;~~~~·Jm~tismos, quemaduras, infecciones o 

procedimientos quirúrgicos'}adi~les'..pero existen también los casos hereditaños 

y congénitos que provoca~_<dét~ctos en la· embriogénesis, como son hernias 

umbilicales y defectos ~~ !·é1 -~:i~f~agma con hernia hiatal. Existen asimismo 

situaciones adquiñd~s 'en .~¿~·puede. requeñrse tejido protésico como en la 

atrofia del diafragma ~élvi~d~nl~~ cánidos. (Crawford et al. , 1986; Olmos et al., 

1990; Wantz GE., 1994;01.r;;;~ et al., 1997) 

El método i~e1l.'para ,efectuar el cierre de este tipo de defectos es la 

aproximación de los tejidos propios del paciente. Sin embargo, existen 

situaciones cllnicas en las que esta reconstrucción se puede ver afectada por la 

falta de tejido sano o por que el defecto es muy grande y los bordes quedan muy 

alejados. En estos casos se requieren técnicas reconstructivas complejas y en 

ocasiones surge la necesidad de sustituir el tejido normal por tejido protésico. 

(lshihara et al., 1981; Arauja et al., 1987; Chvapil et al., 1987; Deporter et al., 

1988; Olmos et al.,1990; Collins et al., 1991; Santillán et al. , 1995; Doillion et al. 

, 1997; Olmos et al., 1997; Pires et al., 1999) 

Desde hace tiempo se corrigen quirúrgicamente estos defectos con 

materiales protésicos, entre ellos mallas de nylon y poliéster (Mersilene), 

polipropileno (Marlex) y politetrafluoroetileno. (Goretx) Cada uno de ellos tiene 

ventajas y desventajas, si bien los más recientes cuentan con mayor 

popularidad, ninguno ha demostrado ser superior a los otros. (Olmos et al., 1996) 

l'J"E~~,.,. no. "'r l ... .,],;); \\.... . 1~~ 
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Se han utilizado materiales de origen biológico que sean bien tolerados 
' ,- -- . 

inmunológicamente, eon alta resistencia y de fácil manejo quirúrgico, entre estos 

tenemos tejidos de 'arigen~porbiiio y bovino. Los parches de perieardio .y 

colágena de. origen p~rbino ·,s~n bien. tolerados por el sistema inmune, pe~o el 

porcentajé de reaccicmes'ci~}~Jliazo es mayor comparado con los parches de 

pericardio y la colágena tipo 1 de origen bovino.( Burke et al , 1985; Liao et al, 

1992) 

El pericardio bovino comenzó a utilizarse desde finales de la década de 

los setentas en la reconstrucción de válvulas cardiacas con muy buenos 

resultados y adecuada tolerancia por los pacientes. A raíz de esto, se utilizó en 

otro tipo de cirugías, como la corrección de defectos congénitos y más 

recientemente se utiliza en cirugia reconstructiva de mano, cirugla angiológica, 

asi como en cierres pericárdicos, diafragmáticos y para corregir defectos en la 

duramadre. La colágena purificada de origen bovino se comercializa en forma 

inyectable y se ha utilizado ampliamente en cirugia cosmética para corregir 

defectos estéticos faciales y para el tratamiento de reflujo gástrico en lactantes, 

aplicándolo a nivel submucoso en el esfinter cardial. Se ha utilizado también 

para tratar la incontinencia urinaria. Como material guia para la cicatrización en 

cirugia ortopédica, odontológica, de ligamentos, tendones y endovascular. (Gallo 

et al., 1982; Abdulali et al., 1985; Crawford et al., 1986; Arauja et al., 1987; 

Deporter et al., 1988; Wang et al. , 1994; Santillán et al., 1995; Hemández et al. , 

1996; Olmos et al., 1996 ; Bortolotti et al., 1998; Vrandecic et al., 1998; 

Vrandecic et al., 1998; Herrero et al. , 1999; Cloft et al. , 2000; Grimsley et al. , 

2001; Biasi et al., 2002 ) 

El pericardio bovino, al ser utilizado como tejido protésico, 

lamentablemente, en pocos dias post cirugia, pierde resistencia a la tensión y se 

degrada relativamente rápido evitando una adecuada cicatrización al sustituirse 

por tejido fibroso inmaduro y poco organizado por parte del receptor. 
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Adicionalmente no puede almacenarse por periodos prolongados. 

Para evitar dichos inconvenientes, se ha tratado el pericardio bovino con 

glutaraldehído, el cual se ha comprobado que actúa específicamente en los 

residuos de lisina e hidroxilisina modificando los epitopes responsables del 

rechazo inmunológico, además retarda el tiempo de reabsorción del implante, 

promueve mayor resistencia del material a la tensión y adicionalmente posee 

propiedades antimicrobianas. Todo esto favorece una mejor reparación con 

fibroblastos y fibras de colágena bien organizados que sustituyen paulatinamente 

el tejido protésico. ( Mack et al., 1989; Hyder et al., 1992; Liao et al., 1992; 

Santibáñez, 1994; Olmos et al., 1996; Santillan et al., 1996; Olmos et al., 1997; 

Herrero et al., 1999) 

El pericardio bovino tratado con glutaraldehído presenta como principal 

desventaja que debe mantenerse sumergido en una solución con este 

compuesto y debido a que es muy irritante para los tejidos, debe lavarse 

profusamente con solución salina isotónica poco antes de su uso, lo cual no 

resulta práctico, además de suprimir las propiedades antimicrobianas del 

glutaraldehido. (Olmos et al. , 1990) 

Para evitar estas desventajas, se ideó someter los pericardios a 

liofilización y esterilización con gas. Después de ser tratados los pericardios con 

glutaraldehfdo, se lavan profusamente para retirar el exceso y se empaquetan 

individualmente para posteriormente ser liofilizados y esterilizados, esto permite 

su conservación por periodos prolongados, listos para su uso inmediato previa 

rehidratación con solución salina fisiológica. Se ha demostrado que este 

procedimiento es exitoso y no modifica las cualidades del pericardio bovino o de 

la colágena de origen bovino liofilizada. ( Hyder, et al 1992; Olmos, et al 1996) 



Por otro lado, aunque la incidencia de infección en este tipo de cirugías no 

es muy alta, representa la principal complicación y causa de problemas 

terapéuticos con un alto indice de mortalidad. ( Slatter, 1989 ; Hernández, 1996). 

Las infecciones protésicas se asocian invariablemente con hospitalización 

prolongada, mayores gastos y sufrimiento del paciente. Una expresión frecuente 

tanto en situaciones clínicas como de investigación es la de"implantación 

infectada"; el término no es correcto, ya que no se infecta el implante sino los 

tejidos circundantes; Así pues hay tres tipos de infección relacionadas con los 

implantes de prótesis; el primer tipo es la infección superficial inmediata debido 

al crecimiento de microorganismos en la piel afectada por el implante o cercana 

a él; ejemplo de ella, la infección de sutura y el crecimiento de microorganismos 

por debajo de las vendas; el segundo tipo es la infección inmediata profunda, 

que por lo general sigue a la operación, la bacteria responsable suele ser llevada 

al lugar de la implantación por microorganismos de la piel, material contaminado 

o del medio ambiente durante el acto quirúrgico; el tercer tipo es la infección 

profunda tardía que puede surgir después de años de haber sido efectuada la 

intervención en zonas sin antecedentes de infección. ( Slatter, 1989) 

Los principales agentes relacionados con las infecciones quirúrgicas son: 

Género y especie 

Staphylococcus aureus 

Staphylococcus spp 

Streptococcus spp 

Escherichia coli 

Proteusspp 

Pseudomonas aeruginosa 

Clostridium perfringens 

Bacteroides spp 

Fuentes primarias 

Piel y membranas mucosas 

Piel y membranas mucosas 

Membranas mucosas 

Flora intestinal 

Flora intestinal 

Suelo 

Flora intestinal 

Membranas mucosas y 
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flora intestinal 

Fusobacterium spp Flora intestinal 

(Bennett, Brachman, 1979; Burke, 1965) 

Santillán (1999) efectuó un experimento previo con implantes de 

pericardio bovino tratados con glutaraldehido liofilizados aplicándolos para 

corregir hernias abdominales en ratas y desafiando con un cultivo de E. co/i 

reportando 100 % de infecciones postquirúrgicas, comparado con 0% de 

infecciones al añadir gentamicina a los implantes. 

E. co/i, pertenece al grupo Escherichieae de la familia 

Enterobacteriaceae, bacilos gram negativos y anaerobios facultativos. Existen 

cepas saprofitas que actúan como patógenos oportunistas y cepas 

enteropatógenas que actúan como patógenos primarios. Se han descrito tanto 

endotoxinas como exotoxinas de E. coli que interviene en su patogenia 

provocando enterotoxemia o toxemia. 

Es una bacteria relativamente fácil de aislar, cultivar e identificar en el 

laboratorio y es una de las más frecuentes en infecciones quirúrgicas piógenas, 

peritonitis séptica, infecciones urinarias y aislada de abscesos en piel, músculo y 

tejido subcutáneo en diversas especies de mamíferos incluyendo a las ratas La 

mayoría de sus cepas son sensibles a la gentamicina, por lo que se decidió 

utilizarla para desafiar los parches con y sin gentamicina de este experimento. 

Las pruebas bioquímicas para identificar E. coli y que se utilizaron en esta 

investigación son: Agar hierro de Kligler ácido/ ácido gas; H 2S negativo; indol 

negativo; rojo de metilo positivo; Voges-Proskauer positivo; citrato de Simmons 

negativo; motilidad positivo; ureasa negativo; KCN negativo; lisina 

descarboxilasa variable; omitina descarboxilasa variable; gas de glucosa 
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positivo; lactosa positivo; salicina variable; sorbitol positivo; rafinosa variable; 

ramnosa variable y licuefacción de gelatina a 22° C negativo. 

En medicina humana, los porcentajes de infección en cirugías con implantes 

son bajos debido a los cuidados intra hospitalarios intensivos y la cooperación 

del paciente, sin embargo, en medicina veterinaria, el post operatorio suele ser 

más complicado por las condiciones de hospitalización y los hábitos de los 

animales, además, comúnmente las causas que determinan que utilicemos 

tejidos protésicos son heridas contaminadas (heridas por atropellamiento, 

arrastramiento, mordidas de otros animales) aumentando el riesgo de infección. 

Permitir el cierre de estos defectos por segunda intención prolonga mucho el 

tiempo de recuperación y por lo tanto eleva los costos. 

Los reportes en la literatura sobre la impregnación de antibióticos en 

parches de pericardio bovino son muy escasos, más bien se refiere al uso 

sistémico de antibióticos como apoyo en estos pacientes, pero no al uso directo 

en los mismos. Es claro que, si se siguen los principios básicos de cirugía y en 

pacientes donde no hay tiempos sépticos, no debería justificarse el uso de 

antibióticos, sin embargo, se pueden presentar casos donde exista riesgo de 

contaminación de los defectos quirúrgicos o de contaminación en el 

postoperatorio por diferentes causas, lo cual justificaría el utilizar parches 

impregnados con antibióticos para tratar de evitar complicaciones. siempre y 

cuando bajo investigación previa, se demuestren las ventajas de su utilización y 

valorar los posibles efectos secundarios o indeseables de los mismos. 

Añadir gentamicina a la colágena de origen bovino utilizada en cirugía 

ortopédica y vascular ha dado buenos resultados, al igual que en implantes 

ortopédicos biodegradables como el cemento de Paris y fosfato tricálcico. La 

gentamicina se libera lentamente del lecho en el que se encuentra y se absorbe 
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por difusión. Esto provoca que existan altas concentraciones del fármaco en el 

sitio quirúrgico hasta 500 a 1000 veces superior a la concentración sérica lo que 

permite. que, el ln'!ice d.0. infección disminuya drásticamente. Adicionalmente es 

útil en pacientes con trá~tornos renales en quienes está contraindicado el uso de 

antibióticos~i~t~mÍco~;,q~e produzcan nefrotoxicidad como los aminoglucósidos. 

(Jorgensen ei'a/; 1991; Hettfieisch, 1991; Guzmán y Soto, 1997; Ocampo y 

Lazcano, 2000 '> . ·. 

En base:a estos experimentos previos se eligió a la gentamicina para 

impregnarlos 'parches de colágena de esta investigación, ya que tiene un amplio 
',.:' 

espectro de acción, sobre todo contra los principales gérmenes relacionados con 

las infecciones protésicas, baja incidencia de resistencia, estable en amplios 

rangos de ph ( 6 a 9) y baja toxicidad para el paciente. 

La gentamicina es producida por Micromonosporea purpurea. Este 

antibiótico aminoglucósido es producto de la mezcla de tres fracciones. La sal 

más común es el sulfato, es hidrosoluble y relativamente termoestable, resiste 

variaciones de pH, aunque su pH óptimo es de 8. La gentamicina es un 

medicamento incompatible con muchas sustancias y no se debe 

mezclar en una jeringa ya que puede precipitarse. 

La gentamicina es útil contra una gran variedad de bacterias, entre las 

cuales destacan E. co/i, especies de Proteus, Rhodococcus equi, 

Staphylococcus aureus, especies de Pseudomonas spp (en especial, junto con 

carbenicilina para esta última), de Klebsiel/a, y de Pasteurella. A pesar de su 

eficacia in vitro, no tiene acción importante in vivo contra especies de 

Mycoplasma. Combinada con ampicilina o amoxicilina es de especial utilidad 

contra Haemophi/us suis, Actinobacillus pleuropneumoniae y especies de 

Pasteurel/a. 
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A pesar de que la gentamicina tiene una distribución moderada o baja, su 

gran potencia la ha constituido como opción para una amplia gama de 

infecciones desde las gastroenteritis bacterianas, hasta las neumonias y aun 

para las infecciones oculares. Se absorbe bien en los sitios de aplicación y 

brinda biodisponibilidades superiores al 90%; Es importante permitir que las 

concentraciones disminuyan a menos de 1 mcg /mi para favorecer la liberación 

de la gentamicina de las células tubulares y evitar así toxicidad renal. Se 

reconoce, en forma práctica, que una bacteria con una 

concentración mínima inhibitoria de 8 mcg /mi o más, es resistente al tratamiento 

con gentamicina. Esta última tiene una notable distribución hacia vías urinarias y 

por tanto, se le usa contra infecciones a este nivel, se elimina principalmente por 

filtración glomerular (85%). 

En diversos estudios se ha demostrado que una concentración de 

gentamicina entre 1 y 4 mg por mililitro de solución para impregnar diferentes 

materiales es efectiva para combatir gérmenes causantes de infección local. 

{Sumano y Ocampo) 

El principal objetivo de este trabajo es el describir la metodología para 

impregnar con gentamicina el pericardio bovino, demostrando que reduce los 

indices de infecciones posquirúrgicas, con posibilidades de liofilizarlo, 

esterilizarlo y empaquetarlo, tomando en cuenta que resulta un material con alta 

resistencia y bien tolerado inmunológicamente. 
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JUSTIFICACIÓN: 

Olmos et al (1996), demostraron las ventajas del uso del parche de 

pericardio bovino tratado con glutaraldehido y liofilizado. Sin embargo, una de 

las principales complicaciones y causa de rechazo al utilizar implantes protésicos 

lo constituyen las infecciones postquirúrgicas, Al lavar los pericardios para retirar 

el glutaraldehído remanente por sus cualidades irritantes, se anula su actividad 

antimicrobiana, la cual es de utilidad cuando existe riesgo de infe=ión. Por esta 

razón, buscar la metodología para impregnar con gentamicina los parches de 

pericardio bovino liofilizados y demostrar su efectividad antibacteriana in vitro 

contra los principales gémienes implicados en la infección de heridas, e in vivo 

contra E. coli, sin que esto altere sus cualidades, permitiría obtener un material 

protésíco con tecnología propia y accesible que disminuya los porcentajes de 

infección y aumente el porcentaje de cirugías exitosas al utilizar estas prótesis 

en beneficio de nuestros pacientes. 
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HIPÓTESIS: 

La gentamicina impregnada en los parches de colágena de pericardio 

bovino liofilizado y tratado con glutaraldehldo disminuirá el porcentaje de 

infecciones posquirúrgicas en ratas, al desafiarlas con E. coli. Asimismo, la 

gentamicina impregnada en los parches inhibirá in vitro el crecimiento de 

bacterias susceptibles a dicho antibiótico. 
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OBJETIVO GENERAL: 

1) Probar que el parche impregnado con gentamicina tiene el efecto de 

prevención en contra de infecciones protésicas y evita las complicaciones por las 

mismas. 

OBJETIVOS ESPECiFICOS: 

1) Demostrar que impregnar con gentamicina el parche de pericardio 

bovino tratado con glutaraldehído liofilizado disminuye la presentación de 

infecciones en la región del parche después de un reto con un cultivo de E. coli 

in vivo en ratas y contra diferentes especies de bacterias in vitro. 

2) Efectuar análisis macroscópicos, histopatológicos y microbiológicos 

para evaluar la eficacia de los parches impregnados con gentamicina. 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

a) Preparación de los parches de pericardio bovino. 

Los pericardios se obtuvieron de bóvidos sanos entre 6 y 18 meses de 

edad, recién sacrificados en un rastro del Distrito Federal. Se efectuó limpieza 

manual de los pericardios en el rastro y se sumergieron en solución salina 

isotónica a 4 ºC para transportarse a la unidad de cirugía experimental del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias {INER). 

Se terminaron de limpiar con pinzas y tijeras, posteriormente, cada 

pericardio se lavó en solución de Hanks a 4º C durante aproximadamente B 

horas, manteniéndolos en agitación constante. Una vez concluido este proceso 

se almacenaron durante 15 dias en una solución buffer de fosfatos con 

glutaraldehido al 0.5%. Antes de proceder a la impregnación con antibiótico y 

liofilización se eliminó el exceso de glutaraldehido mediante tres lavados de 30 

minutos cada uno con 1.5 litros de solución salina fisiológica por pericardio, 

manteniéndolos en agitación constante, utilizando aqul en particular, un agitador 

marca NUOVA 11 thermolyne. Finalizado este proceso se procedió al corte de los 

pericardios del ancho de un abatelenguas de 1.5 cm, utilizando un bisturi en 

condiciones estériles, obteniendo tiras lo más largo posible y se sumergieron en 

solución salina fisiológica con 2 mg / mi de sulfato de gentamicina, utilizando 

aproximadamente 200 mi en cada matraz, los cuales se sellaron para mantener 

las condiciones estériles, manteniéndolos posteriormente en refrigeración de 2-4° 

C por lo menos durante 48 horas. 

Pasado este tiempo, se extrajeron del frasco con solución de gentamicina 

y se colocaron en matraces Erlenmeyer de tamaño adecuado, poniéndolos a lo 

largo de las paredes laterales con la cara lisa del pericardio hacia el cristal, sin 

dobleces, sin encimarse y opuestos a la válvula de salida. Se colocaron 

entonces 35 mi de la solución de gentamicina a cada frasco y se colocaron 
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tapones a cada matraz, sellándolos con papel parafilm, aplicándolo también en 

la válvula de salida, lo suficiente para que ajuste perfectamente en la 

liofilizadora. En todo este procedimiento se utilizaron guantes estériles. Previa 

congelación de los matraces a -55° C, se conectaron a la liofilizadora 

(LABCONCO), durante por lo menos 6 horas con un vacio de 10 mm de Hg y 

una temperatura de - 55° C. Durante este tiempo se vigiló que el pericardio 

mantuviera su forma original, ya que con el proceso de deshidratación, tienden a 

deformarse en el centro y doblarse en los bordes. 

Completado el proceso de liofilización, se procedió a cortar las tiras de 

pericardios, efectuando cortes a intervalos de 1.5 cm cada uno y como las tiras 

miden en promedio 1.5 cm de ancho, cada parche a utilizar en la 

experimentación mide 1.5 X 1.5 cm. Posteriormente se introdujeron en 

empaques especiales. para proceder a su esterilización con gas y se 

identificaron adecuadamente. No se deben esterilizar con vapor ya que es 

posible que los parches se rehidraten y reconstituyan, perdiendo de esta manera 

algunas de sus propiedades antimicrobianas y de resistencia. 

Los pericardios que se utilizaron en este experimento, se elaboraron en 

el departamento de cirugía experimental del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias ( INER). 

bl Estudio in vítro: 

Una vez que los parches estuvieron listos, se procedió a probar su 

capacidad antibiótica en contra de cultivos in vffro de Escherichia coli. 

Streptoccocus canis y Streptococcus pyogenes , Staphylococcus epidermidis, 

Staphy!ococcus aureus humano y Staphyfococcus intermedius, Klebsiella 

oxitoca, Salmonella thipymurium, Bacillus spp y Pseudomonas spp en cajas de 

Petri donde se colocaron tres parches de pericardio con gentamicina (PCG1, 
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PCG2, PCG3) y dos sin gentamicina como testigos (PSG1 y PSG2), de un 

centimetro cuadrado cada uno y se incubaron durante 24 horas , se observaron 

y se anotaron los resultados, midiendo el halo de inhibición, para lo cual se 

efectuaron 4 mediciones a cada parche como si fuera una carátula de reloj a las 

12 =A, a las 3 = B, a las 6 = C y a las 9 =O y se obtuvo un promedio de estas 4 

mediciones. (Ver foto1) También se probaron parches de pericardio con 

gentamicina y sin gentamicina en tubos de ensaye con medios de cultivo 

sembrados con E coli. se pusieron a incubar durante 24 horas a 36° C y se 

evaluó posteriormente el crecimiento bacteriano por espectrofotometría. Esta 

prueba tiene la ventaja de evaluar in vitro la capacidad de la gentamicina del 

parche para liberarse en un medio liquido. 

~ '·"' 
Staphylococcus intermedius 

-----~ ._;;,;,¡¡ ...... 

FOTO 1. Los tres parches superiores tienen gcntamicina y los 
dos inferiores no. 
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e) Modelo de infección. 

Con el objetivo de tratar de garantizar 100 % de infección en el estudio in 

vivo y evitar utilizar una cepa resistente a gentamicina, primero se realizó un 

modelo de infección en ratas, aplicando varias cepas de E. co/i en medio de 

cultivo liquido en concentraciones ascendentes, determinadas con nefelómetro 

de Me Farland y espectrofotometria (1x 106
, 3 x 106 y 6x106l, hasta lograr 100% 

de infección. Se utilizaron ratas Wistar machos y hembras entre 250 y 350 gr de 

peso a las que previa anestesia y asepsia se practicó una incisión en piel de 2 

cm infraumbilical, transversal, aproximadamente a 4 cm de la cicatriz umbilical 

y disecando aproximadamente un centímetro cuadrado de piel. Se aplicó un mi 

de cada inóculo de E. coli a nivel intramuscular y subcutáneo. ( 3 ratas por 

preparado) Se observaron resultados a los ocho días. En caso de encontrar 

exudado, se tomaron muestras para tinción de gram y cultivo para aislar E. co/i. 

Se logró que el 100% de las ratas fueran positivas a infección con una cepa 

enteropatógena aislada de conejo proporcionada por el CINVESTAV a una 

concentración de 6 x 106 /mi, Además, se comprobó la sensibilidad in vitro de 

esta cepa de E. coli a los parches con gentamicina, colocando 5 parches de 

pericardio bovino de 1 cm2 
( 3 con gentamicina y 2 sin gentamicina) en una caja 

de Petri con medio de cultivo Müller Hilton, sembrados con la cepa de E. coli 

enteropatógena de conejo y se puso a incubar a 36° durante 24 horas . El halo 

de inhibición promedio en los parches con gentamicina fue de 6 mm y de O mm 

en los parches sin gentamicina, estos resultados indican que la cepa es sensible 

a la gentamicina presente en los parches. 

La parte microbiológica se realizó en el laboratorio de microbiologla 

veterinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán (FES-C) UNAM. Las 

cirugías se realizaron en condiciones asépticas en quirófano, al igual que el 



postoperatorio en las instalaciones del Hospital Veterinario Belén ubicado en 

Tultitlán Estado de México. 

d) Estudio in vivo: 

Una vez logrado el modelo de infección, se formaron cuatro lotes 

experimentales de 10 animales cada uno. Los animales que se emplearon, 

fueron ratas machos y hembras Wistar de edad y peso similares. 

La distribución se efectuó de la siguiente manera: 

Lote 1. - Formado por 10 ratas a las cuales se les aplicó un parche de 

pericardio bovino tratado con glutaraldehído, liofilizado, sin gentamicina y sin 

inóculo bacteriano. (PSGSI) 

Lote 2. - Formado por 10 ratas a las cuales se les aplicó un parche de 

pericardio bovino tratado con glutaraldehído, liofilizado, impregnado con 

gentamicina y sin inóculo bacteriano. (PCGSI) 

Lote 3. - Formado por 10 ratas a las cuales se les aplicó un parche de 

pericardio bovino tratado con glutaraldehído, liofilizado sin gentamicina más 

inóculo de E. coli (PSGCI) 1 mi con 6X10 8 UFC. 

Lote 4. - Formado por 10 ratas a las cuales se les aplicó un parche de 

pericardio bovino tratado con glutaraldehído, liofilizado, impregnado con 

gentamicina más inóculo de E. coli ( PCGCI ) 1 mi con 6 X 1 O 8 UFC. 

Procedimiento quirúrgico: 

Se anestesió a las ratas con tjletamina zolazepam, a una dosis promedio 
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de 25 mg /kg de peso IM una vez logrado el plano quirúrgico se procedió al 

rasurado y antisepsia con solución yodada en la región abdominal. A todas las 

ratas se les practicó una incisión en piel de 2 cm transversal infraumbilical 

aproximadamente 4 cm caudal a la cicatriz umbilical de procediendo a efectuar 

disección roma de la piel en dirección craneal para efectuar una bolsa marsupial 

invertida hasta exponer el área periumbilical. Posteriormente se efectuó una 

hernia de 1 x 1 cm que abarcó todas las capas de la pared abdominal, 

exceptuando la piel, hasta llegar a cavidad peritoneal. Dicha marsupia se efectuó 

para evitar que la rata se eventre si se quita los puntos de piel, lo cual es muy 

frecuente cuando se efectúan incisiones longitudinales sobre la linea media en 

piel que recubre la hernia artificial. Se cubrió la hernia artificial con un parche de 

colágena de pericardio bovino de 1 x 1 cm que tuvo o no gentamicina 

dependiendo del grupo, se aplicaron puntos de sutura de grosor total con vycril 

de 4-0, cuantos puntos de sutura fueron necesarios. 

Foto 2: Rata anestesiada y preparada para cirugía. 

Posteriormente, dependiendo del grupo, se aplicó o no, un inóculo 

significativo de E. co/i, el cual se preparó diluyendo una muestra de esta bacteria 

en solución fisiológica hasta obtener concentraciones de 6 X 108 UFC I mi. Se 
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procedió a cerrar la piel con puntos separados de nylon 4/0, además se aplicó 

cianoacrilato a lo largo de la sutura como refuerzo para evitar la abertura de la 

piel en caso de que las ratas se quitaran los puntos y se dejaron los animales 

encerrados en contenedores adecuados por grupos. Se aplicó meglumina de 

flunixin IM a dosis de 2 mg/ kg de PV durante 2 dias como analgésico. { Flunidin, 

laboratorios Lapisa) 

Foto 3.- Rata al final del procedimiento quirúrgico. 

Se efectuaron evaluaciones de los animales a los 7 dlas de 

sometidos al procedimiento, Estos procedimientos se efectuaron en las 

instalaciones del Hospital Veterinario Belén. 

Transcurrido este tiempo se realizó la eutanasia con sobredosis de 

pentobarbital sódico IP y se realizaron las necropsias en condiciones estériles 

en una campana de flujo laminar en el laboratorio de microbiología veterinaria de 

la Facultad de Estudios Superiores Cuatitlán tomando en cuenta las siguientes 

variables para establecer una escala objetiva: 
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Evaluación macroscópica: 

Presencia de puntos de sutura y aspecto de la herida en piel. 

Presencia de bacterias tinción de gram. 

Aislamiento en medios de cultivo 

Presencia de exudado subcutáneo. 

·:· Presencia de exudado peritoneal. 

Adherencias en la cara lisa del parche 

Supervivencia 8 días postcirugia 

Evaluación microscópica: 

Se tomaron durante la necropsia porciones de parches en su unión con la 

pared abdominal para fijación en formaldehido amortiguado al 4%, 

Posteriormente se incluyeron en parafina, se efectuaron cortes de 6 micras de 

grosor y se elaboraron laminillas para efectuar estudio histopatológico, utilizando 

tinciones de H & E y tricrómica de Masson. Al analizar las laminillas se tomaron 

en cuenta los siguientes parámetros: inflamación; miositis; respuesta de 

reparación con tejido de granulación ( rico en capilares de neoformación y 

fibroblastos) y cantidad de colágena. Se asignaron los siguientes valores según 

su intensidad: nula = O, leve = 1, moderado = 2 y severo = 3. Para el análisis 

histopatológico, se realizó un estudio ciego, es decir, se revisaron las laminillas 

sin saber a que grupo pertenecía cada una de ellas, para promover un análisis 

mas objetivo de las mismas. En caso de inflamación si esta tenia 
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características histopatológicas de aguda, crónica, focal o difusa. 

Las laminillas histológicas se elaboraron en el laboratorio de Histología de 

la Sección de Ciencias Morfológicas de la FES- C UNAM. 

Evaluación microbiológica: 

Cultivo del parche y de la masa muscular circundante, efectuando tinción 

de gram, además de cultivo en cajas de Petri con diferentes medios de cultivo 

incluyendo agar sangre, Mac Conkey y Müller Hilton y en caso de positividad 

identificar los microorganismos aislados con pruebas bioquímicas. 

Se tabularon los resultados y se realizó análisis estadistico binario no 

paramétrico utilizando tablas de contingencia, considerando una p< 0.05 como 

resultado significativo. 

El estudio se realizó en el laboratorio de microbiología veterinaria de la 

FES-C UNAM. 

20 



RESULTADOS 

Resultados /n vltro: 

En los estudios in vitro se observó que los parches con gentamicina 

mostraron inhibición de crecimiento bacteriano· contra: Escherichia CO/i, 

Streptococcus canis, Staphylococccus aureus, Staphylococcus intermedius, 

Staphy/ococcus epidermidis, K/ebsiel/a oxitoca, Sa/monel/a · thlphymurium y 

Bacillus spp, sin mostrar inhibición de creciÍlÍiento 'co~tra 'Pseudomonas spp y 

Streptococcus pyogenes. Respecto a los parches. sfn. gentaínicina, no se 

presentó inhibición de crecimiento significatiJ6 en' nirigúno ci'~ los casos. 0/er 

tabla 1y2) 

En cuanto a las pruebas en tubo de ensaye con medio de cultivo liquido 

con inóculo de E. coli, se apreció turbidez en los casos de parches sin 

gentamicina y ausencia de esta cuando se introdujeron parches con 

gentamicina. 

Staohvlococc11s epidermidis 

FOTO 2. Nótese los halos de inhibición en los parches con 
gcntamicina.. lo que indica que la bacteria es sensible a este 
antibiótico. 
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"PREPARACION Y COMPROBACION DE LA EFECTIVIDADA DEL PARCHE DE COLAGENA LIOFILIZADO IMPREGNADO CON ANTIBIOTICO PARA SU USO EN 
CIRUGIA" 

TABLA 1. RESULTADOS DE PRUEBAS IN VITRO DE GRAM POSITIVAS 
FCG1 PCG2 PCG3 PSG1 PSG2 

GENERO Y A B e D X A B C D X A B C D X A B C D X A B CD X 
ESPECIE 
Bacillus spp. 9 9 8.5 8 8.6 12 11 12 11 11.5 11 12 11 11 11 o o o o o o o o o o 
Staphylococcus 8.5 8 9 11 9.1 9 8 7 6 7.3 9.5 9 11 9 9.6 o o o o o o o o o o 
eoidermidis 
Staphylococcus 9.5 9.5 9 8 9 13 10 12 11 11.2 11 12 10 11 11 o o o o o o o o o o 
aureus humano 
Staphylococcus 6 5 10 11 8 7 7 7 8 7.1 6 8 7 7 7 o o o o o o o o o o 
intermedius 
Streptococcus 9 11 11 11 10.3 12 11 11 12 11.2 10 11 10 13 11 1 2 6 5 3.5 o o o o o 
can is 
Streptococcus o o o o o o o o o o o o o o o 1.5 2 1.5 3 2.1 o o 2 2 0.75 
ovoaenes R.C.. 

1 Streptococcus spp 8 9.5 13 9 9.7 13 11 14 13 12.6 8.5 10 9 8 8.7 4 3 2.5 3 3.1 o 1 5 3 2.2 

PCG=PARCHE CON GENTAMICINA R.G.=RESISTENTE A LA GENTAMICINA 
PSG=PARCHE SIN GENTAMICINA 

VALORES EXPRESADOS EN MILIMETROS DE INHIBICION 
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"PREPARACION Y COMPROBACION DE LA EFECTIVIDAD DEL PARCHE DE COLAGENA LIOFILIZADO IMPREGNADO CON ANTIBIOTICO PARA SU USO EN 
CIRUGIA" 

TABLA 2.RESULTAUOS EN PRUEBAS EN VITRO DE GRAM NEGATIVAS 
PCG1 PCG2 PCG3 PSG1 PSG2 

GENERO Y A B C D X A B CD X A B CD X AB CD X A B C D X 
ESPECIE 
Esd1erichia coli 2 2 1.5 3 2 3 4 4 3 3.3 7 7 8 8 7.3 o o o o o o o o o o 

Klebsiella 5 5 4 4 4.3 •J 9 9 8 7.8 2 3 3 2 15 1 1 1 1 0.9 1 1 0.5 1 0.5 
oxitoca 
P.m1domo11as o 1 0.5 1 0.62 : 1 1 2 1 2 2 2 2 1.6 o o o o o o o o o o 
spp RA 
Saln11111el/a 9 9 9.5 9 9.1 8 9 8 8 8.1 8 9 9 8 8.2 o o o o o o o o o o 
thiphy11111ri11111 
PCG=PARCHE CON GENTAMICINA R.G.=RESISTENTE A LA GENTAMICINA 
PSG=PARCHE SIN GENTAMICINA 1 

VALORES EXPRESADOS EN MILIMETROS DE INHIBICION 



FOTO 3. Nótese la ausencia del halo de inhibición, lo que 
indica que esta bacteria es resistente a gcntamicina. 

Resultados in vivo: 

En las pruebas in vivo se encontraron los siguientes resultados (ver tablas 

anexas): 

*En el lote 1 ( PSGSI) presentó crecimiento bacteriano en medios de 

cultivo en 4 de 1 O casos, en 3 casos Streptococcus spp y en 1 caso 

Staphy/ococcus spp, lo que representa un 40 %, aunque no se encontró 

presencia de exudado subcutáneo séptico y los casos positivos corresponden a 

individuos que se retiraron los puntos de sutura, por lo que se asume que se 

contaminó la herida con dichos génnenes. 

• En el lote 2 (PCGSI), ninguno de los individuos presentó crecimiento 

bacteriano en medios de cultivo lo que representa un O % de infección e 

igualmente no se presentó exudado subcutáneo séptico. 
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• En el lote 3 (PSGCI) se presentó crecimiento bacteriano en medios de 

cultivo, en 10 de 10 casos, lo que representa un 100%. Se encontró presencia 

de exudado subcutáneo séptico en 9 casos y en todos los casos se aisló E. coli 

y en un caso se aisló además Proteus spp, 3 de 1 O ratas fallecieron antes de 8 

dlas. A la necropsia se encontró evidencia de muerte por toxemia y una por 

peritonitis. 

• En el lote 4 ( PCGCI) presentó crecimiento bacteriano en medios de 

cultivo, en 1 de 10 casos, lo que representa un 10 % y se encontró exudado 

subcutáneo en 7 de 10 casos sin embargo solo uno fue séptico, el cual se retiró 

los puntos de sutura y se aisló E.co/i, aunque hay que señalar que la rata tenia 

hernia de intestino que se incidió accidentalmente a la necropsia. 
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TABLA 3. RESULTADOS IN VIVO DEL LOTE 1: PARCHE SIN GENTAMICINA Y SIN IN CULO DE 
Escherichia co/i. OCHO DIAS POST CIRUGIA 

laenlificaci Presencia de 
6nH= baderias .·····.:: 
Hembra Puntos de tincl6n de Aislamiento en :.1

:'.; 

M=Macho sutura en Piel Gram medios de cultivo 
Ausentes 

1·H·SG·SI herida cerrada Neaativo Negativo 

Ausentes 
mayorla herida 

2-H·SG-SI cerrada Neaativo Negativo 

Ausentes 
pequeña Positivo 
herida abierta Streptococcus 

3-H-SG·SI en piel Cocos oositivc soo 
Positivo 

Ausentes Staphylococcus 
4-H·SG-SI herida abierta Cocos positiv lsnn 

Ausentes Posttivo 
mayorla herida Stroptococcus 

5·H-SG·SI cerrada Cocos oositivc SDD 

Ausentes 
6-M-SG·SI herida cerrada NeQativo NeQativo 

Ausentes Positivo 
mayorla herida Stroptococcus 

7-M-SG-SI cerrada Cocos positivc SDD 

Ausentes 
8-M·SG-SI herida cerrada Negativo Neaativo 

9-M-SG-SI Presentes Neaativo Neaativo 

10-M-SG-
SI Presentes Nooalivo Neaativo 

Positivo 4/10 
Stroptococcus 

Ausentes 811 O Positivos4 / spp 3110 
Herida abierta 10Cocos Slaphytococcus 

TOTALES 5110 ' Gram +'4/10 •nn 1/10 

Presencia 
Presencia de de 
exudado exudado 
subcuténeo oeritoneal 
Amarillo 
escaso Ausente 

Ausente Ausente 

Ausente AusCñte-

Ausente AUsente .. "_ 

Ausente 'A~,~~t8 

Ausente Atlsente 

Ausente Ausente 

Sero-
sanguinolento 
aséotico3 mi. Ausente 

Ausente Ausente 

Ausente Ausente 

ExUdado2 Exudado 
110 0/10 

Adherencias -
cara lisa del 
fcarche ObSeNadones 

Omento 
Granulación 
abundante roja 
cara lisa del 

Ausentes loarche 
Granulación 
muy severa y 
vascularizada 

Severa del cara lisa del 
omento parche 

Omento 

Ausentes 
Granulación 
severa cara lisa 

Omento del parche 

Ausentes 
Peritonización 

Cordón abundante en 
espermático ambas caras 
izauterdo del narche 
Cordón 
espennático 
Derecho 

Peritonlzación 
superficie 

Omento y rugosa. 
cordón Granulación 
espermático cara lisa 
derecho severa. 

7110 
Omento 
4/10C.E.I. Vivos a los 8 
1110C.E.D. dlas post-
11100m. Y cirugia t 0/1 O 
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TABLA 4, RESULTADOS DEL LOTE 2: PARCHE CON GENTAMICINA Y SIN INOCULO DE 
Escherichio co/i. OCHO DIAS POST-CIRUGÍA 

t"resenc1a 
ldentificacl6 e".•;.; de··.·•-·:· AJslamlent 
nH= PU-ritos de bad8rias oen 
Hembra sutura·en · tinclónde medios de 
M=Macho ·· Piel Gram cultivo 

1-M-CG·SI Presentes NeQativo Neaativo 

2-M-CG-Si Presentes Negativo Neaativo 

3-M-CG-Si Presentes Neaativo Negativo 

Positivo 
Slaphyloc 

4-M-CG-Si Presentes Neaativo OCCUSSDD 

ausentes 
la mitad 
herida 

5-M-CG·SI abierta Neaativo Neaalivo 

Mitad 
herida 

6-M-CG-Si abierta Neaativo Neoativo 

7-M·CG·SI Presentes Neqativo Neaativo 

8-M·CG·Si Presentes Negativo NAnativo 
Ausentes 
mitad 
herida 

1-M·CG-519 abierta Negativo Nooativo 

10-M-CG-Si Presentes Neaativo Negativo 

Ausentes Positivo 
3/10 1110 
Herida cocos 
abierta gram PositiVo 

TOTALES 3/10 lnnsltivos 0/10 

Presencia de p~;~nc1a·~ 
exudado exudado 
subcutáneo ¡peritoneal 

Escaso sera-
sanQuinolenlo Ausente 

Escaso sera-
sanguinolento Ausente 
Escasa Escaso sero-
secreción sanguinolent 
serosa o 

Sero-
sanguinolento 
O.Sml. Ausente 

Ausente Ausente 

Sera-
sanguinolento 
1ml. Ausente 

Ausente Ausente 

Ausente Ausente 

Sero· 
sanguinolenta 
escasa Ausente 

Ausente Ausente 

Positivo 
Positivo 6 / 1 O 1/10 

.,, .. 
Adh8re0cii.s 
cara lisa del 
oarche 

Omento 
Omento y 
cordón 
espermático 
Izquierdo 

Omento 

Cordón 
espermáUco 
izoulerdo 

Omento e 
intestino 
delaado 
Cordón 
espennátkx> 
derochoy 
omento 
Cordón 
espermático 
Derecho 
Cordón 
espermático 
izauierdo 

Los dos 
cordones 
esoormábcos 
Cordón 
espermático 
izQuierdo 
Adherencias 
10/10 
Omento2/10 
C.E.I. 3/10 
C.E.D.1/10 
Ambos CE 
1/10CED y 
Om1/10CEI 

,«,':. ·.:··· ~~-
Observa~~~=·. ·.~ .. : 

Parche no bien adherido 
al músculo peritonlzado 
superficie runosa 

Parche bien adherido al 
músculo 

Parche bien adherido al 
músculo 
Parche adherido al 
músculo aspecto 
hemorrégico superficie 
lisa 
lnteslino muy adherido, 
parche no bien adherido 
a músculo peritonlzación 
suoefficie ruaosa 

Aspecto hcmorTágico 
cara peritoneal 

Peritonlzación superficie 
ru<1osa 

Se incidió vejiga 
accidentalmente 

Vrvos a los 8 dlas post· 
ciruela 10110 
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TABLA 5. RESULTADOS DEL GRUPO DE RATAS: PARCHE SIN 
GENTAMICINA, CON INÓCULO DE Escherichia coli. OCHO DIAS POST­

CIRUGIA. 

2-M-SG-CI Positivo a Cascoso 
F..coli verde 

amarillento 
3-M-SG·CI Positivo a Amarillo 

E.coli purulento 

4-M-SG-CI Presentes Positivo u Casco so 
E.coliya amarillento. 
Proteuss . olor fétido 

5-M-SG-CI Positivo a Verde 
E.co/i amarillento 

6-M-SG-CI Ausentes, Positivo a Escaso 
la mitad E.coli color verde 

7-M-SG-CI Presentes Positivo a Purulento 
E.coli amarillo 

verdoso 
8-M-SG-CI Presentes Positivo u Positivo a Casco so 

bacilos a E.coli amarillento 
gram- alrededor 

del are he 
9-M-SG-CI Ausentes Positivo a Positivo a En los 

bacilos a E.coli bordes del 
gram- parche 

verde 
amarillento 

10-M-SG-CI Presentes Positivo a Positivo a Ausente 
bacilos a E.coli 
'mm-

Totales Ausentes Positivo 10/ IO Positivo 
4 / 10 10/ IO 9 /JO 
llerida 
abierta 
3 / 10 

del are he 
Ausente 

Presente 
en la cara 
interna del 
are he 

Ausente 

Auscnlc 

Verde en 
cara 
interna del 

are he 
Ausente 

Ausente 

Ausente 

Ausente 

Positivo 
3/10 

Peritoneo e llcrida 
intestino parcialmente 

abierta. 
Ausentes Falleció a los 

cuatro dfas, 
evidencia de 

critonitis. 
Omento 

Omento llerida 
ligeramente 
abierta 

Cordón Herida abierta 
cspcnnático con 
derecho y dehiscencia 
omento 
Cordón 
espermático 
derecho 
Omento y 
cordón 
espcnnático 
iz uicrdo 
Alrededor 
del omento 

Ausente Falleció a las 
36 horas de 
toxemia 

Positivo 
7 / 10 Muertes antes 

de 8 dlas 
3 / 10 
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TABLA 6 . RESULTA DOS In vivo DEL GRUPO 4: PARCHE CON 
GENTAMICINA, CON INÓCULO DE Escherichla colt: OCHO DIAS POST-

CIRUGIA. 

Identificación Puntos Presencia Aislamiento Presencia de Presencia de Adherencias Observaciones 
H-hembra ' desuturii. de ~.r-:'". · en medios exudado· -·-· exudado.:~'~'-: i. cara lisa del - ·.-. 
M=macho. en piel':' OOéteiiaS, de cultivo.-_ subcutáneo ~~~~.i{~~- parche_ 

- --: tinclón 
deOram --

1-M..CG-CI La mitad Negativo Negativo Amarillento Ausente Ambos llerida 
ausentes sobre el cordones ligeramente 

parche cspcm1áticos abierta 
v omento 

2-M-CG-CI Presentes Negativo Negativo Seroso Seroso Cordón 
sanguinolento sanguinolento espermático 

baio el oarchc derecho 
3-M..CG-CI Presentes Negativo Negativo Liquido Liquido Ambos abundante 

sanguinolento sanguinolento cordones granulación. 
con fibrina con fibrina. cspcmuiticos. 

cara interna 
del narchc. 

4-M·CG-CI Prcscnlcs Bacilos Posi1ivo n Ausente Ausenlc Intestino llemiadc 
Gram (·) E.. culi intestino se 

incidió 
accidentalmente 
n la necronsia. 

5-M-CG-CI Presenlcs Negativo Negativo Auscnle Ausente Ambos 
cordones 
espcnnáticos 
e intestino. 

6-M-CG-CI Presentes Negativo Negativo Ausente Ausente Cordón Abundante 
espcnnático granulación 
derecho. 

7-M-CG-CJ Presentes Negativo Negativo J tcmom\gico Ausente Cordón Abundante 
color rojo espcnnático granulación. 
númura. derecho 

8-M..CG..CJ Prci.cnles Negativo Negativo Scro· Ausente Cordón llcmiade 
sanguinolento cspcnnático intestino. 

izquierdo 
9-M..CG..CI Presentes Negativo Negativo Sanguinolento Auscnle Omento 

color rojo 
oúmura. 

10-M·CG-CI Presentes Negativo Negativo Seroso Ausente Omento y 
amarillento ambos 
opaco. cordones 

esncnmUicos. 
Totales llcrida Negativo Negativo Exudado Exudado Adherencias 

abierta 9/ 10 9/10 7 /10 2/10 10 / 10 Vivos a los 8 
1110 E. coli dlas 10/10 
Ausentes 1/10 
l / IO 

FA ' LT~S~~, ~~.rT_~~J~Jr, 
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TABLA 7. COMPARACIÓN DE LOS RESULTADOS IN VIVO ENTRE LOS 
CUATRO LOTES EXPERIMENTALES. 

1.- PSGSI Ausentes Positivos 
6/10 4/10. 
Herida Cocos 
abierta gram 
5/10. positivos 

4/10 

2.- PCGSI Ausentes Positivo 
3/10 1/10 
Herida Cocos 
abierta positivos 
3/10 

3.- PSGCI Ausentes Positivo 
4/10 10/10 
Herida 
abierta 
3/10 

4.- PCGCI Ausentes Positivo 
4/10 10/10 
Herida bacilos 
abierta gram 
3/10 negativos 

Positivos 4/10 
Streptococcus 
spp3/IO 
S tophy/ococcus 
sppl/10 

Positivo 
0/10 

Positivo 
0/10 

E.cóli' 
Y 111oc. ... 
Proteus spp. 

2/10 0/10 

6/10 1/10 

7/10 

I0/10 

10/10 

10/10 

antes 
de: 6 
días 
3/10 
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Análisis estadístico resultados in vivo: 

Se realizó un análisis estadlstico binario no paramétrico con tablas 

de contingencia para probar la independencia entre las variables. (Ver apéndice 

# 3) 

Tabla de contingencia 2x2 

Positivo Neoativo 

Positivo A B 

Neaativo e D 

co C1 

RO 

R1 

N 

Fórmula. 

x' = _ _!!<~/?_-::Yí::l' 
(RO)(Rl)(CO)(CI) 

El valor estadlstico de prueba utilizado fue de: a =(O.OS) y el valor de X 2 

calculado con un grado de libertad es de 3.84. 

Hipótesis nula (Ho) : las variables son independientes. 

Hipótesis alterna (Ha): las variables no son independientes. 

Se rechaza la Ho si el valor calculado de X2 es mayor o igual que 3.841. 

Ejemplo: Se analizó el efecto de la gentamicina en ausencia de inóculo 

de E.co/i. Por lo tanto se comparó el lote1 contra el lote 2 . 

Valores obtenidos : 

PÓsitivo 

Lote SG- SI 4 

Lote CG-SI 1 

5 

Negativo 

6 

9 
.+ 

15 

10 

10 

20 

31 

X' = 20(36-6)' = 2 .4 
(10)(10)(5)(15) 



Por lo tanto, dado que el valor obtenido de 2.4 es menor que 3.84, no se 

rechaza la Ho; lo que indica que las variables son independientes. Esto significa 

que la gentamicina no influye en el valor de las variables, es decir que la 

gentamicina no modifica los resultados en ausencia de inóculo bacteriano. 

Al comparar por el mismo método estadístico el lote 3 ( PSGCI) contra el 

lote 4 ( PCGCI ) se rechaza la Ho y se acepta la hipótesis alterna, por lo que la 

gentamicina influyó en los resultados disminuyendo los porcentajes de infección 

en presencia de inóculo de E. coli. 

Al comparar el lote 2 (PCGSI ) contra el lote 4 (PCGCI) no se rechaza la 

Ho, por lo que la presencia o no de inóculo no influye en los resultados en 

presencia de gentamicina. 

Al comparar el lote 1 (PSGSI ) contra el 3 (PSGCI) se rechaza la 

hipótesis nula, por lo que la presencia de inóculo influyó en los resultados en 

ausencia de gentamicina. 

Se observó una diferencia estadísticamente significativa entre los grupos 

que usaron antibiótico y aquellos que no lo usaron. 

nula. 

Resultados de histopatologia: 

Los resultados se encuentran tabulados en la tabla 8. 

Análisis estadísticos de la histopatologia. 

Respuesta inflamatoria. 

Al comparar el lote1 (PSGSI) contra el 2 ( PCGSI) no se rechaza hipótesis 

Al comparar el lote 3 contra el 4 no se rechaza hipótesis nula. 
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•PREPARACION Y COMPROBACION OE LA EFECTIVIDAD OEL PARCHE DE CO~GENA LIOFILIZADO, IMPREGNADO CON 
ANTIBIOTICO PARA SU USO EN CIRUGIA•. 

NO. GPOS 
LAMINILLA 

PSGSI 1 
2 
3 

• 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

Totales 

PCGSI 1 
2 
3 

• 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

Totales 

PSGCI 1 
2 
3 

• 
5 
6 
7 
6 
9 
10 

Tot~ 

PCGCI 1 
2 
3 

• 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

Totales 

TABLA 8. RESULTADOS DE HISTOPATOLOGIA 

TINCION INFLAMACION ~TllA"DOE TE.JIDODE 
cou.o<NA GRANULACIÓN 

HE o 1 2 3 "' o 1 2 3 o 1 2 3 
X X +f X X 
X X +O X X 
X X +F X X 
X X +F X X 
X X +O X X 
X X X ' X X •O X X 
X X +O X X 
X X X X 
X X +O X X 

10 1 3 2 • 1 6 3 1 5 • 
X X X X 
X . X X 
X X X X X 
X X X X 
X X X X X 
X X +D X X 
X X X X X 
X X X X 
X X X X X 
X X +O X X 

10 • • 1 1 • 5 5 3 6 1 

X X •O X X 
X X +F X X 
X X +O X X 
X X +O X X 
X X +O X X 
X X +D X X 
X X +O X X 
X X +O X X 
X X +O X X 
X X +O X ' 10 3 3 • • 6 3 7 

X X +M X X 
X X +O X X 
X X +O X X 
X X +U X X 
X X +M X X 
X X +M X X 

X X +O X X 
X X +M X X 
X X +M X X 
X X +O X . 
10 6 3 1 3 5 2 • 5 1 

O= nulo, 1 =leve, 2 =moderado, 3 =severo. 
O= difusa, F = focal, M = mutbfocal. 

o 

. . . . . 
5 

. . . 
' . . . . . 
9 

. . 

. 
3 . . . . 
' . . . . 
9 

MIOSITIS 
OBSERVACIONES 

1 
X 
X 

X 

3 

X 

1 

X 

1 

X 

1 

2 3 
PURULENTO FOCAL 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
lNF. SUPURATIVA 

X INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 

X INF. SUPURATIVA 

2 PüR~FOC 1110 

HEM. SEVERA 

INF. SUP. 
INF. :;i;UP 1110 -

ffS 1110 

INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 

X tNF. SUPURATIVA 
X INF. SUPURATIVA 
X INF. SUPURATIVA 
X INF. SUPURATIVA 

INF. SUPURATIVA 
X INF. SUPURATIVA 
X INF. SUPURATIVA 

2 • INF. SUP 9110 

INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
INF. SUPURATIVA 
tNF. SUPURATIVA 

INF SUP. 8110 
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Al comparar el lote 2 contra el 4 no se rechaza hipótesis nula. 

Al comparar el lote1 contra el 3 no se rechaza hipótesis nula. 

Estos· resultados indican que no hubo variación entre los grupos y que la 

intensidad de la respuesta inflamatoria no manifestó diferencias estadísticas 

significativas· en presencia o no de gentamicina y en presencia o no de inóculo 

de E.co/i~ 

Inflamación supurativa. 

Al analizar el porcentaje de inflamación supurativa entre los grupos 

encontramos que al comparar el lote 1 contra 2 se rechaza hipótesis nula. 

Al comparar el lote 2 contra el 4 no se rechaza hipótesis nula. 

Al comparar el lote1 contra el 3 no se rechaza hipótesis nula. 

Y al comparar el lote 3 contra el 4 no se rechaza hipótesis nula. 

Estos resultados indican que la utilización de gentamicina en ausencia de 

inóculo disminuyó la incidencia de inflamación de tipo supurativo. 

Tejido de granulación. 

Al analizar el efecto en el tejido de granulación encontramos lo siguiente: 

En todas las comparaciones entre lotes no se rechaza Ho. 

Estos resultados indican que la cantidad de tejido de granulación no se 

afectó por la presencia o no de gentamicina o por la presencia o no de inóculo. 

Miositis. 

Al analizar la incidencia y porcentaje de miositis encontramos: 
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No se rechaza fa Ho al comparar el lote 1 contra el 2 ; el 2 contra el 4 y el 

1 contra el 3. 

No se rechaza la Ho al comparar el lote 3 contra el 4. 

Estos resultados indican que la presencia de gentamicina disminuyó la 

intensidad de miositis en presencia de inóculo de E. coli. 

Al analizar la cantidad de colágena en las laminillas coloreadas con 

técnica de Masson encontramos: 

Se rechaza la Ho al comparar el lote1 contra el 2; el 3 contra el 4 y el 1 

contra el 3. 

No se rechaza la Ho al comparar el lote 2 contra el 4. 

Estos resultados indican que fa cantidad de colágena a los siete días post­

cirugfa disminuye con la presencia de gentamicina en ausencia de inóculo, que 

disminuye con gentamicina en presencia de inóculo y que disminuye con inóculo 

en ausencia de gentamicina. 
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DISCUSIÓN. 

Los defectos de la pared abdominal torácica o del diafragma han 

significado un problema para el cirujano por la dificultad que representa reparar 

dichos defectos, en los cuales siempre está presente la posibilidad de infección 

después del procedimiento reconstructivo, por lo que se han añadido antibióticos 

a los materiales protésicos, además de su uso parenteral para tratar de evitarla. 

Es evidente que dicha práctica no debe ser sustitutivo de apegarse a los 

principios básicos de la cirugía, sin embargo, existen muchas circunstancias que 

pueden contribuir a que se presente infección y justifique la práctica de añadir 

antibióticos a los bioimplantes. 

No existen reportes del uso de antibióticos en parches de pericardio 

bovino y tampoco frente a un desafio específico con bacterias en ratas. En 

medicina humana, Ocampo y Lazcano (2000) reportan el uso de gentamicina en 

esponjas de cemento para su uso en artroplastias y hemiartroplastias de cadera, 

encontrando 0% de infecciones profundas y 0.9% en infecciones superficiales, 

sin embargo no presentan comparaciones con pacientes en las mismas 

condiciones al utilizar esponjas sin gentamicina. Guzmán y Soto (1997) reportan 

44 % de infecciones en heridas quirúrgicas contaminadas y una reducción al 

10% al utilizar esponjas con gentamicina en dichas heridas. 

En esta investigación se encontró 0% de infecciones en las ratas que se 

aplicaron parches con gentamicina sin inóculo y un 40% de infecciones al utilizar 

parches sin gentamicina sin inóculo bacteriano. Encontramos 10 % de 

infecciones en heridas contaminadas con inóculo de E. coli aplicando parches de 

pericardio bovino con gentamicina, aunque hay que señalar que en el único 

animal positivo se incidió accidentalmente el intestino delgado, ya que estaba 

herniado, por lo que tal vez se aisló E. co/i de la microflora intestinal de la rata, 

aún asilos resultados mostraron diferencia significativa ( p 0.05%). Se presentó 
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100% de infecciones al aplicar parches sin gentamicina con inóculo de E. coli. 

Estos resultados demuestran la eficacia de la gentamicina presente en 

los parches de pericardio bovino, para evitar las infecciones en ratas frente a un 

reto con la cepa de E. coli utilizada en este experimento (1 mi con 6X10 8 UFC). 

Esto no indica necesariamente que resultará igual en todas las especies, ya que 

tendrían que hacerse pruebas especificas y con diferentes géneros de bacterias. 

No se determinaron parámetros como: concentración de gentamicina que 

conservan los parches con el procedimiento descrito, niveles séricos alcanzados 

del antibiótico, ni pruebas de funcionamiento hepático y renal, lo cual puede ser 

de utilidad en futuras investigaciones sobre el tema para valorar los posibles 

efectos tóxicos de la gentamicina, sin embargo, no se observaron signos de 

toxicidad o hipersensibilidad en las ratas de este experimento atribuibles a la 

gentamicina. 

Los procesos de liofilización y esterilización no alteraron las propiedades 

antibacterianas de la gentamicina, aún así es recomendable mantener 

almacenados los parches en lugares frescos, libres de humedad y protegidos 

del sol. 

Los estudios in vitro demostraron la eficacia de la gentamicina para 

provocaron inhibición significativa contra: Escherichia coli, Streptococcus canis, 

Staphylococccus aureus, Staphy/ococcus epidermidis, Staphylococcus 

intermedius, Klebsiella oxitoca, Salmonella thiphymurium y Bacil/us spp ya que 

comparativamente los parches sin gentamicina no inhibieron a dichas bacterias. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Sumano y Ocampo ( 1997) 

respecto al espectro de acción de la gentamicina. La gentamicina no provocó 

inhibición de crecimiento contra Pseudomonas spp y Streptococcus pyogenes lo 

que indica que estas bacterias son resistentes a este antibiótico, la resistencia a 
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la gentamicina por diversos géneros y especies de bacterias se encuentra 

reportado en la literatura. (Goodman, 1996). 

Estos resultados ponen de manifiesto que los parches con gentamicina no 

inhibirán cualquier bacteria presente en las heridas, por lo que no deben 

descuidarse las medidas asépticas durante todos los procedimientos quirúrgicos 

aunque se utilicen antibióticos. 

Hay que aclarar que estos resultados in vitro no aseguran la eficacia de 

los parches con gentamicina in vivo frente a estas bacterias, ya que influyen para 

estos muchos factores como especie, estado fisiológico y sistema inmune de 

cada animal. 

La inhibición no significativa de los parches sin gentamicina frente a 

algunas bacterias puede indicar que tal vez quedaron remanentes de 

glutaraldehido en los parches. 

En las ratas que se retiraron los puntos o que se presentó dehiscencia de 

la piel, se contaminaron con microorganismos presentes en los contenedores, 

pero aún estos fueron inhibidos en un alto porcentaje cuando los parches tenían 

gentamicina. Esto comprueba el efecto benéfico de la presencia del antibiótico 

en los parches. Adicionalmente la presencia de gentamicina redujo las 

reacciones postquirúrgicas en los animales, probablemente al disminuir la 

incidencia de infección, lo que pudo contribuir a que se respetaran más las 

heridas quirúrgicas. 

Los estudios histopatológicos demuestran que al disminuir los porcentajes 

de infección, se reduce la inílamación de tipo supurativo, inhibiendo tal vez de 

alguna manera los factores estimulantes de síntesis y migración de neutrófilos 

como las interleucinas, al reducir la respuesta inflamatoria. No se vió afectada la 

cantidad de tejido de granulación a los ocho días, por lo que añadir gentamicina 

a los parches no altera los procesos de respuesta cicatriza! del animal en este 
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sentido, queda por aclarar en un estudio a largo plazo, si el añadir gentamicina a 

los parches inhibe la cantidad de colágena presente en la reparación de heñdas 

quirúrgicas. 

La metodología descrita en esta investigación para la elaboración de los 

parches de colágena de origen bovino tratada con glutaraldehido, liofilizado e 

impregnado con gentamicina es accesible para su elaboración y utilización en 

nuestro país, por lo que es recomendable que estos parches sean aplicados en 

los animales que lo requieran y comprobar sus beneficios en diferentes especies, 

contribuyendo de esta manera a la salud animal. 
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CONCLUSIONES: 

El parche de pericardio bovino con glutaraldehido liofilizado e impregnado 

con gentamicina inhibe diversas especies de bacterias in 

bacterias resistentes a este antibiótico. 

vitre, pero existen 

El parche de pericardio bovino con glutaraldehido, liofilizado e 

impregnado con gentamicina inhibe el desarrollo de infección frente a un reto con 

E. co/ide un mi en concentración de 6x 108 UFC. 

El parche de pericardio bovino con glutaraldehido, liofilizado e 

impregnado con gentamicina después de ocho días no disminuye el tejido de 

granulación, disminuye la inflamación de tipo supurativo, disminuye la miositis y 

reduce la cantidad de colágena de reparación a los ocho días. 

Vale la pena impregnar con gentamicina a los parches de pericardio 

bovino para disminuir las 

antibiótico. 

infecciones de gérmenes susceptibles a dicho 
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APÉNDICE # 1. 

CULTIVOS MICROBIOLOGICOS. 

K/t!bsit.!lla rxciloca 
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.~·atm1mella thJ•phimurium 
Staphyloct}('c:us t'pidcrmidi.\' 

Staphylococc1u intermedius 

,\'treptr1coccus canis Streptucoccus p_~·os.:enes 
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APÉNDICE # 2. 

Imágenes de las laminillmt de hislopalológica donde se evidencian Jos principales parámetros evaluados. 

llE inliltmción de ncutrófilos Masson. Colágena y fibrobla'itos de reparación. 
en el margen del parch1~ de colágena. Nótese 

el aspecto acclular del parche. 

llE coloni¡L~ hactcrianas e inflamación crónica. tlE inílamación supurativa. 
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l IE miositis e inflamación supurativa. llE colonias baclcriana<; 

1 

.·.:::-::.~ 
~ . 

..,.. ·~:;i¡ -­~a!l 
Necropsia de una rata con parche sin gentamicina con inóculo de E coli. 

Obsérvese el exudado purulento sobre el parche, el cultivo resultó positivo a E. 
coli. 
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Necropsia de una rata con parche con gentamicina con inóculo de E. co/i. 
Obsérvese ausencia del exudado purulento y adherencias de epiplón y conducto 
espermático . 
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APÉNDICE # 3. 

TABLA DE CONTINGENCIA. 

La clasificación de un conjunto de entidades de acuerdo con dos criterios, 
por ejemplo: personas, se representa mediante una tabla en la que los renglones 
(0 representan los diversos niveles de uno de los criterios de clasificación, y las 
columnas (e) representan los diversos niveles del segundo criterio. Dicha tabla se 
conoce generalmente como tabla de contingencia, la cual utiliza prueba de Ji 
cuadrada. ( X2

) 

La prueba X 2 es una prueba de significación de hipótesis apropiada a estudios 
relacionados con datos discretos, clasificados en categorlas y presentados en 
forma de frecuencias. La X 2 se define como una suma de cuadrados de variables 
independientes, distribuidas con media cero y varianza uno.(Steel y Torrie, 1988) 

La distribución X2 es una distribución continua basada en la 
distribución normal. Quizá el uso mas frecuente de la distribución de X 2 es el de 
probar la hipótesis nula que indica que dos criterios de clasificación son 
independientes, si la distribución de un criterio es la misma sin importar cual sea la 
distribución del otro. Si la hipótesis es rechazada, se podrá concluir que los dos 
criterios de clasificación no son independientes. Se extrae una muestra de tamaño 
n de la población de entidades y la frecuencia de ocurrencia de las entidades en la 
muestra, que corresponden a las casillas formadas por la interse=ión de los 
renglones y columnas, junto con los totales marginales. 

Algunas suposiciones que deben cumplirse para hacer una prueba de X 2 

válida, es que las observaciones individuales que fonnan la frecuencia de una 
celda del cuadro deben ser independientes unas de otras. La prueba puede 
efectuarse hacia uno o a los dos extremos de la distribución, si es que se emplea 
la distribución binomial. Como en toda prueba de hipótesis, pueden ocurrir los 
errores 1 y 2. Los que se presentarán cuando siendo cierta la hipótesis nula ésta 
se rechaza (error1) o cuando siendo falsa, mediante la prueba, se acepta (error2). 
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Para aplicar la prueba, no se necesita suponer la existencia de normalidad 
de las poblaciones. sólo se requiere que la muestra haya sido extraída al azar. 
Esta prueba permite probar si las frecuencia obtenidas en un estudio, 
corresponden a las frecuencias establecidas con una hipótesis planteada o nula. 
Para tomar la decisión se emplea la fórmula: 

Si X2 <! que el valor crítico ( X 2 
005 ó X 2

0001 ) que se registra en la tabla, la 

decisión es que las frecuencias observadas difieren significativamente de las 
frecuencias esperadas de acuerdo a la hipótesis Ho, por lo que se rechaza esta 
hipótesis. El valor de X2 tabulado se busca con sus respectivos grados de libertad. 

En caso de que el número de categorías sea pequeño, es recomendable efectuar 
la corrección de Yates. Esta corrección consiste en agregar 0.5 a los valores 
observados si es que estos son más pequeños que los valores esperados en cada 
celda y restar 0.5 alos valores esperados si es que estos son más grandes que los 
valores esperados. 

La fórmula cuando se aplica esta corrección es: 

x2 =¿l({ o, -e, }-o.s)' +e,j 

Proporciones de acuerdo a dos criterios de clasificación. 

Cuando los datos son ordenados de acuerdo a más de un criterio de clasificación, 
resulta la tabla de contingencia. Para facilitar los cálculos, los resultados pueden 
representarse en un forrnato como el que se presenta: 

Criterio A (Ausente) Criterio A (Presente) Totales marginal de B 

Criterio B (Sin) Observado I esperado Observado I esperado 

Criterio BCon) Observado /esperado Observado I esperado 

Totales marginal de A Gran total. 
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La proporc1on de los valores esperados de obtiene multiplicando los totales 
marginales que corresponden a cada celda y dividiendo el producto entre el gran 
total. 

Ahora es posible aplicar la prueba X 2 

El valor de X 2 tabulada se determina con los grados de libertad (f-1) (c-1), siendo f 
el número de filas y c el número de columnas de la tabla de contingencia. Si X 2 

calculado es igual ó mayor que el valor tabulado se rechaza la hipótesis nula, 
dado que se está demostrando falta de concordancia entre las proporciones 
observadas de la muestra con las proporciones establecidas en la hipótesis de 
independencia. (Carmena et al, 2002; Daniel, 2002) 
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