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RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo de este estudio fue evaluar el uso de plasma autélogo como terapia
regenerativa de glandulas mamarias en vacas con mastitis subclinica, en el Caserio
Pinguili Las Lajas del canton Mocha. Se trabajo con 20 bovinos Holstein de 3 y 6 afios
(1 a 4 partos), estas unidades experimentales fueron divididas en 4 grupos. Se realizo la
evaluacion de la salud de las ubres mediante el analisis de California Mastitis Test
(CMT), con el fin de comprobar la posible reaccién antigénica compatible con mastitis.
De las unidades experimentales que resultaron positivas a la prueba de campo, se
tomaron 4 ml de leche en un tubo de ensayo y posteriormente fueron enviadas al
laboratorio para determinar la presencia de agentes bacterianos y realizar un
antibiograma. Ademas, con el objetivo de obtener el plasma sanguineo, se tomaron

muestras de sangre de la vena yugular en tubos de ensayo con citrato de sodio.

Los resultados que se obtuvieron al inicio del ensayo fueron: Staphylococcus spp y
Staphylococcus aureus, al final del experimento obtuvimos ademas la presencia de

Escherichia coli.

Los tratamientos se realizaron con 5ml, 10ml y 15ml de plasma y con ayuda de una
canula se coloco en el pezon por tres dias seguidos, descansando diez dias y una dosis
refuerzo al onceavo dia. Los datos obtenidos mediante la prueba de Kruskal Wallis, en
la variable edad, los valores de la media obtenidos fueron para T1 5,00 a; T2 4,60 a; T3
4,60 a; T4 4,40 a, para la variable partos las medias fueron T1 3,00 n/p; T2 2,60 n/p; T3
2,60 n/p; T4 2,40 n/p y para el conteo de colonias las medias fueron T1 32,00 UFC/mL,;
T2 11,25 UFC/mL; T3 68,89 UFC/mL; T4 58,00 UFC/mL, los resultados obtenidos

mediante este prueba no presentan diferencias significativas entre tratamientos.

Mediante el diagrama de caja y el analisis de correspondencia se determind que los
resultados para el tratamiento 2 (5ml de plasma) presentd un contaje de colonias mas
bajo a comparacion de los demaés tratamientos, debido a que los pezones que presentaron
un contaje de colonias alto antes de aplicar el tratamiento al final del ensayo no

presentaron ningudn tipo de bacteria.
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Palabras claves: Mastitis subclinica, bovinos Holstein, cultivo, antibiograma, plasma,
Staphylococcus spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, edad, partos, conteo de

colonias, California Mastitis Test.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the use of autologous plasma as regenerative
therapy for mammary glands in cows with subclinical mastitis, in the Caserio Pinguili
Las Lajas of the Mocha canton. We worked with 20 Holstein cattle of 3 and 6 years (1 to
4 deliveries), these experimental units were divided into 4 groups. The udder health
evaluation was carried out by means of the California Mastitis Test (CMT), in order to
verify the possible antigenic reaction compatible with mastitis. From the experimental
units that were positive in the field test, 4 ml of milk were taken in a test tube and later
they were sent to the laboratory to determine the presence of bacterial agents and
perform an antibiogram. In addition, in order to obtain blood plasma, blood samples
were taken from the jugular vein in test tubes with sodium citrate. The results obtained at
the beginning of the trial were: Staphylococcus spp and Staphylococcus aureus, at the

end of the experiment we also obtained the presence of Escherichia coli.

The treatments were carried out with 5ml, 10ml and 15ml of plasma and with the help of
a cannula it was placed on the nipple for three days in a row, resting for ten days and a
booster dose on the eleventh day. The data obtained by the Kruskal Wallis test, in the
age variable, the mean values obtained were for T1 5.00 a; T2 4.60 a; T3 4.60 a; T4 4.40
a, for the birth variable the means were T1 3.00n/p; T22.60n/p; T32.60n/p; T4
2.40 n / p and for the colony count the means were T1 32.00 CFU / mL; T2 11.25 CFU /
mL; T3 68.89 CFU / mL; T4 58.00 CFU / mL, the results obtained by this test do not

show significant differences between treatments.

By means of the box plot and the correspondence analysis, it was determined that the
results for treatment 2 (5ml of plasma) presented a lower colony count compared to the
other treatments, due to the fact that the teats that presented a high colony count Before

applying the treatment at the end of the trial, they did not present any type of bacteria.
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Key words: Subclinical mastitis, Holstein cattle, culture, antibiogram, plasma,
Staphylococcus spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, age, parturitions, colony

count, California Mastitis Test.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

Ceballos y Carmona, (2018) realizaron una investigacion en la Universidad de Caldas,
Colombia, donde se evalua el plasma rico en plaquetas (PRP) como una alternativa al
tratamiento antibiotico de mastitis subclinica. Para la obtencion del plasma, se tomo
muestras de sangre de 4 novillas Blanco Orejinegro entre 12 y 18 meses de edad, de
cada animal se obtuvo 500 ml de sangre, cada 10 dias hasta completar los tratamientos,
las mismas fueron centrifugadas por 8 minutos hasta obtener el plasma incluido la capa
leucocitaria, cuya concentracion es 160-1000 x 10 * plaquetas/uL y 0.0-4 x 10 3
leucocitos/uL. en peso de la composicion. En éste estudio se utilizaron 103 vacas
diagnosticadas con mastitis subclinica ocasionadas por Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae y Streptococcus dysgalactiae, éstas fueron distribuidas en dos
grupos: 54 vacas destinadas a ser tratadas con plasma y 49 vacas para ser tratadas con
cefquinoma (grupo control). En el grupo 1 se aplicaron 10 ml de plasma enriquecido
con plaquetas + 1ml de gluconato de calcio cada 12 horas via intramamaria por 4 dias
consecutivos. Para el grupo 2 los animales fueron tratados con sulfato de cefquinoma de
75 mg, de igual manera por 4 dias. Una vez tratadas, se recogen las muestras para el
cultivo bacteriologico después de 21 a 22 dias y se concluye que no hubo crecimiento

bacteriano con sulfato de cefquinoma (tratamiento exitoso).

Guallasamin y Moreno, (2013) realizaron una investigacion en la Universidad Central
del Ecuador, donde utilizaron el plasma rico en factores de crecimiento, con el objetivo
de mejorar el proceso cicatrizal de la piel de 30 caninos de 1 a 7 afios, para lo cual se

repartieron en 3 grupos de 10 animales cada uno, donde TO es el control, en T1 se usé



plasma autélogo y en T2 plasma heterdlogo. Para la recoleccion de sangre se tomaron
pacientes aparentemente sanos, se restringio agua y alimento 12 horas antes de la
recolecta. Por consiguiente, se extrajo 22 ml de sangre de los animales donantes, de los
cuales 20 ml fueron destinados para la obtencion del plasma y 2 ml para la elaboracion
del hemograma. Ahora bien, a los animales del experimento se extrajo una porcién
longitudinal de piel de la porcion cervico-dorsal media, y se aplicé el plasma + 0.05 ml
de cloruro de calcio al 10% en heridas abiertas, al segundo dia se aplico penicilina y
difenhidramina a todo el experimento. El plasma se aplic por 15 dias, se realiz6 un
estudio citologico y se observd disminucion del proceso inflamatorio y regeneracién de

tejido cicatrizal.

En la Universidad de Guayaquil, Lavanda, (2019) evalGa el plasma rico en plaquetas
como tratamiento en Ulceras corneales superficiales en 25 caninos, los cuales fueron
distribuidos en 5 grupos TO (control), T1 (plasma pobre en plaquetas), T2 (PRP y rico en
leucocitos), T3 (PRP y pobre en leucocitos) y T4 (PRP y factores de crecimiento).
Posteriormente se extrajo 8 ml de sangre de cada animal se centrifuga por 15 minutos a
1500 rpm/min, donde de 4 ml se obtiene 1 ml de plasma. Se colocaron 1 a 2 gotas en el
0jo ulcerado durante 5 semanas, obteniendo resultados positivos en el proceso de

cicatrizacion evidenciando recuperacion de la cornea.

La ruptura del ligamento cruzado anterior es una de las causas mas frecuentes de cojera
en caninos, sin embargo, pese a la resolucion quirdrgica los problemas tanto de
funcionalidad del miembro afectado como de la aparicion de osteoartritis de la
articulacion femorotibiopatelar son muy frecuentes por esta razon Silva et al. (2011)
utilizaron concentrados autélogos plaquetarios intraarticulares como coadyuvantes a la
cirugia; Lo realizaron en una hembra de 19 meses Shar Pei con 19,5 kg, la cual fue
valorada por una cojera unilateral del miembro posterior derecho de 7 dias de evolucion;
la técnica de recoleccion de los concentrados autologos plaquetarios fue mediante
venopuncion safena con un catéter mariposa 21G, para ser depositada en tubos de
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8,5mL con 1,5mL de solucion de ACD (citrato de trisodio (22 g/L), acido citrico
(8 g/L) y dextrosa (24,5 g/L)),posterior a esto fue centrifugada a 191 rpm durante 6
minutos; se utilizaron tres aplicaciones de 1,5 mL de concentrado autélogo de plaquetas
activados con gluconato de calcio (-9,3 mg/mL-) en una relacion 10:1 y posteriormente
inyectados intraarticularmente con intervalos de 2 semanas. La paciente no presento
ninguna complicacion relacionada a los sitios de inyeccién intraarticular de los
concentrados autélogos de plaquetas (APCs), por otro lado la puntuacion de los
parametros radiograficos evaluados fue cero lo que indica que no se presentaron signos

radiolégicos de osteoartritis (OA) hasta los 150 dias posoperatorios.

Carmona et al. (2011) mediante una revision bibliografica sobre el uso de concentrados
autdlogos de plaquetas como terapia regenerativa de enfermedades cronicas del aparato
musculoesquelético equino; Concluyeron que los APCs constituyen una opcion
terapéutica real para el manejo de esta enfermedad, pues segun resultados obtenidos en
modelos experimentales y en pacientes con enfermedad natural, se ha presentado una
buena respuesta terapéutica de los APCs a partir incluso de dosis tan bajas como
300.000/pL, con tres aplicaciones a intervalos de 2 semanas; Todo esto debido a que las
plaquetas son fundamentales en la reparacion tisular de heridas, pues secretan factores
de crecimiento, que inducen quimiotaxis, proliferacion, diferenciacion celular,
neovascularizacion y produccion de la matriz extracelular; Para lo cual el método del
tubo representa una opcion simple y econdémica para preparar estos concentrados

autologos.

Bonilla-Gutiérrez et al. (2017) realizaron un estudio piloto sobre un protocolo para la
obtencién de un Concentrado Autdlogo de Plaquetas en conejos; Para lo cual utilizaron
10 conejos Nueva Zelanda, machos con un peso entre 3 'y 3,8 kg; La muestra de sangre
fue tomada por venopuncion yugular, posterior colocada en tubos con citrato de sodio y
centrifugada a 120 rpm durante 5 minutos; Obteniendo plaquetas sin alteracion de la

morfologia a partir de un ciclo de centrifugacion.
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Lépez et al. (2012) realizaron una evaluacion de un método de doble centrifugacion en
tubo para concentrar plaquetas bovinas; para lo cual utilizaron doce vacas Holstein en
edades comprendidas de 2.5 a 10 afios clinicamente sanas al momento de la recoleccion
de la muestra sanguinea; Para la toma de muestra de sangre, se utilizd un catéter
intravenoso 14G de 6 cm, cerrado con un tapén libre de latex y lavados con 5 ml de
suero heparinizado y fijado mediante suturas en la vena yugular, mediante un acople de
un catéter mariposa 21 G al tapdn se extrajo la sangre y fue depositada en tubos de 4,5
ml con 3,2% de citrato de sodio; Posterior se realizo la centrifugacion a 720 x rpm por 5
minutos separando la sangre en tres niveles: eritrocitos, capa leucocitaria y plasma; El
plasma a su vez fue dividido en dos fracciones, fraccién plasmatica A (PFA)
considerada como el 50% del plasma maés cercano a la capa leucocitaria y la fraccion
plasmética B (PFB) clasificada como el 50% de la fraccion plasméatica inmediatamente
superior a la PFA; para el otro método de centrifugacion en doble tubo la PFA (20 mL)
fue depositada en dos tubos estériles de plastico PET sin aditivo y centrifugados a 720 x
g por 5 minutos; El plasma rico en plaguetas se obtuvo al eliminar el 75% (7,5 mL) de la

fraccion plasmatica superior de los tubos.

Debido a que el plasma rico en plaquetas tiene un gran impacto en el rejuvenecimiento
de la piel, ha sido utilizado por varios afios en la cirugia estética, por lo cual Moya E y
Moya Y. (2015), realizaron un estudio utilizando el plasma rico en plaguetas para
biostimulacion facial, mediante mesoterapia; la metodologia utilizada por los
investigadores comprendi6 la extraccion de 10 a 20 ml de sangre venosa a la persona
objeto de tratamiento, posterior a esto la sangre fue colocada en tubos estériles con 20
gotas de citrato de sodio al 3,8 % por cada 10 ml de sangre y centrifugada a 1 800 rpm a
temperatura ambiente, durante 8 a 10 minutos, se refiere que por 10 ml de sangre
extraida se obtienen 2 ml de plasma enriquecido en plaquetas y factores de crecimiento.
Ademas sugieren que para formar el coagulo se puede utilizar 0,05 ml de cloruro de
calcio al 10 % por cada 1 ml de PRP, o gluconato de calcio al 10%, tomando alrededor

de 5-8 minutos para la coagulacion.



Mendoza et al. (2015) realizaron una investigacion sobre el uso del plasma rico en
plaquetas como tratamiento coadyuvante en reparaciones 0seas en una hembra canina
Pastor aleman de 28.2 Kg que se presento con claudicacion intermitente en miembro
torécico izquierdo con dos meses de evolucion, diagnosticAndola con no unién de
proceso anconeo del codo izquierdo, la paciente fue intervenida quirdrgicamente,
posterior a tres meses se evidencio la no union de la tuberosidad del olécranon y
migracion proximal del clavo centromedular, por lo que se optd por una terapia
alternativa con plasma rico en plaquetas, el cual fue obtenido de la centrifugacion a
2500rpm durante cinco minutos de una muestra sanguinea obtenida de la vena yugular
de la paciente; Se aplicaron 9.6ml en el sitio de fractura cubriendo las superficies craneal
y caudal de esta inmediatamente post cirugia se instaurd termoterapia con calor durante
7 dias; antibioterapia y analgesia. Obteniendo resultados positivos a los 35 dias post-

aplicacion.

Acosta et al. (2014) realizaron una investigacion donde utilizaron conejos de Nueva
Zealand, se dividié en 3 grupos. A los conejos se realizo ulceras corneales de 10 mm de
diametro. Se extrajo sangre del grupo de conejos para la preparacion de PRP, el PRP se
extrajo mediante centrifugacion diferencial. El grupo TO fue tratado con solucién salina
estéril cada 8 h durante 7 dias; el grupo T1 fue tratado con un gel extracto
desproteinizado de sangre de ternera (Solcoseryl®) cada 8 h durante 7 dias y el grupo T2
recibié una gota de PRP del dia 1 al dia 3. Se realizaron controles los 7 dias que duro el
tratamiento, su evaluacion se realizdé mediantes registros fotograficos, los mejores
resultados se observaron en T1y T2 con una notable mejoria en la ulceras corneales de

los conejos.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Evaluar el uso de plasma autélogo como terapia regenerativa de

glandulas mamarias en vacas con mastitis subclinica.

1.2.2 Obijetivo especifico

e Estudiar el efecto del plasma autdlogo utilizando tres dosis de aplicacion
(5, 10 y 15 ml) en vacas con mastitis subclinica.

e Determinar el contenido de células somaticas en leche como predictor de
salud tisular de la ubre.

e Realizar estudios bacteriologicos de la leche (cultivo y antibiograma)

para determinar la carga microbiana en las vacas experimentales.



CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1 Equipos y materiales
2.1.1 Ubicacidén del experimento

La presente investigacion se realizé en la hacienda Maria, ubicada en el Caserio Pinguili

Las Lajas, perteneciente al canton Mocha, Provincia de Tungurahua.

Pinguili se encuentra al noreste del cantdn Mocha, a unos 4 km. aproximadamente. Su

poblado se encuentra asentado a una altura de 2900 msnm. Sus limites son:

e Alnorte y al oeste con la cabecera cantonal San Juan de Mocha.

e Al sury este canton Quero.

Pinguili tiene una extension de 5,92 km2 (592,44 has) que corresponde al 6,91% del area

cantonal, con un clima frio a temperatura promedio anual de 12 a 18 °C.

Latitud Longitud

Coordenadas geogréaficas s )
1°24°1.44°°S 78°38°5.28°W

(GAD MOCHA, 2014)

2.1.2 Equipos

e Centrifuga

e Estufa o incubadora de laboratorio



2.1.3 Materiales de laboratorio

e Caja Petri

e Agar base sangre

e Agar MacConkey

e Agar Miller — Hinton
e Discos de antibioticos
e Pipetas

e Hisopos

e Asa bacteriologica

e Tubos de ensayo

e Mechero de alcohol

2.1.4 Materiales bioldgicos

e Sangre (muestra)
¢ Plasma autologo

e Unidades experimentales (vacas)

2.1.5 Materiales de campo

e Caja de guantes

e Agujas calibre 18G 11 P

e Jeringas de 50 ml

e Jeringas de 20 ml

e Jeringas de 10 ml

e Sonda intramamaria

e Tubos con citrato de sodio

e Tubos de ensayo



Kit de California Mastitis Tets
Gradilla

Algoddn

Alcohol

Yodo

Atomizador

Cooler

Gel refrigerante

2.2 Metodologia

2.2.1 Factores de estudio

Plasma auto6logo

Moreno et al. 2015 manifiesta que el plasma rico en plaguetas (PRP) se
define como el volumen de plasma autélogo que contiene una
concentracion de plaquetas superior al nivel basal (150.000 — 350.000
uL), esto corresponde a una fraccion del plasma centrifugado. Rodriguez
et al. (2012) menciona que el PRP contiene factores de crecimiento, es
rico en proteinas que acttan en adhesion celular (fibrina, fibronectina y
vitronectina), estos proporcionan un soporte estructural para la migracion

celular, proliferacion y crecimiento tridimensional de los tejidos.

Células somaticas

El conteo de células somaticas (CCS) es el nimero de células por
mililitro de leche, son células blancas propias del organismo y que

mantienen protegida la glandula mamaria contra agentes patégenos, se



utiliza como indicador de la salud de la glandula mamaria (Bradley y
Green, 2005). Haciendo énfasis en el conteo de células somaticas
podemos decir que de 0 — 200.000 Rcs/ml representa una glandula
mamaria sana, 150.00 — 500.000 Rcs/ml y 400.000 - 1.500.000 Rcs/ml
representan una ligera infeccion (mastitis subclinica), 800.000 -
5.000.000 Rcs/ml y > 5.000.000 Rcs/ml indica mastitis clinica
(Fernandez et al. 2012). Hernandez y Bedolla. (2008) agrega que es
importante mencionar, que hay que tomar en cuenta ciertos factores antes
de realizar el conteo de células sométicas, como son los siguientes:

o Mastitis estd relacionada con los leucocitos (mecanismo de
defensa), estos se encargan de combatir a los microorganismos
que ingresan al pezén, cuando los leucocitos logran destruir a la
bacteria, el conteo de células somaéticas es bajo, pero si los
leucocitos no logran combatir se produce wuna infeccion
subclinica, aqui es cuando los leucocitos son segregados
constantemente y el conteo de células somaticas es elevado.

o Fase de lactacion, cuando el secado de la vaca no se realiza
correctamente, corremos el riesgo que en los primeros y Gltimos
dias de lactancia, el conteo de células somaticas se incrementa.

o Lesiones de la glandula mamaria, estas lesiones son provocadas
por el mal uso de la pezonera e instalaciones en mal estado
provocando elevacion en el conteo de células somaticas.

o Variacion fisiologica, en las vacas en celo se produce un ligero
aumento en el conteo de células somaticas.

o Los ordefios de las tardes presenta un elevado numero de celulas
somaticas, esto estd influenciado por el periodo mas corto de
ordefio.

o Estrés, esto eleva el nimero de células somaticas.
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Mastitis subclinica

Bonifaz y Conlago. (2016) mencionan que la mastitis es una inflamacién
de la glandula mamaria, que se caracteriza por cambios fisicos, quimicos
y bacterioldgicos en la leche, ademés de cambios patol6gicos en los
tejidos. Su prevalencia y su tratamiento representan un elevado costo para
el sistema sanitario y su deterioro en la calidad de la leche, ademas Ruiz-
Gil et al. (2016) indican que la mastitis puede ser causada por varios
factores como bacterias, mycoplasma, levaduras, virus y afecciones
micoticas, pudiendo clasificarlas en mastitis clinica y subclinica. Soca et
al. (2005) y Alfonso et al. (2008) agregan que no secar correctamente las
ubres, no mantener las pezoneras alineadas correctamente con los
pezones, no cumplir con el horario de ordefio establecido, no realizar un
sellado correcto de los pezones al finalizar el ordefio, las vacas con
mastitis clinica deben pasar al final del ordefio, mala higiene con el
equipo de ordefio y mal estado de las pezoneras son factores
predisponentes a la mastitis.

La mastitis subclinica es la méas dificil de diagnosticar, ya que esta no
muestra signos visibles de la enfermedad, para diagnosticar si la vaca
presenta 0 no mastitis subclinica es necesario realizar pruebas
constantemente como California Mastitis Test (CMT), pruebas de
laboratorio (cultivo) y conteo de células somaticas. Todas estas pruebas
nos ayudan a un diagnéstico temprano y asi poder tratar a tiempo la
enfermedad (Mera et al. 2017).

Cultivo y conteo de unidades formadoras de colonias.

La cuantificacion de microorganismos es un elemento critico en los estudios

de microbiologia clinica, ya que solo es importante conocer a

microorganismos que pueden crear un efecto benéfico o identificar al

11



microorganismo potencial de causar alguna infeccion severa, sino también es

importante saber el nUmero de microorganismos implicados, para establecer

si estos seran capaces de desarrollar una funcion benéfica o perjudicial.

Distintas han sido las estrategias para contabilizar a los microorganismos

cultivables en muestras ambientales y de laboratorio; las cuales presentan

ventajas y desventajas (Corral et al. 2012).

2.2.2 Manejo de experimento

Unidades experimentales

Se trabajé con una poblacion de 20 vacas (al azar, sin emplear un modelo
estadistico de muestreo, solo se tomaron en cuenta los criterios de
inclusion y exclusion) pertenecientes a la raza Holstein Friessian, entre
edades de 3 a 6 afios con un nimero de partos de 1 a 4. Las cuales se
dividieron en 4 grupos, cada grupo constaba de 5 animales y se realizaron
cinco repeticiones.

o T1: Grupo control (antibidtico dependiente del antibiograma)

o T2:5 ml de plasma aut6logo intramamario

o T3:10 ml de plasma autélogo intramamario

o T4: 15 ml de plasma autélogo intramamario

Valoracion clinica

Todas las vacas muestreadas pasaron por un examen clinico previo, en el
cual se tomd las constantes fisiol6gicas como temperatura, frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, tiempo de llenado capilar y estado de
hidratacion, los cuales se encontraban dentro de los parametros normales.
Por otro lado, también se valord la edad, nimero de partos, animales

gestantes, antecedentes de mastitis y estado de pezones.
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Una vez hecha la valoracion se descartan animales en los ultimos dias de

produccion y en el ultimo tercio de gestacion.

Diagndstico de mastitis subclinica

Como sabemos la mastitis subclinica es dificil de diagnosticar a simple
vista ya que no presenta signos visibles de la enfermedad, para lo cual
hay que recurrir a ciertas pruebas como CMT, pruebas de laboratorio
(cultivo) y realizar un conteo de células somaticas con el fin de

comprobar la presencia de mastitis.

Para realizar la prueba de CMT primero se recurre a la desinfeccion y al
secado de los pezones, evitando la contaminacién al momento de la toma
de muestra y falsas lecturas del test. La forma de realizar el CMT es la
siguiente:

o Setoma aproximadamente 2cc de leche de cada cuarto y se coloca
en cada compartimiento, los compartimientos tienen marcadas las
letras A, B, C Y D, esto nos ayuda a la identificacion de que
cuarto es y asi tener una mejor lectura.

Importante: se debe descartar los primeros chorros de leche y la
prueba se debe hacer en el primer ordeno.

o Se agrega a cada compartimiento la misma cantidad del reactivo
de CMT.

o Se rota la paleta con movimientos circulares, estos movimientos
no deben ser bruscos. Es importante que no se debe mover la
paleta por mas de 10 seg.

o Finalmente se procede a la lectura del Test, esto se debe hacer
antes de los 20 seg. o la reaccion desaparecera. La calificacion
depende de la vista, entre mas gel se genere la mastitis es mas

avanzada (mastitis clinica).
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Contencion y toma de muestras

Las vacas ingresan a la sala de ordefio, su ingreso debe ser dentro de un
ambiente tranquilo para evitar el estrés de los animales antes durante y
después del ordefid, posteriormente se toman 4 ml de leche para colocar
en el tubo de ensayo y ser transportadas al laboratorio para la
determinacion de agentes etioldgicos presentes en la muestra, segun los
resultados obtenidos se procede a realizar un antibiograma.

Para la obtencidn de la muestra sanguinea, se procedi6 a tomar de la vena
yugular cuya zona fue tricotomizada y desinfectada con alcohol, la
puncion se realiz6 con aguja calibre 18G 11 P y con una jeringa de 50 ml,
la muestra fue depositada en tubos con citrato de sodio con una capacidad

para 5ml.

Transporte de las muestras

Las muestras obtenidas se las coloco en una gradilla por un tiempo
aproximado de 30 minutos hasta esperar que la temperatura de la muestra
sanguinea sea la misma de la temperatura ambiente, posterior fueron
colocadas dentro de un cooler, previamente rotuladas y conservadas en
refrigeracion a 4°C, hasta su llegada al laboratorio de Anélisis Clinicos.
Procesamiento de la muestra

Muestra de leche

Cultivo

1. Secoloca la leche en micro tubos con ayuda de una pipeta y se rotula.

2. Se prepara el Agar base sangre y MacConkey.
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3. Con la ayuda de un hisopo se empapa de leche y se coloca en un
cuadrante de la caja Petri, posteriormente con la asa bacterioldgica se
realiza la siembra en todos los cuadrantes del agar (siembra por
agotamiento).

Importante: el asa bacterioldgica debe ser esterilizada en el mechero

hasta que la punta quede un color rojo incandescente, esto se debe
realizar al inicio y a final de haber realizado la siembra. Tener en
cuenta que antes de realizar la siembra, el asa debe ser enfriada en
una esquina del agar.

4. Se incuba a 37°C por 24 a 48 horas. Los aislados obtenidos fueron
replicados segln sea necesario (antibiograma).

5. Seidentifica la muestra.

6. La identificacion de microorganismos fue realizada por la forma y
caracteristicas de las colonias, donde se pudieron identificar

Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp y Escherichia coli.

Antibiograma

1. Se prepara el agar Mller Hinton en cajas Petri.

2. Se utiliza el mechero de alcohol para evitar contaminacion en el
momento de la siembra.

3. Con un hisopo se toma una colonia y se introduce en la solucién y
se procede a mover, se realiza la siembra junto al mechero (el
mechero nos sirve como barrera de proteccion).

4. Tapar momentaneamente la caja Petri.

5. Posteriormente se coloca los discos de antibidticos con ayuda de
una pinza (los discos de antibidticos se coloca segun las bacterias
que crecieron en el Agar base sangre y MacConkey).

6. Se identifica la muestra.
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7. Seincuba la muestra de 18 a 24 horas.
8. Interpretacion de resultados (se realiza mediante el halo de

inhibicion que se formo).

Muestra de sangre

Se coloca los tubos previamente rotulados en una gradilla.

Las muestras se coloca en una centrifuga a 2.500 rpm durante 10
minutos. Teniendo como resultado de 2 a 3 ml de plasma enriquecido

en plaguetas.

Se separa el plasma y la capa leucocitaria por pipeteado a otro tubo de

plastico dentro de los primeros 30 minutos post- extraccion.

Una vez separado el plasma, se colocan en tubos con anticoagulante

(citrato de sodio).

Tratamiento de animales

Una vez obtenido los resultados de la prueba de CMT y de laboratorio se

procede a realizar el tratamiento a las vacas infectadas con mastitis

subclinica. Lo cual se realiz6 de la siguiente manera:

o

Al terminar el ordefio, se procedi6 a hacer una desinfeccién y secado
del pezén (esto se realiza para evitar problemas de infeccion y que el
tratamiento sea alterado).

Se introduce con cuidado la canula en el pezén afectado y se deposita
el plasma suavemente.

Se retira la canula con cuidado y sin lastimar el pezdn, se procede a dar

leves masajes de abajo hacia arriba en el pezon.
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Importante: la aplicacion del plasma se realizo tres dias seguidos con
un intervalo de descanso de 10 dias y se aplico dosis refuerzo de

plasma al onceavo dia.

2.3 Andlisis estadistico

En el presente trabajo de investigacion se obtuvieron datos, los cuales fueron
analizados, utilizando el modelo estadistico Disefio Completamente al Azar (D.C.A),
utilizando el 95% de confianza. Se utilizd la prueba Shapiro —~Wilks por tener un
numero de datos menor o igual a 20, en las variables edad y partos, en la variable
conteo de colonias se utilizo la prueba de Kolmogorov por tener un numero de datos
mayor a 20 (esta prueba se realizé por la cantidad de pezones/vaca infectados y por
eso varia los datos de conteo de colonias) estas pruebas se utiliza para comprobar si
las variables siguen 0 no una distribucion normal, posteriormente se utilizd Kruskal
— Wallis, esta prueba es no paramétrica, dado que los datos antes evaluados no
seguian una distribucion normal. Finalmente para verificar los resultados se utiliz6

un diagrama de cajas y analisis de correspondencia.
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Tabla 1. Resumen de datos.

CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

TRATAMIENTO| & | VACAS | EDAD |#PARTOS|GESTACION] P& | GICMT]| CC - INICID BACTERIA CC - FINAL BACTERIA CCS - PRIMER DIA |CCS - CUARTO DiA |CCS - DNCEYO D
T1-CONTROL | 1 SAPA 5 3 ] il T 0000 | Staphylacaccus spp. I 150,000 - 500,000 0-200,000 - 200,000
Z RITA 5 3 5] Al T 20000 | Staphylacaccus spp. I 130,000 - 500,000 (- 200,000 {0-200.000
23| MOMICA ] 4 NO P 1 0000 | Staphylococcusspp. | 0000 Staphylococcus aureus | 400.000-1,500.000 (1-200.000 400.000-1,500.000
g | NEGRA ] 4 ] Al 1 20000 | Staphwlacoccusspp. | 40.000 Staphylocosaus spp 400.000-1,300.000 (1-200.000 a00.000- 5.000.000
2| SONA 3 1 al Al 1 0000 | Staphwlacoccusspp. | 50000 Staphyloosaus spp 400.000-1,300.000 {1-200.000 400.000-1,500.000
T2-5ML | 12| FRANCISCA | 3 1 N il 1 20000 | Staphylacaccus spp. I 400.000-1,500.000 | 00,000 - 5.000.000 {0-200.000
FD 1 30000 | Staphylococcus spp. I 400.000-1,500.000 0-200.000 (0-200.000
| GRAHOE 3 4 [ AD 1 30000 | Staphulocoscus aureus 0 40,000 - 1,500,000 - 200,000 i0- 200,000
1 20m 5 3 B il 1 0000 | Staphylococcusspp. | 30.000 Staphylacacaus spp 400.000-1,500.000 | 00.000-5.000.000 | 800,000 -5,000.000
FD 1 10000 | Staphylocascus spp. I 400.000 - 1,500.000 0-200.000 {0-200.000
3 |OULCEMARIA) 6 4 N FD 1 40000 | Staphylocoscus aureus I 400.000-1,500.000 0-200.000 (0-200.000
] MRIAN 3 1 NOD FO 1 0000 | Staphylocaceus aweus|  60.000 Staphylococcusaureus | 400.000-1500.000 | &00.000-5.000.000 | &00.000-5.000.000
Pl 1 0000 | Staphylocoscus aureus I 400.000-1,500.000 | 500,000 - 5.000.000 {0-200.000
T3-10ML [ 13| EOMITA [} 2 [ Al 1 10000 | Staphylacascus spp. I 400.000-1,500.000 0-200.000 {0-200.000
FD 1 0000 | Staphwlococcusspp. | BO.000 oStaphylocoseus spp 400,000-1,300.000 | 800.000-5,000.000 | 800.000-5.000,000
i MM 3 1 [ AD 1 20000 | Staphylococcusspp. | 200.000 Staphylacacaus spp 400.000-1,500.000 | #00.000-5.000.000 | §00.000-5.000.000
FD 1 10000 | Staphylacaccus spp. I 400.000-1,500,000 | 00,000 - 5.000.000 {0- 200,000
To ] SLVANA 5 3 3l Al 1 30000 | Staphylacoscus aweus|  10.000 Staphylozosaus spp 400.000-1,500.000 | 800.000-5.000.000 | 400.000-1,500.000
FD 1 80.000 | Staphwlocoscus awreus| 100,000 Staphylocoeus spp 400,000-1,500.000 | 800,000-5.000.000 » 5,000,000
20| MARPOSE | B 4 ] fil 1 40000 [ Staphylococcusspp. | 10.000 Staphylococous spp 400.000-1,500.000 | 400.000-1,500.000 {0-200.000
18] GITANG a2 3 ] Al 1 80.000 | Staphwlocoscus aureus| 240,000 Staphylococcus aureus | 400.000-1,300.000 (1-200.000 800,000 - 5.000.000
Al 1 40,000 | Staphwlacoccus aureus 0 400.000-1,300.000 (1-200.000 (1-200.000
T4-1ML 10| POLY 5 3 B Al 1 0000 [ Staphylococcusspp. | B0.000 Staphylacacaus spp 400.000 - 1,500.000 0-200.000 800.000- 5.000.000
1] PAMELA a2 3 ] Al 1 0000 | Staphylococcusspp. | 30,000 oStaphylocosaus spp 400,000-1,300.000 (1-200.000 800.000- 5.000.000
22| ALEGRIA i 4 ] P 1 120000 | Staphylocacous aweus| 20,000 Staphylocosaus spp 400.000-1,300.000 (1-200.000 »5.000.000
2| Lo 3 1 ] Al 1 00000 | Staphylocaceus aweus| 60,000 Staphylocosaus spp 400.000-1,300.000 (1-200.000 400.000-1,500.000
17 | FRANCIA 3 1 [ FD 1 10000 | Staphylococcusspp. | 100.000 5. spp-Escherichiaceli | 400.000-17,500.000 | §00.000-5.000.000 » 2.000.000
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Tabla 2. Edad

Previo al andlisis se realiza la comprobacion de normalidad, utilizando la prueba

Shapiro -Wilks por tener una muestra menor o igual a 20 animales.

1. Estadistico de la prueba

2.1 Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUOEDAD 20 0,00 121 0,86 0,0110

2. Toma de decision

La variable edad no sigue una distribucion normal con un 5% de nivel de significancia,

debido a que los rangos de edad de los animales son muy dispersos.
Prueba no paramétrica

Dado que los datos no siguen una distribucion normal, se plantea utilizar una prueba no
paramétrica. Se conoce que es un Disefio Completamente al Azar por lo que la prueba a

trabajar es Kruskal — Wallis.

2.2 Prueba de Kruskal Wallis

Variable TRATAMIENTO N MediasD.E. Medianas H p
EDAD T1- CONTROL 5 5,00 1,22 5,00 0,61 10,8797
EDAD T2-5ML 5 4,60 1,52 5,00
EDAD T3-10 ML 5 460 1,14 5,00
EDAD T4 -15 ML 5 440 1,34 5,00
Trat. Medias Ranks
T4-15ML 4,40 9,30 A
T3-10 ML 4,60 10,00 A
T2-5ML 4,60 10,60 A
T1- CONTROL 5,00 12,10 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Interpretacion:

No existen diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, dado que el
valor de p es mayor a 0.05, debido a que la edad no influye con la dosis aplicada en los

tratamientos.

De igual manera se puede corroborar lo dicho realizando una comparacion de pares,
donde las medias con una letra comun (en este caso A) no son significativamente

diferentes entre los tratamientos.

Tabla 3. Partos

Previo al andlisis se realiza la comprobacion de normalidad, utilizando la prueba

Shapiro -Wilks por tener una muestra menor o igual a 20 animales.

1. Estadistico de la prueba

3.1 Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E.  W* p(Unilateral D)
RDUQO PARTOS 20 0,00 121 0,86 0,0110

2. Toma de decision

La variable partos no sigue una distribucién normal con un 5% de nivel de significancia,
debido a que el nimero de partos no influye en las diferentes dosis aplicadas en los

tratamientos.
Prueba no paramétrica

Dado que los datos no siguen una distribucion normal, se plantea utilizar una prueba no
paramétrica. Se conoce que es un Disefio Completamente al Azar por lo que la prueba a

trabajar es Kruskal — Wallis.
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3.2 Prueba de Kruskal Wallis

Variable TRATAMIENTO N MediasD.E. Medianas H D

PARTOS T1- CONTROL 5 3,00 1,22 3,00 0,61 0,8797
PARTOS T2-5ML 5 2,60 1,52 3,00
5
5

PARTOS T3-10 ML 2,60 1,14 3,00
PARTOS T4-15 ML 240 134 3,00

Trat. Medias Ranks
T4 -15 ML 2,40 930 A
T3-10 ML 2,60 10,00 A
T2-5ML 2,60 10,60 A
T1- CONTROL 3,00 12,10 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Interpretacion:

No existen diferencias significativas entre las medias de los partos con la dosificacion
utilizada en los tratamientos, dado que el valor de p es mayor a 0.05, ya que no hay

ninguna influencia en la variable partos con la variable dosis.

De igual manera se puede corroborar realizando una comparacion de pares, donde las
medias con una letra comdn (en este caso A) no son significativamente diferentes entre

los tratamientos.

En conclusién, los partos de las vacas no influyen en los tratamientos de control, ni en

las dosis aplicadas en el experimento 5ml, 10 ml y 15 ml.

Tabla 4. Contaje de colonias (UFC/ml) después de aplicar los tratamientos

Se decide estudiar la variable contaje de colonias después de aplicar los tratamientos,
debido a que esta es la variable de interés. Primero se verifica si los datos siguen una

distribucion normal.
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1. Estadistico de la prueba

4.1 Prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov)

Variable Ajuste media varianza n Estadistico D p-valor
RDUO ContajeD Normal(0,1) 0,00 3097,55 27 0,59 <0,0001

1. Toma de decisién

La variable contaje de colonias no sigue una distribucion normal, por lo que es necesario

aplicar una prueba no paramétrica para verificar si existen diferencias.

Dado que estamos trabajando con un Disefio Completamente al Azar, para la

comparacién de medias se utiliza la prueba de kruskal Wallis.

4.2 Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamiento N  Medias D.E. Medianas H p
ContajeD T1-CONTROL 5 32,00 31,14 40,00 5,94 0,0943
ContajeD T2-5ML 8 11,25 22,32 0,00
ContajeD T3-10 ML 9 68,89 92,66 10,00
ContajeD T4 -15 ML 5 58,00 33,47 60,00
Trat. Medias Ranks
T2-5ML 11,25 8,94 A
T1-CONTROL 32,00 13,80 A B
T3-10 ML 68,89 15,61 A B
T4 -15 ML 58,00 19,40 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

El valor p de la prueba de kruskal Wallis es de 0.09, al trabajar con un nivel de
significancia del 5 % se acepta la hipotesis, entonces se puede definir que los
tratamientos no presentan una diferencia significativa entre ellos ya que no existe

correlacién entre los variables estudiadas.

Se puede verificar los resultados mediante un diagrama de cajas:
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Figura 1. Diagrama de cajas de contaje de colonias

Diagrama de Caja
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El tratamiento 2 present0 un conteo de colonias méas bajo a comparacion de los demas
tratamientos, por lo tanto, se puede deducir que a un 10% de nivel de significancia es el

mas efectivo, debido a que existiria diferencias entre los tratamientos.

Figura 2. Andlisis de correspondencia de contaje de colonias

Mediante el andlisis de correspondencia se puede determinar que el tratamiento 2 es el
mas efectivo debido a que los pezones que presentaron un conteo de colonias antes de

aplicar el tratamiento después disminuyeron y no presentaron ningun tipo de bacteria.
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Figura 3. Andlisis de correspondencia del conteo de células somaticas
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Este analisis determind que el tratamiento 2 correspondiente a 5 ml presento un conteo
de células somaéticas bajo (negativo) dentro del disefio de experimentos completamente
al azar (0 — 200 000) concluyendo como ubre sana, mientras que el tratamiento 4
correspondiente a 15 ml dio positivo fuerte, es decir, presencio mas de 5 000 000 dando
como resultado una mastitis clinica. Por lo que se concluye que el tratamiento 2 es el

mejor.
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3.2 Discusion

El plasma autélogo estd compuesto por Factores de Crecimiento, estos regulan las
funciones esenciales para la regeneracion, remodelacion y reparaciéon de los tejidos;
tiene gran capacidad para atraer y orientar a las células hacia el lugar necesario;
actuando en la division celular para producir células nuevas; y favorecer al desarrollo de
nuevos vasos sanguineos, ademas de activar la sintesis de la matriz celular (Sdnchez et
al. 2003).

Ahora bien, Bedolla, C y Ponce de Ledn, M. (2008) manifiestan que las bacterias
cuando invaden el canal del pezdn (primera linea de defensa) y la glandula mamaria,
estas aprovechan la entrada de aire que se da al momento de ordefiar (desprendimiento o
remocion de la pezonera sin haber antes cerrado el vacio), se multiplican y producen
toxinas que dafan el tejido, las bacterias se enfrentan con los leucocitos (segunda linea
de defensa), que se encuentran en bajas cantidades en la leche tratan de combatir la
infeccion y por ende produce un aumento de los mismos o células sométicas en la leche.
Si los leucocitos no destruyen totalmente a la bacteria esta avanza a los pequerios
conductos y al tejido alveolar, cuando las células secretoras de leche son dafiadas por las
toxinas y las sustancias irritantes, se produce un aumento en la permeabilidad de los
vasos sanguineos. Los leucocitos que acudieron en ayuda para controlar la infeccion,
penetran el tejido alveolar y se distribuyen en el tejido dafado, conjuntamente con la
presencia de fluidos, minerales y factores de coagulacion, producen sustancias que
destruyen el tejido alveolar el mismo que serd reemplazado por tejido conectivo y se

cicatriza.

Los resultados que se obtuvo al finalizar el tratamiento, de las 3 dosis de plasma
autdlogo que se trabajo, el que mejor dio resultados fue el de 5 ml antes que el de 10 y
15 ml.

Las dosis 10 y 15 ml no dieron resultado debido a la coagulacion que se produjo dentro
del pezdn, esto se debe a la presencia de calcio en la glandula mamaria, por lo que el

plasma depende directamente del Ca. El Ca juega un papel importante ya que este activa
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la trombina enddgena y el fibrindgeno que posteriormente se convierte en fibrina y se
conoce también que a un mayor numero de plaquetas mas rapido se da la formacion del

coagulo.

Entre los factores mas importantes que determina la velocidad de formacion del coagulo

tenemos la temperatura corporal, los niveles de Calcio y el niUmero de plaquetas.

3.3 Hipdtesis

Ho. El uso de plasma aut6logo actla como terapia regenerativa en el tratamiento de

mastitis subclinica en vacas Holstein.

27



CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se estudio el efecto del plasma aut6logo en el cual se trabajé con tres
dosis (5, 10 y 15 ml) y con tratamiento control a base de antibiotico
(dependiente del antibiograma), las tres dosis aplicadas no presentaron
ninguna diferencia significativa entre los grupos, con respecto a la
variable edad los datos obtenidos en las medias fueron T1 5,00 a; T2 4,60
a; T3 4,60 a; T4 4,40 a, para la variable partos las medias fueron T1 3,00
n/p; T2 2,60 n/p; T3 2,60 n/p; T4 2,40 n/p y para el conteo de colonias las
medias fueron T1 32,00 UFC/mL; T2 11,25 UFC/mL; T3 68,89
UFC/mL; T4 58,00 UFC/mL, estadisticamente los resultados obtenidos
no muestran diferencias significativas entre tratamientos. Sin embargo, en
el variable conteo final de colonias para T2 con 11,25 UFC/mL,
utilizando 5 ml de plasma, obtuvimos mejores resultados, estos fueron
comprobados mediante un cultivo y analisis de los resultados con un
diagrama de cajas y un analisis de correspondencia.

Se determind el conteo de células sométicas en la leche, el cual se usa
como predictor de mastitis subclinica, un elevado ndmero de células
somaticas causa una elevacion de pH, incremento de la actividad
enzimatica, cambios en los acidos grasos, lactosa y concentraciones de
iones y minerales.

El conteo de células somaticas se realizé a partir de CMT, este conteo
depende de la percepcion y la interpretacion del personal que realiza el
Test, una vez interpretado los resultados, al inicio del tratamiento los
parametros fueron para T1 un valor comprendido entre 150.000 - 500.000
Rcs/ml (Trazas) y de 400.000 — 1,500.000 Rcs/ml valores que indican
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mastitis subclinica. Para T2, T3, T4 el valor fue entre 400.000 —
1,500.000 Rcs/ml valores que indican mastitis subclinica,
respectivamente.

Al cuarto dia después del tratamiento se volvio a realizar el CMT y los
resultados variaron segln los grupos que se manejé en la investigacion.
Para T1, los resultados variaron entre un valor de 0 — 200.000 Rcs/ml,
para T2 y T4 los resultados son de 0 — 200.000 Rcs/ml y 800.000 — 5,000.
000 Rcs/ml, para T3 los resultados fueron 0 — 200.000 Rcs/ml; 400.000 —
1,500.000 Rcs/ml y 800.000 — 5,000.000 Rcs/ml, respectivamente.

Al onceavo dia, al término del experimento se realizo el test de CMT, los
resultados fueron para T1 0 — 200.000 Rcs/ml; 400.000 — 1,500.000
Rcs/ml y de 800.000 — 5,000,000 Rcs/ml, para T2 los resultados variaron
entre un valor de 0 — 200.000 Rcs/ml y de 800.000 — 5,000.000 Rcs/ml,
para T3 los resultados variaron entre un valor de 0 — 200.000 Rcs/ml;
4000.000 — 1,500.000 Rcs/ml; 800.000 — 5,000.000 Rcs/ml 'y > 5,000.000
Rcs/ml y para T4 los resultados fueron de 400.00 — 1,500.000 Rcs/ml;
800.000 — 5,000.000 Rcs/ml y > 5,000.000 Rcs/ml valores que indican
mastitis clinica.

Al realizar el analisis de correspondencia se comprobd que el tratamiento
que presenta menor nimero de células somaticas (negativo) es el T2 (5
ml), esto quiere decir que es el méas efectivo.

El incremento en el conteo de células somaéticas se puede explicar por
ciertos cambios tales como: fase de lactacidn en la que se encuentran los
animales, variacion fisiologica cuando los animales entran en celo,
desajustes en el horario de ordefio, y estrés entre otros.

Se realiz6 estudios bacterioldgicos como son cultivo y antibiograma, esto
nos ayuda a saber con exactitud el agente causal de la infeccion. Al inicio
del tratamiento las bacterias que se determind fueron: Staphylococcus spp
y Staphylococcus aureus. S,aureus es un patégeno muy comdun al hablar
de mastitis subclinica, este se contagia con facilidad, ya sea en las manos

de los ordefiadores o en las pezoneras, por eso es importante la
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desinfeccion antes y después del ordefio. S. spp es un patdgeno
oportunista mas comun es mastitis, se encuentra en la piel del pezén,
provoca una infeccion intramamaria atraves de una infeccion ascendente
por el canal del pezdn. Al final del tratamiento obtuvimos resultados los
cuales fueron Escherichia coli, Staphylococcus spp y Staphylococcus
aureus. E. coli es una bacteria coliformes, que se encuentra en el
ambiente. La infeccion de esta bacteria se da principalmente por el mal
uso de las instalaciones y mala higiene, mal manejo de la glandula
mamaria al momento del ordefio, pezones lastimados y control de

MOsSCas.

4.2 Recomendaciones

e Realizar estudios similares, en otros cantones o provincias, con el fin de
comparar los resultados obtenidos y determinar si existe diferencias
significativas por ubicacion geogréfica.

e Realizar mas investigaciones con el plasma a dosis inferiores y menor
intervalo de tiempo.

e Prolongar el tiempo de tratamiento en dias con la finalidad de determinar
diferencias en los resultados.

e Realizar el tratamiento con plasma autélogo dos veces al dia cada 12

horas.
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ANEXOS

Anexo 1. Interpretacion de los resultados de la Prueba California Mastitis Test

SCORE  SIGNIFICADO DESCRIPCION INTERPRETACION
(Rcs/ml)
N Negativo La mezcla permanece en 0 —200.000
estado liquido
T Trazas Se toma un precipitado en la 150.000 — 500.000
paleta, desaparece pronto
1 Positivo débil Hay un mayor precipitado 400.000 — 1.500.000
pero sin tendencia a formar
gel
2 Positivo evidente | El precipitado se torna denso | 800.000 — 5.000.000
y se concentra en el centro
3 Positivo fuerte Se toma un gel muy denso > 5.000.000
que se adhiere a la paleta
Fuente: Elaborado con base en Ferndndez et al. (2012)
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Anexo 2. Datos de las vacas y conteo de células somaticas.

S CUARTO AFECTADO 8 (©) CMT
0>~ a) O
\;50‘]‘1[8@\0ﬂ < r <z
ﬁfg\Q‘ L E ﬂ
\0?’ AD Al PD PI ** O GRADO CCS/ ml
Sapa X 5 3 + T 150.000 — 500.000
Rita X 5 3 + T 150.000 — 500.000
Grande X 6 4 1 400.000 - 1,500.000
Negra X 6 4 - 1 400.000 - 1,500.000
Dulce Maria X 6 4 - 1 400.000 - 1,500.000
Poly X 5 3 + 1 400.000 - 1,500.000
2011 X X 5 3 + 1 400.000 - 1,500.000
Francisca X X 3 1 - 1 400.000 - 1,500.000
Bonita X X 4 2 - 1 400.000 - 1,500.000
Mimi X X 3 1 - 1 400.000 - 1,500.000
Silvana X X 5 3 + 1 400.000 - 1,500.000
Miriam X X 3 1 - 1 400.000 - 1,500.000
Francia X 3 1 - 1 400.000 - 1,500.000
Gitana X X 5 3 - 1 400.000 - 1,500.000
Pamela X 5 3 - 1 400.000 - 1,500.000
Mariposa X 6 4 + 1 400.000 - 1,500.000
Alegria X 6 4 - 1 400.000 - 1,500.000
Monica X 6 4 - 1 400.000 - 1,500.000
Lola X 3 1 - 1 400.000 - 1,500.000
Sonia X 3 1 + 1 400.0 -1,500.000
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+  Embarazo AD Anterior derecho

- Negativo Al  Anterior izquierdo

T Trazas Pl Posterior lzquierdo
1 Grado 1 de mastitis subclinica CMT California Mastitis Test

Anexo 3. Cultivo — Antibiograma antes del tratamiento — Grupo control

GERMEN CONTAJE DE
IDENTIFICADO COLONIAS

SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE

Sapa +enracimos  Staphylococcus 30.000 Amoxicilina + Metronidazol
Al spp. UFC/mL acido clavulanico Ampicilina
coagulasa Cefepime Fosfomicina Penicilina
negativo Ceftriaxona
Eritromicina
Ciprofloxacina
Rita +enracimos | Staphylococcus 20.000 Ampicilina + - Ampicilina
Al spp. UCF/mL sulbactam Cefepime
Coagulasa Ciprofloxacina Ceftriaxona
negativo Eritromicina Penicilina
Amoxicilina +
acido clavulanico
Fosfomicina
Ménica + Staphylococcus 70.000 Sulfatrimetroprim _ Ampicilina
Pl spp. UFC/mL Eritromicina Metronidazol
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Coagulasa
negativa

Ampicilina +
sulbactam
Amoxicilina +
acido clavulanico

Fosfomicina
Penicilina

Ceftriaxona
Cefurexime
Negra +enracimos | Staphylococcus 20.000 Ciprofloxacina Fosfomicina Metronidazol
Al spp. UFC/mL Ampicilina Ampicilian
Coagulasa Cefepime Penicilina
negativo Ceftriaxona
Ampicilina +
sulbactam
Amoxicilina +
acido clavulénico
Sonia + Staphylococcus 70.000 Ampicilina + sul _ Ampicilina
AD spp. UFC/mL bactam Metronidazol
Coagulasa Penicilina
negativa Sulfatrimetropim

Ciprofloxacina
Ceftriaxona
Cefurexime
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Anexo 4. Cultivo — Antibiograma antes del tratamiento — 5 ml de plasma

GERMEN CONTAJE DE SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
IDENTIFICADO COLONIAS

Francisca + Staphylococcus 20.000 Amoxicilina + Amikacina Metronidazol
Al spp. UFC/mL acido clavulanico Ampicilina
Coagulasa ---Cefepime Fosfomicina
negativa Ceftriaxona
Cefurexime
Sulfatrimetropim
Francisca + Staphylococcus 30.000 Sulfatrimetropim Amikacina Fosfomicina
PD spp. UFC/mL Cefepime Ampicilina
Coagulasa Ceftriaxona Metronidazol
negativa Cefurexime

Amoxicilina +
acido clavulanico

Grande +enracimos  Staphylococcus 30.000 Cefepime - Metronidazol
AD aureus UFC/mL Ceftriaxona Ampicilina
Coagulasa Cefurexime Penicilina
positivo Ciprofloxacina
Amoxicilina
+ &cido
clavuléanico
Ampicilina +
sulbactam
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2011 + Staphylococcus 10.000 Gentamicina Metronidazol
Al spp. UFC/mL Sulfatrimetropim Amoxicilina
Coagulasa Ampicilina
negativa Nitrofurantoina
Claritromicina
Ceftriaxona
Cefurexime
2011 + Staphylococcus 10.000 Ampicilina Metronidazol
PD spp. UFC/mL Sulfatrimetropim Amoxicilina
Coagulasa Nitrofurantoina
negativa Gentamicina
Claritromicina
Cefurexime
Ceftriaxona
Dulce Maria +enracimos | Staphylococcus 40.000 Ampicilina Metronidazol
PD aureus UFC/mL Penicilina Fosfomicina
Coagulasa Ciprofloxacina
positivo Ampicilina +
sulbactam
Cefepime
Ceftriaxona
Amoxicilina +
acido clavulanico
Eritromicina
Miriam + Staphylococcus 10.000 Sulfatrimetropim Metronidazol
PD aureus UFC/mL Nitrofurantoina Ampicilina
Coagulasa Cefepime Fosfomicina
positivo Ceftriaxona
Cefurexime

Ciprofloxacina
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Gentamicina
Miriam Staphylococcus 30.000 Nitrofurantoina - Fosfomicina
Pl aureus UFC/mL Cefepime Metronidazol
Coagulasa Sulfatrimetropim Fosfomicina
positivo Ciprofloxacina
Gentamicina
Ceftriaxona
Cefurexime
Anexo 5. Cultivo — Antibiograma antes del tratamiento — 10 ml de plasma
‘S()S < GERMEN CONTAJE DE SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
soV CP’Q\O IDENTIFICADO  COLONIAS
<
N
Bonita Staphylococcus 10.000 Amoxicilina + - Ampicilina
AD spp. UCF/mL acido clavulénico Metronidazol
Coagulasa Sulfatrimetripim Fosfomicina
negativa Cefepime
Ceftriaxona
Cefurexime
Bonita Staphylococcus 30.000 Amoxicilina + - Metronidazol
PD spp. UCF/mL acido clavulanico Ampicilina
Coagulasa Sulfatrimetripim Cefepime
negativa Ceftriaxona
Cefurexime
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Fosfomicina

Mimi Staphylococcus 20.000 Sulfatrimetropim Ampicilina
AD spp. UCF/mL Gentamicina Penicilina
Coagulasa Amikacina Metronidazol
negativa Ceftriaxona
Cefurexime
Cefepime
Mimi Staphylococcus 10.000 Sulfatrimetropim Ceftriaxona
PD spp. UCF/mL Gentamicina Cefurexime
Coagulasa Amikacina Penicilina
negativa Metronidazol
Cefepime
Ampicilina
Silvana Staphylococcus 90.000 Claritromicina Metronidazol
AD aureus UFC.mL Gentamicina Fosfomicina
Coagulasa Nitrofurantoina Ampicilina
positivo Amoxicilina + Penicilina
acido clavulanico
Sulfatrimetropim
Silvana Staphylococcus 80.000 Nitrofurantoina Penicilina
PD aureus UFC.mL Amoxicilina + Fosfomicina
Coagulasa acido clavulanico Metronidazol
positivo Claritromicina Ampicilina
Gentamicina
Mariposa Staphylococcus 40.000 Sulfatrimetropim Ampicilina
AD spp. UFC/mL Claritromicina Metronidazol
Coagulasa Ampicilina +
negativa sulbactam

Amoxicilina +
acido clavulanico
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Ceftriaxona

Cefurexime
Gitana + Staphylococcus 80.000 Sulfatrimetropim - Ampicilina
AD aureus UFC/mL Gentamicina Metronidazol
Coagulasa Amoxicilina + Fosfomicina
positivo acido clavulanico Penicilina

Claritromicina
Nitrofurantoina

Gitana + Staphylococcus 40.000 Claritromicina - Metronidazol
Al aureus UFC/mL Sulfatrimetropim Fosfomicina
Coagulasa Gentamicina Ampicilina
positivo Nitrofurantoina Penicilina
Amoxicilina +
acido clavulanico
Anexo 6. Cultivo — Antibiograma antes del tratamiento — 15 ml de plasma
GERMEN CONTAJE DE SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
IDENTIFICADO COLONIAS
Staphylococcus 30.000 Sulfatrimetropim Ceftazidime Penicilina
spp. UFC/mL Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina
Coagulasa Claritromicina Metronidazol
negativa Amikacina
Claritromicina
Pamela + Staphylococcus 10.000 Gentamicina - Ampicilina
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Al spp. UFC/mL Sulfatrimetropim Penicilina
Coagulasa Nitrofurantoina Metronidazol
negativa Amikacina Fosfomicina
Ampicilina +
sulbactam
Amoxicilina +
acido clavulénico
Alegria Staphylococcus 120.000 Sulfatrimetropim Ampicilina
Pl aureus UFC/mL Ciprofloxacina Metronidazol
Coagulasa Eritromicina Ceftriaxona
positivo Cefurexime
Ampicilina +
sulbactam
Amoxicilina +
acido
clavulanico
Lola Staphylococcus 100.000 Eritromicina Metronidazol
AD aureus UFC/mL Amoxicilina + Fosfomicina
Coagulasa acido clavulanico Penicilina
positivo Ampicilina + Ampicilina
sulbactam
Sulfatrimetropim
Ceftriaxona
Cefurexime
Francia Staphylococcus 10.000 Sulfatrimetropim Ampicilina
PD spp. UFC/mL Amoxicilina + Metronidazol
Coagulasa acido clavulanico Penicilina
negativa Nitrofurantoina

Amikacina
Gentamicina
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Anexo 7. Grupo control — Antibiotico dependiente del antibiograma

AD

Anterior derecho

Anexo 8. Tratamiento con 5 ml de plasma

O APLICACION DEL CMT CMT
9 ANTIBIOTICO
E = 10/07/2020 | 11/07/2020 | 12/07/2020 | 13/07/2020 | 23/07/2020
E 01/08/2020 A 02/08/2020 A 03/08/2020 @ 04/08/2020 14/08/2020
LéJ 17/08/2020 | 18/08/2020 | 19/08/2020 | 20/08/2020 | 30/08/2020
Sapa v v v Al Al
+ +
Rita 4 v 4 Al Al
+ +
Moénica 4 v v Pl Pl
+ -
Negra v v v Al Al
+ —
Sonia v v v AD AD
+ -
v Aplicacion del tratamiento Al  Anterior izquierdo
CMT California Mastitis Test Pl Posterior izquierdo

S APLICACION DE PLASMA CMT APLICACION CMT
3 DE PLASMA
'-|:'- \% 10/07/2020 11/07/2020 ' 12/07/2020 13/07/2020  22/07/2020 | 23/07/2020
< 01/08/2020 | 02/08/2020 | 03/08/2020 A 04/08/2020  13/08/2020 | 14/08/2020
(|

Francisca v v v Al PD v Al PD
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Grande v v v PD v PD
+ +
2011 4 v 4 Al | PD v Al PD
- + - +
Dulce Maria v v v Pl v Pl
+ +
Miriam v v v PD | PI v PD | PI
- - - +
v Aplicacion del tratamiento Al  Anterior izquierdo
CMT California Mastitis Test Pl Posterior izquierdo
PD  Posterior derecho
Anexo 9. Tratamiento con 10 ml de plasma
O APLICACION DE PLASMA CMT  APLICACION  CMT
g DE PLASMA
E > 10/07/2020 | 11/07/2020 | 12/07/2020 | 13/07/2020 |  23/07/2020 | 10/07/2020
E 01/08/2020 A 02/08/2020 | 03/08/2020 @ 04/08/2020 |  14/08/2020 | 01/08/2020
LéJ 17/08/2020 | 18/08/2020 | 19/08/2020 | 20/08/2020 |  29/08/2020 | 30/08/2020
Bonita 4 v 4 PD | AD v PD | AD
+ - + -
Mimi v v v PD | AD v PD | AD
- - - +
Silvana v v v PD | AD v PD | AD
Mariposa v v v AD v AD
- +
Gitana 4 v 4 Al | AD v Al | AD
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+ + - +
v Aplicacion del tratamiento Al  Anterior izquierdo
CMT California Mastitis Test PD  Posterior derecho
AD  Anterior derecho
Anexo 10. Tratamiento con 15 ml de plasma
O APLICACION DE PLASMA CMT  APLICACION  CMT
Q DE PLASMA
E = 10/07/2020  11/07/2020 | 12/07/2020 | 13/07/2020 = 23/07/2020 | 10/07/2020
E 01/08/2020 ' 02/08/2020 = 03/08/2020 | 04/08/2020 = 14/08/2020 | 01/08/2020
UQJ 17/08/2020  18/08/2020 | 19/08/2020 | 20/08/2020 = 29/08/2020 | 30/08/2020
Poly v v v AD v AD
+ -
Pamela v 4 v Al v Al
+ -
Alegria 4 v v Pl v Pl
+ -
Lola 4 v v AD v AD
+ -
Francia v v v PD v PD

v Aplicacion del tratamiento
CMT California Mastitis Test
AD Anterior derecho

47

Al  Anterior izquierdo
PD  Posterior derecho
Pl Posterior izquierdo




Anexo 11. Conteo de células somaticas

CMT - PRIMER

CMT - CUARTO

CMT - ONCEAVO

DIA DIA CCS/ml DIA CCS/ml
ENT AD Al PD Pl AD Al PD PI AD Al PD PI
Sapa X + 0 — 200.000 + 0 — 200.000
Rita X + 0 —200.000 T 0 —200.000
Grande X + 0 — 200.000 + 0 —200.000
Negra X + 0 —200.000 - 800.000 — 5.000.000
Dulce Maria X + 0 — 200.000 + 0 —200.000
Poly X + 0 — 200.000 - 800.000 - 5.000.000
2011 X | X -+ 800.000 - 5.000.000 -+ 800.000 - 5.000.000
0 — 200.000 0 — 200.000
Francisca X | X -+ 800.000 - 5.000.000 + o+ 0 —200.000
0 — 200.000 0 — 200.000
Bonita X X + - 0 — 200.000 + - 0 — 200.000
800.000 - 5.000.000 800.000 - 5.000.000
Mimi X X - - 800.000 - 5.000.000 @ - + 800.000 - 5.000.000
800.000 - 5.000.000 0 — 200.000
Silvana X X - - 800.000 - 5.000.000 | - - 400.000 — 1.500.000
800.000 - 5.000.000 > 5.000.000
Miriam X X - | - | 800.000 - 5.000.000 - |+ 800.000 - 5.000.000
800.000 - 5.000.000 0 — 200.000
Francia X - 800.000 - 5.000.000 - >5.000.000
Gitana X | X + | + 0 — 200.000 - |+ 800.000 - 5.000.000
0 — 200.000 0 —200.000

48




Pamela + 0 —200.000 + 800.000 - 5.000.000
Mariposa - 400.000 — 1.500.000 0 —200.000
Alegria X | + 0 —200.000 >5.000.000
Monica X + 0 —200.000 400.000 — 1.500.000
Lola + 0 —200.000 400.000 — 1.500.000
Sonia + 0 —200.000 400.000 — 1.500.000
X Indica cuarto afectado Anterior izquierdo +  Positivo al tratamiento

CMT California Mastitis Test
AD Anterior derecho

Posterior derecho

Posterior izquierdo

Anexo 12. Cultivo — Antibiograma después del tratamiento — Grupo control

GERMEN

CONTAJE DE SENSIBLE
IDENTIFICADO  COLONIAS

Negativo al tratamiento

INTERMEDIO RESISTENTE

A\
Sapa - - - -
Al
Rita - - - -
Al
Ménica Staphylococcus 70.000 Ciprofloxacina Ampicilina
Pl aureus UFC/mL Ceftriaxona Penicilina
Coagulasa Cefurexime Metronidazol
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Negra
Al

Sonia
AD

Staphylococcus
Spp
Coagulasa
negativa

40.000
UCF/mL

50

Amikacina
Ciprofloxacina
Ceftriaxona
Cefurexime
Azitromicina

Claritromicina

Ampicilina
Amoxicilina +
acido
clavulanico
Fosfomicina
Eritromicina
Ampicilina +
sulbactam




Anexo 13. Cultivo — Antibiograma después del tratamiento — 5 ml de plasma

‘ﬁos - GERMEN CONTAJE DE SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
sOV CP»C‘O IDENTIFICADO  COLONIAS
o
w
Francisca - - - - -
Al
Francisca - - - - -
PD
Grande - - - - -
AD
2011 Staphylococcus 30.000 Ciprofloxacina _ Metronidazol
Al spp UCF/mL Norfloxacina Fosfomicina
Coagulasa Levofloxacina ampicilina
negativa Ceftriaxona
Cefurexime
Sulfatrimetropim
Eritromicina
2011 - - - - -
PD
Dulce Maria - - - - -
PD
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Miriam + Staphylococcus 60.000 Claritromicina _ Metronidazol
PD aureus UCF/mL Ciprofloxacina Fosfomicina
Coagulasa Eritromicina
positivo Ampicilina +
sulbactam
Sulfatrimetropim
Ceftriaxona
Cefurexime
Miriam - - - - - -
Pl

Anexo 14. Cultivo — Antibiograma después del tratamiento — 10 ml de plasma

GERMEN CONTAJE DE SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
IDENTIFICADO  COLONIAS

Bonita - - - - -

AD -
Bonita + Staphylococcus 60.000 Ceftriaxona _ Fosfomicina
PD spp UCF/mL Cefurexime Penicilina
Coagulasa Levofloxacina Metronidazol
negativa Ampicilina + Eritromicina

sulbactam Ampicilina

Amoxicilina +
acido clavulanico
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Ciprofloxacina

Norfloxacina
Mimi Staphylococcus 200.000 Cirpofloxacina -- Ampicilina
AD spp UCF/mL Norfloxacina Metronidazol
Coagulasa Levofloxacina Fosfomicina
negativa Ampicilina + Penicilina
sulbactam Eritromicina
Amoxicilina +
acido clavulénico
Ceftriaxona
Cefurexime
Mimi - - - -
PD
Silvana Staphylococcus 10.000 Gentamicina Sulfatrimetropim
AD spp UCF/mL Ciprofloxacina Metronidazol
Coagulasa Norfloxacina Fosfomicina
negativa Ceftriaxona
Cefurexime
Ampicilina +
sulbactam
Silvana Staphylococcus 100.000 Ceftriaxona Fosfomicina
PD spp UCF/mL Cefurexime Metronidazol
Coagulasa Ciprofloxacina Sulfatrimetropim
negativa Norfloxacina
Gentamicina
Ampicilina +
sulbactam
Mariposa Staphylococcus 10.000 Sulfatrimetropim Ampicilina
AD spp UFC/mL Claritromicina Metronidazol
Coagulasa Ampicilina +
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negativa

sulbactam
Amoxiciolina
Ceftriaxona
Cefurexime
Ciprofloxacina

Gitana
AD

Staphylococcus
aureus
Coagulasa
positivo

240.000
UCF/mL

Ceftriaxona
Cefurexime
Claritromicina
Fosfomicina
Ciprofloxacina
Norfloxacina
Eritromicina
Sulfatrimetropim
Ampicilina +
sulbactam

Ampicilina
Metronidazol
Penicilina

Gitana
Al

Anexo 15. Cultivo — Antibiograma después del tratamiento — 15 ml de plasma

‘ﬂoS < GRAM GERMEN CONTAJE DE SENSIBLE
30‘] C\o IDENTIFICADO COLONIAS
e
N

INTERMEDIO RESISTENTE

A\
Poly + Staphylococcus 80.000 Ciprofloxacina
AD spp UCF/mL Norfloxacina
Coagulasa Ceftriaxona

Metronidazol
Fosfomicina
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negativa Cefurexime
Sulfatrimetropim
Eritromicina
Ampicilina +
sulbactam
Pamela Staphylococcus 30.000 Ciprofloxacina Fosfomicina
Al spp UFC/mL Norfloxacina Sulfatrimetropim
Coagulasa Levofloxacina Ampicilina
negativa Ceftriaxona Metronidazol
Cefurexime
Ampicilina +
sulbactam
Amoxicilina +
acido clavulanico
Alegria Staphylococcus 20.000 Amoxicilina Ampicilina
Pl spp UFC/mL Amoxicilina + Metronidazol
Coagulasa acido clavulanico Penicilina
negativa Ciprofloxacina
Gentamicina
Amikacina
Ampicilina +
sulbactam
Lola Staphylococcus 60.000 Fosfomicina Gentamicina
AD spp UFC/mL Ciprofloxacina Ceftriaxona
Coagulasa Amikacina Sulfatrimetropim
negativa Ampicilina
Ampicilina +
sulbactam
Eritromicina

Metronidazol
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Francia
PD
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GRAFICOS

Grafico 1. Realizacion de la prueba de CMT

Fuente: 1 — 4 elaborado por la autora (2020).

1. Ordeiar los primeros chorros de leche y eliminar.

2. Ordefiar dos cc de leche en cada pocillo del test. Inclinar la paleta para eliminar
el exceso de leche.

2. Se mezcla el reactivo con la leche, moviendo la paleta en forma circular durante
10 segundos.

3. Interpretacion de resultados.
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Grafico 2. Laboratorio — Cultivo y Antibiograma

2.1.Cultivo
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Fuente: 1 — 6 elaborado por la autora (2020).

1. Se coloca la leche en micro tubos con ayuda de una pipeta y se rotula.

2. Se prepara los Agares base sangre y MacConkey.

3. y 4. Con la ayuda de un hisopo se empapa de leche y se coloca en un cuadrante
de la caja Petri. Con el asa bacterioldgica se realiza la se siembra en todos los
cuadrantes del Agar.

5. Una vez finalizado la siembra se tapa la caja Petri, se identifica la muestra y se
incuba a 37 °C de 24 a 48 horas.

6. y 7. Se observa crecimiento de colonias.
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2.2.Antibiograma
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Fuente: 1 — 6 elaborado por la autora (2020).

1. Se prepara el Agar Mller Hinton en caja Petri.

2. Se enciende el mechero de alcohol.

3. Realizar la siembra junto al mechero, esto para evitar contaminar y eliminar
carga bacteriana.

4. Tapar la caja Petri momentaneamente.

5. Se coloca los discos de antibioticos con ayuda de una pinza, se identifica la
muestra y se incuba a 37 °C de 18 a 24 horas.

6. Interpretacion de resultados.

Graéfico 3. Extraccion de sangre
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Fuente: 1 —5 elaborado por la autora (2020).

Se localiza la vena yugular.

Se esteriliza la zona para realizar la puncion.

Se extrae la sangre.

Se retira la aguja e inmediatamente colocamos algoddn con alcohol.

Se coloca la sangre en tubos con citrato de sodio.
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Gréfico 4. Laboratorio — Plasma

M W e

Fuente: 1 —5 elaborado por la autora (2020).

Se coloca los tubos en una gradilla, previamente rotulados.

Las muestras se coloca en una centrifuga a 2.500 rpm durante 10 minutos.
Teniendo como resultado de 2 a 3 ml de plasma enriquecido en plaquetas.

Se separa el plasma por pipeteado a otro tubo de plastico dentro de los primeros

30 primero minutos de post- extraccion
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5. Plasma separado y colocado en tubos con anticoagulante (citrato de sodio).

Gréfico 5. Aplicacion de plasma

Fuente: 1 — 4 elaborado por la autora (2020).
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Una vez terminado el ordefio se procede a colocar la sonda intramaria.

Se espera un momento hasta que deje de salir leche.

Se coloca la jeringa con plasma en la sonda intramaria.

Se introduce poco a poco el plasma, para evitar dafios en el pezén. Al final se
saca con cuidado la sonda y se da leves masajes al pezon.
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