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HESUMEN .

CAMBIOS CITOPATOLOGICOS EN LECHE DE BOVINOS CON MASTITIS
ESPONTANEA ASOCIADA CON DIFERENTES MICROORGANISHMOS.

Mingller Miranda, Rubén Evaristo.

Asesores: M.V.Z. Salvador Avila T.
M.V.%2. Hedberto Ruiz S.
M.V.Z. Martha Merino M.

La finalidad del presente trabajo fue la de determi--
nar los cambios citoldgicos en leche de vacas con masti—e
tis esponténea asociada con uno o varios microorgenismos.
El trabajo se realizd con 208 muestras de leche provenien
tes de 52 vacas en produccidn, de un establo del Distrito
Federal, a las cuales se les hizo un examen bacterioldgi-
co y una cuente diferencial de células somfticas. En el -
81.25 % de las muestras de leche, se encontreron resulta-—
dos positivos al examen bacterioldgico, de esto el 45.20%
tuvieron mds de 100 UFC/0.01 ml considerdndolas provenien
tes de animales con mastitis y el 36.05 % de estas mues--
tras tuvieron menos de 100 UFC/0.01L ml procedentes de va-
cas con pezonitis. Las bacterias ubre-patdgenas mds fre--
cuentemente aisladas fueron Streptococcus agalactise -~ -~
(53.80 %) y Staphylococcus aureus (22.23 %); en menor pro
porcidn se identificd Corymebacterium bovis (9.94 %), - -
Streptococcus dysgalactiae (9.36 %), Micrococcus sp. - =
(2.92 %) y Staphylococcus epidermidis (1.75 $). En la ma-
yorfia de las leches negativas (84.62 #) a crecimiento bac
teriano, no se encontraron células suficientes para reali
zar una cuenta diferencial y en las que fue posible hacer
lo (15.38 &) se encontraron principalmente neutréfilos, -
seguidos de linfocitos, células epiteliales y escasos mo-
nocitos. Ue lag muestras donde se aisiaron bacteriss ubre
-patdgenas, en la cuenta diferencial predominaron los neu
trdfilos, sisuiendo ern orden decreciente los linfocitos,-
cllulne eniteliales, monccitos y cogindfiloo, ¥n lag in--
feceiones asociadns a Corynebeeteriun wovio y Streptoco—-
ceun dycpnlnetine el worcentaje de neuwtrdfilos fue mayor
aue ol swoervado en otrac infeccioncs, nunaue eobn dife--
renein no fuc simifiertiva cotadfoticrnente. Go encontrn
ran vo Wounc diferencios entre lan boeterias ubro-potdge-
ane nicindrna y el tivo de ediolac rrocentes en Lo leenoj-
nersn oo o3 taennente eotne waferonerns namroes fucrdn -
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I. Introduccidn.

La mastitis en ganado lechero produce una reduccidn en la
produccién de leche que puede ser desde 1.3% hasta un 25% (2,
5,7,11,12,20,29) y otras pérdidas econdmicas debidas a: cos-
tos de medicamentos, servicios veterinarios y un mayor nime-

ro de reemplazos (19).

Cobo (9) reporté que las vacas que han contrafdo la masti-
tis, sobreviven en el hato uUnicamente 3.3 lactaciones en pro-
medio y tienen 5 veces mds probabilidades de ser desechadas

que aquellas que se han mantenido libres de la enfermedad.

Segin Jain (16) las bacterias principalmente asocisdas a
problemas de mastitis en bovinos son los estreptococos, esta-

filococos y coliformes, y ocasionalmente otros tipos de patd-

genos.

Verhoeff (28) menciona que cuando se aislen mids de 100 uni
dades formadoras de colonias (UFC) por 0.01 ml de muestra de
leche debe considerarse mastitis y cuando se encuentre menos

de 100 UFC/0.01 ml se considera como pezonitis.

Algunos microorganismos ubre-patdgenos que penetran a la
g£ldndula, ocasionan una reaccidn inflamatoria con atraccidn
de células sanguineas, ademds de alteraciones degenerativas

extensas en el epitelio y posteriormente necrosis (22).

Galli (13) ha encontrado que en las infecciones con Sta~—-—

phylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y otros estrepto

cocos predominan los neutréfilos en la leche. Sin embargo, o-
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tros investigadores consideran que en la mastitis estreptocdg
cica predominan los mononucleares (15). En vacas con brucelo-
sis o tuberculosis, se han encontrado en la leche células gi-

gantes polinucleadas (3).

Es posible que la reaccidn citoldgica de la glédndula mama-
rie varfe con relacidn al agente causal de la infeccidn. La
finalidad del presente trabajo fue la de determinar los cam-—
bios citolégicos en leches de vacas con mastitis esponténea a

sociada con uno o varios microorganismos.
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IT. Material y métodos.

l. Toma de muestras.

Fl trabajo se realizd con 208 muestras de leche provenien
tes de 52 vacas en produccién, ordefiadas manualmente en un es

tablo del Distrito Federal, México.

Antes de colectar las muestras de los cuartos de las va-
cas, los pezones se desinfectaron con alcohol et{lico al 70 %
(V/V) y posteriormente se obtuvieron 10 ml de leche en cada
uno de dos tubos de vidrio de 16 X 100 mm con tapén de baque-
lita esterilizados. Los tubos se identificaron y colocaron en
tre trozos de hielo, uno de los tubos fue utilizedo para rea-
lizar el anélisis microbiolégico y el otro para hacer la cuen

ta diferencial de células somdtices.

2. Anélisis microbjoldgico.

El cultivo, aislemiento e identificacidn de las bacterias
ubre-patdgenas y cuenta de unidades formedoras de colonias -
(UFC) se realizé de acuerdo con los procedimientos descritos
por Brown, et. al. (6), cuando se utiliza un inéculo de 0.0l
ml de muestra, en 1/4 de una caja de Petri de 10 cm de didme-~
tro. Se consideraron mastitis cuando se aislaron mds de 100

UFC/0.01 ml y pezonitis con menos de 100 UFC/0.01 ml (14,28).

3. Cuenta diferencisl de células somidtican.

La cuenta diferencial se realizd utilizando el método de

Schalm (23) modificade por Huiz', se centrifugé 10 ml de le-

* nuiz, S.H. Comunicacidn personnl.
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che, a 1800 RPM durante 10 minutos, se removid la capa supe~
rior de grasa y se decantd le leche; con el sedimento resul-
tante se hizo un frotis en una laminilla de vidrio de 26 X 76
mm y posteriormente se desgrasd; la variacidén a la técnica bd
sicamente consistid en que después del desgrasado, la lamini-

1lla es tefiida con el colorante azul de metileno nuevo.

4. Integracidn y evaluacidn de los resultados.

Con los resultados obtenidos en la cuenta diferencial en
relacién con las bacterias aisladas y el nidmero de UFC/0.01
ml, as{ como con las muestras negativas al examen bacteriold-
gico; se procedid a sacar la media estadistice (X) y desvia-
cidn estdndar (DS). Posteriormente para observar si existfa
alguna diferencia significativa estad{sticamente, entre lo odb
tenido en el andlisis microbiolégico y el porcentaje de célu-

las som&ticas en la leche, se realizd un andlisis de varian-

Za. .



IITI. Resultados.

Se encontrd que en 208 muestras de leche de 52 vacas de
un establo del D.F. 39 (18.75 %) fueron negativas al examen
bacterioldgico, 75 (36.05 %) tuvieron menos de 100 UFC/0.01
ml y 94 (45.20 %) tenfan mds de 100 UFC/0.01 ml. De las 94
muestras de leche con mds de 100 UFC/0.01 ml, se encontraron
solamente dos con 2 especies diferentes de microorganismos,

haciendo un total de 96 aislamientos (ver cuadro 1).

Cuadro 1. Crecimiento de bacterias, aisladas a partir de
208 muestras de leche de vacas Holstein.

UFC/0.01 ml No. de muestras No. de aislamientos

Negativo 39 -

< 100 75 75

> 100 94 96

Total 208 171

UFC= Unidades formadoras de colonias.

La bacteria ubre~patégena aislada con mayor frecuencia

fue Streptococcus agalactize en 92 de los 171 aislamientos -

(53.80 %), seguido por Staphylococcus aureus en 38 de éstos
(22.23 %), Corynebacterium boyis en 17 (9.94 %), Streptococcus
dycgalactiae en 16 (9.36 %), Micococcus sp. en 5 (2.92 %) y
Staphylococcus epidermidis en 3 (1.795 %) (ver cusdro 2).

En 96 de los 17L aislemientos (56.14 %) hubo mds de 100
URC/0.0L ml de leche, considerindese provenientec de animales
con mastitic y en 75 de édotos (43.95 #) hubo menos de 100 =
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UFC/0.01 ml considerdndose procedentes de animales con pezoni

tis (ver cuadro 3).

En 33 de las 39 muestras negativas al examen bacteriold-
gico (84.62 4), no se pudo realizar la cuenta diferencisl de-~
bido al escaso nimero de células en el frotis; y en el resto
(15.38 %) se encontré que en el diferencial de células somdti
cas predominaron los neutrdfilos (53.33%21.67) seguidos por
linfocitos (25.33%¥15.92), células epiteliales (19.17%11.14) y

monocitos (2.1752.23) (ver cuadro 4).

En 7 de 1as 75 (9.33 #) muestras de leche que al estudio
bacterioldgico tuvieron menos de 100 UFC/0.01l ml, no fué posi
ble realizar la cuenta diferencial de células somdticas, debi

do al escaso ndmero de &stas en el frotis.

En las muestras donde se identificé Streptococcus agalac-

tiae, se observd que en la cuenta diferencial predominaron los
neutréfilos (58.31516.49), siguieron los linfocitos (25.76% -
18.76), células epiteliales (14.28%8.67), monocitos (1.41%2,29)
y eosinéfilos (0.24%0.88)(ver cuadro 4).

Las muestras de donde se aisld Staphylococcus aureus los

resultados de la cuenta celular fueron similares en cuanto =
los neutréfilos (57-31:19.80); lo3s linfocitos aumentaron - -
(31.34122.72), las células epiteliales digminuyeron (10.43% -
3.23); los monocitos (0.83%1.34) y eosindfiles (0.0920.37) -

también dicminuyeron (ver curdro ).

Comparativomente, en loo cagno donde el macrorgoenicms =

identificade fudé Corynebneteriwa bsvig, en la euentn darferea-
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cial el porcentaje de neutréfilos aumentd (73.29f16.02) y dis
minuyd el de linfocitos (13.82i11.65); en las células epite~
liales (11.47%6.84), monocitos (1.35%2.29) y eosinéfilos — -
(0.0620.24) 1los resultados de la cuenta celular fueron seme-

jantes a los que se obtuvieron en las muestras donde se aislé

Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus (ver cuadro

4).

Una situacidén similar a la encontrada en C. bovis se ob-
servé cuando se identificd Streptococcus dysgalactiae, en don
de el porcentaje de neutrédfilos fue de 77.00 (:12.14), linfo-
citos 13.25 (:10.10), células epiteliales 7.94 (i3.92), mono-—
citos 1.75 ($1.73) y eosinéfilos 0.06 (£0.25) (ver cuadro 4).

El nimero de aislamientos de Micrococcus sp.(5 de 171) y

Staphylococeus epidermidis (3 de 171) fue insuficiente para

considerar la cuenta diferencial celular de manera, significa

tiva.

Cuzndo se identificd Stzphylococcus aureus en un nimero
mayor a 100 UFC/G.Ol ml Ge leche, los neutrdfilos (53.62% -
20.02) disminuyeron en comparacidn con los resultados obteni-
dos cuando existfsn menos de 100 UFC/0.01 ml, donde el porcen
taje de neutréfilos fué de 52.86 (Z18.79); lo contrario se od
servé con Corynebacterium kovis, donde el mayor porcentaje de
neutréfilos (79.63:11.38) se encontrd en los casos donde hubo

nfs de 100 UFC/G.CL ml (ver cuadro 4).

By £ de logc vaces muectrendns (3.84 4) oce encontrd un e~

lovnde voreentnje de lanfecitso. Bn el primer caco Se onesi-

tré un vromedio de 87 # ae lanfocitos, ciendo el mrersorionig
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mo aislado Stavhylococcus aureus en tres de los cuartos (en -

nimero mayor de 100 UFC/0.0l ml) y Streptococcus agalactiae

en el cuarto restante (menos de 100 UFC/0.01 ml); en el segun
do caso se observé un 77 % de linfocitos, de donde se aisld -

Streptococcus agalactiase de todos los cuartos, encontrindose

en un cuarto méds de 100 UFC/0.01 ml y en el resto menos de -
100 UFC/0.01 ml.

En el andlisis de varisnza que se realizéd para observar
si existiaz alguna diferencia estadf{sticamente significativz,
entre lo obtenido en el andlisis microbioldgico y el morcenta
je de células somdticas en la leche, la Fc fué de 0.32 y la

Ft de 2.09.
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Cuzdro 2. Microorganismos aislados de leches de 52 vacas Holstein

de un establo del Distrito Federal, México.

Microorganismo

No. de aislamientos

% de aislamientos

Streptococecus

agalactiae

Staphylococcus
aureus

Corynebacterium
bovis

Streptococcus
dysgalactiae

Micrococcus
sp

Staphylococcus
epidermidis

92

38

17

16

53.80

22.23

9.94

9.36

2.92

1.75

Total

171

100.00
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Cuadro 3. Microorganismos aislados a partir de leches de 52 vacas

Holstein en relacidén al ndmero de UFC por 0.0l ml de -

muestra.
Microorganismo |Ndmero de >100 UFC/0.01 ml {<100 UFC/0.0% ml
aislamientos No. % No. %
S. agalactiae g2 47 51.09 45 48.91
S. aureus 38 21 55.26 17 44.74
C. bovis } 17 8 47.06 9 52.94
S. dysgalactiae ; 16 16 100.00 - -
lMicrococcus sp f 3 60.00 2 40.00
S. epidermidis | 33.33 2 | 66.66
Total Y 1 9 | 54.14 75 | 43.86
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Cuadro 4. Andlisis de la cuenta diferencial de células somdticas de leches de

52 vacas Holstein con diferentes microorgenismos ubre-patégenos.

Microorganismo [No. de |Neutrdfilos|{Linfocitos [Cels. epit.|Monocitos|Eosinof.

y UFC/0.01 ml |muestras| X % Ds X Ips X ¥ ps XIos | X%ps

S. agalactiae 88 58.31%16.49 [25.76318.76{14.28% 8.67|1.41%2.29 |0.24%0.88
- > 100 UFC 47 59 .04315.59 | 25.51316.76{13.81% 7.09(1.40%2.44 |0.23%1.08
- < 100 UFC 41 |57.46%17.63(25.39%21.04]14.83210.26|1.41%2.14 |0.24%0.58
S. aureus 35  [57.31%19.80(31.34%22.72]/10.43% 3.23)0.83%1.340.09%0.37
- > 100 UFC 21 |53.62%20.02|35.48%24.27{10.14% 3.18(0.76%1.48 -

- < 100 UFC 14 162.86%18.79 125.14816.,3610.86% 7.40[0.93%1.14]0.2150.58
C. bovis 17 |73.29%16.0213.82%11.65(|11.47% 6.84|1.35%2.29 |0.06%0.24
- > 100 UFC 8 [79.63%¥11.38(10.25% 8.22{ 8.75% 3.54|1.25%1.75(0.13%0.35
- < 100 UFC 67.67518.01 |17.00213.71]13.89% 8.28{1.44%2.79 -

S. dysgalactise | 16 77.00512.14 [13.25%10.10( 7.94% 3.92|1.75%1.73{0.06%0.25

(> 100 UFC)
Negativos 6 [53.33%21.67 [25.33%15.92(19.27811 .14 |2.17%2.23 -

X = Media.

DS = Desviacidén esténdar.
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IV. Discusidn.

Se encontré que de las 208 muestras de leche 39 (18.75 %)
eran negativas al examen bacterioldgico, 75 (36.05 %) tenian
menos de 100 UFC/0.01 ml (pezonitis) y 94 (45.20 %) tuvieron
més de 100 UFC/0.01 ml (mastitis). Para obtener la frecuencisa
de pezonitis (36.05 %) se considerd Unicamente el nidmero de
UFC/0.01 ml de leche; es posible que algunas de éstas mues-
tras deberien haber sido consideradas dentro del grupo de a-
nimales con mastitis, ya que las bacterias en una suspensién
1iguida se encuentran distribuidas al azar (6); Verhoeff (28)
encontré que més de 100 UFC/0.01 ml en el 100 % de los casos
indiceban una mastitis y que menos de 100 UFC/0.01 ml, aproxi
madamente el 50 % de las ocasiones indicaba una pezonitis. La
prevalencia de mastitis (45.20 %) fué alta, esto se atribuyé
a que en el establo no se contaba con un programa de control
de la enfermedad; Schultz et. =2l. {24), han encontrado que en
establog sin aplicacidn de desinfectantes en los pezones post
ordefio, o tratamiento de los animales en el secado, tienen -

una frecuencia de la enfermedad de aproximadamente un 50 %.

Los microorganismos ubre-patégenos mds frecuentemente ais

lados fueron Streptococcus agaslactiae (53.80 %) seguidos en

oxden decreciente por Staphylococcus aureus (22.23 %), Cory-
nebacterium bovis (9.94 #), Streptococcus dysealactiae - -
(9.36 %), Micrococcus sp. (2.92 #) y Staphylococcus epidermi-

dis (1.75 #). Los estreptococos y estafilococos son los micro

organismog ubre-patdgenos mds comunes; Jain (16) menciona aue
la mastitis ec producida principalmente por estos microorga-

niomeg.
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El microorganismo Corynebacterium bovis fué aislado en 17
de 208 (8.17 %) de las muestras; en 8 de ellas (3.84 %) se en
contré en mds de 100 UFC/0.01 ml (mastitis). C. bovis es usual

mente considerado como sapréfito (4,8), sin embargo Cobb y Wa

lley (8) encontraron el microorganismo en el 31 % de 2772 mues
tras de leche en 14 hatos; Bourland (4) encontré 11 casos de
mastitis clinice debida a este microorganismo en 60 vacas en

un periddo de 6 meses. La mastitis asociada a Corynebacterium

bovis en éste hato se puede atribuir a que en la época de 1llu
vias en que se colectaron las muestras de leche, los corrales
estaban muy sucios y los enimales se infectan mds frecuente-
mente con bacterias ubre-~patégenas que se encuentran amplia-

mente distribuidas en la naturaleza, como el C. bovis.

De las 39 muestras negativas al aislamiento bacteriano, en
33 de éstes no fué posible reslizar la cuenta diferencial por
el escaso nimero de células en el frotis, y en las 6 en que se
realizé la cuenta celular predominaron los neutrdéfilos segui-
dos en orden decreciente por linfocitos, células epiteliales ¥y
monocitos. Esto difiere con algunos investigadores (13,21,27,
30), guienes mencionan que la leche de gldndulas mamarias nor
males contienen predominantemente células epiteliales con al-
gunos linfocitos y monocitos; sin embargo, existe evidencia re
ciente, de que la mayorie de células presentes en la leche noxr
mal son macréfagos, polimorfonucleares, linfocitos y escasas

células epiteliales (10).

Cuando se aigld Streptococcus agalactiae fueron mds abun-

dentes los neutrdéfilos, semejante a lo comunicado por Galli -
(13) y diferente a lo mencionado por Hadwen (1Y) auien mencio
na que el oprincipal tipo de célulac en dstns infeceiones ocon
mononucleares,
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En los casos donde se identificd Staphylococcus aureus -

también predominaron los neutréfilos, similar a lo citado por
Adler (1) y Hadwen (15) quienes mencionan que en la leche con

infecciones asociadas a estafilococos predominan los neutréfi

los.

En cuanto a Corynebacterium bovis, en la cuenta celular,

fué mayor el porcentaje de neutréfilos, en comparacidn con lo

obtenido cuando se aisldé Streptococcus agalactise y Staphylo-

coccus aureus; esta reaccidn se puede atribuir a que este ti-

po de microorganismo causa una reaccién supurativa con forma-
cién de pus en grandes cantidades, similar a lo que sucede en

las infecciones asociadas a Corynebacterium pyogenes (17,18,

25).

En el presente trabajo es muy posible que algunas células
consideradas como epiteliales hayan sido macréfagos, ya que -
existe una gran similitud histoldgica de estos dos tipos de -
células ya sea con o gin lipidos; Chee-Seong (10) usando mi-
croscopia electrdnica ha encontrado que las principales célu-
las en leche de gldndulas mamarias sanas son los macréfagos,
linfocitos, polimorfonucleares, y con muy pocas células epite

liales.

BEn lo referente a Streptococcus dysgalactiae, de los 16

aislamientos cue hubo, todos ellos fueron en nimero mayor a

100 UrG/0.01 ml, y al igual aque en Corynebacterium bovis tu-

vieron un elevado porcentaje de neutréfilos; G6alli (13) men-
ciona cue en ies infecciones uvor estreptococos vredominsan loo

nolimorfonucleares; la causa del sumento de neutrdfilos no ce

encontrs.
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En los casos donde se aisldé Staphylococcus aureus en més

de 100 UFC/0.01 ml, los neutrdfilos'disminuyerOn-en la cuenta
celular, en comparacidén con los resultados obtenidos cuando -
exist{an menos de IOOVUFC/O.Ol ml. Con Corynebacterium bovis
sucedid lo contrario, en donde el mayor porcentaje de neutré-
filos se encontrd donde habia mds de 100 UFC/0.0L ml; no se

determiné la causa de dichas variaciones.

En 8 de las 208 (3.84 %) muestras se encontré un elevado
porcentaje de linfocitos (mds de 75 %); aunque no se determi-
né la causa, Theilen (26) menciona que altas cuentas de linfo

citos y monocitos no clasificados, fueron hallados en linfo-

sarcoma.

Con respecto al resultado obtenido en el andlisis de va-
rianza (Fc= 0.92 y Ft= 2.09), nos indica que no existe ningu-—
na diferencia estadisticamente significativa, entre lo obteni
do en el andlisis microbiolégico y el porcentaje de células

somdticas presentes en la leche.



V. Conclusiones.

En 169 de 208 (81.25 %) muestras de leche provenientes de
un establo del Distrito Federal, se encontraron resultados po
sitivos al examen bacterioldgico; 94 de las muestras (45.20%)
tuvieron mds de 100 UFC/0.0l ml (mastitis) y 75 (36.05 %) me-~
nos de 100 UFC/0.01 ml (pezonitis).

Las bacterias ubre-patégenas mds frecuentemente aisladas
fueron Streptococcus agalactiae (53.80 %) y Staphylococcus
sureus (22.23 %); en menor proporcién se identificé Coryne-
bacterium bovis (9.94 %), Streptococcus dysgalactime (9.36%),
Micrococcus sp. (2.92 %) y Staphylococcus epidermidis — - =
(1.75 %).

En la meyorfa de las leches negativas (84.62 %) a creci-
miento bacterianc, no se eacontraron células suficientes para
reglizaxr una cuenta diferencial y en las que fue posible ha-
cerlo (15.38 4) se encontraron principalmente neutréfilos, se

guidos de linfocitos, células epiteliasles y escasos monocitos.

De las muestras donde se aislaron bacterias ubre-patdgenas,
en la cuenta diferencial predominaron los neutréfilos, siguien
do en orden decreciente los linfocitos, células epiteliales,

monocitos y eosindfilos.

En las infecciones asociesdas a Corynebacterium bovis y

Streptococcus dyegalactiae el porcentaje de neutrdfilos fue

mayor gue el obgervado en otras infecciones, aungue ecta dife-

rencia no fue significativa estad{sticamente.
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Se encontraron pequefias diferencias entre las bacterias
ubre-patdgenas aisladas y el tipo de células presentes en la
leche; pero estadisticamente estas diferencias tampoco fueron

significativas.
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