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Producdo de biofilmes por Staphylococcus spp. em
vacas com mastite tratadas com homeopatia

Luiz Francisco Zafalon'

Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da Cunha?
Teresa Cristina Alves?®

Elka Machado Ferreira*

Resumo - No Brasil, a homeopatia é a principal forma de controle da mastite em rebanhos
organicos. Entretanto, desconhece-se a capacidade desse tipo de tratamento de controlar
bactérias patogénicas relevantes a saude animal e humana, como aquelas do género
Staphylococcus. Esses micro-organismos apresentam fatores de patogenicidade, como a
produgdo de biofilmes e questiona-se a possibilidade de essas bactérias permanecerem na
glandula mamaria de vacas tratadas com homeopatia, mesmo apdés o uso destas terapias
alternativas. Assim, buscou-se investigar Staphylococcus spp. em leite de vacas com tratamento
homeopatico contra a mastite e a formacgéo in vitro de biofilmes por esses patdégenos. As vacas
lactantes foram divididas em dois grupos antes do inicio do experimento, com e sem tratamento
homeopatico. A pesquisa de produgao de biofilme foi feita pelo método de aderéncia em placa de
poliestireno, baseando-se na leitura da Densidade Optica (DO) do material aderente produzido
pela bactéria. As amostras foram classificadas em trés categorias: Ndo Aderente (NA); Fraco
Aderente (FRA); Forte Aderente (FOA). Os resultados foram analisados com o uso do teste
do Qui-quadrado para investigar a associagéo entre o tratamento e a produgéo de biofilmes. A
Odds ratio foi calculada para estabelecer se as chances de produgao de biofilmes eram maiores
em um ou em outro grupo de animais. A espécie de maior ocorréncia nos grupos nao tratado
e tratado do decorrer do estudo foi S. aureus, 42,5% e 31,9% respectivamente. No grupo nédo
tratado, duas (5%) espécies isoladas apresentaram forte aderéncia, S. epidermidis e S. warneri.
Nos animais tratados com homeopatia, nove (13%) isolados foram classificados como forte-
aderentes, destes, cinco (55,6%) eram S. epidermidis. As chances de aparecimento de biofilmes
em Staphylococcus isolados em vacas tratadas foram maiores que no grupo néo tratado. A
capacidade de producéo de biofilmes permaneceu como um fator de patogenicidade nas cepas
de Staphylococcus isoladas no leite de vacas com mastite subclinica tratadas com homeopatia.

Termos para indexagao: Qualidade do leite, sanidade animal, glandula mamaria.

Médico Veterinario, pesquisador da Embrapa Pecuaria Sudeste. luiz.zafalon@embrapa.br
Bidloga. mirs.cunha@unesp.br

Médica Veterinaria, pesquisadora da Embrapa Pecuaria Sudeste. teresa.alves@embrapa.br
Médica Veterinaria. elka.ferreira@hotmail.com
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Staphylococcus spp. biofilm production in cows
with mastitis treated with homeopathy

Abstract — The homeopathy is the main form of mastitis control in organic herds
in Brazil. However, this treatment’s ability to control pathogenic bacteria relevant
to animal and human health such as Staphylococcus in unknown. Staphylococci
present pathogenicity factors, such as the production of biofilms, and the possibility of
these bacteria remaining in the mammary gland of cows treated with homeopathy is
questioned, even after the use of these alternative therapies. This study investigated
Staphylococcus spp. in the milk of cows treated with homeopathy and the in vitro
formation of biofilms by these pathogens. The cows were divided in two groups: treated
and untreated with homeopathy. The biofilm was characterized phenotypically by the
adhesion method on polystyrene plates. The samples were classified as: (a) Non-
adherent; (b) Weakly adherent; and (c) Strongly adherent. The results were analyzed
using the Chi-square test to examine the association between treatment and biofilm
production. The odds ratio was calculated to determine if one group of animals had a
higher chance of producing biofilms than the other. S. aureus was the species with the
highest occurrence in the untreated and treated groups during the study, i.e., 42.5%
and 31.9%, respectively. In the untreated group, 2 (5%) bacteria presented strong
adherence, S. epidermidis and S. warneri. The nine species (13%) identified in the
cows treated with homeopathy were classified as strongly adherent, and five (55.6%)
of them were S. epidermidis. The odds of isolating Staphylococcus biofilms in treated
cows were higher than in the untreated group. The capacity of biofilm production
remained a pathogenicity factor in Staphylococcus strains isolated in the milk of cows
with subclinical mastitis treated with homeopathy.

Index terms: Milk quality, animal health, mammary gland.
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Introducao

A homeopatia é conhecida por ser uma terapia alternativa no tratamento
da mastite bovina e tem despertado o interesse de técnicos e produtores
(BARBOSA; NERO; AMBROSIO, 2013), em um momento em que 0s
consumidores cada vez mais exigem uma produgao de alimentos livres de
residuos téxicos e métodos de criagao que levem em consideragao aspectos
humanitarios e ndo agressivos aos animais € ao meio ambiente (PIRES,
2005).

O género Staphylococcus esta envolvido em aproximadamente 50% dos
casos de mastite bovina, com prevaléncia de S. aureus nas formas subclinica
e clinica (RADOSTITIS et al., 2007; TURKYILMAZ et al., 2010; UNAL;
CINAR, 2012; MELLO et al., 2016). Outras espécies de Staphylococcus
também podem causar a doenga, como as negativas na prova da coagulase,
tais como S. hyicus, S. chromogenes, S. xylosus, S. sciuri, S. warneri, S.
simulans e S. epidermidis (HAMADANI et al., 2013).

A sobrevivéncia dos patdgenos bacterianos as condi¢gdes adversas
impostas pelo ambiente é possivel pela expressao de seus diferentes fatores
de viruléncia (THANERT et al., 2017), cujas fungdes primarias séo inibir as
respostas imunitarias do hospedeiro e contribuir para patogénese da mastite
(UNAet al., 2012).

Dentre os fatores de viruléncia de Staphylococcus spp., podem ser citados
os biofilmes, constituidos por bactérias que estdo aderidas a uma superficie
e envolvidas por uma matriz de polimeros orgénicos de natureza proteica ou
polissacaridica, denominados glicocalice (COSTERTON; STEWART PHILIP;
GREENBERG, 1999). A presenca de biofilmes contribui para a manutencao
de espécies estafilocdcicas no interior da glandula mamaria e interfere nas
medidas de prevengao empregadas para o controle da doenga.

Ha uma demanda urgente de estudos epidemiolégicos dos agentes
infecciosos da mastite bovina frente aos tratamentos que nao utilizam
antimicrobianos convencionais, de modo a conhecer os seus efeitos sobre
os patégenos. Assim, objetivou-se investigar a formacao de biofilmes por
amostras de Staphylococcus spp. isoladas em animais tratados e ndo tratados
com medicamentos homeopaticos.
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Material e Métodos

Caracteristicas da propriedade rural e do rebanho

O trabalho foi conduzido em rebanho leiteiro experimental na Embrapa
Pecuéria Sudeste, localizada em Sao Carlos, SP, durante os meses de
outubro de 2015 a setembro de 2016, composto por 46 vacas em lactagao
da raca Holandesa e animais desta raca cruzados com vacas da raca Jersey,
cuja produgao média diaria era de 25 litros de leite. A ordenha era mecanica,
realizada duas vezes ao dia (7h e 16h) em circuito fechado. Os animais em
lactagdo foram submetidos aos mesmos procedimentos de manejo, antes,
durante e ap6s a ordenha, conforme recomendacgdes técnicas para o controle
da mastite.

Selecao dos animais

A selecdo inicial dos animais para a divisdo dos grupos de forma
homogénea foi realizada por meio do California Mastitis Test (CMT), contagem
de células somaticas (CCS) e produgdo, além das analises microbiolégicas
do leite. A atribuicdo de escores apods a realizagao do CMT foi feita conforme
Domingues; Langoni (2001), considerando-se como resultados positivos
ao teste a apresentacao de formagéo de gel viscoso. Os resultados foram
classificados de acordo com o grau de resposta inflamatéria, atribuindo-
se escores de um a trés. As misturas de leite com reagente (CMT) que
permaneceram inalteradas, sem a clara evidenciagéo de viscosidade, foram
consideradas negativas.

As anotagbes da producado de leite foram realizadas apdés a ordenha
completa de cada animal, por meio de medidores graduados nas linhas do
leite da ordenhadeira mecéanica. As amostras enviadas para as analises
de CCS também foram oriundas destes medidores. A contagem de células
somaticas foi determinada por citometria de fluxo, utilizando-se o equipamento
Somacount 300® (SAMACOUNT, 1995). Para tanto, as amostras de leite
foram colhidas e acondicionadas em frascos plasticos com capacidade
para 60 mL, com adicdo de duas pastilhas de bronopol. As amostras foram
enviadas a um laboratério de referéncia em qualidade do leite, credenciado
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na Rede Brasileira de Laboratérios de Analise da Qualidade do Leite (RBQL),
localizado em Piracicaba, SP. As colheitas para as andlises microbiologicas
foram feitas por meio de pools de amostras de todos os quartos mamarios
do animal.

Diagnéstico microbioldgico da mastite estafilocécica

As amostras de leite para a investigagdo microbiolégica da etiologia da
mastite foram colhidas de acordo com os procedimentos recomendados
pelo National Mastitis Council (HARMON et al., 1990; BRITO; BRITO, 1999).
As colheitas das amostras de leite foram realizadas na primeira ordenha
diaria (MANSUR et al.,, 2005) e, entdo, conduzidas imediatamente ao
Laboratdrio de Microbiologia da Embrapa Pecuaria Sudeste. O diagnostico
microbiolégico da mastite foi realizado por meio da semeadura das amostras
de leite sobre a superficie de placas de Petri em agar acrescido de sangue
ovino desfibrinado a 5%, incubadas em condi¢des de aerobiose a 37°C. As
leituras das placas foram realizadas ap6s 24 horas, 48 horas e 72 horas de
incubacéo. Foram observadas as caracteristicas macroscopicas das colénias
e realizada identificacdo posterior, segundo as caracteristicas morfotintoriais
e bioquimicas (KONEMAN et al. 2001).

As cepas catalase e coagulase positivas foram submetidas as provas
de producado de acetoina e fermentagcao dos agucares maltose e trealose,
possibilitando a diferenciacdo entre as cepas coagulase-positivas e cepas
de S. aureus, enquanto as coagulase negativas foram submetidas aos testes
de sensibilidade a furazolidona e de oxidase para a diferenciagdo entre
as bactérias dos géneros Staphylococcus e Micrococcus (KRIEG; HOLT,
1994; ALMEIDA et al., 2005). Posteriormente, as espécies de estafilococos
coagulase-negativos foram identificadas por meio do método simples
modificado, proposto por Cunha; Sinzato; Silveira (2004), com observagéo
da fermentac&o ou ndo dos agUcares xilose, sacarose, trealose, maltose e
manitol, verificacao da produgéo de hemolisina e crescimento anaerdbico em
caldo tioglicolato.
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Tratamento homeopatico

A escolha da composi¢do da formulagdo homeopatica foi fundamentada
em indicagao técnica especializada da area de homeopatia, que colaborou
no preparo das formulagdes e na indicacdo da forma de administragao.
Os principios ativos, Beladonna (12CH), Hepar sulphur (12CH), Silicea
(12CH), Phosphorus (12CH) e Phytolacca decandra (12CH), do composto
homeopatico foram acrescentados a alimentacdo das vacas em lactagao,
enquanto os animais nao tratados receberam placebo, com adi¢gao de agucar
na ragéo, sem os principios ativos homeopaticos. A formulacado homeopatica
(5 mL) foi diluida em agucar cristal (500 g) em bacia de ago inoxidavel com
o uso de colher também de ago inoxidavel. Essa mistura foi adicionada a 30
Kg de sal. Esse preparo foi fornecido junto ao concentrado, sendo 2 kg por
animal ao dia, durante 11 meses, de novembro de 2015 a setembro de 2016.

Pesquisa da producgéao de biofilme pelo método
de aderéncia em placa de Poliestireno

A pesquisa de producao de biofiime em placas de cultura foi feita por
meio do método proposto por Christensen et al. (1985), utilizado com
modificagdes propostas por Oliveira; Cunha (2010). Esse método apresenta
bases espectrofotométricas, baseando-se na leitura da Densidade Optica
(DO) do material aderente produzido pela bactéria. Foram utilizadas culturas
em Trypticase Soy Broth (TSB), incubadas por 24 horas e posteriormente
diluidas a 1:1 no mesmo meio, preparado com 2% de glicose. As placas
foram previamente esterilizadas, compostas por 96 cavidades com fundo
plano (Costar, modelo 3599 fabricado pela Corning Incorporated) e os pogos
foram preenchidos em quadruplicata, com 200uL da cultura diluida. As placas
foram incubadas por 24 horas a 37°C e, posteriormente, o conteudo de cada
poco foi primeiramente aspirado e em seguida lavado por quatro vezes, com
200pL de tampéao fosfato salina (PBS), a um pH de 7,2. A secagem da placa
foi realizada em temperatura ambiente por uma hora. A seguir, os pogos foram
corados com cristal violeta a 2%, durante um minuto e, em seguida, o volume
aspirado e o excesso de corante retirado, por meio da lavagem das placas
com agua destilada. A nova secagem das placas foi feita em temperatura
ambiente, por 60 minutos, com leitura posterior da densidade éptica em leitor
de Elisa, da marca Labsystem modelo Multiskan EX em filtro 540 nm.
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A determinagéo do ponto discriminativo (ponto de corte) foi realizada com
uma placa inteira, contendo TSB estéril, com determinagdo da média (M) e o
desvio padrao (DP) (CHRISTENSEN et al., 1985), e posterior multiplicacao
do desvio padrao por trés e adigdo do valor da média da DO da amostra de
TSB estéril no mesmo comprimento de onda, segundo a férmula: (Ponto de
corte= DP x 3 + M da DO do TSB estéril). As amostras foram classificadas
em trés categorias: nao aderente, DO igual ou menor que o ponto de corte;
fraco aderente, DO maior que o ponto de corte ou igual ou menor que o dobro
desse valor; forte aderente, DO maior que o dobro do ponto de corte.

Analise dos dados

Os resultados foram analisados com o uso do teste do Qui-quadrado
para investigar a associagao entre o tratamento e a produgéo de biofilmes.
A Odds ratio (OR) foi calculada para estabelecer se as chances de produgao
de biofilmes eram maiores em um ou em outro grupo de animais. Foi usado
o intervalo de confianga de 95%. As analises foram conduzidas com o uso do
programa estatistico online Statulator (AGRESTI, 2012; DHAND; KHATKAR,
2014).

As atividades constantes nesse trabalho apresentam cadastro no SisGen
sob n° ABE9211.

Resultados e discussao

A Tabela 1 apresenta a etiologia infecciosa da mastite subclinica bovina
causada por micro-organismos do género Staphylococcus, em animais com
e sem tratamento pela formulagdo homeopatica, no decorrer do periodo em
que o leite foi obtido das vacas.
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Tabela 1. Mastite subclinica estafilococica em vacas tratadas e ndo tratadas com
homeopatia durante 11 meses.

Mic.ro- Vacas ) Vacas Total
organismos tratadas nao tratadas

S. aureus 22 (31,9%) 17 (42,5%) 39 (35,8%)
ECP! 14 (20,3%) 7 (17,5%) 21 (19,3%)
S. epidermidis 14 (20,3%) 5 (12,5%) 19 (17,4%)
S. hyicus 5(7,2%) 4 (10,0%) 9 (8,3%)
ECN? 3 (4,4%) 4 (10,0%) 7 (6,4%)
S. chromogenes 5 (7,2%) - 5 (4,6%)
S. simulans 4 (5,8%) 1(2,5%) 5 (4,6%)
S. xylosus 1(1,4%) 1(2,5%) 2 (1,8%)
S. warneri 1(1,4%) 1(2,5%) 2 (1,8%)
Total 69 (100,0%) 40(100,0%) 109 (100,0%)

" Estafilococos coagulase-positivos.

2 Estafilococos coagulase-negativos.

S. aureus foi a espécie de maior ocorréncia no leite de vacas com
mastite subclinica nos grupos com e sem tratamento, 31,9% e 42,5%,
respectivamente. Estafilococos coagulase-positivos e S. epidermidis
apresentaram ocorréncias de 19,3% e 17,4%, respectivamente, quando
considerada a etiologia infecciosa da doenga independentemente do
tratamento homeopatico. Apesar de existirem relatos na literatura de que a
prova da coagulase é suficiente para a classificacdo da espécie bacteriana
como S. aureus, optou-se por ndo considerar todas as espécies coagulase-
positivas como pertencentes a essa espécie. Essa conduta nao interferiu
nas conclusdes do trabalho. As espécies classificadas como estafilococos
coagulase-negativos foram assim classificadas porque a metodologia usada
ndo determinou a espécie bacteriana em todas as amostras investigadas. A
auséncia de identificacao de todas as espécies coagulase-negativas também
néo interferiu nas conclusdes do trabalho.
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A ocorréncia mais elevada de S. aureus na etiologia da mastite bovina
também foi relatada por outros autores, os quais o consideraram como o
principal patégeno causador de mastites, devido ao impacto causado na
qualidade do leite e também pelas reduzidas taxas de cura apds o tratamento
(DUARTE et al., 2017). Depreende-se que, mesmo apos o uso de terapias
nao convencionais como a homeopatia, esse micro-organismo continuou
presente no rebanho. A Tabela 2 apresenta os resultados referentes a
pesquisa da producgao de biofilme pelo método de aderéncia em placa.

Tabela 2. Classificagdo de Staphylococcus spp. isolados em amostras de leite de
vacas tratadas e nao tratadas com homeopatia, de acordo com a aderéncia em
placas de poliestireno para a pesquisa de produgao de biofilmes, com respectivas
contagens médias de células somaticas.

Vacas tratadas Vacas nao tratadas
CCSs CCS
Resultados N (%) (Médias N (%) (Médias
geométricas) geométricas)
Negativo 37 (53,6%) 224x10° 31 (77,5%) 171x103 68 (62,4%)
Aderéncia fraca 23 (33,3%) 221x10° 7 (17,5%) 239x10° 30 (27,5%)
Aderéncia forte 9 (13,1%) 521x10° 2 (5%) 213x10° 11 (10,1%)
Total 69 (100,0%) 248x10° 40 (100%) 185x10° 109 (100%)

S. aureus nao apresentou forte aderéncia no teste para investigacao de
producao de biofilmes, apesar de ser a espécie de maior ocorréncia nas vacas
tratadas e nao tratadas no decorrer do estudo. Nos animais n&o tratados,
duas (5%) espécies isoladas apresentaram forte aderéncia, S. epidermidis e
S. warneri. Somente no animal em que S. epidermidis foi isolado a CCS foi
superior a 200.000 células ml' de leite. Por outro lado, nos animais tratados
com homeopatia, nove (13,1%) isolados foram classificados como forte-
aderentes. Dentre esses, cinco (55,6%) eram S. epidermidis. Em todas as
vacas em que esta espécie foi isolada, CCS foram superiores a 990.000
células ml* de leite. A formagéo mais forte de biofilmes por S. epidermidis
também foi observada por Simojoki et al. (2012), quando estudaram diferentes
espécies de estafilococos coagulase-negativos, porém, esses autores nao
encontraram associagado entre a producdo de biofilme e a intensidade da
resposta inflamatoria.
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Uma relagdo entre a resposta inflamatéria na glandula mamaria e a
producao de biofilmes ¢é dificil de ser estabelecida. Comumente, um quadro
infeccioso de mastite subclinica esta relacionado com CCS superior a 200.000
células mL" de leite (ANDERSEN et al., 2010) e observou-se que, mesmo
estafilococos coagulase-negativos, que nem sempre sé&o reconhecidos como
relevantes na etiologia da doenga, acarretaram altas respostas celulares
(dados nao tabelados). Porém, é bem estabelecido que a habilidade de
espécies estafilococicas em produzir biofimes € um fator que afeta a
persisténcia de bactérias por longos periodos na glandula mamaria e pode
resultar em mastite crénica e reducdo da eficacia da terapia antimicrobiana
(MELO et al., 2013; VEH et al., 2015).

O percentual de espécies estafilococicas que foram negativas pelo método
de aderéncia em placas foi superior nos animais sem tratamento, 77,5%,
contra 53,6% nas vacas tratadas com homeopatia. A metodologia empregada
no presente estudo para a detecgao de biofilmes é considerada uma técnica
mais adequada que outros testes in vitro como o Agar Vermelho Congo, por
exemplo, por apresentar maior sensibilidade diagndstica, o que credencia
essa técnica como um teste de primeira escolha para a identificacdo de
amostras produtoras de biofilme. Entretanto, a possibilidade de resultados
falso-negativos pode aumentar quando a produgao de biofiimes nao esta
ligada aos genes diferentes do icaA e icaD, relacionados com a detengao
de polissacarideos intracelulares e que sdo os principais componentes dos
biofilmes (MELO et al., 2013).

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de odds ratio apds a
investigacdo da associagao entre o tratamento homeopatico e a produgao
de biofilmes.
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Tabela 3. Associagéo entre o tratamento homeopatico e a produgao de biofilmes.

Variaveis Biofilme Odds Valor
explanatoérias S — (95% IC¥) de P
Sim Nao Total
Sim 32 37 69 2,98 0,013
UL (46.38%)  (53,62%) (1,24 -7.18)
Nao 9 31 40

(22,50%)  (77,50%)

" Intervalo de confianga.

Houve associagédo significativa entre o tratamento homeopatico e a
producdo de biofilmes nas vacas tratadas (P=0,013), e as chances de
aparecimento de biofilmes em Staphylococcus isolados em vacas tratadas foi
2,98 vezes maior (1,24 - 7,18), quando comparado com o grupo nao tratado.

Segundo Thanert et al. (2017), os principios ativos homeopaticos podem
tornar as defesas imunes das vacas mais competentes e tornar os hospedeiros
mais resistentes aos desafios impostos pela invasao bacteriana em animais
tratados. Entretanto, a patogénese bacteriana deve ser considerada na triade
epidemioldgica relacionada com a mastite, pois ela é fortemente influenciada
pela capacidade de resposta e por caracteristicas inerentes do hospedeiro. A
respostaimunolégica a um patégeno especifico pode variar em um hospedeiro
susceptivel e os fatores de viruléncia sdo essenciais para o estabelecimento
da doenca.

Os resultados sugerem a possibilidade de os estafilococos terem
apresentado mais chances de produzirem biofilmes para se protegerem das
defesas imunoldgicas dos animais, uma das possiveis justificativas para que
a eficacia do tratamento nao tenha proporcionado diferencas nas taxas de
cura entre vacas tratadas e nao tratadas, conforme resultados anteriores
(ZAFALON; ALVES; CHAGAS, 2017). A producéo de biofilmes foi superior nas
vacas tratadas, um fator de viruléncia que pode proporcionar a manutengao do
agente etiolégico na glandula mamaria. A manutencao de fontes de infecgao
para outros animais, representada pela permanéncia de micro-organismos
nas glandulas mamérias, também foi relatada anteriormente por Sakiyama
(2010), apds tratamento homeopatico.
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Antes do uso de formulagbes homeopaticas, a participacdo de um
profissional técnico especializado em homeopatia € fundamental para o
acompanhamento do rebanho, pois os principios podem ser diferentes
na dependéncia da etiologia infecciosa ou mesmo das caracteristicas
dos animais em lactagcdo. A escolha da formulagdo homeopatica utilizada
no presente trabalho foi decorrente do conhecimento prévio da etiologia
infecciosa da mastite, obtido por meio de informacdes anteriores relacionadas
ao acompanhamento do rebanho. Outros autores enfatizam a demanda por
um diagnéstico correto dos micro-organismos envolvidos na etiologia das
mastites, de modo que se possa fornecer informagdes para a obtengao
de uma alta eficacia do tratamento homeopatico (WERNER; SOBIRAJ;
SUNDRUM, 2010).

A caracterizagdo mais detalhada do patégeno causador da mastite
pode contribuir com a avaliagéo da possibilidade de transmissao dos micro-
organismos e o desenvolvimento da doenca, fornecendo informacdes
importantes para a escolha de métodos apropriados de profilaxia e terapia,
mesmo em rebanhos submetidos a tratamentos ndo convencionais
(KASNOWSKI et al., 2010). Outro fator relevante quanto a escolha de
tratamentos alternativos € a manutengdo de agentes infecciosos, como
Staphylococcus spp., na glandula mamaria de animais assintomaticos, uma
vez que esses agentes podem ser fonte de infeccdo de novos animais e
impedir a melhoria da qualidade do leite do produtor que usa essa forma de
tratamento da mastite.

Conclusoes

A capacidade de producdo de biofilmes permaneceu como um fator de
patogenicidade nas cepas de Staphylococcus isoladas no leite de vacas com
mastite subclinica tratadas com homeopatia.
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