[bookmark: _GoBack][image: Cabeçalho SBSS-02.jpg]DESAFIOS MICROBIOLÓGICOS NA PRODUÇÃO DE LEITE: PROTOCOLO DE REMOÇÃO DE BIOFILME EM DIFERENTES CONDIÇÕES DE pH DA ÁGUA



Contribuição para a sociedade: a produção de leite possui desafios microbiológicos impactando a qualidade do leite e a saúde única. Dois indicadores cruciais nesse contexto são a contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células somáticas (CCS), ambos podem sofrer influência de vários agentes, alguns destes, com capacidade de formar biofilme. Biofilmes são estruturas protetoras autoproduzidas que conferem resistência aos microrganismos, mantendo estabilidade em ambientes e superfícies. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiência de protocolos de limpeza e desinfecção de equipamentos de ordenha utilizando protocolos diluindo os produtos comerciais em diferentes faixas de pH da água. Análises in vitro de formação de biofilme foram conduzidas no Laboratório de Doenças Infecciosas dos Animais (LABDIA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A lavagem com pH da água 7,0 mostrou-se mais eficaz na remoção do biofilme. Esses achados contribuem para orientar protocolos de limpeza dos equipamentos de ordenha, impactando positivamente na qualidade do leite.
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Introdução: alguns microrganismos possuem capacidade de formar biofilme, sendo este, uma matriz extracelular, enriquecida com polímeros autoproduzidos pelas células bacterianas que permanecem imersas nesse meio (DONLAN, 2002). Se apresentando como um mecanismo de defesa, tornando a comunidade microbiana mais resistente, fazendo com que a ação de sanitizantes seja dificultada e elevando o risco de falhas nos procedimentos de limpeza (LIU et al., 2020; MØRETRØ et al., 2017).  A possível   presença de biofilme também no tecido mamário das vacas, bem como sua aderência aos equipamentos e utensílios utilizados durante a ordenha, é apontada como uma das principais causas da elevação do CBT e também recorrência nos quadros de mastite e aumento nos índices de resistência a antimicrobianos no tratamento da mesma (CHAGAS et al., 2017). Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiência de protocolos de limpeza e desinfecção de equipamentos de ordenha utilizando protocolos com produtos comerciais diluídos em diferentes faixas pH da água.

[bookmark: _headingh.30j0zll][bookmark: _Hlk146914910]Material e métodos: com auxílio de suabes, foram coletadas 27 amostras superfícies de equipamentos de ordenha em 27 propriedades leiteiras localizadas no Meio Oeste Catarinense. O ensaio de produção de biofilme foi realizado no Laboratório de Doenças infecciosas dos animais (LabDIA)/UFSC. Para produção do inóculo, os suabes foram acrescidos de caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI) e incubados a 37ºC por 24 horas. A formação e quantificação de biofilme foi realizada in vitro conforme descrito por STEPANOVIĆ 
et al., 2004. Resumidamente, foram adicionados 20μL do inóculo em 230μL de leite integral em cada poço de microplacas de poliestireno. As placas foram incubadas em aerofilia durante 24 horas a 37°C. Em seguida o biofilme foi submetido a diferentes protocolos de limpeza, classificados como: (I) protocolo utilizando apenas água quente (60°C±2). 
Nos demais protocolos foram utilizando os detergentes ácido e alcalino seguindo as recomendações dos fabricantes, alterando o pH da água usada na diluição, classificados como: (II) água em pH 4,0; (III) água em pH 7,0; (IV) água em pH12. Para os detergentes ácidos a temperatura da água usada foi 40°C±2, já para os detergente alcalinos  a temperatura da água  foi  60°C±2. Após a lavagem, o biofilme foi fixado com metanol, corado com cristal-violeta e o excesso de corante lavado. Para quantificação do biofilme, foram adicionados 250μL de ácido acético glacial a 33% por poço e medida a densidade ótica (O.D) por espectrofotometria em tamanho de onda de 570nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, para o controle negativo foi usado água destilada estéril e para os controles positivos foi utilizado as cepas Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923. A análise estatística foi realizada através do teste de Shapiro-Wilkins, onde se constatou que as variáveis não seguem distribuição normal.  As análises seguiram com testes não-paramétricos de Kruskal-Wallis seguido por Dunn para comparação entre grupos.

[bookmark: _Hlk145398611]Resultados e discussões: a produção de biofilme foi observada para todas as 27 amostras analisadas. A lavagem exclusivamente com água quente se mostrou estatisticamente diferente dos demais tratamentos (p-valor <0.05), apresentando média de O.D de biofilme de 2.911± 0.197. Os processos de lavagem com os produtos comerciais recomendados nas diferentes faixas de pH avaliadas não diferiram estatisticamente entre si. No entanto o protocolo utilizando água com pH 7,0 foi o mais eficaz na remoção do biofilme, com média de O.D de 1.412± 0.186. As médias de O.D para diferentes pH testados, juntamente com o valor mínimo e valor máximo de O.D estão detalhados na tabela 1. O biofilme é composto por diferentes tipos de microrganismos, alguns agentes demonstram a capacidade de aderência a superfícies enquanto outros se ancoram à matriz pré-existente (MOURA, 2018). WALKER et al. (2015) mostra em seu estudo a necessidade de atenção à temperatura da água e tempo de lavagem, como fatores que influenciam na remoção de sólidos e também na adesão dos agentes. Em pesquisa realizada por WANG et al. (2019) relatam que cálcio e magnésio são nutrientes exigidos pelas bactérias para o crescimento e mantença, além de cumprir papel importante na adesão destas e na formação do biofilme. Portanto, a maior dureza da água (altos níveis de cálcio e magnésio) também pode influenciar os microrganismos ambientais (LÓPEZ et al., 2023), corroborando com nosso estudo, em que se observou menor eficiência de remoção de biofilme quando os produtos foram diluídos em água com pH 12. Nossos resultados fortalecem a necessidade dos pontos de controle de limpeza adequada dos materiais, demonstrando que os pH da água utilizada para realizar a limpeza, em conjunto com os desinfetantes, também podem influenciar a eficácia final da higienização dos equipamentos de ordenha e consequentemente influenciar a qualidade do leite.
Tabela 1. Tabela 1. Valor mínimo, média e valor máximo da quantificação de biofilme mensurado por densidade óptica (O.D.) para cada grupo experimental avaliado.

	 
	Água quente
	pH 4
	pH 7
	pH 12

	Mínimo O.D
	0.146
	0.053
	0.066
	0.076
	

	Média O.D
	2.911± 0.197
	1.397 ± 0.231
	1.412 ± 0.186
	1.716 ± 0.153

	Máximo O.D
	4.335
	2.846
	2.884
	2.819
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Conclusão: os dados deste trabalho mostram a importância de manter o controle da qualidade da água utilizada nos programas de limpeza como pH e temperatura, além de monitorar a capacidade de remoção de biofilme, uma vez que a presença de biofilmes em equipamentos ou reservatórios de leite pode resultar em um aumento na CBT e recorrência de casos de mastites contagiosas.
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