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RESUMO 

 

O biofilme é definido como uma matriz de substâncias polimérica extracelular 

que encobre uma comunidade bacteriana aderida a uma superfície biótica ou 

abiótica, e desempenha um papel importante na persistência de infecções 

recalcitrantes. Bactérias produtoras de biofilme são preocupantes para a saúde 

mundial, como exemplo, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, 

que são os principais patógenos isolados em infecções hospitalares, e 

geralmente são necessários tratamentos difíceis e caros. A prevenção e 

tratamento de biofilmes têm sido alvo de pesquisas nas últimas décadas, 

entretanto os dispositivos atuais para esse estudo não mimetizam de maneira 

adequada a exposição do biofilme ao medicamento, in vivo o biofilme pode se 

formar em regiões mais protegidas, como dentro de glândulas ou ossos, 

dificultando a difusão e acesso dos medicamentos utilizados para o tratamento. 

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um dispositivo 

impresso em 3D para auxiliar no estudo do biofilme que se forma em regiões 

mais protegidas. O dispositivo foi desenhado digitalmente de forma a se encaixar 

no poço de uma placa onde foi feito o crescimento bacteriano. Para impressão 

tridimensional foi selecionada a tipologia de preenchimento gyroid com 

densidades de 20% (Gyr 20), 40% (Gyr 40) e 60% (Gyr 60). Foi observado que 

o biofilme estafilocócico se forma de maneira adequada nos dispositivos, 

apresentando uma maior produção de biofilme na densidade de 60%. Ainda se 

observou que há uma redução do biofilme de S. aureus ATCC 29213 aderido ao 

poço conforme o aumento da densidade de preenchimento do dispositivo 

utilizado. Dessa forma, pode-se concluir que o dispositivo 3D desenvolvido é útil 

para o estudo do biofilme formado por espécies estafilocócicas. Com isso, novos 

estudos podem ser conduzidos avaliar o efeito de novos tipos e densidades de 

preenchimento dos protótipos e tipos de filamento sobre a quantidade de biofilme 

formado, além da sua utilização para seleção de compostos com atividade 

antibiofilme para estudo do biofilme.  

 

Palavras-chave: Estafilococos; Patogenicidade; Biofilme; Impressão 3D. 



 

ABSTRACT 

 

Biofilm is defined as a matrix of extracellular polymeric substance that covers a 

bacterial community adhered to a biotic or abiotic surface, and plays an important 

role in the persistence of recalcitrant infections. Biofilm-producing bacteria are of 

concern to global health, such as Staphylococcus aureus and Staphylococcus 

epidermidis, which are the main pathogens isolated in hospital infections, and 

difficult and expensive treatments are generally required. The prevention and 

treatment of biofilms have been the subject of research in recent decades, 

however current devices for this study do not adequately mimic the exposure of 

biofilm to medication, in vivo the biofilm can form in more protected regions, such 

as within glands or bones, making it difficult to disseminate and access the 

medicines used for treatment. Therefore, this work aimed to develop a 3D printed 

device to assist in the study of biofilm that forms in more protected regions. The 

device was digitally designed to fit into the well of a plate where bacterial growth 

took place. For three-dimensional printing, the gyroid filling typology was selected 

with densities of 20% (Gyr 20), 40% (Gyr 40) and 60% (Gyr 60). It was observed 

that staphylococcal biofilm forms adequately on the devices, showing greater 

biofilm production at a density of 60%. It was also observed that there is a 

reduction in the biofilm of S. aureus ATCC 29213 adhered to the well as the 

density of the device used increases. Therefore, we can conclude that the 3D 

device developed is useful for studying the biofilm formed by staphylococcal 

species. Therefore, new studies can be conducted to evaluate the effect of new 

types and filling densities of prototypes and filament types on the amount of 

biofilm formed, in addition to their use for selecting compounds with antibiofilm 

activity for studying biofilm. 

 

keywords: Staphylococci; Pathogenicity; Biofilm; 3D printing. 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

Agr    Gene regulador acessório 

 3D    três dimensões 

SUS    Sistema Único de Saúde 

UFOB    Universidade Federal do Oeste da Bahia 

CoNS    Estafilococos coagulase-negativos  

CoPS    Estafilococos coagulase-positivos 

PBS      Tampão salina fosfato 

PIA        Polissacarídeo de adesão intercelular 

MRSA   Staphylococcus aureus resistente à meticilina  

MSSA    Staphylococcus aureus sensível à meticilina 

TSB       Caldo soja tripticaseína  

µ           Velocidade de crescimento bacteriano 

PSM      Modulinas solúveis em fenol 

Fn         Fibronectina  

Fg         Fibrinogênio 

Vn         Vitronectina 

DNAe    DNA extracelular  

EPS      Produção de exopolissacarídeos 

Gry        Gyroid (formação geométrica de preenchimento) 

 

 



 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 - Desenho original dos dispositivos utilizando o software Tinkercad. 

Figura 2 - Impressora Ender 7 durante o processo de impressão 3D dos 

dispositivos. 

Figura 3 - Dispositivos 3D impressos nas densidades de 20%, 40% e 60% de 

preenchimento Gyroid. 

Figura 4 - Dispositivos 3D acoplados a placa de 96 poços 

Figura 5 -   Dispositivos com densidade estrutural de 20%, 40%, e 60% da 

tipologia Gyroid, observados antes (A) e após (B) o processo de esterilização 

por calor úmido. 

Figura 6 - Dispositivos visualizados no microscópio com densidade estrutural 

de 20%, 40%, e 60% da tipologia Gyroid, observados antes (A, B, C) e após (D, 

E, F) o processo de esterilização por calor úmido. 

Figura 7 - Dispositivos impressos 3D (A), (B), (C) sem a formação de biofilme. 

Dispositivos (D), (E) e (F) após a formação e coloração do biofilme por Staphylococcus 

epidermidis. 

Figura 8 - Dispositivos (A), (B), (C) sem a formação de biofilme. Dispositivos (D), (E) 

e (F) após a formação e coloração do biofilme por Staphylococcus aureus. 

Figura 9 - Formação de biofilme nos dispositivos observados 

microscópicamente na lateral. Dispositivos na densidade 20% (A), 40% (B) e 

60% (C) sem a formação de biofilme. Dispositivos na densidade 20% (D), 40% 

(E) e 60% (F) após a formação e coloração do biofilme formado por 

Staphylococcus aureus. Dispositivos na densidade 20% (G), 40% (H) e 60% (I) 

após a formação e coloração do biofilme formado por Staphylococcus 

epidermidis.   

Figura 10 - Biofilme formado por Staphylococcus epidermidis nos poços da placa 

e nos dispositivos. 

Figura 11 - Biofilme formado por Staphylococcus aureus nos poços da placa e 

nos dispositivos. 



 

SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 10 

2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA .................................................................... 12 

2.1 Gênero Staphylococcus ............................................................................. 12 

2.1.1 Staphylococcus aureus ........................................................................... 13 

2.1.2  Staphylococcus epidermidis ................................................................... 15 

2.2 Biofilme estafilocócico e infecções relacionadas ........................................ 16 

2.3 Impressão 3D ............................................................................................. 19 

3 OBJETIVOS .................................................................................................. 20 

3.1 Objetivo geral ............................................................................................. 20 

3.2 Objetivos específicos ................................................................................. 20 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................ 21 

4.1 Materiais ..................................................................................................... 21 

4.2 Métodos ...................................................................................................... 22 

4.2.1 Microrganismos e condições de cultivo ................................................... 22 

4.2.2 Preparo do dispositivo ............................................................................. 22 

4.2.4 Análises estatísticas ................................................................................ 24 

5 RESULTADOS .............................................................................................. 24 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................. 33 

7 CONCLUSÃO ............................................................................................... 35 

REFERÊNCIAS ................................................................................................ 36 



10 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

  O biofilme é uma matriz polimérica protetora composta por 

polissacarídeos, proteínas e DNA recombinante que recobre uma comunidade 

bacteriana aderida a uma superfície biótica ou abiótica (Lister; Horswill, 2014). 

Este fator de virulência contribui com a adesão e colonização do tecido 

hospedeiro, que protege a bactéria do sistema imune e da ação de antibióticos. 

Bactérias formadoras de biofilme são difíceis de erradicar pois se tornam menos 

susceptíveis à terapia antimicrobiana convencional, o que favorece o 

desenvolvimento de infecções crônicas e agudas (Hall; Mah, 2017). Além disso, 

a formação de biofilme é ainda mais preocupante quando há colonização de 

implantes médicos, cateteres e biomateriais (Pantanella et al., 2013). 

As pesquisas por compostos antibiofilme geralmente são realizadas 

utilizando placas de poliestireno que possuem uma superfície plana o que não 

simula de maneira adequada a exposição do biofilme ao composto que está 

sendo testado. Sabe-se que in vivo o biofilme pode se formar em regiões mais 

protegidas, como dentro de glândulas ou cavidades ósseas, dificultando a 

difusão e acesso dos medicamentos utilizados para o tratamento, podendo levar 

a infecções recalcitrantes.  

Embora alguns desses estudos se relacionam bem com os dados obtidos 

de modelos in vivo (Ponde et al., 2021), tais dispositivos não são eficientes em 

mimetizar as condições in vivo, como a complexidade do ambiente que envolve 

tecido hospedeiro e difusão de nutrientes (Andes et al., 2004). Para isso, é mais 

adequado o desenvolvimento de um dispositivo que forme canais internos onde 

o biofilme possa se desenvolver e assim favorecer os estudos da dinâmica da 

difusão de compostos e para a seleção eficiente de drogas antibiofilme.  

Dentro dessa premissa, a tecnologia de impressão tridimensional surge 

como uma opção no desenvolvimento desses dispositivos para estudo do 

biofilme e busca de drogas antibiofilme. Isso porque a impressora 3D opera com 

uma variedade de tamanho entre as camadas permitindo a formação de poros e 

criando uma rugosidade superficial que pode fornecer um ambiente ideal para a 

propagação, fixação inicial de bactérias e formação dos biofilmes, permitindo 

uma melhor simulação da difusão de nutrientes e compostos bioativos no interior 



11 

 

do biofilme (Hall et al., 2021). Dessa forma, este trabalho visou desenvolver um 

dispositivo impresso em 3D para avaliar a sua aplicação na formação do biofilme 

por Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Gênero Staphylococcus 

As bactérias pertencentes ao gênero dos Staphylococcus são 

classificadas em cocos Gram-positivos com cerca de 0,5 a 1,0 μm de diâmetro, 

pertencem a classe Bacilli, ordem Bacillales e família Staphylococcaceae, 

anaeróbios facultativos, não formam esporos, imóveis, catalase positiva e se 

organizam em diversas formas, que vão desde isolados, aos pares, em cadeias 

curtas, e em agregados parecidos com cachos de uvas (Lisowska-Lysiak et al., 

2018). Essas bactérias são halotolerantes, e possuem temperatura ótima para 

crescimento de 37°C, porém suportam temperaturas entre 6,5°C até 46°C 

(Onyango et al., 2012). 

Os estafilococos fazem parte da microbiota de humanos e animais, 

podendo colonizar pele, membranas mucosas, cavidades nasais, trato 

gastrointestinal e urinário (Otto, 2018). As espécies de Staphylococcus possuem 

a capacidade de causar infecções como dermatite, abscessos, furunculose, 

furúnculos, foliculite, impetigo ou mastite, e também causam outras doenças 

mais graves, como doença estafilocócica oriunda de alimentos, síndrome do 

choque tóxico, e síndrome da pele escaldada estafilocócica (Lisowska-Lysiak et 

al.; 2021).  

Atualmente o gênero Staphylococcus é composto por 47 espécies e 27 

subespécies (Becker et al., 2014). De maneira geral, os estafilococos são 

divididos em dois grupos com base na produção da enzima coagulase, são os 

estafilococos coagulase-positivos (CoPS) e estafilococos coagulase-negativos 

(CoNS). Os estafilococos coagulase-positivos são representados por 

microorganismos patogênicos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

schleiferi, Staphylococcus intermedius e Staphylococcus pseudintermedius 

(Heilmann et al., 2019). O principal representante desse grupo é Staphylococcus 

aureus que possui maior relevância médica e está associado a infecções 

hospitalares simples agudas e crônicas (Otto, 2018). 

Os estafilococos coagulase-negativos compreendem espécies como: 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus 

lugdunensis e Staphylococcus Schleiferi (Heilmann et al., 2019). O 
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Staphylococcus epidermidis é o principal representante do CoNS, que      

desempenha um papel duplo, como parte da microbiota humana, mas também 

como um potencial patógeno oportunista em determinadas situações (Brown; 

Horswill, 2020).  

O gênero Staphylococcus apresenta uma gama de fatores de virulência, 

que incluem uma infinidade de toxinas, fatores de evasão imune e uma alta 

quantidade de fatores protéicos e não proteicos que permitem a invasão e 

colonização do hospedeiro durante a infecção (Kwiecinski et al., 2020).  Os 

estafilococos coagulase-negativos são considerados oportunistas e menos 

patogênicos por apresentarem uma gama menor de fatores de virulência (Becker 

et al., 2014). Mas, apesar disso, esses microrganismos são capazes de formar 

biofilmes, produzir bacteriocinas e enterotoxinas que favorecem para sua 

virulência (Cheung et al., 2021).  

Os mecanismos de virulência de Staphylococcus são controlados de 

maneira direta ou indiretamente por uma ampla rede de sistemas regulatórios. 

Dentre esses, destaca-se o sistema regulador de genes acessórios (Agr) quorum 

sensing (QS), que tem como princípio a produção de moléculas sinalizadoras, 

possibilitando a comunicação entre as bactérias, e posteriormente utilizam o 

biofilme como um depósito para novas infecções em partes do corpo (Yarwood; 

Schilcher, 2003). 

 

2.1.1 Staphylococcus aureus  

 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva em formato de 

cocos, agrupada em cachos que produz o pigmento carotenóide estafiloxantina 

que dá a coloração amarelada que caracteriza esta espécie. Este patógeno 

coloniza cerca de 30% da população e possui grande relevância clínica devido 

a sua grande capacidade de causar infecções (Howden, 2023). S. aureus é o 

agente causador de muitas doenças em humanos e animais, e a gravidade varia 

desde infecções mais simples até infecções graves que podem levar à morte do 

hospedeiro (Piewngam, Otto, 2020).  

Em condições favoráveis, S. aureus produz toxinas, que se consumidas 

através de alimentos contaminados, originam doenças graves como a síndrome 
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do choque tóxico, e a síndrome da pele escaldada, (Fischer; Otto; Cheung, 

2018). Além disso, há também toxinas secretadas em grandes quantidades que 

podem danificar a membrana biológica tecidual, e causar infecções 

categorizadas em dois grupos principais: as infecções da pele e dos tecidos 

moles (SSTIs), que se apresentam como dermatite, abscessos, furunculose, 

furúnculos e foliculite; e as doenças estafilocócicas transmitidas por alimentos, 

que representam condições mais graves, como a síndrome do choque tóxico e 

a síndrome da pele escaldada estafilocócica (Otto 2014). 

As infecções por S. aureus são de natureza complexa devido à expressão 

de fatores de virulência e pela frequente resistência a antibióticos, sendo a S. 

aureus resistente à meticilina (MRSA) a mais importante clinicamente (Mottola 

et al., 2016). As infecções causadas por MRSA levam a um aumento na taxa de 

morte, na incidência de doenças e no tempo de internação hospitalar, em 

comparação com aquelas provocadas por S. aureus sensível à meticilina 

(MSSA), devido a capacidade de serem resistentes à maioria dos antibióticos β-

lactâmicos, mas também a uma ampla gama de outros antimicrobianos, 

tornando as infecções difíceis de erradicar e muito caras de tratar (Silva et al., 

2021). 

Além da resistência a antimicrobianos, as infecções estafilocócicas são 

agravadas pela gama de fatores de virulência expressas por S. aureus (Lister et 

al., 2014). A síntese de enzimas como adesinas, hemolisinas, toxinas, proteases 

e a formação de biofilme favorecem a patogenicidade do S aureus e complicam 

as infecções, dificultando o tratamento (Cheung et al., 2021). O biofilme formado 

por S. aureus está relacionado a diversos tipos de infecção como feridas 

crônicas, infecções gastrointestinais e genitourinárias e osteomielite, e há 

também as infecções relacionadas a dispositivos médicos como infecções de 

implantes ortopédicos, mamários e válvulas cardíacas (Del Pozo, 2018; Oliveira 

et al., 2018; Arciola et al., 2018). 
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2.1.2 Staphylococcus epidermidis 

 

Staphylococcus epidermidis é uma bactéria Gram-positiva, coagulase 

negativa e apresenta coloração esbranquiçada. S. epidermidis faz parte da 

microbiota normal da pele, sendo a espécie estafilocócica mais frequentemente 

isolada do epitélio humano (Otto, 2009). Em seu nicho natural, S. epidermidis 

possui importância significativa para a homeostase corporal, entretanto, em 

condições específicas, pode se tornar virulento, e causar uma série de infecções, 

principalmente em pessoas com fatores predisponentes e sendo a espécie mais 

frequentemente relacionada a infecções hospitalares associadas a implantes 

médicos (Nguyen; Park; Otto, 2017). 

Um aumento da quantidade de S. epidermidis na pele pode causar 

doenças de pele como dermatites, caspa e rosácea. As infecções mais graves 

se iniciam pelo rompimento da barreira cutânea através da inserção de cateteres, 

por exemplo, que abre caminho para a entrada da bactéria na corrente 

sanguínea (Severn; Horswill, 2023). S. epidermidis é o agente causador de mais 

de 20% dos casos de sepse em pacientes internados na UTI nos Estados Unidos 

(Otto, 2018). Além disso, esse patógeno é muito eficiente em colonizar os 

dispositivos implantados e formar biofilme, levando ao desenvolvimento de 

infecções em próteses ortopédicas, enxertos vasculares, válvulas cardíacas 

dentre outros (Severn; Horswill, 2023; Otto, 2009). 

Embora S. epidermidis possua uma quantidade menor de fatores de 

virulência se comparada com S. aureus, estes fatores exercem a função dupla 

de infecção e comensalismo (Severn; Horswill, 2023). Os principais fatores de 

virulência de S. epidermidis são o biofilme e toxinas (Otto, 2009). Toxinas como 

a cisteíno protease EcpA atuam na degradação de proteínas que mantém a 

barreira epitelial, abrindo caminho para a entrada da bactéria no tecido 

hospedeiro. Normalmente, esse tipo de fator de virulência está relacionado com 

o excesso de S. epidermidis na pele como por exemplo nas dermatites (Cau et 

al., 2021). Já o biofilme está relacionado com a colonização do tecido hospedeiro 

e com o recobrimento de superfícies abióticas como as dos implantes médicos 

(Severn; Horswill, 2023; Otto, 2009). A presença do biofilme maduro leva ao 

desenvolvimento de infecções crônicas, podendo resultar em amputação de 
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membros, devido a ineficiência dos tratamentos medicamentosos (Nguyen; Park; 

Otto, 2017). 

 

2.2. Biofilme estafilocócico e infecções relacionadas  

 

O biofilme é definido como uma comunidade de microrganismos em volta 

de uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares, que podem se aderir a 

um meio vivo ou não vivo (Roy et al., 2018). Sabe-se que o biofilme é composto 

por mistura complexa e altamente polar de biomoléculas, incluindo proteínas, 

polissacarídeos, ácidos nucléicos e lipídeos, sendo considerado o principal fator 

de virulência que contribui para a patogenicidade do microrganismo (Vestby et 

al., 2020). 

O desenvolvimento do biofilme estafilocócico se divide em 3 etapas, são 

elas: fixação inicial, maturação e dispersão do biofilme. Primeiramente a fixação 

se inicia da interação das proteínas da matriz humana, como fibronectina (Fn), 

fibrinogênio (Fg), vitronectina (Vn), etc; com as adesinas bacterianas que irão 

promover a adesão à superfície biótica ou abiótica (Otto, 2018). Os MSCRAMMs 

(componentes de superfície microbiana que reconhecem moléculas de matriz 

adesiva) representam a família mais crucial de proteínas de ligação 

estafilocócicas expressas na superfície (Andrade et al., 2023). Após a adesão 

bacteriana, haverá a formação de microcolônias, DNA extracelular (eDNA) e 

produção de exopolissacarídeos (EPS), essa etapa é mediada pela produção de 

polissacarídeo de adesão intercelular (PIA) (Nguyen; Nguyen; Otto, 2020). O 

biofilme maduro possui estrutura similar a torres que são intercaladas por 

pequenos canais, que transportam nutrientes, água e resíduos necessários a 

camadas mais espessas. (Paharik; Horswill, 2016). A última etapa envolve a 

dispersão do biofilme por meio da produção e liberação de proteases e 

nucleases, que degradam a matriz do biofilme. Essa ação interrompe as 

interações covalentes, possibilitando a infecção e infecção em novos tecidos 

(Jamal et al., 2018).  

Acredita-se que o biofilme esteja relacionado com aproximadamente 65% 

de todas as infecções causadas por bactérias (Jamal et al., 2018). As doenças 

decorrentes da formação de biofilme podem ser divididas em doenças 

relacionadas a dispositivos médicos e doenças não relacionadas a dispositivos 
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médicos. Doenças sem relação com o implante de dispositivos médicos como, 

por exemplo, infecção das vias aéreas, cáries, periodontites, otites, infecções 

urinárias, ocorrem quando o patógeno coloniza e forma o biofilme sobre o tecido 

hospedeiro. Já nas doenças relacionadas a dispositivos médicos, há a inserção 

de um material abiótico no paciente, como marca-passo, cateteres e próteses. 

Essa superfície abiótica é colonizada e há a formação biofilme levando a 

infecção (Del Pozo, 2018) 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis são os principais 

microrganismos encontrados em ocorrências decorrentes de dispositivos 

médicos, como próteses articulares ou dispositivos cardiovasculares, bem como 

em outras infecções, como endocardite e meningite. As infecções articulares 

periprotéticas (IAP) representam a principal complicação em artroplastias de 

joelho e quadril, afetando de 1% a 3% dos pacientes implantados (Buttner; Mack; 

Rohde, 2015). As infecções hospitalares relacionada a dispositivos médicos 

pode ter três possíveis motivos: contaminação microbiana, sistema imune 

comprometido próximo ao local do dispositivo, sistema imune sistêmico 

deficiente devido a comorbidades; quando os motivos em potencial estão 

presentes, a contaminação microbiana é o fator com maior contribuição, isso 

pode ser explicado pela preferência das bactérias em formar biofilme em 

estruturas rígidas como dispositivos médicos ou ossos (Stewart, Bjornholt, 

2020).  A osteomielite é uma doença óssea que pode ser causada por bactérias 

ou fungos, sendo a bacteriana a mais recorrente. Essa infecção pode ocorrer de 

duas maneiras: por contaminação externa ou através da corrente sanguínea. A 

infecção na forma exógena geralmente está associada a dispositivos de fixação 

interna. Já na forma hematogênica, os microrganismos são transportados pelo 

sangue e se alojam nos ossos (Zimmerli; Sendi, 2017) 

 A ruptura da pele e a inserção de dispositivos médicos proporciona 

oportunidade para que esse microrganismo acesse o tecido hospedeiro, 

causando diversas lesões nos tecidos anatômicos (Gordon; Lowy, 2008). 

Quando há a inserção de um dispositivo médico, este será revestido por plasma 

e por proteínas da matriz extracelular, estabelecendo uma condição favorável 

para a formação do biofilme no protótipo implantado (Agarwal; Singh; Jain, 

2010).  Esse ambiente favorável à colonização bacteriana, pode resultar em 

infecções persistentes e de difícil tratamento, resultando em dor, irritação 
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localizada e, em casos mais graves, falha do implante, e por vezes a única 

solução é a remoção e substituição do dispositivo contaminado (Schilcher; 

Horswill, 2020). Um dos possíveis agravos decorrentes de infecções 

bacterianas, é uma infecção generalizada ocasionada pela entrada de 

fragmentos soltos do biofilme na corrente sanguínea (Kleinschmidt et al., 2015). 

As bactérias responsáveis por causar sepse no paciente possuem diversos 

mecanismos de virulência como produção de enzimas antioxidantes, 

hemolisinas, exo e endotoxinas, exopolímeros, respiração versátil e outros meios 

para debilitar o sistema imune do paciente e prolongar a permanência da bactéria 

(Minasyan, 2019).    

O caráter crônico da infecção e a dificuldade no tratamento das infecções 

decorrentes do biofilme se deve ao fato que as células bacterianas imersas no 

biofilme são mais resistentes a condições de ambientais hostis, como falta de 

nutriente, e dessecação, além de serem mais resistente ao sistema imunológico 

do hospedeiro, e aos tratamentos antibacterianos, e por consequência são mais 

difíceis de tratar (Roy et., al 2018). Segundo Bianchera e colaboradores (2020), 

um dos motivos que pode explicar a dificuldade do sistema imune do hospedeiro 

em agir, é que apesar do biofilme ser identificado por células fagocíticas, a 

substância polimérica extracelular protege as bactérias de sua atividade 

impossibilitando a detecção de opsoninas na parede celular bacteriana, 

posteriormente quando as colônias se tornam maiores, o engolfamento pelos 

fagocítos é dificultado, isso resulta no atraso da resposta imune e em uma 

fagocitose frustrada, seguido por degranulação e acúmulo local de citocinas pró-

inflamatórias que aumentam ainda mais a inflamação e danificam o tecido 

hospedeiro. 

O biofilme estafilocócico é robusto, e dificulta a penetração de antibióticos 

até as camadas bacterianas mais profundas, ocasionando uma exposição 

variada dos antimicrobianos ao biofilme (Lisowska-Lysiak et al.; 2021). Além da 

proteção física, o biofilme estafilocócico apresenta uma maior tolerância aos 

antimicrobianos devido sua menor taxa metabólica. Essa tolerância induzida 

pelo biofilme, limita a eficácia da antibioterapia, contribuindo para a recalcitração 

de infecções. Dessa maneira, o tratamento do biofilme exige uma maior 

dosagem de agentes terapêuticos para alcançar resultados efetivos, que por 

vezes resultam em resistência aos antimicrobianos (Vestergaard et al., 2019). 
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2.3 Impressão 3D 

  

A tecnologia de impressão tridimensional (3D) é uma maneira altamente 

versátil para a produção de objetos, é definida como uma tecnologia que constrói 

dispositivos com ampla variedade de tamanhos, camada por camada, feito de 

plásticos, metal ou outros materiais, a partir de dados computacionais 

específicos de acordo com a necessidade (Chia; Wu, 2015). Existem vários tipos 

métodos de impressão 3D: impressão por extrusão – FDM (Fused Deposition 

Modeling); Estereolitografia – SLA; impressão direta por luz - DLP (direct light 

processing) e Sintetização Seletiva – SLS (Selective Laser) (Dimitrov et al., 

2006). (Wadher et al., 2021).  

A técnica de fusão e depósito (FDM) é uma das mais utilizadas, nesse 

tipo de impressão, os objetos tridimensionais são produzidos pela injeção do 

polímero termoplástico aquecido enquanto um cabeçote se movimenta e injeta 

o material em sucessivas camadas na mesa da impressora e definem dimensão 

e detalhes de texturas a partir de modelos digitais feitos utilizando softwares de 

modelagem (Poomathi et al., 2020; Sandler et al. 2014). 

 Esses softwares são programas que permitem criar e simular projetos, 

possibilitando a criação de modelos 3D com componentes pré-definidos ou 

configurações específicas de circuitos. Dentre os softwares como Blender; 

Autocad; Inventor; Maya; destaca-se o Tinkercad, um programa gratuito de fácil 

manuseio com recursos básicos, sendo recomendado para iniciantes 

(Limatainen et al., 2023). Após projetar um objeto em 3D é preciso utilizar um 

programa de fatiamento, que é responsável por transformar o modelo em um 

arquivo digital de formato *. gcode (linguagem de programação da impressora), 

definir os parâmetros de impressão e características da peça como velocidade 

de impressão, altura das camadas, porcentagem de preenchimento, perímetros, 

entre outros (Rilling et al., 2005). 

Uma impressora 3D típica opera com 200 μm entre as camadas, e todos 

os polímeros apresentam uma rugosidade superficial durante a impressão 

fornecendo um ambiente ideal para a propagação fixação inicial de bactérias e 

formação do biofilme, devido a aspereza presente nas superfícies dos 
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dispositivos impressos (Hall et al., 2021). Existe uma gama de diferentes 

polímeros disponíveis no mercado que podem ser utilizados para a fabricação 

de dispositivos 3D (Zuniga et al. 2015). Dentre os polímeros mais populares 

utilizados para fins clínicos temos o Poliácido Láctico (PLA), um polímero atóxico 

feito a partir do amido de milho ou cana-de-açúcar. As formas mais usuais de 

PLA na prática médica são o poli (DL-ácido lático), PDLLA, que tem propriedade 

de menor resistência mecânica e uma degradação mais rápida e o poli (L-ácido 

lático), PLLA, que possui alta resistência mecânica e degradação prolongada. 

Dentre essas duas opções, o PLLA destaca-se como melhor escolha nas 

aplicações estruturais, pois tem uma maior resistência e menor deformação à 

tensão (Simões; Einloft; Pezzin, 2010).  
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3 OBJETIVOS  
 

3.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver um dispositivo impresso 3D em configuração tridimensional 

que contenha canais internos para o estudo da formação do biofilme. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

● Desenhar um protótipo impresso em 3D para estudo do biofilme; 

● Testar as condições de impressão do protótipo na impressora 3D; 

● Avaliar a formação do biofilme estafilocócico no protótipo 

desenvolvido; 

● Comparar a biomassa do biofilme formado em placas de poliestireno 

e no dispositivo 3D. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Materiais 

 

Esse trabalho foi realizado na Universidade Federal do Oeste da Bahia 

(UFOB). Todos os métodos foram executados no QuitandaLab, laboratório de 

prática de microbiologia, e no Laboratório de Doenças Infecciosas e Vetores 

(LAIVE). 

 

● Impressora 3 D; 

● Leitor de microplacas; 

● Bactéria Staphylococcus aureus;  

● Bactéria Staphylococcus epidermidis; 

● Tubo de ensaio; 

● Alça bacteriológica; 

● Microtubos; 

● Becker; 

● Pinça; 

● Placas de petri; 

● Placas de microtitulação de 96 poços; 

● Pipeta automática; 

● Ponteira; 

● Filamento PLA BASIC; 

● Bastão de vidro; 

● Meio TSB; 

● Capela de exaustão; 

● Etanol 95%; 

● Cristal violeta; 

● Água destilada; 

● Tampão salina fosfato; 

● Estufa de esterilização e secagem; 

● Incubadora; 

● Computador; 
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4.2 Métodos 

4.2.1 Microrganismos e condições de cultivo  

 

Para a realização deste trabalho foram utilizadas as cepas referências de 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 e de Staphylococcus epidermidis NRS 101. 

As bactérias foram cultivadas em meio TSA a 37 °C sem agitação. Para os 

ensaios de formação de biofilme, foi utilizado o meio TSB, e os estoques foram 

mantidos a -20°C. 

 

4.2.2 Preparo do dispositivo 

 

O modelo do dispositivo tridimensional para estudo do biofilme foi 

projetado digitalmente utilizando o software gratuito Tinkercad 

(https://www.tinkercad.com/) que serve como base para as demais etapas. Feita 

a modelagem, o arquivo em formato *.stl é exportado para o programa Creality 

Slice 4.8 (https://creality-slicer.en.uptodown.com) e transformado em *.gcode 

(linguagem da máquina). Foi testado a impressão de alguns modelos de 

dispositivos e com densidades de preenchimento diferentes. Entretanto decidiu-

se optar pela tipologia Gyroid, pois resistiu ao método de esterilização, o modelo 

desenvolvido possui diâmetro da base de 7.50 mm e altura 5.50mm, projetado 

com 0 camada externa, 0 camada de topo, 4 camadas de base, e com o 

enchimento de densidade variada (20%, 40% e 60%).  

A impressão foi realizada no laboratório Quintadalab da UFOB, utilizando 

a técnica de fusão e depósito (FDM). As configurações da impressora 3D Creality 

Ender 7 foram mantidas padronizadas e específicas para o PLA, que é o 

filamento de escolha. A temperatura do bico é de 220°C, a temperatura da mesa 

é de 60 °C, com 0,2 mm de espessura da camada. Por fim, foram utilizadas 40 

peças de densidade de enchimento de 20% (Gyr 20), 40 peças de densidade de 

enchimento de 40% (Gyr 40) e 40 peças de densidade de enchimento de 60% 

(Gyr 60). 

 

https://www.tinkercad.com/
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4.2.3 Esterilização  

 

O método de esterilização utilizado foi o de calor úmido sob pressão 

(autoclavagem) e foram utilizadas as seguintes condições de uso: temperatura 

120° C e pressão de 3 bar durante 15 minutos. 

 

4.2.4 Quantificação do biofilme 

 

A análise da produção do biofilme foi estimada através da leitura da 

densidade óptica (DO), realizada em microplacas de poliestireno de 96 poços 

com fundo chato. Os poços foram preenchidos com 100 μL do inóculo bacteriano 

de ATCC 29213 e NRS 101 padrão 0,5 McFarland em meio TSB, e em seguida, 

foram adicionados os dispositivos.  

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 20 horas sem 

agitação. Após o tempo de incubação, os dispositivos foram retirados das placas, 

e o sobrenadante de cada poço foi retirado cuidadosamente com a ajuda de uma 

pipeta, e então os poços e os dispositivos foram lavados gentilmente duas vezes 

em tampão salina fosfato (PBS), secos em temperatura ambiente. Ao microtubo 

contendo o dispositivo foi adicionado 500 μL de cristal violeta 0,1 %, ao passo 

que os poços foram corados 100 μL de cristal violeta, e foram incubados por 30 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os poços e os dispositivos 

foram lavados duas vezes com solução salina 0,9 % e secos a temperatura 

ambiente. Para a dissolução do biofilme foram adicionados 200 µL de etanol 

comercial 95%. Após 15 minutos, a leitura da densidade óptica em 560 nm 

(DO560nm) foi realizada em leitor de microplacas Varioskan LUX Multimode 

Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific). Os ensaios foram realizados em 

triplicata biológica. 

 

4.2.4 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas e os gráficos apresentados foram feitos utilizando 

o software Graphpad (v6.0 GraphPad Prism). Os dados foram analisados 
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utilizando-se o teste ANOVA Two-way seguido pelo pós-teste Bonferroni para 

comparação entre os grupos. 
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5 RESULTADOS   

 

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um dispositivo 3D para 

estudo de biofilme bacteriano produzido por S. aureus e S. epidermidis. Para 

isso foi utilizado o software Tinkercad para desenhar o modelo de um dispositivo 

(FIGURA 1) para ser impresso 3D (Figuras 2 e 3) com as dimensões que 

permitisse ser acoplado ao poço de uma placa de 96 poços de fundo chato 

(Figura 4).  

 

Figura 1- (A) Desenho original do protótipo realizado no software Tinkercad. (B) 

Estrutura de preenchimento preparada no Creality Slice. 
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Figura 2 - Impressora Ender 7 durante o processo de impressão 3D dos dispositivos. 

 

 

 

Figura 3 - Dispositivos 3D impressos nas densidades de 20% (Gyr 20), 40% (Gyr 40) 

e 60% (Gyr 60). 

. 
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Figura 4 - Dispositivos 3D acoplados a placa de 96 poços. 

 

Para a impressão do dispositivo foi escolhido o filamento de ácido 

polilático (PLA) que, segundo Ferràs et al. (2022), é um dos materiais mais 

viáveis na construção de biomodelos de dispositivos médicos. Após a impressão, 

os dispositivos foram esterilizados utilizando o método de calor úmido. Nessa 

metodologia, os dispositivos foram submetidos a temperaturas que variaram de 

120°C a 125°C por um tempo mínimo de 15 minutos. Embora houvesse o risco 

de fusão ou amolecimento do PLA, não foi observada nenhuma alteração 

significativa nas estruturas externas e internas das peças (Figura 5). Alguns 

modelos diferentes do Gyroid foram testados no processo de autoclavagem, mas 

tornaram-se muito quebradiços após o resfriamento eportanto não foram 

utilizados nos testes seguintes. O dispositivo fabricado com a densidade 

estrutural de 20% da tipologia Gyroid, também apresentou uma maior fragilidade 

quando comparado com as densidades 40% e 60%, mas o manuseio cauteloso 

possibilitou o uso durante todo o estudo. 

 



29 

 

 

Figura 5 - Dispositivos com densidade estrutural de 20%, 40%, e 60% da tipologia 

Gyroid, observados antes (A) e após (B) o processo de esterilização por calor úmido. 

 

 

Figura 6- Dispositivos visualizados no microscópio com densidade estrutural de 20%, 

40%, e 60% da tipologia Gyroid, observados antes (A, B, C) e após (D, E, F) o 

processo de esterilização por calor úmido. 

 

Os dispositivos com tipologia Gyroid nas densidades 20, 40 e 60% foram 

então utilizados para os ensaios biológicos de formação de biofilme pelas 

espécies Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Neste ensaio, 

as bactérias foram crescidas nas placas de 96 poços contendo os dispositivos 
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3D por 20h para permitir a formação do biofilme. O biofilme fixado no fundo dos 

poços e nos filamentos dos dispositivos foi corado com cristal violeta para 

visualização e quantificação. Foi possível observar que houve a formação de 

biofilme nos dispositivos por ambas as espécies (Figura 7, 8 e 9).  

 

 

Figura 7: Dispositivos impressos 3D (A), (B), (C) sem a formação de biofilme. 

Dispositivos (D), (E) e (F) após a formação e coloração do biofilme por Staphylococcus 

epidermidis. 
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Figura 8: Dispositivos impressos 3D (A), (B), (C) sem a formação de biofilme. 

Dispositivos (D), (E) e (F) após a formação e coloração do biofilme por Staphylococcus 

aureus. 
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Figura 9:  Formação de biofilme nos dispositivos impressos 3D observados 

microscópicamente na lateral. Dispositivos na densidade Gyroid 20% (A), 40% (B) e 

60% (C) sem a formação de biofilme. Dispositivos na densidade Gyroid 20% (D), 40% 

(E) e 60% (F) após a formação e coloração do biofilme formado por Staphylococcus 

aureus. Dispositivos na densidade Gyroid 20% (G), 40% (H) e 60% (I) após a 

formação e coloração do biofilme formado por Staphylococcus epidermidis. 

 

Para realizar a quantificação da biomassa de biofilme formada em cada 

uma das condições, foi adicionado etanol comercial para dissolver o cristal 

violeta impregnado e então realizar a leitura de absorbância em comprimento de 

onda e 560 nm. Os resultados podem ser observados nas Figuras 9 e 10. 
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Figura 10 - Biofilme formado por Staphylococcus epidermidis nos poços da placa e 

nos dispositivos.  

  

 A figura 5 mostra a formação de biofilme de S. epidermidis NRS 101, 

pode-se observar que houve formação de biofilme tanto no poço quanto no 

dispositivo e a absorbância DO560 variou 1,6 a 1,8, exceto para Gyr 60 que 

absorveu em torno de 2,7. Não houve diferença na quantidade de biofilme 

epidermidico formado nos poços e nos dispositivos Gyr 20 e Gyr 40, entretanto, 

no dispositivo Gyr 60 a formação de biofilme foi estatisticamente maior quando 

comparado com o poço.   
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Figura 11 - Biofilme formado por Staphylococcus aureus nos poços da placa e nos 

dispositivos. 

 

Já para a S. aureus ATCC 29213 a  DO560  observada variou entre 1,4 e 

0,8 nos poços e de 1,1 a 1,45 para os dispositivos (Figura 1). Esses valores 

mostram que a NRS 101 tem uma maior capacidade de formação de biofilme, 

comparada com a ATCC. Além disso, a quantidade de biofilme de S. aureus 

formada no poço foi decrescente conforme a densidade dos dispositivos 

aumentava. Na figura 11 podemos ver que o poço da placa onde se colocou o 

dispositivo houve uma redução significativa na produção de biofilme (DO560  = 

0,8), por outro lado o Gyr 60 apresentou a maior quantidade de biofilme (DO560  

= 1,45).  
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6 DISCUSSÃO 

 

Infecções por biofilme geralmente estão vinculadas a feridas crônicas, 

dispositivos médicos permanentes, endocardite e podem levar a condições 

potencialmente fatais como sepse, por isso a presença de biofilme representa 

uma ameaça significativa à saúde pública, uma vez que essa forma de vida 

microbiana demonstra resistência tanto aos tratamentos antimicrobianos quanto 

às defesas naturais do hospedeiro (Otto, 2018; Tolker, 2015). Para se estudar o 

biofilme in vitro existem diversas ferramentas como as placas de microtitulação, 

dispositivo de Calgary (CBD), ring test, câmara de fluxo, dentre outros (Azeredo 

et al., 2017). 

A placa de microtitulação é o método de alto rendimento mais utilizado 

mundialmente, isso porque além de realizar inúmeros testes de uma única vez, 

também é um teste barato. Mas apesar disso, o biofilme não se adere fortemente 

ao poliestireno, podendo se soltar facilmente, sofre interferência de células que 

se sedimentam e não é adequado para testes de susceptibilidade a antibióticos 

e drogas antibiofilme. Para screening de compostos contra biofilme ou com ação 

antimicrobiana se utiliza mais metodologia CBD, que também realiza inúmeros 

testes de uma vez e minimiza o efeito da sedimentação celular e permite análise 

da população microbiana que compõe o biofilme. Mas os dispositivos CBD são 

caros, principalmente quando um material diferente do poliestireno precisa ser 

utilizado, além disso, para se realizar a avaliação individual dos pinos é 

necessário quebrar o dispositivo (Azeredo et al., 2017). 

Aqui neste trabalho foi desenvolvido um dispositivo 3D que se acopla à 

microplaca de titulação sem tocar o fundo do poço, minimizando o efeito da 

sedimentação, e por ser individualizado se torna mais versátil o seu uso. Uma 

possibilidade é o estudo da difusão de nutrientes e compostos através do 

biofilme formado dentro dos poros do dispositivo que pode ser acompanhado por 

meio de cortes e microscopia. Além disso, o uso da tecnologia de impressão 3D 

possibilita um design e tipo de material diferenciado para cada tipo de estudo a 

ser realizado. 
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Os poros presentes nos dispositivos foram planejados de forma a 

mimetizar condições que podem ser encontradas in vivo durante infecções 

ósseas. Durante a osteomielite, por exemplo, S. aureus é capaz de invadir e 

colonizar rede canalicular óssea onde a bactéria fica protegida pela densa matriz 

mineral óssea do ataque do sistema imunológico (Bentley et al., 2018; Master et 

al., 2019). Replicar a estrutura complexa da microarquitetura óssea é desafiador, 

mas com o auxílio da tecnologia 3D é possível construir estruturas no dispositivo 

que possam auxiliar nos estudos sobre formação de biofilme nos ossos.  

Este dispositivo apresenta uma série de vantagens que visam melhorar a 

pesquisa nesse campo, como a produção de baixo custo que viabiliza uma 

abordagem acessível, enquanto a facilidade na fabricação do dispositivo que 

pode ser feita in house, além disso, a facilidade no processo de autoclavagem 

garante a esterilização adequada do dispositivo. As principais restrições do 

nosso dispositivo estão associadas à impossibilidade de mostrar ou capturar 

imagens do biofilme in vivo durante seu desenvolvimento e de necessitar de 

trabalho manual, que demanda uma atenção minuciosa durante o processo. 

Os dispositivos desenvolvidos neste estudo foram eficientes em permitir 

a formação de biofilme pois a absorbância em 560 nm foi superior a 1 (XU et al., 

2016). Foi observado também que a quantidade de biofilme formado por 

Staphylococcus aumentou de maneira dependente da densidade de 

preenchimento do dispositivo. Isso pode ser consequência de os canais internos 

aumentarem a superfície sulcada e hidrofóbica disponível para a adesão inicial 

do biofilme em comparação com o poço. Isso está de acordo com o estudo 

recente realizado por Hall et al. (2021) que sugeriram que as propriedades de 

rugosidade superficial e a hidrofobicidade, desempenham um papel crucial no 

crescimento de biofilmes de E. coli, P. aeruginosa e Staphylococcus aureus em 

materiais à base de ácido polilático impressos.  

Uma outra alternativa que explica a maior quantidade de biofilme nos 

dispositivos Gyr 60 é que nos poros menores pode haver um acúmulo mais 

rápido sinalizadores de Quorum sensing que favorecem a formação do biofilme 

pois as moléculas ficam impedidas de dispersar tão facilmente no meio de 

cultura. O sistema de regulação Quorum sensing permite que as alterem o 

comportamento de maneira síncrona a depender da densidade microbiana, além 
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de regular a produção de proteases e modulinas solúveis em fenol (PSM), que 

são as principais enzimas para a maturação e desmontagem do biofilme em S. 

aureus e S. epidermidis (Schilcher; Horswill, 2020).  
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7 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, apresentamos o desenvolvimento de um dispositivo 

impresso em 3D para estudo do biofilme estafilocócico. Uma característica 

importante desse dispositivo é a possibilidade de ser impresso in house o que 

o torna mais barato e versátil. A capacidade de impressão em 3D permite 

ajustes básicos e personalizados de acordo às necessidades. Os dispositivos 

desenvolvidos demonstraram eficiência em fornecer um ambiente propício 

para a formação de biofilme estafilocócico. Além disso, evidenciamos que a 

densidade de preenchimento do dispositivo exerce influência direta sobre a 

quantidade de biofilme formado, sendo o dispositivo Gyroid 60 avaliado como 

a melhor estrutura para o estudo do biofilme, pois a sua maior densidade 

estrutural consegue mimetizar melhor as estruturas do hospedeiro, onde 

comumente há formação de biofilme, isso destaca a relevância do parâmetro 

de densidade de preenchimento no desenvolvimento e controle do 

experimento. Dessa forma, a combinação da acessibilidade proporcionada 

pela impressão 3D e dos resultados de formação de biofilme obtidos, novos 

estudos devem ser conduzidos para testar o efeito de antimicrobianos e 

moléculas antibiofilme para controle de biofilme estafilocócico. 
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