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Resumo 
A formação de biofilmes é algo natural e que serve como um mecanismo de proteção para os 
microrganismos. Contudo, este mecanismo de proteção também pode interferir em outros aspectos 
como a resistência a antimicrobianos ou sanitizantes. Assim, este projeto tem como objetivo avaliar 38 
cepas obtidas durante o período pandêmico (COVID19) em relação a capacidade de formação de 
biofilmes e sua adaptação a antibióticos. Para isso, será realizado as etapas: reativação das cepas 
bacterianas em ágar triptona de soja (TSA), análise da curva de crescimento das cepas de 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus 
coagulase-negativo em caldo triptona de soja (TSB) no espectrofotômetro, a avaliação da formação de 
biofilmes em microplacas de poliestireno e por último,sua adaptaçãoà antibióticos. Até o momento, a 
reativação das cepas, primeira etapa, foi realizada demonstrando que todas as cepas estão viáveis e 
aptas para serem usadas nas outras etapas do estudo. Com a finalização do estudo, pretendemos 
discutir mais sobre a disseminação dos microrganismos por biofilmes e seus impactos na Saúde Única.  
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Introdução 
 

O conceito de Saúde Única (One Health) é o conjunto de várias práticas que trabalham juntas local, 
nacional e globalmente para ajudar a alcançar padrões de saúde ideal para seres humanos, animais e 
meio ambiente. A tríade da saúde única mostra como a saúde das populações, dos animais e do meio 
ambiente estão ligados uns aos outros, sendo dependentes e correlacionadas entre si, ou seja, um 
impacto gerado em animais vai resultar em consequências ambientais e para a humanidade, bem como 
um impacto ambiental gera desastres no reino animal como um todo (Sinclair, 2019). 

Em outro aspecto, a resistência bacteriana aos antimicrobianos é um tema de crescente importância 
nas ciências biomédicas. Os antibióticos são substâncias que exercem pressão de seleção sobre as 
bactérias, levando à ocorrência de bactérias resistentes. Assim, as bactérias adquirem resistência de 
diversas formas e utilizam diferentes mecanismos para contornar a ação das drogas antimicrobianas. 
Pelo fato de os antimicrobianos serem utilizados nos seres humanos, nos animais e na agricultura, é 
aconselhável a abordagem do tema sob uma perspectiva de Saúde Única (Limongi; Oliveira, 2020). Tal 
uso indiscriminado de antibióticos foi notado durante a pandemia de COVID-19, devido a falta de 
conhecimento, atenção e na tentativa de tratamentos eficazes, potencializando a resistência bacteriana 
(Silva et al., 2024), inclusive sobre o gênero Staphylococcus (Ai et al, 2024; Norberg et al., 2022). 

Além do uso indiscriminado de antibióticos, os biofilmes, comunidades microbianas organizadas 
compostas por agregados de células que excretam substâncias poliméricas, que por sua vez, podem 
formar camadas, também podem atuar na resistencia bacteriana. Praticamente todos os 
microrganismos possuem potencial para formar biofilmes, desde que encontrem condições ambientais 
adequadas para seu desenvolvimento (Muhammad et al., 2021). Uma vez estabelecido o biofilme, as 
células mostram-se mais protegidas contra agressões ambientais, fato que torna mais difícil sua 
eliminação, proporcionando também adaptação a diferentes fatores de estresse, dentre eles a 
exposição à sanitizantes e antibióticos (Uruen et al., 2020; Wong et al., 2021). 
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Neste aspecto, prevenção da instalação e eliminação das comunidades microbianas tem se tornado 
preocupação constante nos ambientes clínicos (Andersson et al., 2020). Por conseguinte, a 
higienização ineficiente e a inadequada remoção dos microrganismos das superfícies e instalações que 
entram em contato com os produtos afetam diretamente sua qualidade com a possibilidade de 
contaminação do paciente. Sendo assim, as falhas na higienização das superfícies possibilitam a 
aderência dos resíduos orgânicos, formando o filme condicionante, tornando as mesmas como 
potenciais fontes de contaminações (Rutala; Weber, 2019). Desta forma, este trabalho visa contribuir 
para abrir novos caminhos para futuras pesquisas, considerando a capacidade de formação de 
biofilmes e a adaptação a doses subletais à antibióticos de cepas patogênicas de bactérias do gênero 
Staphylococcus, oriundas do período pandêmico da Covid-19, e observação dentro do escopo da 
abordagem em Saúde Única, culminando em próximas intervenções positivas para a comunidade local 
e progresso no conhecimento científico. 

 
Metodologia 
 

O estudo, inicialmente aprovado pelo CEP da UNIFESP sob o número: 4.318.859, se desenvolverá 
no modelo investigativo-experimental e delineamento estratégico visando a correlação entre a 
formação e classificação de biofilmes de 38 isolados bacterianos oriundos de amostras clínicas em 
período pandêmico (Covid-19), do Hospital da Unimed de Lorena-SP, e a abordagem em Saúde Única 
correlacionada ao perigo do abuso de dosagens subletais de antibióticos da classe dos macrolídeos 
para uso em humanos. As amostras foram obtidas de diferentes sítios infecciosos de pacientes 
internados e, após os procedimentos de crescimento em placacom fins de diagnóstico, de acordo com 
os protocolos do hospital citado, foram separadas amostras para estudo, as quais foram congeladas 
em meio crioprotetor. 

As culturas-estoque serão armazenadas em meio de congelamento (15 mL de glicerol; 0,5 g de 
peptona bacteriológica; 0,3 g de extrato de levedura; 0,5 g de NaCl; 100 mL de água destilada, pH 7,0). 
As culturas serão descongeladas à temperatura ambiente e reativadas inoculando-se alíquotas de 100 
μL em tubos contendo 10 mL de caldo Triptona de Soja (TSB) e incubadas a 37 ºC/24h. A padronização 
dos inoculos será realizada mediante curva de crescimento de uma cepa padrão ATCC de 
Staphylococcus sp., gentilmente cedida pela CCMA (Coleção de Culturas da Microbiologia Agrícola) 
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

Após a reativação, alíquotas de 50 μL dos inoculos serão transferidas para 300 mL de Caldo 
Triptona de Soja (TSB) e incubadas a 37 °C, sendo realizadas leituras periódicas (intervalos de uma 
hora) em espectrofotômetro (densidade óptica de 600 nm) e plaqueamento em Ágar Triptona de Soja 
(TSA) com incubação a 37 °C/24h. Desta forma, as culturas serão padronizadas em 108 UFC mL-1 para 
a construção da curva de crescimento e posterior comparação com a escala de 0,5 McFarland para 
utilização nos ensaios posteriores. 

A concentração mínima bactericida dos antibióticos azitromicina, eritromicina e clindamicina frente 
aos 38 isolados clínicos de Staphylococcus será determinada empregando-se a técnica de 
microdiluição em caldo, em placas de poliestireno de 96 cavidades, de acordo com o NCCLS (M7-A6) 
com adaptações. Desta forma, serão obtidas soluções de TSB e de antibióticos nas concentrações de 
0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00; 4,00 e 8,00% (v/v). Alíquotas 150 μL das soluções serão adicionadas 
nas cavidades e inoculados 10 μL da cultura padronizada. As microplacas serão incubadas a 37 ºC/24h. 
Após esse período, será realizado o plaqueamento de alíquotas de três alíquotas de 10 μL das culturas 
de cada poço em TSA utilizando a técnica de microgotas; por fim, as placas serão incubadas a 37 
°C/24h. Após incubação, será determinada a concentração mínima bactericida dos antibióticos, como 
sendo sua menor concentração capaz de promover a ausência de crescimento dos isolados de 
Staphylococcus em placa. O experimento será realizado em triplicata e três repetições utilizando dois 
controles para cada antibiótico testado; sendo um controle negativo, contendo 150 μL de TSB acrescido 
de 0,5% de Tween 80 (v/v) e antibiótico e um controle positivo, contendo 150 μL TSB acrescido de 
0,5% de Tween 80 (v/v) e 10 μL de inóculo padronizado. 

Ademais, células de isolados de Staphylococcus serão cultivadas a fim de quantificar e classificar a 
capacidade de formação de biofilmes por medidas indiretas de densidade óptica a 620 nm. Alíquotas 
de 50 μL das culturas serão inoculadas nas cavidades das microplacas de forma padronizada em 150 
μL de TSB seguida de incubação a 37 °C/48h. Após esse período as culturas serão removidas e as 
cavidades serão, por sua vez, lavadas três vezes com solução de 0,85% de NaCl (m/v) para remoção 
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das células não aderidas. Para o controle negativo serão adicionados nas cavidades 200 μL de TSB 
sem adição de inóculo. Posteriormente, 200 μL de solução de cristal violeta 0,1% (m/v) serão 
adicionados nas cavidades. Após 10 minutos de exposição a solução será retirada e as cavidades 
serão lavadas três vezes com solução NaCl 0,85% (m/v). As microplacas serão secas em temperatura 
ambiente, e os biofilmes formados desprendidos pela adição de 200 μL de etanol 95% (v/v). Os 
conteúdos das cavidades serão homogeneizados e transferidos para nova microplaca. A concentração 
de cristal violeta será avaliada pela medição de absorbância a 600 nm em leitor de microplaca de 
poliestireno de 96 poços (Tecan Infinite m200 pro) (Merritt; Kadouri; O'toole, 2011). 

Para a determinação da capacidade de formação de biofilme, será utilizada a seguinte classificação: 
Não formadora de biofilme (Doa ≤ Docn), fracamente formadora de biofilme (Docn < Doa ≤ 2 x Docn), 
moderadamente formadora de biofilme (2 x Docn < Doa ≤ 4 x Docn) e fortemente formadora de biofilme 
(4 x Docn < Doa). Onde Doa é a densidade óptica do biofilme e Docn a densidade óptica do controle 
de crescimento negativo (Stepanović et al., 2000). Os valores finais serão obtidos pelas médias 
aritméticas das absorbâncias lidas, sendo realizadas 8 replicatas. 

Finalmente, para a análise da adaptação dos biofilmes bacterianos, os isolados bacterianos serão 
expostos por 12h a concentrações subletais dos antibióticos (¼ da concentração mínima bactericida 
obtida nos testes anteriores), homogeneizados em TSB. Após incubação as culturas serão removidas 
e as cavidades lavadas com solução salina por três vezes. Desta forma, os biofilmes adaptados serão 
desafiados às mesmas concentrações dos antibióticos previamente testados. Alíquotas de 200 μL de 
soluções aquosas de antibióticos nas mesmas concentrações serão adicionadas nas cavidades e após 
20 minutos de contato, as soluções serão removidas e as cavidades lavadas três vezes com solução 
de NaCl 0,85% (m/v). Em seguida, 200 μL de TSB serão adicionados às cavidades e as microplacas 
serão incubadas a 37 °C/24h. Após esse período, será realizado o plaqueamento de alíquotas de 10 
μL das culturas tratadas em TSA pela técnica de microgotas seguido de incubação a 37 °C/24h e, 
assim, determinada a concentração dos antibióticos capazes de eliminar biofilmes de Staphylococcus 
que sofreram adaptação em estado séssil. 
 
Resultados 
 

O atual estudo tem como principais etapas metodológicas a reativação das cepas obtidas, seguido 
da realização de uma curva de crescimento para as espécies presentes e por último, pela avaliação da 
formação de biofilmes e análise de sua adaptação frente a doses subletais de antibióticos. 

Considerando que o presente estudo está em andamento, inicialmente, foi realizada a reativação 
das cepas utilizando ágar triptona de soja (TSA), seguindo todos os procedimentos de Boas Práticas 
Laboratoriais (BPL). Após 24h foi possível evidenciar que as bactérias estavam viáveis, uma vez que 
foi possível notar o crescimento pra cada cepa (Figura 1). 
 

Figura 1 - Processo de ativação das cepas adquiridas durante a pandemia de COVID19. A: Cepas 
adquiridas durante o período pandêmico; B: Placas na estufa para crescimento bacteriano; C: Placas 

após 24h na estufa. 

 
Fonte: o autor (2025) 
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Após observarmos a viabilidade das cepas bacterianas, a próxima etapa será gerar as curvas de 

crescimento para as diferentes espécies de bactérias avaliadas, ou seja, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus coagulase-negativo, de 
forma a entender o perfil de crescimento para cada. Posteriormente à aquisição das curvas de 
crescimento, os procedimentos para a avaliação do crescimento de biofilmes e a análise da adaptação 
de tais biofilmes a doses subletais para antibióticos serão realizados, de acordo com a metodologia 
proposta.  
 
Discussão 
 

A contribuição do projeto está fundamentada na investigação da proliferação microbiana 
inadequada na forma de biofilmes, podendo atingir diversos ambientes: desde clínico-hospitalares até 
comunitários urbanos, agropecuários e fontes hídricas. Isto poderá contribuir positivamente à 
comunidade acadêmica como uma nova fonte de informação sobre as bactérias oriundas de um cenário 
pandêmico, além de averiguar a relação entre a tríade da abordagem em Saúde Única, tornando-se 
imprescindível a atuação parceira de profissionais de múltiplas áreas para que as informações corretas 
sejam disseminadas. 

O presente projeto também apresenta impactos sociais, abordando três dos dezessete Objetivos de 
Desenvolvimento Sustentável da Organização das Nações Unidas – as ODS da ONU, com foco na 
ODS 3, saúde e bem-estar; ODS 4, educação de qualidade; e a ODS 14: vida na água. Neste campo, 
esse projeto ainda pode auxiliar em ações que visam prolongar a incidência de novas emergências de 
contaminações e infecções microbiológicas, promovendo o sistema único de saúde. 

Desta forma, o cultivo laboratorial por meio de curva de crescimento, quantificação e classificação 
de biofilmes, bem como testes de adaptação a doses subletais de antimicrobianos da classe dos 
macrolídeos, mostram-se necessários para evidenciar a correlação existente entre a formação de 
biofilmes ambientais e o uso indiscriminado de tais antibióticos, visto que estão dentro do conceito 
holístico em Saúde Única. 

 
Conclusão 

 
O entendimento sobre a capacidade de formação de biofilmes pelos microrganismos é importante, 

uma vez que estes biofilmes podem interferir de forma direta na saúde da população, na saúde animal 
e no meio ambiente (Saúde Única). Ao percebermos que as características dos biofilmes podem 
potencializar a resistencia baceriana, compreender o padrão de formação de biofilmes e a adaptação 
a doses subletais de cepas do gênero Staphylococcus obtidas de amostras clínicas, de diferentes sítios 
infecciosos, durante a pandemia Covid-19 reforçará a necessidade de trabalharmos na teoria do uso 
racional de medicamentos, principalmente quando discutimos sobre antimicrobianos. 

Portanto, os resultados deste estudo, ainda em desenvolvimento, irão contribuir para que este tema 
seja melhor discutido, servindo de base científica. Ademais, esperamos poder avançar na temática em 
próximos estudos, avaliando a adaptação dos biofilmes, bem como seu padrão de crescimento em 
diferentes tipos de microplásticos e bioplásticos. 
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