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RESUMO: (Estudo da cinética de crescimento de bactérias redutoras de sulfato (BRS) orais e ambientais em condi¢des aerobias
¢ anaerobias). A biocorrosao ¢ induzida por micro-organismos, como, por exemplo, as bactérias redutoras de sulfatos (BRS),
com a capacidade de reduzir ion sulfato a sulfeto, sob diferentes condi¢des ambientais. Assim, essa capacidade biocorrosiva
faz com que esses micro-organismos possuam grande potencial biotecnoldgico. Porém, existem poucos relatos na literatura
sobre o cultivo e o comportamento das Desulfovibrio sp. em laboratorio. O objetivo desse trabalho foi descrever a cinética
de crescimento de duas espécies microbianas do género Desulfovibrio, Desulfovibrio desulfuricans (cepa oral e ambiental) e
Desulfovibrio fairfieldensis, em condi¢@o de aerobiose e anaerobiose. As trés cepas foram manipuladas dentro de uma camara
de controle atmosférico, Glove box, permitindo utilizar as condi¢des anaerdbicas para cultivo em meio de cultura Postgate E
modificado sem agar-agar e Postgate C sem agar-agar. As cepas também foram cultivadas nos mesmos meios de culturas em
condigdes aerobicas, dentro de uma cadmara de fluxo laminar. Ap6s adaptagdo, as placas de cultivo foram incubadas a 30 °C, por
147 horas, em uma leitora automatica de microplacas. A cada hora, a placa era agitada por trés segundos ¢ a leitura da absor-
bancia no comprimento de onda de 590 nm realizada pelo software Gen5™. Paralelamente, foi avaliado o crescimento de BRS
em meio de cultura Postgate E modificado sem agar-agar pela formacao de sulfeto de ferro. A cepa D. fairfieldensis apresentou
crescimento nos dois tipos de meios de cultura e ambas as condi¢des. As demais cepas apresentaram variagdes nas condi¢oes
aplicadas, com divergéncia na leitura da curva de crescimento com a formagao de sulfeto de ferro no meio de cultura Postgate
E, modificado sem agar-agar. O crescimento em meio de cultura especifico para Desulfovibrio sp. em ambiente aerdbico, sugere
que estas bactérias podem ser anaerdbicas facultativas ou aerotolerantes e nao estritas como descrito na maior parte da literatura.
Sendo assim, esta caracteristica sinaliza ndo haver uma restri¢do desta bactéria a ambientes anaerdobicos, permitindo transitar
em diferentes nichos da cavidade oral com distintas concentragdes de oxigénio.

Palavras-chave: Desulfovibrio, microbiologia oral, bactéria redutora de sulfato e curva de crescimento.

ABSTRACT: (On the growth kinetics of oral and environmental sulfate-reducing bacteria (SRB) in aerobic and anaerobic
conditions). Biocorrosion is a process induced by microorganisms such as sulfate-reducing bacteria (SRB), which are able to
reduce sulfate to sulfide under different environmental conditions. Such biocorrosive ability renders these microorganisms highly
important on a biotechnological scope. However, few studies have addressed the cultivation and behavior of Desulfovibrio sp. in
laboratory conditions. We therefore aimed to describe the growth kinetics of Desulfovibrio desulfuricans (oral and environmental
strains) and D. fairfieldensis, in aerobic and anaerobic conditions. Three strains were manipulated in a glovebox-type controlled
atmosphere chamber, which allowed for cultivation under anaerobic conditions in modified Postgate E culture medium without
agar-agar and Postgate C culture medium without agar-agar. Strains were grown in the same culture media under aerobic condi-
tions, within a laminar flow hood. After adaptation, cultures were incubated at 30 °C for 147 h in an automatic microplate reader.
Plates were shaken for 3 s on an hourly-basis and their absorbance was read at the 590-nm wavelength using software Gen5™. In
parallel, we evaluated SRB growth in modified Postgate culture medium without agar-agar by assessing iron sulfide formation.
The strain D. fairfieldensis grew on both culture medium types, in both conditions. The other strains showed variation in the
applied conditions, with divergences in readings of the growth curve being observed with iron sulfide formation in the modified
Postgate E culture medium without agar-agar. The occurrence of growth in a culture medium specific to Desulfovibrio sp. in
an aerobic environment suggests that these bacteria may be facultative anaerobic or aerotolerant, and not strict, as previously
reported in most studies. Thus, such trait suggests that there is no restriction to these bacteria in anaerobic environments, and
they therefore may be able to move across different niches of the oral cavity with different oxygen concentrations.

Keywords: Desulfovibrio, oral microbiology, sulfate-reducing bacteria, growth curve.

INTRODUCAO

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) sdo bactérias
anaerobias estritas, com uma faixa de temperatura 6tima
entre 25 e 44 °C e pH entre 5,5 € 9,0. Apresentam-se como
bacilos curvos ou espiralados, tendo de 0,5 a 1,0 um de
diametro e 3,0 a 5,0 pm de comprimento. Atualmente,
existem mais de 20 géneros bem conhecidos, tais como

Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfotomaculum, De-
sulfolobus, Desulfobacter, Desulfococus, Desulfosarcina,
Desulfonema etc. (Postgate 1984, Videla 2003, Madigan et
al. 2003). E um grupo de bactérias fastidiosas, sendo asso-
ciadas ao fendomeno de biocorrosdo em aguas profundas,
tanques de armazenamento e superficies metalicas (Laskin
et al. 2005), bem como a digestao de acidos gordurosos no
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intestino humano (Laskin et al. 2005, Dzierzewicz et al.
1996). As BRS, principalmente do género Desulfovibrio,
podem ser encontradas na microbiota intestinal e nas fezes
de adultos humanos saudaveis, além de estarem associadas
as doengas inflamatorias intestinais (Madigan et al. 2003,
Watanabe et al. 2007).

Sdo encontrados relatos da presenga de BRS, como
Desulfovibrio e Desulfobacter, na microbiota bucal, mu-
cosa bucal, no biofilme subgengival e em dorso de lingua
(Van Der Hoeven et al. 1995, Boopathy 2002, Langendijk
et al. 2001, Willis et al. 1999, Heggendorn et al. 2013).
Sefer and Calinescu (1965) relataram a presenca de BRS
associada a Streptococcus sp. em sete dentes extraidos,
devido a extensa carie dentaria e, ainda, relataram a
presencga de Desulfovibrio em raspas de dentina cariada.
Em relac@o aos patogenos periodontais, as BRS ja foram
associadas a Treponema denticola, Tannerella forsythia
and Porphyromonas gingivalis (complexo vermelho)
(Langendijk-Genevaux et al. 2001).

A fim de compreender o comportamento de cepas oral
de BRS, o presente estudo teve como objetivo descrever
a cinética de crescimento de duas espécies microbianas,
Desulfovibrio desulfuricans (cepa oral e ambiental) e
Desulfovibrio fairfieldensis, em condi¢ao de aerobiose e
anaerobiose.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal Fluminense, Rio de Janeiro, Bra-
sil, através do parecer consubstanciado do CEP (CAAE
17247013.3.0000.5243, nimero do parecer 426311).

Cinética de crescimento microbiano da Desulfovibrio
sp.

Foi determinada a cinética de crescimento de
D. desulfuricans (cepa ambiental e cepa oral) e D.
fairfieldensis em meio de cultura Postgate E modificado,
sem agar-agar, e meio de cultura Postgate C (Postgate
1984), sem agar-agar, a partir da seguinte metodologia,
descrita a seguir.

Amostras

Inicialmente, foi realizado o repique de cada uma das
cepas em meio de cultura Postgate E modificado sem

agar-agar e meio Postgate C sem agar-agar. Estes cultivos
foram incubados em estufa por sete dias a 30 °C.

Cinética de crescimento em anaerobiose

Lavagem das células bacterianas das amostras: Apos o
periodo de incubagdo, os cultivos foram centrifugados a
10.000 g durante 5 min, para a recuperagao das células.
Posteriormente, o precipitado de cada amostra foi ressus-
pendido com solugdo redutora para bactérias anaerdbias,
de composi¢do em g./L.: Tioglicolato de Sodio (0,124);
Acido ascorbico (0,1); NaCl (5,0) e Rezasurina (4,0 mL).
Ap6s o ajuste do pH, o meio foi submetido a constante
homogeneizacdo por agitacdo e a condi¢cdo de anaero-
biose, garantida através da purga e distribui¢do do meio
com nitrogénio e vedagdo dos frascos, tipo penicilina de
50 mL com tampa de borracha e lacre de aluminio. Ao
fim do procedimento, todos foram autoclavados.

Para os procedimentos em anaerobiose, foi utilizada a
camara de controle atmosférico Glove Box (Plas-Labs,
INC., #855-AC), conforme recomendado pelo fabricante.
O vacuo foi ligado nove vezes até¢ uma pressao de 18-20
PSI e posteriormente injetada a mistura de gas anaerdbico
(nitrogénio a 85%, hidrogénio a 10% e didxido de carbo-
no a 5%) até uma pressao de 25-50 PSI. Apo6s o preparo
prévio da Glove Box, a cdmara de transferéncia foi aberta
para a colocag@o do material. Depois de realizado o lacre
da camara de transferéncia, foi realizada quatro vezes a
aplicac@o de vacuo até uma pressdo de 18-20 PSI para
em seguida injetar a mistura de gas anaerobico, até o
manometro chegar a zero.

Com aplaca de cultivo de 24 pogos (BIOFIL®) posicio-
nada na Glove Box, foram distribuidos 1,5 mL de meio
Postgate E modificado sem agar-dgar em 12 pogos e 1,5
mL de Meio Postgate C sem agar-agar nos restantes. Apos
ressuspender as células em solugdo redutora, 0,15 pg/L
(in6culo de 10%) dos micro-organismos foram semea-
dos conforme a tabela 1. As placas foram lacradas com
Parafilm M® (Laboratory Film) ¢ retiradas da Glove Box.

Cinética de crescimento em aerobiose

O protocolo de lavagem das células bacterianas apli-
cados na condi¢do de anaerobiose foi repetido para a
condicdo de aerobiose.

A placa de cultivo de 24 pogos seguiu a mesma distri-
buigdo descrita na condi¢do anaerdbica, sendo manipu-

Tabela 1. Distribui¢ao dos meios de cultivo e das células nas placas de cultivo.

Meios de cultivo , :
Agar-igar

Meio de cultura Postgate E modificado sem

Meio de cultura Postgate C sem agar-agar

Meio Branco, sem inoculagao de bactérias (3 pogos)

Inoculagdo de Desulfovibrio desulfuricans (cepa

ambiental) (3 pogos)
Células inoculadas

Inoculagdo de Desulfovibrio desulfuricans (cepa

oral) (3 pogos)

Inoculagdo de Desulfovibrio fairfieldensis (cepa

oral) (3 pogos)

Meio Branco, sem inoculagdo de bactérias (3 pogos)

Inoculagdo de Desulfovibrio desulfuricans (cepa
ambiental) (3 pogos)

Inoculacdo de Desulfovibrio desulfuricans (cepa oral)
(3 pogos)

Inoculagdo de Desulfovibrio fairfieldensis (cepa oral)
(3 pogos)
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lada dentro da camara de fluxo laminar com auxilio de
uma pipeta, as células ressuspensas foram distribuidas e
0,15 pg/L (indéculo de 10%) dos micro-organismos foram
semeados em cada pogo, conforme a tabela 1.

Leitura de Crescimento de Desulfovibrio sp.

As placas de cultivo foram incubadas a 30 °C por 147
horas em uma leitora automatica de microplacas BioTek
Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (BioteK Ins-
truments, Inc). A cada hora, as placas eram agitadas por
trés segundos e a leitura da absorbancia, no comprimento
de onda de 590 nm, realizada pelo software Gen5™
(BioteK Instruments, Inc).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A detecgdo de absorbancia ¢ uma tecnologia que
permite o levantamento do rendimento do crescimento
de micro-organismos cultivaveis (Borglin et al. 2009).
Para a determinacdo da taxa de crescimento de cada
amostra/cepa, foi realizada uma média do ensaio branco
de cada grupo (meio de cultura), para entdo, com este
valor final, subtrair da curva de crescimento obtida do

ensaio do respectivo grupo de meio de cultura, resultan-
do na representagdo grafica da curva de crescimento em
anaerobiose (Fig. 1).

Durante o crescimento das BRS em meio de cultura
Postgate E modificado sem agar-agar, o sulfato ¢ reduzido
a sulfeto de hidrogénio que reage com o Fe™? no meio
de cultura e forma o sulfeto de ferro, tornando o meio
escurecido. Este indicativo de crescimento pode ser usado
como um analogo para o crescimento das BRS nos pocos
onde foi utilizado meio de cultura Postgate E modificado
sem agar-agar.

Ao correlacionar os dados da taxa da curva de cresci-
mento em condi¢des de anaerobiose com a indicagdo de
crescimento celular, relacionada a formagao de sulfeto de
ferro, que o meio de cultura Postgate E modificado sem
agar-agar apresentou nestes cultivos, foram realizadas as
seguintes analises, descritas a seguir.

As cepas de D. desulfuricans ambiental apresentaram
crescimento nos trés pocos de cultivo com diferentes
graus de escurecimento no meio de cultura. Ao relacionar
com a cinética de crescimento (Fig. 1), somente uma
amostra entrou em fase exponencial, a partir de 10 horas
de cultivo. Ao observar esta amostra, 0 meio de cultivo
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Figura 1. Representagdes graficas das curvas de crescimento das BRS em anaerobiose.
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apresentava maior escurecimento, quando comparada
as outras duas. Estas, apresentaram uma curva de cres-
cimento menos acentuada, com uma longa fase lag, ndo
apresentando crescimento significativo apds 70 horas de
incubagdo, o que pode estar relacionado com o grau de
escurecimento destes cultivos, uma vez que apresentavam
um leve escurecimento no meio de cultivo. As amostras
com D. desulfuricans oral apresentaram escurecimento
devido a formacao de sulfeto de ferro no cultivo, o que
indicaria o crescimento celular. Entretanto, em duas
amostras, a curva de crescimento (Fig. 1) entrou em fase
exponencial, enquanto uma se manteve linear durante
todo o periodo de cultivo, o que indicaria a falta de ati-
vidade celular desta cepa ou um longo periodo de adap-
tacdo. Com relagdo as amostras com D. fairfieldensis,
os dois cultivos apresentaram escurecimento, enquanto
o terceiro cultivo indicou menor formagao de sulfeto de
ferro, deixando turvo o meio de cultura. Entretanto, as
trés amostras, na curva de crescimento (Fig. 1), entraram
em fase exponencial, em menos de 10 horas de cultivo,
mesmo com a diferenga de formagao de sulfeto de ferro
apresentada entre as amostras.

A Figura 2 apresenta as representacdes graficas das
curvas de crescimento em aerobiose utilizando Postgate
C e Postgate E. Ao confrontar os dados da taxa da curva
de crescimento em condi¢des de aerobiose com a for-
macao de sulfeto de ferro nos cultivos em meio Postgate
E modificado sem agar-agar ap6s o ensaio, foi possivel
observar que parte dos cultivos em meios de cultura
Postgate E modificado sem agar-agar inoculados com
BRS apresentava crescimento celular, enquanto a curva
de crescimento indicava a falta de crescimento celular
(Fig. 2).

As cepas de D. desulfuricans ambiental ndo apresenta-
ram alteragdo de colorag¢@o no cultivo em meio Postgate
E modificado sem agar-agar nos trés cultivos. Ao analisar
a curva gerada pelo programa, também foi constatado
que ndo apresentou crescimento significativo durante o
periodo de incubagdo (Fig. 2). As amostras inoculadas
com D. desulfuricans oral apresentaram escurecimento
no cultivo, o que indicaria o crescimento celular. Entre-
tanto, as curvas de crescimento apresentaram-se lineares,
com pequenos picos entre os periodos de 20 e 30 horas,
entrando em fase de declinio entre o periodo de 90 a 100
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Figura 2. Representagdes graficas das curvas de crescimento das BRS em aerobiose.
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horas (Fig. 2). Ja as duas amostras inoculadas com D.
fairfieldensis apresentaram escurecimento, enquanto um
cultivo apresentou suave escurecimento. Entretanto, na
curva de crescimento as trés entraram em fase exponen-
cial nas primeiras horas de leitura (Fig. 2).

Para a determinagdo da cinética de crescimento em
condigdes anaerdbicas foi desenvolvido um protocolo
que garantisse as condi¢des de anaerobiose adequada,
uma vez que as leitoras de microplacas sdo desenvolvidas
originalmente para micro-organismos aerobicos. Borglin
et al. (2009) também relataram adaptacdes semelhantes
para o desenvolvimento de condigdes anaerobicas para a
obteng¢ao da curva de crescimento da D. vulgaris. Esses
autores enfatizaram a necessidade de estudos detalhados
sobre o crescimento e metabolismos da Desulfovibrio sp.
como uma etapa da compreensao no processo de reducao
do metal sob diferentes condi¢des ambientais.

Quando a densidade optica ¢ medida no espectrofo-
tometro a amostra é colocada em uma placa de cultivo
onde a leitura em cada pogo ocorre através de um feixe
de Iuz do espectrofotdmetro, tipicamente de 1,0 cm (Hall
etal 2013). A agitacdo da placa de cultura objetiva asse-
gurar a distribuicdo uniforme das células no meio, antes
de cada leitura da densidade oOptica (Hall et al. 2013).
Entretanto, em nossas analises, foi possivel observar em
alguns pocos das placas de cultivo, zonas de reducdo e
formacao de sulfeto de ferro, em meio ao meio de cul-
tura. Esse aspecto pode estar relacionado a formagdo de
zonas de crescimento e agregacao celular, ndo ocorrendo
a homogeneizagdo do cultivo no pogo. Isto sugeriu que
esta possivel falta de homogeneizacao celular possa ser
aresposta para os dados conflitantes de crescimento, em
meio de cultura Postgate E modificado sem agar-agar e
a leitura no espectrofotometro. Hall et al. (2013) tam-
bém relataram que a agitacdo da placa permite manter a
cultura arejada, proporcionando oxigénio suficiente para
as células. Logo a coluna de oxigénio existente na placa
de cultivo, em condi¢des aerdbicas, pode permitir uma
aeracdo do meio de cultura das BRS durante o decorrer
das leituras.

As diferengas observadas nas taxas de crescimento sao
esperadas quando diferentes cepas sdo compradas (Bor-
glin et al. 2009). Cada grupo bacteriano possui uma faixa
de condigdes nas quais seu crescimento atinge uma taxa
otima; logo, o crescimento de uma populacao bacteriana
reflete seu grau de adaptacdo a composigao fisica e qui-
mica de um determinado ambiente. Traore et al. (1982)
demonstraram diferencas nas taxas de crescimento da
D. gigas, D. desulfuricans normay e da D. africana ao
utilizarem dois meios de cultura diferentes, lactato com
sulfato e piruvato com sulfato. Sani et a/. (2001) identifi-
caram a presenc¢a do cobre como responsavel por retardar
o tempo de fase log para 120 horas, quando comparado
ao grupo controle que alcangou a fase log em 24 horas
e, em alguns casos, também inibe o crescimento das D.
desulfuricans mesmo ap6s incubacdo prolongada de 384
horas. Ja o Zn e Pb foram apontados por estender a fase
lag por 48 e 72 horas, respectivamente (Sani et al. 2001).

Nos dados apresentados, a D. fairfieldensis apresentou
crescimento em todos os grupos e nas diferentes condi-
¢oes, o que reflete um grande poder de adaptacdo desta
espécie. Em todas as leituras, esta espécie apresentou uma
curta fase lag, entrando rapidamente na fase exponen-
cial. Possivelmente tais adapta¢des proveem de ser uma
bactéria isolada de um meio com grande adversidade,
apresentando diferentes microambientes, o ambiente
oral. Em contrapartida, a D. desulfuricans, isolada de
um ambiente oral, apresentou um crescimento acentua-
do somente nas curvas de crescimento anaerdbicas, em
meio de cultura Postgate E modificado sem agar-agar.
Porém, em todos os pogos de cultura onde se utilizou
meio de cultura Postgate E modificado sem agar-agar,
tanto aerdbico como anaerdbico, foi possivel visualizar
areducdo do sulfato, o que indicou a viabilidade celular
nestas amostras, tornando possivel atestar o seu cresci-
mento em ambiente aerdbico.

A D. desulfuricans ambiental ndo apresentou cresci-
mento no meio de cultura Postgate E modificado sem
agar-dgar em condi¢des aerdbicas tanto na curva de
crescimento como no meio de cultura. Mas em meio de
cultura Postgate C sem agar-agar esta espécie apresentou
crescimento na curva de crescimento. Em condigoes
anaerobicas, esta espécie ndo apresentou atividade na
curva de crescimento em meio de cultura Postgate C
sem agar-agar, enquanto no meio de cultura Postgate E
modificado sem agar-agar apresentou crescimento em
somente um pogo na leitura, e reducdo de crescimento,
no meio de cultura, nos trés pogos.

O crescimento bem sucedido das Desulfovibrio sp. em
ambiente aerobico indica que estas bactérias podem ser
anaerobicas facultativas ou aerotolerantes e nao anaerobi-
cas estritas como defende a maior parte da literatura. Tais
dados so possiveis pelo fato das BRS possuirem uma
vasta gama de enzimas protetoras contra o estresse oxi-
dativo como o citocromo C, superdxido desmutase e as
hidrogenases periplasmaticas, o que garante uma toleran-
cia a altas tensdes de oxigénio, sobrevivendo a exposi¢des
prolongadas (Romao et al. 1999, Baumgarten et al. 2001,
Fournier et al. 2003, Dolla et al. 2006, Lobo et al. 2007).
Baumgarten et al. (2001) relataram diferentes niveis de
tolerancia ao oxigénio entre as espécies D. vulgaris, D.
desulfuricans e D. termitides. Os autores indicaram uma
relagdo quanto a eficicia enzimatica, o citocromo C e as
hidrogenases periplasmaticas, que garantiam a redugao
de oxigénio, como os responsaveis pela diferenca de
tolerancia ao oxigénio entre estas espécies. Além da
adaptacdao molecular relatada acima, as Desulfovibrio sp.
também possuem como estratégia a agregagao bacteriana,
formando co-culturas para garantir a sobrevivéncia em
condigdes aerobicas (Dolla ef al. 2006).

Apesar de serem isoladas proximas a ambientes ae-
robicos, as BRS, em especial do género Desulfovibrio,
sdo consideradas bactérias anaerobicas estritas. Entre-
tanto, através do uso de microsensores, Santegoeds et al.
(1998) e Okabe et al. (1999) demonstraram a formagao
de biofilme em condi¢des aerdbicas. Apos sete dias de
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desenvolvimento, a ocorréncia de zonas anaerobicas ga-
rante condi¢des favoraveis para o crescimento das BRS
(Santegoeds et al. 1998). Lobo et al. (2007) relataram
sobre a capacidade da Desulfovibrio desulfuricans cres-
cerem na presenca de oxigénio a niveis proximos ao at-
mosférico. No relato, os autores utilizaram concentragdes
de oxigénio de 5%, 15%, 18% e 21% em cultivos de 7
horas de durag@o. Nos cultivos com concentrag@o de 18%
de oxigénio, Desulfovibrio desulfuricans apresentaram
taxa de crescimento semelhante as células em condi¢des
anaerobicas e em concentragdes de O, de 21% as c€lulas
pararam de crescer, mas ndo exibiram morte celular.

O crescimento, em meio de cultura especifico, bem
sucedido das Desulfovibrio sp., em ambiente aerobico,
indica que estas bactérias podem ser anaerobicas facul-
tativas ou aerotolerantes ¢ nao estritas como defende a
maior parte da literatura. Logo, esta caracteristica sugere
ndo haver uma restri¢ao desta bactéria a ambientes anae-
robicos, permitindo assim transitar em diferentes nichos
da cavidade oral com distintas concentragdes de oxigénio.
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