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RESUMO 

SANTOS, C. M. P. Estudo dos diferentes aceptores de elétrons nos cultivos de 
Haemophilus influenzae tipo b em anaerobiose. 2016. 91 f. Dissertação (Mestrado 
em Biotecnologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2016. 
 

Haemophilus influenzae (Hi) é uma bactéria Gram negativa dependente dos fatores 
de crescimento NAD e hemina. Haemophilus influenzae sorotipo b (Hib) é causadora 
de doenças invasivas de importância clínica para saúde pública, como pneumonia e 
meningite, principalmente em crianças menores de 5 anos e idosos. É uma bactéria 
anaeróbia facultativa, permitindo-a se adaptar em diversos nichos do hospedeiro 
devido à versatilidade do seu arsenal metabólico e assim, ser capaz de causar 
infecção em nichos de maior disponibilidade de oxigênio (meninges e pulmões) assim 
como em nichos com sua limitação ou ainda na ausência completa (ouvido médio). O 
objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento cinético de Hib em anaerobiose, 
aerobiose e a interface entre as duas condições, testando diferentes aceptores de 
elétrons (fumarato, DMSO, nitrato e oxigênio). Dentre eles o nitrato possui o maior 
potencial de redução padrão, porém o produto gerado desta reação no meio de cultura 
pode ter inviabilizado o crescimento celular. DMSO apresentou o maior crescimento 
celular em frascos agitados, com DO540nm de 3,5 em meio complexo e DO540nm de 1,7 
em meio definido, frente ao fumarato de sódio, com DO540nm de 2,72 em meio 
complexo e DO540nm 1,5 em meio definido. Nos ensaios em biorreator foi observado 
que na condição de anaerobiose, na presença de fumarato de sódio como aceptor, 
succinato foi o metabólito principal formado (5,0 g/L). Acetato foi produzido em todos 
os ensaios testados, seja em anaerobiose ou aerobiose, porém é majoritário na 
condição de aerobiose (3,0 g/L). As fontes de carbono lactato de sódio e glicerol foram 
totalmente consumidas em aerobiose e lentamente em anaerobiose, sem que 
ocorresse o esgotamento. Mediante os aceptores de elétrons testados, DMSO e 
fumarato de sódio apresentaram crescimento celular similar, em anaerobiose, com 
DO540nm ao redor de 1,50 e produção de polissacarídeo de 30 mg/L. Entretanto, 
Haemophilus influenzae sorotipo b (cepa GB3291) apresentou melhor crescimento 
celular, em aerobiose, tendo como aceptor final de elétron o oxigênio com DO540nm ao 
redor de 5,0 e produção de polissacarídeo de 140 mg/L. 
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ABSTRACT 

SANTOS, C. M. P. Study of different electron acceptor for Haemophilus 
influenzae type b in anaerobic cultivation. 2016. 91 p. Masters thesis 
(Biotechnology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2016. 

Haemophilus influenzae (Hi) is a Gram negative bacterium depending on growth 
factors NAD and hemin. Haemophilus influenzae serotype b (Hib) causes invasive 
diseases such as pneumonia and meningitis, especially in children under 5 years and 
elderly, which is clinically important to public health. It is a facultative anaerobic 
bacterium, allowing it to adapt in different host niches due to the versatility of their 
metabolic arsenal and be able to cause infection in niches with more oxygen availability 
(meninges and lungs) as well as niche with its limitation or in the complete oxygen 
absence (middle ear). The aim of this work was to study the kinetic growth behavior of 
Hib anaerobically, aerobically and the interface between the both conditions, in the 
presence of different electron acceptors (fumarate, DMSO, nitrate and oxygen). 
Among these, nitrate has a higher standard reduction potential, but the product 
produced in this reaction in the medium could be unviable cell growth. DMSO showed 
the highest cell growth in bottle flasks, with DO540nm of 3.5 in complex medium and in 
defined medium, DO540nm of 1.7, compared to sodium fumarate, with DO540nm of 2.72 
in complex medium and in defined medium, 1.5. In bioreactor assays, in the anaerobic 
condition with the presence of sodium fumarate as acceptor, succinate was the major 
metabolite produced (5.0 g/L). Acetate was produced in all assays tested, either in 
aerobically or anaerobically conditions, but is majority in aerobiosis (3.0 g/L). The 
carbon sources sodium lactate and glycerol were completely consumed in aerobiosis 
and slowly consumed in anaerobiosis, without deplete completely in latter condition. 
About electron acceptors tested, DMSO and sodium fumarate showed similar cell 
growth in anaerobiosis, with DO540nm around 1.50 and polysaccharide production of 30 
mg/L. However, Haemophilus influenzae serotype b (strain GB3291) has better cell 
growth in aerobiosis, with oxygen as final electron acceptor with DO540nm around 5.0 
and polysaccharide production of 140 mg/L. 

 

Keywords: Haemophilus influenzae b. Anaerobiosis. Electron acceptor. Metabolism. 
Fumarate. DMSO.  
 

  



 

1 INTRODUÇÃO  

 

Haemophilus influenzae (Hi) é uma bactéria Gram negativa, fastidiosa e 

dependente de fatores de crescimento (NAD e hemina). É dividida em dois grupos, os 

acapsulados (não tipáveis) e os capsulados (tipáveis), sendo esse último grupo 

subdivido em sorotipos de acordo com as características químicas da cápsula 

polissacarídica, classificados de a-f. O Hi sorotipo b (Hib) é o principal agente 

etiológico entre as cepas capsuladas, causando manifestações clínicas invasivas 

como pneumonia e meningite. Dessa forma, é uma causa importante de mortalidade, 

principalmente em crianças abaixo de 5 anos, idosos e imunodeficientes, principal 

grupo de risco para desenvolvimento de doenças invasivas e sendo, portanto, de 

grande importância na saúde pública (KILIAN, 1976; PITTMAN, 1931)  

Hib é um patógeno exclusivamente humano, anaeróbio facultativo no qual 

consegue se adaptar em condições ambientais distintas, pois possui um arsenal 

metabólico estruturado para se instalar nesses nichos. No hospedeiro, a porta de 

entrada para o início da infecção se faz pela nasofaringe, através de fatores de 

virulência como pili e proteínas autotransportadoras (garantem aderência às mucosas 

da nasofaringe), lipopolissacarídeo e a cápsula polissacarídica (auxiliam na proteção 

da bactéria contra o sistema imune quando está na corrente sanguínea, 

principalmente) e garantem o sucesso para que o Hi se instale em diversos nichos do 

hospedeiro, desde aqueles altamente oxigenados a outros com sua limitação 

(CHRISTOPH; HOOD; MOXON, 2001; WONG; AKERLEY; 2012). Essa adaptação, 

entre outros fatores, atribui-se ao fato do Hi possuir uma cadeia de transporte de 

elétrons (C.T.e.) versátil, no qual é permitido o uso de diferentes compostos como 

aceptor final de elétrons além do oxigênio, entre eles o nitrato, o fumarato, o 

dimetilsulfóxido (DMSO) e o óxido de trimetilamina (TMAO), que foram demonstrados 

em modelos in silico, a existência de operons responsáveis pela expressão de 

enzimas redutases necessárias para utilização desses compostos por Hi 

(RAGHUNATHAN et al., 2004). Além disso, a regulação das vias metabólicas para 

adaptação em diferentes níveis de oxigênio ocorre por sistemas conhecidos como o 

Anoxic redox control A e B (ArcA/B) e o Fumarate Nitrate Reductase (FNR), que de 

acordo com a disponibilidade ou não de oxigênio, modulam vários mecanismos no 

metabolismo da bactéria, como catabolismo de carboidratos e expressão de enzimas 

necessárias para sua sobrevivência em ambientes muito distintos e com limitada 



 

disponibilidade de nutrientes (GUNSALUS; PARK, 1994). A vacina conjugada contra 

Hib foi um importante passo para a diminuição de casos de infecções por esta 

bactéria, sendo introduzida pela primeira vez nos Estados Unidos em 1985. Como 

antígeno vacinal é usado o polissacarídeo capsular conjugado covalentemente a uma 

proteína carreadora (toxóide tetânico), garantindo a imunogenicidade do 

polissacarídeo, em crianças menores de 5 anos (DOMINGUEZ et al., 2003).  

Com a introdução da vacina contra Hib, reduziu-se consideravelmente os casos 

de meningite mundial. Porém, ainda apresenta taxas de morbimortalidade nos grupos 

de risco e devido às complicações provocadas, ainda continua sendo a causa de 

óbitos nos países em desenvolvimento nos quais a vacina não é amplamente 

distribuída (DOMINGUEZ et al., 2003). 

A produção da vacina conjugada de Hib está sendo estudada no Centro de 

Biotecnologia do Instituto Butantan, laboratório responsável por desenvolver 

processos de produção e de purificação de antígenos vacinais baseados em 

tecnologias inovadoras. Dentro deste contexto, são realizados estudos direcionados 

a produção do polissacarídeo capsular;  avaliação da estabilidade do polissacarídeo 

durante o cultivo para melhorar  o  rendimento; é também realizado o estabelecimento 

do meio quimicamente definido para estudar o metabolismo deste microrganismo e 

facilitar no processo de purificação do polissacarídeo e consequentemente no 

processo de conjugação, além da otimização das etapas do processo de purificação 

do polissacarídeo (ALBANI et al., 2014; BRAGA et al., 2015; CINTRA, 2014; RIBEIRO; 

SILVA, 2010; TAKAGI, et al, 2006; TAKAGI et al., 2007; WILWERT et al., 2011). 

O trabalho aqui apresentado é dedicado ao estudo do crescimento de Hib em 

anaerobiose com diferentes aceptores de elétrons e em diferentes níveis de 

oxigenação. Os resultados alcançados e discutidos pretendem contribuir para a 

compreensão do metabolismo deste microrganismo na transição entre crescimento 

aeróbio e anaeróbio no qual a bactéria é capaz de realizar quando realiza a infecção 

ao hospedeiro. 



 

 

6 CONCLUSÃO 

Sendo Haemophilus influenzae tipo b (Hib) um patógeno humano de relevância 

para a saúde pública, o conhecimento do seu metabolismo é de grande importância para 

contribuir no estudo para a produção do polissacarídeo para uso vacinal, além de 

compreender o desenvolvimento da patogênese por essa bactéria. Frente à possibilidade 

de utilizar além do oxigênio outros aceptores finais de elétrons de diferentes estruturas 

químicas e especificidades, já demonstra a versatilidade e poder de adaptação desta 

bactéria a variadas condições ambientais na qual é imposta.  

Através do cultivo de Hib realizado em ambiente aeróbio, anaeróbio e a interface 

entre as duas condições aqui apresentados, é possível concluir que fumarato e DMSO 

podem ser utilizados por Hib como aceptores finais de elétrons para o seu crescimento. 

Entretanto, a linhagem bacteriana GB3291 utilizada, capsulada, demonstrou preferência 

por ambientes aeróbicos onde apresentou maior crescimento celular quando comparado 

com as condições de anaerobiose. Na literatura, já citada ao longo do trabalho, existem 

relatos sobre presença de operons para a utilização de aceptores como DMSO, fumarato 

e nitrato, escolhidos para esse estudo, e, portanto, corroborando com esses relatos, a de 

existência operons em variadas cepas de Hi, capsuladas e não capsuladas.  

A produção de polissacarídeo em ambiente de aerobiose atingiu a ordem de 140 

mg/L de PRP, enquanto em anaerobiose, 60 mg/L (maiores concentrações atingidas em 

cada condição). Nos ensaios em anaerobiose, em biorreatores, foi ainda observado que 

o fumarato é consumido no decorrer do cultivo com formação e acumulo de succinato 

majoritariamente, fato este que não foi observado nos ensaios em frascos agitados. A 

produção de acetato foi a segunda maior, referente ao metabolito ácido formado, 

diferentemente da condição aeróbica, no qual o principal ácido formado é o acetato. A 

formação de succinato e acetato, além de outros ácidos, podem ter influenciado e afetado 

o crescimento celular. 

Como perspectivas para projeto, uma metodologia para quantificar DMSO deverá 

ser desenvolvida e permitir um estudo mais detalhado desse aceptor no metabolismo do 

microrganismo frente a diferentes tensões de oxigênio, como foi realizado para o 



 

 

fumarato. E um estudo de varredura com diferentes cepas de Haemophilus influenzae 

considerando as não tipáveis, os diferentes sorotipos dentro das tipáveis e avaliar o 

comportamento cinético de crescimento com os diferentes aceptores estudados neste 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

*De acordo com: 

  ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e documentação: referências:  

  elaboração. Rio de Janeiro, 2002 
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