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Resumo 

Escherichia coli Enterohemorrágica (EHEC) é um patógeno gastrointestinal 

conhecido por sua capacidade de causar colites hemorrágicas. Possui em seu 

genoma a Ilha de patogenicidade locus of enterocyte effacement (LEE), responsável 

por codificar genes relacionados a importantes fatores de virulência. O sensor de 

histidina quinase QseC, presente na membrana de EHEC, mostrou-se importante 

para a regulação dessa ilha. Recentemente nosso grupo demonstrou que bactérias 

comensais benéficas para a microbiota como o Bacteroides tethaitaomicron (Bt), 

podem antagonicamente aumentar a expressão de genes de virulência em bactérias 

patogênicas, como EHEC, pela alteração do panorama metabólico. Dessa forma este 

trabalho visou entender como é a regulação da virulência de EHEC na presença de 

bactérias comensais, com intuito de compreender a relação entre microbiota – 

patógeno, como o patógeno responde e modula sua resposta ao ambiente, bem 

como a participação do sensor QseC na sinalização envolvida nesses processos.  

Com os resultados obtidos foi possível evidenciar que QseC muda a regulação 

gênica por butirato em EHEC e houve diferenças do fenótipo de motilidade e 

crescimento na presença desse ácido graxo. A expressão de hcp-2 do T6SS está 

aumentada em baixa glicose, porém diminuída na linhagem mutante, indicando 

participação de QseC na regulação desse sistema. No entanto, a introdução de Bt 

na condição de baixa glicose, levou diminuição da expressão do gene hcp-2 de T6SS 

em EHEC, indicando regulação dessa bactéria comensal no T6SS deste patógeno. 

Membros benéficos da microbiota humana estavam aumentados na ausência de 

QseC em Simulador de Ecossistema Microbiano Intestinal Humano, indicando 

diferenças na competição de EHEC na ausência desse sensor. Lactobacillus 

acidophilus, diminuiu drasticamente o crescimento de EHEC, porém o mesmo não 

foi observado para Lactobacillus reuteri, demonstrando que a competição é espécie-

dependente dos lactobacilos presentes. Ainda, o sensor QseC é necessário para 

uma efetiva colonização e disseminação de Citrobacter rodentium em camundongos 

C57BL/6. Assim, evidenciou-se que membros da microbiota modulam a resposta de 

EHEC, o sensor QseC têm participação na sinalização promovida por essas 

bactérias comensais e é necessário para uma efetiva colonização no hospedeiro. 

Palavras-chave: Microbiota. Sinalização química. Virulência. Patogenicidade. 

 



 

  

Abstract 

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) is a gastrointestinal pathogen well 

known for its ability to cause hemorrhagic diarrhea. It has in its genome the Island of 

pathogenicity locus of enterocyte effacement (LEE), responsible for encoding genes 

related to important virulence factors. The QseC histidine kinase sensor, present in 

the EHEC membrane, regulates this island. Recently, our group demonstrated that 

commensal bacteria beneficial to the microbiota, such as Bacteroides tethaitaomicron 

(Bt), can antagonically increase the expression of virulence genes in pathogenic 

bacteria, such as EHEC, by altering the metabolic landscape. In this way, this work 

aimed to understand the regulation of EHEC virulence in the presence of butyrate, as 

well as commensal bacteria, in order to understand the relationship between 

microbiota - pathogen, how the pathogen modulates its response to the environment, 

as well as participation of the QseC sensor in the signaling involved in these 

processes. The results obtained in this study, showed that QseC changes the gene 

regulation through butyrate in EHEC and there were differences in the motility and 

growth in presence of this fatty acidThe expression of hcp-2 gene from T6SS is 

increased in low glucose, nevertheless decreased in the mutant strain, indicating that 

QseC modulates this system. However, the introduction of Bt in low glucose media, 

induced a decrease in the expression of the hcp-2 gene in EHEC, which indicates a 

regulation of this commensal bacterium in the T6SS of this pathogen. Beneficial 

members of the human microbiota were increased in the absence of QseC in the 

Human Intestinal Microbial Ecosystem Simulator, indicating differences in EHEC 

competition in the absence of this sensor. Lactobacillus acidophilus decreased the 

growth of EHEC, however the same was not observed for Lactobacillus reuteri, 

indicating the inhibition observed is Lactobacillus strain-dependent. The QseC sensor 

is necessary for an effective colonization and dissemination of Citrobacter rodentium 

in C57BL/6 mice. Therefore, these results indicate that members of the microbiota 

modulate EHEC response, the QseC sensor has a role in signaling promoted by these 

commensal bacteria and is necessary for effective colonization in the host. 

Keywords: Microbiota. Chemical signaling. Virulence. Pathogenicity. 
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1. Introdução  

EHEC é um patógeno gastrointestinal conhecido por sua capacidade de 

causar diarreias hemorrágicas, e em alguns casos, levar ao desenvolvimento 

da Síndrome  Hemolítica Urêmica (SHU) em humanos(1). São 

microrganismos de grande importância clínica, associados a surtos 

alimentares, principalmente por carnes contaminadas mal cozidas, uma vez  

que EHEC pode colonizar o trato gastrointestinal de bovinos, sendo esses 

animais o principal reservatório para estes patógenos (1, 2). EHEC pode ser 

classificadas como STECs (E. coli produtoras de toxina “Shiga-like”), devido 

a sua capacidade de produção de toxina Shiga (1). A toxina Shiga é um 

importante fator de virulência expresso por estes patógenos. Esta toxina 

quando produzida, pode levar ao desenvolvimento de SHU, que tem 

consequências graves como falência renal, sendo a principal causa de 

morbidade e mortalidade associadas a surtos por esse patógeno (3, 4).  

EHEC possui em seu genoma a ilha de patogenicidade LEE, onde estão 

contidos importantes genes de virulência. Uma vez que a ilha é ativada pelo 

regulador global ler, irão ser codificadas proteínas como EspA, EspB e EspD, 

para a formação do sistema de secreção do tipo III (Type-3 Secretion System 

– T3SS),  proteínas efetoras como a adesina Intimina, e o receptor Tir (2, 5, 

6). O T3SS funciona como uma agulha, injetando o receptor Tir na célula 

hospedeira, que se ligará à Intimina, presente na membrana celular 

bacteriana, promovendo a adesão íntima da bactéria na célula hospedeira (1). 

Quando inserida no hospedeiro, essas proteínas promovem mudanças no 

citoesqueleto através de complexas cascatas bioquímicas, formando a 
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estrutura conhecida como pedestal (1) levando a formação da lesão A/E 

(attaching and effacing), como demonstrado na figura 1. 

 

Figura 1: Representação da formação do pedestal desenvolvido por EHEC e EPEC. (I) Etapa de formação do 

sistema de secreção do tipo III e translocação de proteínas efetoras, (II) Remodelamento do citoesqueleto de actina 

para formação do pedestal (6). 

Ainda, foi demonstrado que EHEC possui o sistema de secreção do Tipo 

VI (TSS6), sendo esse sistema amplamente distribuído em bactérias Gram-

negativas, e está relacionado com a competição entre comunidades 

bacterianas através da introdução de toxinas bacteriolíticas em células, 

estando envolvido em mecanismos de patogenicidade de vários patógenos 

(7, 8). Esse maquinário possui proteínas acessórias e efetoras como o 

sistema de ancoragem TssJLM, que ancora o complexo de base TssEFGK 

que está conectado ao tubo proteico Hcp mediado por TssA, que funciona 

como uma placa para essa conexão, e o sistema TssB-TssC que funciona 

como uma bainha contrátil,  impulsionando o dispositivo de perfuração Hcp-

VgrG (9) (Figura 2).  Dessa forma, Hcp, VgrG e proteínas efetoras associadas, 

podem ser transcolados em células-alvo bacterianas e eucarióticas, 

funcionando assim como uma arma especializada contra hospedeiros 
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eucarióticos ou competidores procarióticos, e ainda podem ser reutilizados 

para montar novas maquinarias T6SS em células-alvo (9). Em EHEC pouco 

se sabe sobre essa maquinaria, no entanto no estudo de Wan et al., 2017, foi 

demonstrado a participação deste sistema na secreção de um efetor 

denominado KatN, uma catalase dependente de T6SS, que contribui para o 

crescimento bacteriano em estresse oxidativo in vitro. Ainda, KatN pode ser 

secretada após a fagocitose por macrófagos, levando a diminuição do nível 

de espécies reativas de oxigênio intracelular, facilitando sua sobrevivência 

dentro dessas células fagocíticas (8). Nesse mesmo estudo, em experimentos 

in vivo, a deleção do T6SS levou a atenuação da virulência de EHEC, no 

entanto o mutante KatN não demonstrou essa mesma atuação, indicando a 

importância na secreção dessas proteínas efetoras por esse sistema (8).  

Pouco se sabe quando ocorre a ativação de T6SS, nem por quais vias este 

sistema é regulado em EHEC, sendo uma maquinaria na qual não é 

conhecida amplamente a sua contribuição para sobrevivência de EHEC no 

ambiente intestinal, ou seu papel na competição deste patógeno com 

membros da microbiota. 

 

 
 
Figura 2: Representação esquemática do sistema de secreção do tipo VI. O sistema é composto de bainha,  

complexos de membrana e placa de base e as proteínas Hcp, além de ClpV ATPase que dá energia para a contração 

do sistema (10).  
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1.1. Sensor histidina quinase QseC  

Para detectar alterações no ambiente e poder estabelecer comunicação 

célula-célula, bactérias produzem e difundem pequenas moléculas químicas 

ou sinalizadores que são reconhecidas por receptores presentes na 

membrana desses microrganismos (11). Através dessa comunicação é 

possível que bactérias detectem alterações como o aumento no número da 

colônia, hormônios produzidos pelo hospedeiro (12, 13) e mudanças na 

concentração de açúcares (14), e assim modular sua resposta dependendo 

da sinalização do ambiente inserido. 

Esses receptores de membrana compõem um sistema de dois 

componentes formados por uma proteína histidina quinase, que atua como 

um sensor com seu respectivo regulador de resposta cognato. Um importante 

sensor de membrana é a proteína QseC, uma histidina quinase, que compõe 

um sistema de dois componentes com o regulador de resposta cognato QseB, 

responsável por promover modulação de genes de virulência em EHEC (13, 

15, 16). O sensor QseC responde aos hormônios adrenérgicos norepinefrina 

e epinefrina de mamíferos, e ao autoindutor-3 produzidos por bactérias (17). 

Essas moléculas promovem o aumento da autofosforilação desse receptor, 

desencadeando cascatas de sinalizações químicas que promovem mudanças 

na expressão gênica em EHEC (13).  Dessa forma, esse receptor tem papel 

importante na detecção de mudanças no ambiente para modulação de 

respostas desse microrganismo (15, 16). QseC regula direta e indiretamente 

a expressão gênica de LEE, na qual contém genes essenciais para a 

formação da lesão A/E em células epiteliais por EHEC e Escherichia coli 

enteropatogênica (EPEC) (18-21). Estudos tem demonstrado a importância 
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do sensor QseC na modulação de fatores de virulências expressos por 

patógenos e a inibição dessa sinalização mediado por este sensor, mostrou-

se ser estratégia diferenciada no desenvolvimento de possíveis 

antimicrobianos, uma vez que houve diminuição da virulência de patógenos, 

porém sem alteração do seu crescimento, não exercendo pressão seletiva 

para o desenvolvimento de resistência (22). 

 

1.2. Butirato  

Ácidos graxos são importantes produtos provindos da fermentação de 

açúcares complexos pela microbiota, que tem diversas funções benéficas 

tanto no hospedeiro, como na microbiota intestinal (23).  Dentre esses ácidos 

graxos destacam-se propionato, acetato e butirato (23). Estudos anteriores 

mostraram aumento da expressão de genes de virulência na presença de 20 

mM de butirato em EHEC, porém o mesmo não é observado para os outros 

dois ácidos graxos: acetato e propionato (24).  

O butirato é produzido através da fermentação de açucares complexos 

por espécies de bactérias da microbiota como Blautia faecis, Roseburia 

inulinivorans, Ruminococcus torques, Clostridium lavalense, e Bacteroides 

uniformis (25). Estudos ainda mostram que a suplementação da alimentação 

com butirato diminuiu a inflamação intestinal após a infecção com C. 

rodentium (26) e a proteção da invasão por Campylobacter jejuni (27) por 

exemplo. Além disso, estudos têm demostrado que o butirato mostra ter um 

papel importante como anti-inflamatório intestinal, e que o desenvolvimento 

de certas doenças inflamatórias podem estar associadas a diminuição de 

grupos de bactérias que fazem sua síntese (28). Esse ácido graxo também 
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está associado a regeneração de enterócitos, modulação da comunidade 

microbiana entérica e contribui para aumentar a saúde por mecanismos que 

ainda não estão bem elucidados, sendo idealizado como um suplemento em 

alimentação de animais e humanos para fortalecimento da microbiota (26).   

Em seu estudo Zumbrun et al., 2013, demostrou que o aumento da produção 

de butirato, devido a uma dieta rica em fibras, leva a um aumento da 

expressão do receptor globotriaosilceramida pelo hospedeiro. A toxina de 

Shiga produzida por EHEC, liga-se a estes receptores, e dessa forma, animais 

que foram alimentados com uma dieta rica em fibras foram mais susceptíveis 

a toxina de Shiga, quando comparados com o grupo com uma dieta com baixa 

ingestão de fibras (29).  

Estudos ainda demonstram que EHEC responde ao butirato através de 

Lrp, que junto com Pch e Ler ativam a expressão do gene leuO. Por sua vez 

leuO e ler juntos, formam um feedback positivo que contribui para a ativação 

prolongada dos genes associados a LEE. Esse feedback positivo só é ativado 

quando EHEC detecta butirato, pois tanto Lrp quanto butirato são necessários 

para a transcrição de leuO (24, 30). Ainda, proteínas como Tir, essencial para 

a formação da lesão A/E, estavam aumentados na presença de butirato, 

indicando que em EHEC, esse ácido graxo pode ter um papel oposto ao de 

proteção esperado (24). Ácidos graxos, bem como o butirato, têm papel 

importante para diminuição de doenças, e já foi demonstrado que este último 

atua de maneira benéfica para “clearance” de patógenos, ou eliminação 

destes intrusos pelo sistema imunológico, no entanto, ainda não está bem 

esclarecido se butirato contribui para a virulência de EHEC, in vivo (31). 
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1.3. Bacteroides thetaiotaomicron  

Recentemente nosso grupo demonstrou que bactérias comensais 

benéficas para a microbiota como o B. thetaiotaomicron (Bt) podem aumentar 

a expressão de genes de virulência em bactérias patogênicas como EHEC 

(32). Estudos demostraram que EHEC e Citrobacter rodentium possuem o 

sistema de dois componentes FusKR. Este sensor promove regulação 

negativa de genes de LEE na presença de fucose (32, 33). Ainda, essas 

bactérias possuem o fator de regulação transcricional Cra, que detecta 

alteração de concentrações de açúcar e também exerce regulação de LEE 

em resposta a essas mudanças nas concentrações de açucares (Figura 3) 

(14). Dessa forma, alterações no panorama metabólico para um ambiente 

gliconeogênico próximo ao epitélio, que associado ao aumento da secreção 

de succinato e fucose no intestino mediado por Bt, é interpretado pela EHEC 

como um sinal nutricional para a regulação e ativação da expressão de genes 

de virulência (32). Portanto, EHEC usa a fucose especificamente, e outros 

açucares, como um sinal disponibilizado pela microbiota, para detectar o 

ambiente do lúmen intestinal e para modular seu próprio metabolismo e 

virulência em resposta a esse ambiente (3, 33). 

 Ainda, experimentos in vivo demonstraram que o aumento induzido de 

Bt na microbiota, levou a um aumento da patologia, permeabilidade da 

mucosa e morte dos camundongos, exacerbando a  infecção por C. 

rodentium, ou seja, o aumento desse membro da microbiota pode induzir uma 

maior virulência de EHEC e C. rodentium (32).  
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Figura 3.  A cascata de sinalização de QseC em EHEC. QseC detecta AI-3, epinefrina e norepinefrina e fosforilados 

QseB, QseF e KdpE. QseE detecta epinefrina e fosforila QseF. QseB ativa a expressão de flagelo. QseF 

indiretamente promove a expressão de toxina Shiga e EspFu. KdpE juntamente com Cra ativam a expressão do 

gene LEE. Ambos QseBC e QseEF reprimi a expressão fusKR. FusK detecta fucose e fosforila FusR que reprime  

LEE (34).  

 

1.4. Lactobacilos 

Lactobacilos são bactérias Gram-positivas que fazem parte da 

microbiota humana e podem ser encontradas na boca, trato gastrointestinal e 

trato genito-urinário feminino (35). São bactérias que apresentam um vasto 

papel em benefício da saúde humana, como por exemplo inibir o crescimento 

de patógenos devido a produção de ácido láctico e metabolitos, além disso, 

produzem substâncias antioxidantes (36) e imunomoduladores de células, e 

mediam respostas anti-inflamatórias (35, 37).  Por causa dessas 

características são considerados uma importante classe de probióticos (35). 

Seu papel na proteção da saúde humana é bem conhecido e já vem sendo 

usado há muitos anos como probiótico em leites fermentados, como é o caso 

do Lactobacillus casei Shirota®. Recentemente foi demonstrado que 

lactobacilos podem ter papel protetor contra a infecção por EHEC, uma vez 
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que em estudos in vivo demostraram que a administração prévia de 

Lactobacillus casei LW2 e Lactobacillus reuteri, diminuíram a colonização 

deste patógeno em camundongos (38, 39). Como a administração de 

antibióticos não é indicada para pacientes com infeção por EHEC, devido a 

esses fármacos induzirem a produção de toxina Shiga, codificada por 

variantes do gene stx e inserida no cromossomo de EHEC via bacteriófago 

(1), a utilização de bactérias probióticas que competem com EHEC vem se 

destacando como uma alternativa interessante, e pode ser uma estratégia 

promissora no combate à infecções causadas por este patógeno. 

 

1.5. Métodos de avaliação in vitro e modelo de infecção in vivo utilizando 

Citrobacter rodentium 

Entender como patógenos gastrointestinais se comportam nos 

diferentes compartimentos do organismo, ajudam a compreender melhor os 

principais mecanismos utilizados por esses microrganismos em processos de 

adaptação ao hospedeiro. Dessa forma, modelos de pequenos animais, como 

ratos e camundongos, são amplamente utilizados para investigar patogênese 

bacteriana ou para testar estratégias de interferência em infecções. EHEC e 

EPEC são patógenos que infectam murinos, mas não desenvolvem sintomas 

clássicos da doença, como no hospedeiro humano, dificultando o estudo dos 

principais mecanismos de virulências desenvolvidos por esses 

microrganismos in vivo (5, 40). Ainda, mesmo que esses animais são 

importantes modelos de estudo, eles não apresentam as mesmas condições 

que as encontradas em humanos, por esses patógenos. Para contornar esse 

problema, modelos colônicos dinâmicos de avaliação in vitro vem sendo 
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utilizados com o intuito de mimetizar as condições do trato gastrointestinal 

humano e analisar a resposta de microrganismos nesses compartimentos. Os 

modelos TIM (TNO gastrointestinal tract model), e SHIME (Simulador de 

Ecossistema Microbiano Intestinal Humano – SEMIH) são os mais 

empregados em estudo para a microbiologia devido a sua combinação de 

dinamismo e multicompatimentalização(41). O TIM consiste em um sistema 

de quatro compartimentos mimetizando estômago e as três partes do intestino 

delgado, na qual são simuladas as condições como pH, temperatura, enzimas 

que fazem parte do processo digestivo e a absorção passiva de pequenas 

moléculas (41, 42). O SHIME por sua vez inclui um modelo de 5 biorreatores 

que incluem todos os compartimentos do trato gastrointestinal, do estômago 

ao cólon, mimetizando as mesmas condições desses compartimentos. Nos 

biorreatores mimetizando cólon, o modelo é mantido sob processo 

fermentativo, na qual são inoculadas e estabilizadas a microbiota de doadores 

para os estudos da alteração da comunidade microbiana intestinal em 

diferentes condições(41, 43) . Esses são importantes modelos para estudar o 

comportamento de EHEC as condições do hospedeiro, bem como os 

mecanismos patogenicidade envolvidos para adaptação de EHEC a essas 

condições, principalmente em um patógeno que é exclusivo de humanos e 

com pouco modelos animais para testes in vivo(1). Por sua vez, para os 

estudos in vivo, C. rodentium, um patógeno natural de murinos, é considerado 

um modelo alternativo para o estudo da infecção in vivo de EHEC e EPEC por 

compartilhar 67% de seus genes com esses patógenos e alguns dos 

principais mecanismos de patogenicidade(40, 44). C. rodentium, assim como 

EHEC e EPEC, possuem a ilha de patogenicidade LEE que codificam o 
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sistema de secreção do tipo III e proteínas efetoras para a formação da lesão 

A/E (40). É utilizado como modelo alternativo de infecção animal para a 

compreensão das bases moleculares e os mecanismos de virulência 

desenvolvidos por patógenos LEE positivos, como EHEC e EPEC, in vivo(40, 

44). Apesar dos estudos in vitro do sensor QseC em EHEC e EPEC, a baixa 

infecção desenvolvida por esses patógenos em pequenos animais é um fator 

limitante para a continuidade dos estudos in vivo. A importância em se estudar 

este sensor em C. rodentium, se dá pelo fato de auxiliar na melhor 

compreensão de como QseC contribuí na patogenia desenvolvida in vivo por 

EHEC e EPEC, além do seu papel na interação patógeno-hospedeiro.  

 

2. Objetivo 

Investigar a direta regulação e sinalização química mediadas por bactérias 

comensais da microbiota intestinal, através do sensor quinase QseC, na 

virulência de Escherichia coli enterohemorrágica. 

 

2.1. Objetivos específicos 

- Investigar o papel de QseC na competição de EHEC com a microbiota 

intestinal. 

- Investigar a participação de QseC na modulação induzida pelo butirato de 

sódio, na virulência de EHEC. 

- Analise da sinalização mediada por Bacteroides thetaiotaomicron na 

patogenia de EHEC, bem como a participação de QseC nessa regulação. 

- Analise da sinalização mediada por QseC na competição de EHEC com 

Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus reuteri. 
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- Virulência mediada por QseC na infecção in vivo desenvolvida por C. 

rodentium. 

3. Materiais e Métodos 

 As linhagens bacterianas empregadas foram cultivadas de forma 

aeróbica ou anaeróbica em meio Luria-Bertani (LB) para linhagens de EHEC 

ou meio De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) para Lactobacilos, caldo ou ágar, 

a temperatura de 37ºC, sob agitação ou estático, conforme a necessidade do 

estudo. Nos ensaios em que foram usados butirato de sódio (But), foi usado 

cloreto de sódio (NaCl) nos grupos controles (ausência de But), para 

assegurar que as linhagens estivessem sob mesma pressão osmótica. Todos 

os testes foram realizados em triplicatas. 

3.1. Linhagens e primers utilizadas no estudo 

Para analisar os genes de interesse através da técnica de qRT-PCR, 

foram utilizados os seguintes primers. 
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Tabela 1: Lista de primers utilizados no estudo. 

 

Para o estudo foram utilizadas as seguintes linhagens:  

Primer Sequência dos primers 5´ - 3´ Origem 

tir 
Forward – CCATGGAGAGCAGACGTAGCT 

Reverse - CGGTGATCCTGGATTTAACCTT 

 

(21) 

 

espA 
Forward – TCAGAATCGCAGCCTGAAAA 

Reverse - CGAAGGATGAGGTGGTTAAGCT 

 

(21) 

 

ler 
Foward - CGACCAGGTCTGCCCTTCT 

Reverse - GCGCGGAACTCATCGAAA 

 

(21) 

 

hcp-2 
Foward- GAACGTCAGGCAGTTTCCGT 

Reverse - GGCCACGCTATCTGGTGAAA 

 

(8) 

 

rpoA 

 

Foward – GCGCTCATCTTCTTCCGAAT 

Reverse – CGCGGTCGTGGTTATGTG 

 

(21) 

 

Bacteroides (RNA 

16S) 

Forward – 

CGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGA 

Reverse - GCTGGCACGGAGTTAGCCGA 

 

(45) 

 

Prevotella (RNA 

16S) 

 

Forward – CACCAAGGCGACGATCA 

Reverse - GGATAACGCCYGGACCT 

 

(45) 

 

Delta e Gamma 

proteobacteria 

(RNA 16S) 

Forward – GCTAACGCATTAAGTRYCCCG 

Reverse – GCCATGCRGCACCTGTCT 

 

(46) 

 

Eubacteria (Eub – 

RNA 16S) 

Forward – ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 

Reverse - ATTACCGCGGCTGCTGGC  

 

(47) 

Firmicutes (RNA 

16S) 

Forward – TGAAACTYAAAGGAATTGACG 

Reverse - ACCATGCACCACCTGTC 

 

(46) 

 

Bacteroidetes 

(RNA 16S) 

 

Forward – CRAACAGGATTAGATACCCT  

Reverse – GGTAAGGTTCCTCGCGTAT  

 

 

(48) 

Bifidobacterium  

(RNA 16S) 

 

Foward- TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG 

Reverse - CCACATCCAGC(A/G)TCCAC' 

 

 

(49) 

Lactobacillus 

(RNA 16S) 

 

Forward - AGCAGTAGGGAATCTTCCA 

Reverse - CACCGCTACACATGGAG 

 

 

(49) 
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Tabela 2: Linhagens utilizadas no estudo. 

Nº na 

Coleção 
Descrição da linhagem 

Marca 

resistência 

diferencial 

Origem 

52 

E. coli TOP10 carreando 

plasmídeo 

pBADMychisA(+qseC) 

Ampicilina 
Coleção 

PASIQUIBAC 

160  Bacteroides thetaiotaomicron - 
Coleção 

PASIQUIBAC 

202 
Citrobacter rodentium – DBS 

100 (Wild-Type – WT) 
Ácido Nalidíxico  

Coleção 

PASIQUIBAC 

 

203 
DBS 100 - mutante ΔqseC Ácido Nalidíxico (50) 

209 

E. coli enterohemorrágica 

0157:H7 

Linhagem 8624 - (Wild-Type – 

WT) 

Estreptomicina (51) 

210 8624 - mutante ΔqseC Estreptomicina (13) 

- 
Lactobacillus acidophilus 

linhagem 3258 
- 

Laboratorio  

Prof. André 

Tozela 

- 
Lactobacillus reuteri linhagem 

3334 
- 

Laboratorio  

Prof. André 

Tozela 

 

3.2. Curva de crescimento bacteriano na presença de butirato de sódio  

Curvas de crescimento foram realizadas para analisar se poderiam 

ocorrer diferenças de crescimento entre as linhagens Wt e qseC na presença 

de butirato de sódio.  As linhagens foram cultivadas por 16 horas sob agitação 

a 37˚C, em seguida foram diluídas na proporção de 1:20 do inóculo em meio 

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Thermo Fisher) baixa glicose 

(1 g/L), e adicionados 20 mM de But no grupo tratado e 20 mM de NaCl no 

grupo controle. Em seguida os tubos foram colocados sob agitação com 

rotação de 250 rpm a 37°C. Foram medidas as densidades óticas (D.O.600nm) 

das culturas nos seguintes intervalos de tempo: 30 min, 1, 2, 3, 5, 7, 9 e 21 
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horas. A partir das densidades óticas do crescimento bacteriano das 

linhagens, as curvas foram construídas. 

3.3. Ensaio de motilidade 

  Este ensaio teve o intuito de analisar a diferença de ativação do flagelo 

nas linhagens Wt e qseC na presença de But.  Para isso foram inoculados 5 

μL da cultura cultivada por 16 horas no centro de uma placa contendo meio 

LB ágar semi-sólido 0,25% + 20 mM de But ou 20 mM de NaCl. Após 8 horas 

a 37ºC, foram medidos os halos de crescimento das culturas, como 

previamente descrito (17). 

3.4. Cultivo de célula epitelial HeLa e macrófago 

Para os ensaios realizados no presente estudo foram utilizadas duas 

linhagens distintas de células de mamíferos, células epiteliais HeLa 

(Laboratório de Biologia Celular – Instituto Adolfo Lutz, São Paulo – SP) e 

macrófagos murinos J774 (ATCC®). Para os cultivos foram utilizados meio 

DMEM acrescido de 4 mM de L-glutamina, 4500 mg/L de glicose, 1 mM 

piruvato sódico, 10% de soro fetal bovino e Penicilina-Estreptomicina (5000 

U/mL, diluída 100x), e colocadas em estufa com atmosfera de 5% CO2, a 37°C 

para incubação. 

3.5. Ensaio de adesão bacteriana 

 Por meio do ensaio de adesão, foi avaliado se But poderia influenciar 

no processo de adesão e se o fenótipo poderia ser diferente entre Wt e qseC. 

Assim, células HeLa foram cultivadas em garrafas até confluência de 80%, 

em meio de cultura D-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino com 

os antibióticos penicilina-estreptomicina, e mantidas em estufa a 37ºC com 

atmosfera de 5% de CO2. Após o cultivo em garrafas, as células foram 
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desprendidas por tripsinização, em seguida foi adicionado D-MEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibióticos (penicilina-

estreptomicina). Em uma placa de 24 poços, foram adicionados a cada poço 

1 mL de meio D-MEM + células e estas foram mantidas em estufa a 37ºC com 

atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas. Após esse período, foram retirados os 

meios de cultura de cada poço e lavados 3 vezes com PBS (Phosphate Buffer 

Saline), seguidos da adição de 1 mL de meio D-MEM sem antibióticos com 

NaCl ou But. Em seguida 40 μL de inóculo cultivado por 16 horas das 

linhagens selvagem e mutante ∆qseC foram adicionadas aos poços. A 

interação bactéria-HeLa ocorreu durante 3 horas, seguida da troca de meio, e 

estas permaneceram por mais 3 horas. Finalizado o período de 6 horas, cada 

poço foi lavado 3 vezes com PBS e foram adicionados solução TRITON 1 X 

para lise da membrana celular das células HeLa. Posteriormente foram feitas 

diluições seriadas das amostras até a diluição de 105, por fim estas foram 

semeadas em placas de LB contendo estreptomicina e após 16 horas a 37ºC 

foram contadas as unidades formadoras de colônias (UFCs), conforme 

previamente descrito (52). 

3.6. Análises in vitro na presença de But 

Este teste teve como intuito avaliar como a presença do butirato pode 

modular o padrão de expressão dos genes de virulência de EHEC, e se o 

sensor QseC poderia ter participação nessa regulação. Dessa forma, após os 

cultivos bacterianos crescerem em meio D-MEM (baixa glicose) na presença 

de But ou NaCl até a D.O. 1,0, foi realizada a extração do RNA total através 

do trizol conjuntamente com o RiboPure-Bacteria RNA isolation kit (Ambion-

Life). Após a extração do RNA, foi analisado a expressão dos genes de 
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virulência contidos na ilha LEE, ler e espA; toxina de Shiga, gene stx-2; e o 

sistema T6SS, o gene hcp-2. 

3.7. Ensaio de sobrevivência intracelular em macrófagos 

Para investigar se butirato pode modular a resposta de patógenos e 

células imunológicas, testes em macrófagos foram realizados na presença e 

ausência de But. Assim, as células bacterianas foram crescidas durante a 

noite em meio LB contendo 20 mM de But. Os macrófagos foram crescidos 

em três condições diferentes: (a) grupo controle na ausência de But, (b) na 

presença de 2 mM de But por 3 horas, e (c) na presença de 2 mM de But por 

24 horas. No grupo controle, bactérias e macrófagos foram crescidos com 20 

mM e 2 mM de NaCl, respectivamente. Dessa forma, as linhagens crescidas 

em NaCl ou But foram previamente opsonizadas com soro de camundongo a 

37°C durante 15 min e lavadas em PBS estéril. Utilizou-se multiplicidade de 

infecção de 100:1, durante 30 min a 37°C em 5% CO2, com os inóculos 

normalizados na mesma DO600nm. As células bacterianas, após interação com 

macrófagos J774 sem tratamento, na presença de But por 3 horas ou por 24 

horas, foram tratados com gentamicina 30 μg/ml por 1 hora para matar as 

bactérias extracelulares remanescentes. Após incubação extra por 3 horas a 

37°C em 5% CO2. Os macrófagos J774 foram lisados com solução de Triton-

X 100 (1%). Terminado este procedimento, as bactérias foram diluídas 

serialmente e plaqueadas em ágar LB, para determinação das UFCs de cada 

linhagem testada em triplicatas (53-55). 
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3.8. Curva de crescimento bacteriano em alta e baixa glicose ou em 

co-cultura com Bt 

 Esse experimento foi realizado para determinar o momento em que as 

amostras em alta e baixa glicose, com e sem Bt, estariam na mesma faixa de 

crescimento para futura extração de RNA e análise de expressão gênica 

nessas condições. Para isso as linhagens cultivadas overnight, foram 

inoculadas em tubos na proporção de 30:1 de meio D-MEM alta (4,5 g/L) ou 

baixa glicose (1,0 g/L) e inóculo, na presença ou ausência de Bt, 

respectivamente. Nas co-culturas foram utilizadas as proporções de 1:1 de 

EHEC e Bt. Os testes foram realizados em anaerobiose e estático a 37°C. 

Foram medidas as densidades óticas das amostras com 1:00h, 2:00h, 4:00h, 

6:00h e 8:00h. A partir das densidades óticas foram construídas as curvas de 

crescimento. 

3.9. Análises in vitro em alta e baixa glicose ou em co-cultura com Bt 

(Bacteroides thetaiotaomicron) 

A análise do padrão de expressão gênica por RT-PCR foi realizada para 

avaliar se alterações na concentração de glicose, poderiam ativar o sistema 

T6SS. Dessa forma foi analisado a expressão do gene hcp-2. Além disso, foi 

avaliado se a presença de Bt em alta e baixa glicose, poderia modular a 

expressão dos genes de virulência de EHEC e induzir ativação de T6SS, 

devido a mudanças na quantidade de glicose. As linhagens, selvagem e 

ΔqseC, foram cultivadas em meio D-MEM em alta e baixa glicose, ou na 

presença de Bt em baixa e alta glicose por 4 horas, conforme padronizado em 

curva de crescimento. Em seguida foi realizada a extração do RNA total com 

Trizol e RiboPure-Bacteria RNA isolation kit (Ambion-Life). Foram analisadas 
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por RT-PCR o padrão de expressão dos genes de virulência ler, espA, stx-2 

e hcp-2. 

3.10. Estudo em Simulador de Ecossistema Microbiano Intestinal 

Humano - SHIME 

Para analisar como a presença de EHEC e mutante do sensor QseC 

modulam a microbiota humana, e quais as mudanças em grupos importantes 

da microbiota poderiam ocorrer, foi realizado ensaio em SHIME. Para isso o 

ensaio foi realizado conforme descrito por Bianchi et al., 2018. O SHIME® 

(nome comercial registrado da Universidade de Ghent e ProDigest) é um 

simulador de ecossistema microbiano intestinal humano que mimetiza 

condições como pH, tempo de residência e temperatura através de um 

software (56, 57). Para o experimento foi utilizado cinco reatores duplamente 

revestidos, um simulando o estômago, um o duodeno e triplicata do cólon 

ascendente. Para o experimento, os cinco reatores foram agitados 

continuamente com um agitador magnético e a temperatura foi mantida a 37 

°C. O sistema foi mantido anaerobicamente através da introdução diária de 

N2 por 30 min. O pH do cólon (pH entre 5,6-5,8) foi ajustado automaticamente 

pela adição de NaOH 1M ou HCl 0,1M (56, 57). 

Cada compartimento do cólon recebeu alimentação à base de 

carboidratos, meio que permite a adaptação de microrganismos a condições 

ambientais específicas do cólon em termos de faixa de pH, tempo de retenção 

e fontes de carbono disponíveis, em volumes específicos descrito 

anteriormente. As condições do estômago, bem como uso e preparação de 

suco pancreático (composto por Oxgall 6,0 g / L, NaHCO3 12,5 g/L e 

pancreatina 0,9 g / L) (57). 
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Antes de iniciar os experimentos, os reatores do cólon foram inoculados 

com microbiota fecal de 2 adultos saudáveis. As fezes coletadas foram 

diluídas em 200 mL de tampão fosfato contendo Na2HPO4 0,05 mol/L, 

NaH2PO4 0,05 mol/L e Na-tioglicolato 0,1% (pH 6,5), agitada por 10 min em 

homogeneizador (Stirrer modelo 130, Norte Científica, São Paulo, BR.) e 

centrifugada a 3.000×g por 15 min. Os sobrenadantes foram posteriormente 

adicionados (40 ml) aos 3 reatores do cólon Os doadores não tinham histórico 

de antibiótico por pelo menos 6 meses antes do ensaio. O protocolo 

experimental incluiu um período de controle de duas semanas (sem 

intervenção) após inoculação do sobrenadante nos três reatores do cólon, 

para que a comunidade microbiana se adaptasse às condições nutricionais e 

físico-químicas e estabilização da microbiota (56). Nesse período, 200 mL da 

alimentação SHIME® entraram no sistema duas vezes ao dia por duas 

semanas.  

Uma vez realizada a estabilização, foi introduzida 109 por mL de células 

das linhagens de EHEC Wt, ou ∆qseC, no reator mimetizando estômago, 

estas foram distribuídas para o reator do duodeno + suco pancreático, até ser 

introduzidas no último reator mimetizando cólon. Para os ensaios entra as 

linhagens, foi realizado o período de Wash-out (período necessário para nova 

estabilização de microbiota e eliminação da linhagem Wt), onde a microbiota 

recebeu 200 mL da alimentação SHIME® duas vezes ao dia por uma semana, 

e foi realizada análise por PCR para confirmação da eliminação da linhagem 

Wt dos reatores, seguida da inoculação da linhagem ∆qseC. 

Tanto para a linhagem Wt, quanto ∆qseC, foram coletadas amostras do 

estômago e duodeno, e realizadas contagem das UFCs para determinar a 
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concentração de bactérias após diluição no conteúdo estomacal, e realizar a 

análise da viabilidade celular bacteriana no pH estomacal e suco pancreático 

após 1 hora de exposição. Amostras foram coletadas antes da infecção (dia 

0 ou D0) e após 24 horas de infecção. Foi realizada a extração do RNA total 

para análise do padrão de expressão gênica das linhagens Wt e ΔqseC, como 

também para determinar a abundância da microbiota intestinal. Para isso 

foram realizadas análises dos filos Firmicutes, Bacteroidetes e -

Proteobacteria e dos gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Prevotella e 

Bacteroides, além dos genes de virulência ler e stx-2 de EHEC Wt e ΔqseC. 

3.11. Análise de expressão gênica por qRT-PCR 

Todas as extrações de RNA foram realizadas com Trizol e RiboPure-

Bacteria RNA isolation kit (Ambion-Life), seguida pela técnica de qRT-PCR 

empregado conforme previamente descrito (20).  O RNA total foi obtido na 

concentração de 50 ng/μL por amostra dos ensaios realizados. Para cada 

reação de 20 μL foi utilizado Master Mix SYBR®, Multi-scribe® reverse 

transcriptase (Thermo Fisher Scientific) e RNAse inhibitor (Thermo Fisher 

Scientific), além de 100 ng de RNA de amostra.  

A reação de transcriptase reversa qRT-PCR foi realizada em triplicadas 

biológicas, duplicadas experimentais. As reações foram normalizadas com o 

emprego de RNA polimerase subunidade A (rpoA) como controle endógeno 

para a análise de expressão dos genes de virulência. Como controle 

endógeno para identificação dos membros de interesse da microbiota foi 

utilizado eub338, gene universal para Eubactérias. Foi utilizado o 

equipamento QuantStudio3 (Thermo Fisher Scientific) para realização das 

reações. Os resultados obtidos pelo ensaio de qRT-PCR foram analisados 
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pelo método de Comparative critical threshold (ΔΔCT), conforme previamente 

descrito (20). Barras de erro representam o desvio padrão dos valores CT. 

3.12. Teste de competição em ágar entre EHEC e Lactobacillus spp. 

O teste teve como objetivo avaliar a possível competição entre EHEC e 

Lactobacillus acidophilus linhagem 3258 (LA) e Lactobacillus reuteri 3334 

(LR), bem como  a participação de QseC nesse processo. As linhagens Wt e 

∆qseC, bem como L. acidophilus e L. reuteri, foram crescidas durante a noite 

em meio LB e MRS respectivamente. Em seguida, foram medidas as 

densidades óticas dos inóculos em comprimento de onda de 600nm e a menor 

D.O. apresentada pelas linhagens após crescimento de 16h, foi a escolhida 

para ser utilizada no teste. Após o ajuste das D.O. as culturas foram 

centrifugadas a 7000 rpm por 2 minutos e foram ressuspendidas em 300 l de 

PBS. Realizada essa etapa, foram adicionados em novo eppendorf a 

proporção de 1:1 ou 1:5 das linhagens de EHEC mais LA ou LR 

respectivamente, e por fim foram inoculados 10 l da co-cultura em placa de 

ágar LB + MRS (50 a 50%). Após 16 horas de interação as co-culturas foram 

recolhidas em tubos, diluídas, plaqueadas em LB contendo estreptomicina 

para EHEC e somente MRS ágar para LA e LR, e posteriormente foram 

contadas a UFCs. 

3.13. Teste de competição em caldo entre EHEC e Lactobacillus spp. 

Para avaliar possível inibição de crescimento de EHEC em caldo, as 

amostras de EHEC e mutante QseC, L. acidophilus e L. reuteri foram 

crescidos durante a noite em meio LB e MRS respectivamente, em seguida 

foram medidas as densidades óticas das culturas. Foram inoculados em meio 

LB+MRS caldo, a proporção de 1:1 ou 1:5 de L. acidophilus ou L. reuteri e 
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EHEC em co-cultura. No grupo controle, as linhagens cresceram sozinhas. As 

linhagens foram deixadas em interação em estático na estufa a 37˚C por 8 

horas, em seguida as amostras foram diluídas, plaqueadas e contadas a 

UFCs. 

3.14. Ensaios in vivo em camundongo C57BL/6 

Os ensaios in vivo foram realizados como descrito anteriormente por 

Lopez et al., 2019. Camundongos Wt C57Bl/6 do Jackson Lab, com cinco 

semanas de idade, foram utilizados. Os camundongos foram infectados por 

via oral com C. rodentium do tipo selvagem ou mutante ΔqseC (5x109 

UFC/camundongo). Os camundongos foram monitorados diariamente e as 

amostras fecais foram coletadas nos dias 1, 4 e 7 após a infecção. As 

amostras fecais foram coletadas, homogeneizadas, diluídas em série e 

plaqueadas em placas de ágar-caldo contendo antibióticos apropriados para 

determinar as contagens bacterianas (UFCs). Os camundongos foram 

eunatasiados no dia 7 após a infecção. O baço foi coletado, homogeneizado, 

diluído em série e plaqueado em placas de LB ágar contendo antibiótico 

apropriado para determinar a contagem bacteriana (UFCs). Todas os 

experimentos com animais foram revisados e aprovados pelos Comitês 

Institucionais de Cuidado e Uso de Animais da Universidade da Califórnia, 

San Diego. 

3.15. Análise estatística 

Os dados obtidos dos ensaios realizados foram analisados e sua 

significância estatística foi estabelecida pela análise de variância ANOVA ou 

Test t, utilizando-se o teste mais adequado para cada tipo de dados. 
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4. Resultados e Discussão 

4.1. Curva de Crescimento  

O butirato é um importante produto provindo do metabolismo da 

microbiota intestinal e mostrou regular importantes genes de virulência de 

EHEC, assim para analisar se o sensor QseC poderia ter participação na 

regulação de butirato nos genes da ilha LEE de EHEC, ensaios genotípicos e 

fenotípicos foram realizados na concentração de 20 mM de butirato de sódio 

(But). Inicialmente, foram realizadas curvas de crescimento na presença de 

But para analisar se o mesmo poderia influenciar no crescimento de EHEC. 

Para garantir que haveria indução dos genes de virulência de LEE, o ensaio 

foi realizado em DMEN baixa glicose, pois estudos prévios demonstram que 

esta condição induz a expressão dos genes de virulência em EHEC (14).  

A linhagem Wt teve o mesmo padrão de crescimento na presença de 

NaCl e But, porém o crescimento foi estatisticamente significante nos horários 

de 5, 7 e 9 horas, porém após 21 horas, o crescimento foi o mesmo entre as 

condições NaCl e But, indicando que este mediador, nesta concentração, não 

ofereceu vantagens de crescimento para EHEC, corroborando com resultados 

obtidos em estudos prévios (Figura 4) (24). Já para a linhagem ∆qseC, houve 

um atraso no crescimento nos tempos de 5, 7 e 9 horas na presença de NaCl, 

o que não foi observado para o crescimento na presença de But (Figura 5), 

apresentando após 21 horas, diferenças estatisticamente significantes no 

crescimento.  
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Figura 4:  Curva de crescimento da linhagem selvagem (Wt) na presença de Cloreto de Sódio (NaCl) ou Butirato de 

Sódio (But) na concentração de 20 mM. As células foram cultivadas em meio D-MEM a 37°C por 16 horas. As culturas 

foram mantidas sob agitação a 37°C e a cada intervalo de tempo: 0,5 , 1, 2, 3, 5, 7, 9 e 22 horas foram retiradas 

alíquotas para a leitura da densidade óptica (D.O. 600 nm). Pontos sem asterisco não houve diferença estatística 

significativa. Significância estatística em comparação ao grupo controle em NaCl, p< 0,0001 (****), (Two-way Anova). 

 

Figura 5. Curva de crescimento da linhagem mutante do sensor QseC na presença de Cloreto de Sódio (NaCl) ou 

Butirato de Sódio (But) na concentração de 20 mM. As células foram cultivadas em meio D-MEM a 37°C por 16 

horas. As culturas foram mantidas sob agitação a 37°C e a cada intervalo de tempo: 0,5 , 1, 2, 3, 5, 7, 9 e 22 horas 

foram retiradas alíquotas para a leitura da densidade óptica (D.O. 600 nm). Pontos sem asterisco não houve diferença 

estatística significativa. Significância estatística em comparação ao grupo controle em NaCl, p< 0,0001 (****), (Two-

way Anova). 

 

Estes resultados sugerem que o butirato de sódio trouxe vantagens de 

crescimento para a linhagem ∆qseC. Sabe-se que a ausência do sensor QseC 

afeta a virulência de EHEC sem afetar seu crescimento (22), no entanto, 

nesse ensaio foi possível notar que, não são em todas as condições que o 
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crescimento na ausência do sensor QseC será o mesmo entre a linhagem Wt 

e mutante.  

 

4.2. Ensaio de Adesão em células HeLA  

A adesão é uma etapa importante para EHEC se estabelecer e 

conseguir colonizar o ambiente intestinal. Foi demonstrado em estudo anterior 

que a concentração de 20 mM de butirato, induz a expressão de genes de 

virulência, que em EHEC, estão associados a formação do pedestal, estrutura 

que ajuda a colonizar o ambiente intestinal (58). Assim foi analisada se 

poderia haver interferência do butirato no processo de adesão, bem como a 

participação de QseC nesse processo.  

 

Figura 6. Ensaio de adesão quantitativo em meio com baixa glicose mais NaCl ou But a 20 mM. Análise quantitativa 

da adesão das linhagens estudadas em células epiteliais HeLa durante 6 horas em meio DMEM baixa glicose em 

NaCl ou But 20 mM. Significância estatística das linhasgens Wt e ΔqseC em comparação com sua respectiva 

linhagem controle em NaCl. As barras sem asterisco não houve diferença estatística significativa. 

Como mostrado na Figura 6, as linhagens Wt e ΔqseC não 

apresentaram alteração no perfil de adesão na presença ou ausência de But. 

É importante considerar que o ensaio não analisa a presença de pedestal, na 

qual os genes da ilha LEE são responsáveis por essa estrutura, mas somente 
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adesão, onde estruturas como fímbrias e outras adesinas participam (59). 

Assim, nota-se que não houve diferenças no processo de adesão que possam 

ser induzidas pelo butirato, ou com participação do sensor QseC, nessa 

condição. 

 

4.3. Motilidade em meio semissólido  

O ensaio de motilidade teve o intuito de demonstrar a ativação do flagelo 

induzida por butirato e se haveria participação de QseC, nesse processo. 

Dessa forma, foi realizado o ensaio na presença de 20 mM de But.  No grupo 

controle contendo NaCl, a linhagem qseC apresentou diminuição no halo de 

motilidade em comparação a linhagem Wt, que apresentou halo de tamanho 

médio de 27 mm, enquanto a qseC apresentou halo em torno de 16 mm.  

A presença de But, induziu aumento no tamanho do halo nas duas 

linhagens, com média de 33 e 27 mm para Wt e qseC, respectivamente. 

Houve aumento da motilidade na presença de But para ambas as linhagens.  

 

Figura 7: Ensaio de motilidade na presença de NaCl ou But das linhagens EHEC (Wt) e mutante ΔqseC. Medidas 

do diâmetro do halo de crescimento em milímetros das linhagens em meio LB semi-sólido (0.25% ágar) após 8 horas. 

Significância estatística das linhasgens Wt e  ΔqseC em comparação com sua respectiva linhagem controle em NaCl, 

p< 0,0001 (**), Two-way Anova). 
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Sabe-se que em EHEC, o sensor QseC está envolvido na sinalização 

para ativação flagelar por meio do regulador FlhDC e há diminuição da 

motilidade em linhagens mutante desse sensor(13). Ainda, butirato pode fazer 

a ativação do flagelo em EHEC por meio de Lrp (proteína regulatória 

responsiva a leucina) que ativa os genes de flhDC(60). Nesse ensaio foi 

demonstrado que, mesmo a linhagem qseC apresentando diminuição da 

ativação do flagelo e redução da motilidade, a presença de butirato ajudou a 

contornar essa redução na ativação. Isso pode ter ocorrido porque a ativação 

flagelar promovida por QseC, é por meio do regulador QseB(13), enquanto 

que a ativação por butirato é por meio de Lrp. Assim, na ausência de QseC, 

Lrp pode ter induzido a ativação flagelar na presença de butirato, levando ao 

aumento da motilidade observado na linhagem qseC, no entanto, essa 

ativação flagelar por meio do butirato não foi suficiente para que a linhagem 

qseC chegasse ao nível de motilidade da linhagem Wt, nessa mesma 

condição. Ainda, esses resultados evidenciam como o mesmo grupo de 

genes, nesse caso para formação do flagelo, podem ser regulados por 

diferentes condições ambientais, permitindo uma resposta de EHEC a 

diferentes estímulos. 

 

4.4. Análise da expressão gênica na presença de butirato de sódio 

Para analisar se o padrão de expressão gênica de importantes genes de 

virulência de EHEC na presença de butirato e como a ausência do sensor 

QseC poderia afetar esse padrão de expressão, foi realizado o qRT-PCR do 

RNA extraído destas linhagens cultivadas na presença de 20 mM de But dos 

genes ler e espA para ilha LEE, stx-2 para Shiga toxina, e hcp-2 para o T6SS 

nas linhagens Wt e qseC.  
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Como pode ser observado na Figura 8A o padrão de expressão de ler, 

regulador global da ilha LEE, na presença de But, apresentou indução 

significativa da expressão desse gene, tanto na linhagem Wt quanto qseC. 

Além disso, a linhagem qseC apresentou também um aumento da expressão 

de ler na presença NaCl em comparação a linhagem Wt, nessa mesma 

condição (Figura 8A).  

Por outro lado, para o gene espA, contido em LEE, houve redução nos 

níveis de expressão em NaCl na linhagem qseC, quando comparada a 

linhagem Wt (Figura 8B). Já na presença de But, houve redução dos níveis 

de expressão do gene espA na linhagem Wt em relação na presença de NaCl, 

porém em qseC houve aumento da expressão de espA nessa linhagem, 

quando comparado ao perfil de expressão desse gene em NaCl (Figura 8B).   

Enquanto que, o padrão de expressão do gene hcp-2 não demonstrou 

alteração na presença de NaCl tanto na linhagem Wt como qseC, por outro 

lado houve redução da expressão deste gene por But somente na linhagem 

qseC (Figura 8C). Por fim, o gene stx-2 não mostrou nenhuma alteração no 

padrão de expressão por NaCl em ambas as linhagens, porém houve 

aumento da expressão desse gene na presença de But somente na linhagem 

Wt (Figura 8D). 
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A)                                                                         B)   

         
 

C)                                                                                 D) 

        
 

Figura 8: Análise do padrão de expressão dos genes de virulência na presença de cloreto de sódio (NaCl) e  butirato 

de sódio (But). As células das linhagens selvagem EHEC (Wt) e ΔQseC foram cultivadas em meio DMEM baixa 

glicose, a 37°C na presença de 20 mM de NaCl ou But até D.O de 1, então o RNA total foi extraído tratado com 

DNAse. Em seguida, foi realizado o ensaio de RT-PCR com os seguintes genes: (A) ler, (B) espA, (C) hcp-2 e (D) 

stx-2. Significância estatística em comparação com a linhagem selvagem na presença de NaCl, as barras sem 

asterisco não houve diferença estatística significativa, p<0,05(*), p<0,01 (**), p<0,001(***), p<0,0001(****) (Two-way 

Anova). 

Já havia sido demonstrado em EHEC o efeito do butirato no padrão de 

expressão da ilha LEE, na qual butirato leva a um loop positivo entre leuO e 

ler, induzindo assim a expressão dos genes de LEE1, e essa ativação ocorre 

através da detecção de butirato dependente de Lrp, que ativa a expressão de 

phcA e aumenta ainda mais a expressão de ler (24, 30).  Ainda Nakanishi et 

al., 2009 demonstrou que em 20 mM de butirato aumenta a expressão dos 

genes tir e espB.  
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Os resultados descritos acima mostraram aumento da expressão do 

regulador global da ilha LEE, ler na presença de butirato, e a indução da 

expressão foi ainda maior na linhagem qseC, indicando que a ausência do 

sensor QseC e a presença do butirato induz fortemente o regulador Ler da 

ilha LEE. Por outro lado, não houve alteração da expressão do gene espA, 

que pertence ao regulon Ler, indicando que o aumento da expressão do 

regulador não implica na indução do seu regulon. Ainda, na linhagem qseC 

em NaCl houve expressão aumentada de ler, no entanto o gene espA estava 

significativamente diminuído, nessa mesma condição.  

Nota-se que na ausência de QseC e na presença de But ocorre uma 

superexpressão de ler, no entanto, essa expressão não foi propagada para a 

ativação dos operons montante a LEE1, como LEE4 onde está contido espA 

(Figura 8 A e B). Sabe-se que bactérias possuem mecanismos distintos que 

regulam o processo de ativação de genes (61), sendo assim, processos 

regulatórios não conhecidos, podem estar inibindo a expressão dos outros 

genes de LEE em EHEC na presença de But, mesmo quando a expressão do 

ativador global da ilha está aumentado. Outra hipótese é que este regulador 

esteja controlando outro conjunto de genes para resposta a presença de 

butirato. 

Ainda, não está bem descrito na literatura como ocorre a ativação do 

sistema T6SS em EHEC, no entanto, é interessante notar que a presença do 

butirato levou a uma diminuição da expressão de hcp-2 na linhagem qseC 

(Figura 6C), inferindo que este sensor pode ter alguma participação na 

regulação de T6SS, por meio de butirato.   
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Por fim, o But aumentou a expressão do gene stx-2, responsável por 

codificar a toxina Shiga somente na linhagem Wt, indicando que o sensor 

QseC não participa desta resposta. 

 

4.5. Ensaio de sobrevivência intracelular em macrófagos 

Na análise de expressão gênica na presença de butirato de sódio, 

ocorreu uma diminuição de hcp-2 na linhagem qseC. Esse gene faz parte da 

estrutura do T6SS e foi demonstrado que em EHEC, o T6SS auxilia na 

sobrevivência dentro de macrófagos, por ser através deste sistema que a 

catalase KatN é secretada, como tentativa de neutralizar o ambiente inóspito 

dentro do vacúolo, após a fagocitose da EHEC, dentro de macrófagos (8). 

Assim para analisar se o mutante de QseC teria dificuldade de sobreviver 

dentro de macrofagos, devido a uma possível diminuição da expressão do 

sistema T6SS, foi realizado ensaio de sobrevivência em macrófagos J774. No 

primeiro ensaio foi realizado o crescimento das linhagens  Wt e ΔqseC na 

presença ou ausência de But, em macrófagos que não receberam nenhum 

tipo de tratamento prévio com esse ácido graxo. Assim, se na ausência de 

QseC e na presença de But, o sistema T6SS estivesse diminuido, como 

desmostrado na expressão gênica, era esperado que essa linhagem tivesse 

uma menor sobrevivência dentro de macrófagos.  

Para a linhagem Wt, houve diminuição significativa da sobrevivência 

intracelular, quando esta cresceu na presença do butirato em relação ao sua 

taxa de sobrevivência na presença de NaCl (Figura 9A). A linhagem qseC, 

em contrapartida, não apresentou diferença estatística entre as duas 

condições NaCl e But (Figura 9A). 
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O estudo de Schulthess et al., 2019 demonstrou que butirato a 2 mM, 

aumentou a eliminação de patógenos por macrófagos, não por aumentar a 

fagocitose, mas por melhorar a capacidade microbicida dessas células (62). 

Assim para potencializar a capacidade microbicida dos macrófagos e analisar 

se poderiam induzir diferença nas respostas das linhagens, os macrófagos 

receberam But durante o ensaio (3h) ou cresceram na presença de But (24h) 

e da mesma forma as linhagens bacterianas cresceram durante a noite na 

presença ou ausência de But. Em nenhuma das condições houve diferença 

na sobrevivência das linhagens Wt e qseC (Figura 9 B e C). Esses resultados 

indicam que, mesmo a linhagem qseC tenha apresentado diminuição da 

expressão do gene T6SS, essa diminuição não foi suficiente para prejudicar 

sua capacidade de sobrevivência dentro de macrófagos, mesmo estes sendo 

previamente ativados com But. Assim, nota-se que a linhagem qseC, 

apresentou o mesmo perfil de sobrevivência da linhagem Wt, em macrófagos 

previamente ativados (Figura 9 B e C). 
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A) 

 

B)                                                                                          C) 

      
 

Figura 9: Ensaio de sobrevivência intracelular em macrófagos J774. As bactérias das linhagens selvagem lEHEC 

(Wt) e ΔqseC foram cultivadas durante a noite na presença de 20 mM de NaCl ou But em meio LB, a 37°C overnight. 

(A) Bactérias overnight em de NaCl ou But em macrófagos sem tratamento(B) Bactérias overnight em de NaCl ou 

But em macrófagos previamente tratados com 2 mM de NaCl ou But por 3 horas ou (C) por 24 horas. Significância 

estatística das linhasgens Wt e  ΔqseC em comparação com sua respectiva linhagem controle em NaCl. Barras sem 

asterisco não houve diferença estatística significativa, p<0,05 (*) (Two-way Anova).  

 

É importante lembrar que sistemas complexos de bactérias podem ser 

regulados de maneira multifatorial, assim por mais que a linhagem qseC 

tenha demonstrado em D-MEM contendo But diminuição da expressão de 

hcp-2, esse sistema, dentro de macrófagos, pode ser controlado e ativado por 

diferentes fatores. Dessa forma, a diminuição da expressão de hcp-2 

observada na linhagem qseC, não foi suficiente para ter alterações que 

prejudicassem sua sobrevivência dentro de macrófagos, ou ainda, o ambiente 
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dentro dessas células, pode ativar esse sistema por outras vias que 

contornem esse problema de ausência de QseC, para a indução de T6SS.  

 

4.6. Curva de crescimento em alta ou baixa glicose na presença ou 

ausência de Bacteroides thetaiotaomicron  

Como butirato mostrou capacidade de regular o gene hcp-2 em EHEC 

na ausência de QseC, e sabe-se que a baixa glicose induz a expressão de 

genes de virulência em EHEC, foi analisada se esta mesma modulação 

induzida por glicose poderia ocorrer no gene hcp-2 e se QseC poderia estar 

envolvido nessa regulação. Para garantir que a extração de RNA seria feita 

na mesma fase de crescimento das linhagens em alta e baixa glicose, com ou 

sem Bt, foram realizadas curvas de crescimento, nessas condições. Assim, 

foi definido que seria feita a extração de RNA após 4 horas de interação, pois 

em todas as condições testadas, nesse tempo, as linhagens estariam em 

fases parecidas da curva de crescimento. 

 
Figura 10: Curva de crescimento da linhagem selvagem na presença em alta ou baixa glicose, ou na presença de 

Bt em alta ou baixa glicose. A linhagem selvagem (Wt) foram cultivadas anaerobicamente em meio D-MEM baixa 

glicose (B) ou alta glicose (A) na presença ou ausência de Bacteroides thetaiotaomicron (Bt) a 37°C por 8 horas. As 

culturas foram mantidas sob agitação a 37°C e a cada intervalo de tempo: 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas foram retiradas 

alíquotas para a leitura da densidade óptica (D.O. 600 nm). 
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Figura 11: Curva de crescimento do mutante qseC na presença em alta ou baixa glicose, ou na presença de Bt em 

alta ou baixa glicose. As bactérias foram cultivadas anaerobicamente em meio D-MEM baixa glicose (B) ou alta 

glicose (A) na presença ou ausência de Bacteroides thetaiotaomicron (Bt) a 37°C por 8 horas. As culturas foram 

mantidas sob agitação a 37°C e a cada intervalo de tempo: 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas foram retiradas alíquotas para a 

leitura da densidade óptica (D.O. 600 nm). 

 

4.7. Análise da expressão gênica em baixa e alta glicose 

Devido a indução, já conhecida, na expressão de genes de virulência 

que a baixa concentração de glicose leva em EHEC, foi analisada se esta 

mesma modulação poderia ocorrer no gene hcp-2 e se o sensor QseC 

também poderia influenciar nessa regulação. Também foram investigados os 

genes ler e espA de LEE e stx-2 de Shiga, para analisar se os dados obtidos 

para esses genes, nessa condição, corroborariam com o demonstrado na 

literatura.  

Como podemos observar na Figura 12A o gene ler teve aumento significativo 

de sua expressão em baixa glicose em relação à alta glicose, cerca de 20x na 

linhagem Wt e 10x na linhagem qseC. De forma mais moderada o mesmo 

perfil de indução foi constatado para o gene espA, com aumento da sua 

expressão em torno de 3,5 x na linhagem Wt e 2,5 x na linhagem qseC em 

meio baixa glicose em relação à alta glicose (Figura 12 B).O mesmo perfil se 
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repetiu para o gene hcp-2, houve aumento da expressão em baixa glicose 

para ambas linhagens Wt e qseC, 6x e 4x respectivamente, demonstrando 

maior expressão na Wt do que na qseC em baixa glicose (Figura 12 C). Esse 

resultado indica que glicose interfere na regulação do gene hcp-2 e que QseC 

tem participação na regulação da expressão desse gene, nessa condição.  Por 

fim, foi analisado o perfil de expressão do gene stx-2 que também mostrou 

indução da expressão em baixa glicose, sendo 35x mais expresso na 

linhagem Wt e 25x na linhagem qseC em relação à alta glicose (Figura 12D). 

A)                                                                                  B) 

   
 

 

C)                                                                                    D) 

   

Figura 12: Análise do padrão de expressão dos genes de virulência de EHEC (Wt) e ΔqseC em baixa e alta glicose 

por qRT-PCR. As bactérias das linhagens selvagem EHEC (Wt) e ΔQseC foram cultivadas em meio DMEM baixa 

glicose ou alta glicose a 37°C por 4 horas, então o RNA total foi extraído tratado com DNAse. Em seguida, foi 

realizado o ensaio de qRT-PCR com os seguintes genes: (A) ler, (B) espA, (C) hcp-2 e (D) stx-2. Significância 

estatística em comparação com a linhagem selvagem em meio D-MEM alta glicose. Barras sem asterisco não houve 

diferença estatística significativa, p<0,01 (**), p<0,001(***), p<0,0001(****) (Two-way Anova). 
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Já foi descrito na literatura que a diminuição de glicose leva a indução 

da expressão de genes de virulência em EHEC (14, 32), e os resultados 

apresentados corroboram com esses dados. No entanto, é inédito a 

demonstração da regulação de glicose em genes do sistema T6SS com 

participação de QseC em EHEC. Ainda, é importante destacar que a 

diminuição de glicose levou ao aumento do gene hcp-2 do sistema T6SS 

nesse patógeno, inferindo que EHEC pode aumentar a ativação desse gene 

em um ambiente que mimetiza as condições próximas ao epitélio, onde 

poderia estar havendo ativação desse sistema para uma possível indução de 

citotoxicidade na célula hospedeira, ou ainda que a diminuição de glicose, faz 

com que EHEC ative esse gene para inibir o crescimento de possíveis 

competidores dessa fonte de carbono, em um ambiente onde este está 

escasso. Por fim, nota-se como o gene stx-2 teve uma superexpressão em 

baixa glicose, indicando que o ambiente gliconeogênico induz a ativação da 

toxina Shiga em EHEC.  

 

4.8. Expressão gênica em alta e baixa glicose na presença de 

Bacteroides thetaiotaomicron 

Devido a indução na expressão de gene hcp-2 do importante sistema de 

competição em bactérias T6SS por glicose, foi levantada a hipótese se a 

presença de Bt (B. thetaiotaomicron), uma bactéria comensal conhecida por 

modular genes de virulência em EHEC (32), poderia levar a uma maior 

indução desse sistema em um ambiente com diferentes concentração de 

glicose. Também já foi demonstrado na literatura, que a baixa concentração 

de glicose na presença de Bt, leva a indução da expressão de genes de 
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virulência da liha LEE, por isso os genes ler e espA também foram analisados, 

bem como stx-2 para Shiga.  

As linhagens Wt e qseC apresentaram aumento da expressão de ler, 

em torno de 2,5x e 3,5x respectivamente em baixa glicose (Figura 13A). É 

interessante notar que, nessa condição, a linhagem qseC apresentou maior 

indução da expressão de ler em relação à Wt, no entanto a indução de ler em 

baixa glicose na presença de Bt, foi menor do que a apresentada em baixa 

glicose sem Bt, para as duas linhagens (Figura 12 A).  

A expressão do gene espA apresentou aumento em baixa glicose na 

presença de Bt para a linhagem Wt em relação à alta glicose na presença de 

Bt (Figura 13B). Contudo, na linhagem qseC, espA mostrou diminuição 

significativa da expressão somente em alta glicose na presença de Bt quando 

comparada com a linhagem Wt (Figura 13 B).   

Já para o gene hcp-2, não houve diferença no padrão de expressão na 

linhagem Wt em baixa glicose na presença de Bt em relação à alta glicose na 

presença de Bt (Figura 13 C).  Por outro lado, na linhagem qseC esse gene 

mostrou 1,5x aumento da sua expressão (Figura 13 C). É interessante notar 

que na presença de Bt, houve diminuição da expressão de hcp-2 em meio 

baixa glicose, diferente da expressão observada quando essa bactéria 

comensal não estava presente (Figura 12 C).  

Tanto em baixa, quanto em alta glicose na presença de Bt, não houve 

mudança na expressão do gene stx-2 (Figura 13 D).  Resultado diferente do 

obtido para o gene stx-2, quando Bt não estava presente (Figura 12D). 
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A)                                                                                      B) 

    
C)                                                                                         D)              

   
Figura 13: Análise da expressão gênica de genes de virulência da linhagem selvagem (Wt) e ΔqseC em baixa e alta 

glicose na presença de Bacteroides thetaiotaomicron. As bactérias das linhagens selvagem Wt e ΔqseC foram 

cultivadas em meio DMEM baixa glicose ou alta glicose anaerobicamente na presença Bacteroides thetaiotaomicron 

(Bt)  37°C por 4 horas, então o RNA total foi extraído tratado com DNAse. Em seguida, foi realizado o ensaio de qRT-

PCR com os seguintes genes: (A) ler, (B) espA, (C) hcp-2 e (D) stx-2. Significância estatística em comparação com 

a linhagem Wt em meio D-MEM alta glicose + Bt. Barras sem asterisco não houve diferença estatística significativa, 

p<0,01 (**), p<0,001(***), p<0,0001(****) (Two-way Anova). 

 

Quando EHEC foi cultivada somente em alta ou baixa glicose, foi 

possível notar que a  diminuição de glicose induziu a expressão de genes de 

virulência, uma das hipóteses é que a condição de gliconeogênese, mimetiza 

a condição encontrada próximo ao epitélio do hospedeiro (14, 32). Dessa 

forma, EHEC ativa seus genes de LEE como resposta a aproximação do 

epitélio, para a formação da lesão A/E, que auxilia no processo de adesão 

dessa bactéria no intestino (14). Ainda sabe-se que o T6SS de bactérias pode 

ser usado como uma maquinaria tanto para a competição entre membros da 
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microbiota, quando para a indução de danos em células eucarióticas (9).  

Observar que EHEC aumentou a expressão do gene hcp-2 somente em baixa 

glicose e diminuiu a expressão desse gene em baixa glicose na presença de 

Bt, pode inferir que EHEC não ativa o sistema contra Bt devido a alguma 

sinalização que pode ser produzida por essa bactéria comensal. Outra 

hipótese é de que Bt pode estar produzindo metabólitos que possam ser 

usados por EHEC, e por isso, para este patógeno, não houve mimetização de 

um ambiente em gliconeogênese para a ativação desse sistema contra o 

hospedeiro ou contra a própria Bt, inferindo o mesmo para a ativação da toxina 

Shiga. Ainda, os resultados obtidos aqui, na qual na presença de Bt não houve 

aumento da expressão de T6SS, vão de encontro com estudos que 

demonstraram que Bt e EHEC, quando em co-cultura, não tiveram seu 

crescimento prejudicados, inferindo que estas bactérias não são competidores 

diretas(32). Assim, mais estudos ajudarão a entender amplamente a 

participação dessas sinalizações em um importante sistema de competição 

entre bactérias como o T6SS em EHEC. 

 

4.9. Simulador de ecossistema Microbiano Intestinal Humano - 

SHIME  

Os resultados obtidos in vitro para EHEC, demonstraram que a linhagem 

qseC apresenta diminuição da expressão de hcp-2 de T6SS em butirato ou 

na baixa glicose, e como este sistema está envolvido em competição de 

bactérias, esta linhagem poderia ter sua eficiência em competir com a 

microbiota prejudicada. Para analisar a competição direta das linhagens Wt e 

qseC com a microbiota, foi realizado estudo em um simulador de microbiota 



 

 

58 

intestinal humano, com o intuito de avaliar alteração da microbiota humana 

induzida por EHEC na linhagem Wt e em uma linhagem com alteração de um 

importante sensor de comunicação bacteriana em EHEC. Essa comparação 

entre a alteração da microbiota humana na linhagem qseC, não foi descrito 

na literatura, sendo um trabalho interessante e inédito.  

A princípio, foi realizada o controle da viabilidade bacteriana, para 

analisar se as linhagens Wt e qseC estariam sendo inoculadas no reator na 

mesma proporção, e se estas poderiam sobreviver de maneiras parecidas nos 

diferentes compartimentos que simulam as condições dos órgãos humanos, 

como estômago e duodeno. Assim, pode-se notar que foi inoculada, em testes 

e dias diferentes, quantidades semelhantes de Wt e  qseC (Figura 14). Após 

1 hora no estômago, tanto linhagem Wt quanto qseC, demonstraram alta 

resistência a pH estomacal (pH 2,5).  Após 1 hora no duodeno, a linhagem Wt 

começa a se recuperar e multiplicar, enquanto a linhagem qseC apresenta 

diminuição das UFCs.  

 
Figura 14: Análise do perfil de sobrevivência das linhagens selvagem (Wt) e qseC no SHIME. Um inóculo inicial 

de 109 células por ml das linhagens foi introduzida no SHIME. Em seguida, a sobrevivência das linhagens foi 

determinada através da contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) a partir das amostras coletadas 

imediatamente do estômago (tempo 0h) e após 1 hora do estômago e duodeno. Significância estatística em 

comparação com a linhagem Wt, barras sem asterisco não houve diferença estatística significativa p<0,001(***) 

(Two-way Anova). 
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Para os reatores mimetizando o colón, foram realizadas análises de filos 

e gêneros de membros específicos da microbiota após 24 horas de interação 

patógeno-microbiota. Em 24 horas de interação com linhagem Wt, houve 

maior proporção do filo -Proteobacteria, em torno de 60% da composição 

analisada, sendo o filo onde estão contidas espécies como Escherichia coli. 

Ainda houve proporção de 30 e 10% dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, 

sendo estes os filos proeminentes da microbiota humana.  

Na linhagem qseC, diferentemente do demonstrado na linhagem Wt, 

houve aumento significativo do filo Firmicutes, em torno de 80% da 

composição analisada, seguidos de Bacteroidetes e - Proteobacteria, que 

juntos somaram apenas 20% dessa composição (Figura 15).  

Após a análise de filos, foi analisado a nível de gênero, quais membros 

poderiam estar aumentados ou diminuídos. Para isso foram escolhidos 

membros conhecidos por sua atuação benéfica no intestino como 

Lactobacillus e Bifidobacterium, e membros e que estão aumentados em 

situações de doenças inflamatórias como Prevotella e Bacteroides (63, 64). 

Como ilustra a Figura 16, a linhagem Wt, após interação de 24 horas com a 

microbiota, levou a uma proporção de Prevotella e Bacteroides de 60% da 

composição analisada. Já os membros benéficos Lactobacillus e 

Bifidobacterium, estavam na em torno de 40% da composição.  

Já para a linhagem qseC, interessantemente, houve aumento na 

proporção de Lactobacillus e Bifidobacterium, em torno de 80% na microbiota 

analisada, já Prevotella e Bacteroides ficaram apenas com proporção de 20%.  

Ao analisar genes de virulência, como para a toxina Shiga, houve 

diminuição significativa de stx-2 na linhagem qseC comparado com a 
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linhagem Wt (Figura 17B). Já ler teve a mesma expressão nas linhagens Wt 

e qseC (Figura 17A).  

 
Figura 15: Análise da abundância do RNAr 16S para detecção dos filos ɣ-Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes 

das amostras coletadas do SHIME. Após 24 horas foram coletadas amostras do SHIME, em seguida o RNA total 

foi extraído para realizar o ensaio de RT-PCR e como gene endógeno foi utilizado eub338, gene universal para 

Eubactérias.  

 

 

 
Figura 16: Análise da abundância do RNAr 16S para detecção dos gêneros Lactobacillus, Bifidobacterium, 

Bacteroides e Prevotella das amostras coletadas do SHIME. Após 24 horas foram coletadas amostras do SHIME, 

em seguida o RNA total foi extraído para realizar o ensaio de RT-PCR e como gene endógeno foi utilizado eub338, 

gene universal para Eubactérias.  
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A)                                                                             B) 

           
Figura 17: Análise do padrão de expressão dos genes de virulência ler e stx-2 das amostras coletadas do SHIME. 

Significância estatística em comparação com a linhagem selvagem (Wt), barras sem asterisco não houve diferença 

estatística significativa, p<0,05(*). 

 

Estudos anteriores com EHEC em ensaios de resistência a diferentes 

pHs, revelaram que este patógeno apresenta alta tolerância a pHs baixos (65), 

o que corrobora com o resultado obtido,  na qual mesmo após uma hora de 

exposição ao pH de 2.5, as células bacterianas se mantiveram viáveis e 

apresentaram pouca redução comparada com o inóculo inicial (estômago 0h).  

Ainda, essa alta resistência a baixos pHs contribui para a baixa dose 

infectante demonstrada por EHEC, em torno de 50 a 100 UFCs (1).  

Após uma hora de exposição ao reator duodeno, houveram diferenças 

na recuperação de UFCs entre as linhagens Wt e qseC, dessa forma, 

mesmo que a linhagem qseC não tenha apresentado diminuição significativa 

de UFCs comparada ao inóculo inicial (estômago 0h), indicando que essa 

linhagem continua apresentando resistência ao pH e as condições do 

duodeno, esse linhagem não apresentou replicação de células bacterianas da 

mesma forma observada para a linhagem Wt. Sabe-se que EHEC é resistente 

a ácidos biliares (41, 66), e estudos em modelo de hospedeiro bovino 
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demonstraram que a cepa O157:H7 foi capaz de crescer em torno de 15% em 

bile (41, 66). No estudo de Etienne-Mesmin et al., 2011, em simulador TIM 

houve crescimento de EHEC nas porções distais do processo digestivo, com 

aumento da viabilidade celular de EHEC após 1h no duodeno, e quando em 

condições favoráveis, como neutralização de pH e dissolução de sais biliares, 

no íleo, houve aumento significativo do crescimento bacteriano (66).  Dessa 

forma, o sensor QseC pode ser importante para ativar sinalizações envolvidas 

no processo de resistência em condições de estresses, como sais biliares e 

enzimas pancreáticas, e promoção da replicação após condições de estresse, 

na qual pode ter induzido diferenças na recuperação de células bacterianas 

cultiváveis e na replicação celular observadas entre as linhagens qseC  e 

Wt, no SHIME. 

Ao analisar alterações na microbiota intestinal no SHIME, houve uma 

grande diferença entre a composição dos filos entre as linhagens Wt e qseC, 

com aumento expressivo de Firmicutes no mutante, enquanto na linhagem Wt 

houve prevalecimento de -proteobacteria. A microbiota intestinal é composta 

de uma complexa comunidade microbiana estimada em 1014 de 

microrganismos que oferece uma variedade de benefícios para o hospedeiro 

como, aumentar a integridade e o remodelamento do epitélio intestinal, 

regulação da imunidade, produção de vitaminas e moléculas energéticas, 

resistência contra patógenos e auxilio na manutenção da homeostase 

gastrointestinal (67). A microbiota por habitar vários nichos e disputar por 

fontes energéticas diretamente com patógenos, promove o processo 

denominado “resistência a colonização”, ajudando na proteção a infecções 

(68). Ainda, ela é essencial para a saúde do hospedeiro e alterações dessa 
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comunidade microbiana, denominada disbiose, vem sendo associada a 

suscetibilidade a infecções e a diversas doenças inflamatórias (67);(68). 

Estudos mostram, por exemplo, que indivíduos com doença de Crohn e colite 

ulcerativa apresentam um aumento relativo de Bacteroidetes e diminuição na 

abundância de Firmicutes (25); e patógenos que causam gastroenterite 

podem desempenhar um papel na iniciação e/ou exacerbação de doenças 

inflamatórias intestinais (69), por isso disbioses induzidas por processos 

infecciosos, poder ter impactos profundos na saúde do hospedeiro. Assim, é 

possível notar que somente a introdução de EHEC no SHIME foi suficiente 

para alterar a microbiota e que o sensor QseC tem direta participação desse 

processo.  

Ao analisar os gêneros, é interessante notar que na linhagem qseC 

houve prevalência de Lactobacillus e Bifidobacterium, enquanto na selvagem 

Bacteroides e Prevotella foram mais prevalentes. Ainda, nota-se que dos 

gêneros analisados, Lactobacillus foi o que teve a mudança mais expressiva. 

Na linhagem Wt, Lactobacillus representou apenas 10% do RNA analisado, 

enquanto que em qseC, esse gênero foi em torno de 75%, corroborando com 

o aumento do filo Firmicutes observado, uma vez que Lactobacillus pertence 

a esse filo. Esses resultados expressivos de Lactobacillus sugerem que, ou 

EHEC compete diretamente com bactérias desse grupo, ou EHEC pode 

competir com membros da microbiota que beneficiem Lactobacillus, e por isso 

na presença de EHEC, não houve aumento da expressão desse gênero. Já 

na ausência do sensor QseC, este patógeno não competiu da mesma forma 

com os membros da microbiota, beneficiando assim as bactérias do gênero 

Lactobacillus.   
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Já foi descrito que o sensor QseC auxilia EHEC na percepção das 

alterações no ambiente (16), dessa forma, a ausência deste sensor na 

linhagem mutante, pode ter impactado na regulação de sistemas ainda não 

bem elucidados, como os envolvidos em competição de EHEC com outras 

bactérias, induzindo as diferenças observadas na microbiota. Esse resultado 

vai de encontro com os resultados da análise de expressão em baixa glicose 

e na presença de But, que indicaram diminuição da expressão do gene hcp-2 

de T6SS na linhagem qseC.  Dessa forma, as mudanças na microbiota 

observadas na linhagem mutante, poderiam ser devido a alterações na 

ativação de sistemas envolvidos na direta competição com a microbiota 

reguladas por QseC, por meio da diminuição da percepção de alterações 

ambientais por este sensor, impactando diretamente na maneira como esse 

patógeno altera a microbiota intestinal. Fica claro, com esses resultados que 

QseC tem participação na competição de EHEC com a microbiota e a sua 

ausência tem relação direta de como este patógeno altera a microbiota 

intestinal. Ainda, um importante fator de virulência, o gene que codifica para 

a toxina Shiga (stx-2), estava diminuído na linhagem qseC, corroborando 

com as análises de expressão gênicas obtidas.  

Estudos abordam que a ausência de QseC leva a uma diminuição da 

virulência de EHEC in vitro, e em outros patógenos como S. Typhimurium in 

vivo, e inibir esse sensor pode ser uma estratégia interessante para a 

utilização em tratamentos, bem como prevenção de infecções (70). Dessa 

forma, testar a linhagem mutante diretamente na microbiota intestinal 

humana, demonstra que utilizar o sensor QseC como alvo terapêutico, pode 

ser interessante não só por diminuir a expressão de genes de virulência em 
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EHEC, mas também por mudar a maneira como esse patógeno altera a 

microbiota intestinal, podendo induzir o aumento de membros que possam 

ajudar na resistência a colonização do hospedeiro, desfavorecendo o 

processo infeccioso promovido por este patógeno. Este ensaio aumenta a 

compreensão da direta competição de EHEC com a microbiota humana, como 

a presença de EHEC leva mudanças na sua composição, bem como a 

participação de QseC nessa competição. Assim, com resultados obtidos, é 

possível evidenciar que apenas a alteração de um sensor foi suficiente para 

levar a uma expressiva alteração da comunidade microbiana entre as 

linhagens, no entanto, mais estudos são necessários para entender qual o 

impacto dessa alteração da microbiota promovida pela ausência de QseC no 

processo infeccioso, desencadeado por EHEC, em vivo.  

4.10. Ensaios de competição e co-cultura com Lactobacilos em caldo 

e ágar 

Devido ao aumento de Lactobacillus demonstrados no SHIME para a 

linhagem qseC, e as análises de expressão gênica demonstrarem que o 

gene hcp-2 está diminuído na presença de But e baixa glicose comparado a 

linhagem Wt, foi hipotetizado se EHEC poderia ter uma competição direta com 

Lactobacilos, e se QseC poderia estar envolvido nesse processo. Dessa 

forma foi realizado o ensaio de competição em ágar, na qual as bactérias são 

colocadas em contato direto uma com as outras, uma vez que estudos 

anteriores demonstram que a proximidade entre bactérias é essencial para 

uma efetiva participação de T6SS(9).  Para o experimento foram usadas duas 

espécies diferentes de Lactobacilos, L. acidophilus 3258 (LA) e L. reuteri 3334 

(LR), com intuito de analisar se competição de EHEC mudaria entre essas 
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linhagens. Ainda, é importante enfatizar que este ensaio apenas analisou 

duas espécies de Lactobacilos, diferente do SHIME que haviam um “pool” de 

espécies do gênero Lactobacillus.  

 Como mostrado na Figura 18, no grupo controle, ou seja, as linhagens 

crescendo sozinhas, tanto Wt e qseC apresentaram mesmo perfil de 

crescimento. Já LA, no grupo controle, apresentou crescimento de 1,5x ordem 

de magnitude comparada as linhagens as linhagens Wt e qseC. Em co-

cultura Wt e qseC na proporção de 1:1 com LA, tiveram uma redução 4 

ordens de magnitude, quando comparadas a seu grupo controle. Já na 

proporção de 1:5 de LA, a linhagem Wt e qseC apresentaram redução em 

torno de 5 e 5,5 ordens de magnitude, comparadas a seus respectivos grupos 

controle. Ainda a linhagem qseC apresentou alta variabilidade de 

crescimento na presença de LA, o mesmo não foi observado para a linhagem 

Wt. Para LA, em ambas as condições, 1:1 ou 1:5, em co-cultura, houve 

diminuição em torno de 1 ordem de magnitude de LA, quando comparados ao 

seu grupo seu controle.  

 
Figura 18: Ensaio de competição em ágar entre Lactobacillus acidophilus e EHEC. Crescimento em monocultura 

das linhagens Wt (C) qseC (C) e LA (C) no grupo controle. As linhagens Wt + LA e qseC + LA cresceram em co-
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cultura na proporção de 1:1 ou 1:5 de EHEC e LA respectivamente. Significância estatística das linhagens em 

comparação com sua respectiva linhagem controle, barras sem asterisco não houve diferença estatística 

significativa, p<001(***), p<0001 (****) (One-Way Anova). 

 

 

Por outro lado, na competição entre L. reuteri (LR) e EHEC (Figura 19), 

esse perfil de crescimento foi diferente do demonstrado para L. acidophilus. 

No grupo controle, tanto LR quando as linhagens Wt e qseC de EHEC, 

apresentaram o mesmo perfil de crescimento. Em co-cultura, na proporção de 

1:1, tanto a linhagem Wt, quanto qseC, apresentaram mesmo perfil de 

redução, com diminuição de 2 ordens de magnitude, em comparação a seus 

grupos controles. A linhagem LR, na proporção de 1:1 teve mesmo 

crescimento que no grupo controle, porém como aumento de 0,8 ordens de 

magnitude na proporção de 1:5. As linhagens Wt e qseC, apresentaram 

diminuição de 1,5 ordens de magnitude quando crescidas na proporção de 

1:1 ou 1:5 de LR, indicando que LR interfere no crescimento EHEC, porém a 

alteração da proporção de LR (1:1 ou 1:5) não interfere no perfil de 

crescimento de EHEC. 

 
Figura 19: Ensaio de competição em ágar entre Lactobacillus reuteri e EHEC. Contagem de UFCs após 16 horas de 

interação. Crescimento em monocultura das linhagens Wt (C) qseC (C) e LR (C) no grupo controle. As linhagens 

Wt + LR e qseC + LR cresceram em co-cultura na proporção de 1:1 ou 1:5 de EHEC e LR respectivamente. 

Significância estatística das linhagens em comparação com sua respectiva linhagem controle, barras sem asterisco 

não houve diferença estatística significativa, p<001(***), p<0001 (****) (One-Way Anova). 
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Para analisar se a inibição de crescimento de EHEC demostrados em 

ágar seria devido contato direto deste patógeno com LA e LR, ou por 

moléculas produzidas pelos Lactobacilos, foi realizado o ensaio de co-cultura 

em caldo, onde não há contato direto célula-célula, pelo período de 8 horas 

entre as linhagens de EHEC, LA e LR na proporção de 1:1 e 1:5.  

Na figura 20 podemos observar que na proporção de 1:1, houve 

diminuição em torno de 1,5 ordem de magnitude no crescimento das linhagens 

Wt e qseC na presença de LA, quando comparadas a seu grupo controle. 

No entanto, essa diminuição de EHEC não foi tão drástica quanto ao 

observada em ágar para estas linhagens, onde as bactérias têm que disputar 

o mesmo nicho. Já LA não teve seu crescimento alterado pela presença das 

linhagens de EHEC, nessa condição, demonstrando que em ágar onde há 

contato direto entre as bactérias, a presença de EHEC diminuiu em torno de 

1x ordem de magnitude o crescimento de LA nas proporções de 1:1 e 1:5, 

porém o mesmo não ocorre em caldo. 

 
Figura 20: Ensaio de co-cultura em caldo entre Lactobacillus acidophilus e EHEC. Ensaio de co-cultura em caldo 

entre Lactobacillus acidofillus e EHEC. Contagem da UFCs após 8 horas de interação. As linhagens Wt (C) qseC 

(C) e LA (C) cresceram sozinhas em caldo. As linhagens Wt+LA e qseC + LA crescimento em co-cultura. 

Significância estatística das linhagens em comparação com sua respectiva linhagem controle, barras sem asterisco 

não houve diferença estatística significativa, p<001(***), (One-Way Anova). 
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 Em co-cultura com LR (Figura 21), na proporção de 1:1 e 1:5, as 

linhagens Wt e qseC, apresentaram mesmo perfil de crescimento. No 

entanto tiveram redução do crescimento em torno de 1,7 ordens de magnitude 

comparadas a seus grupos controles. A linhagem LR, na proporção de 1:1 e 

1:5, teve o mesmo crescimento em comparação a seus respectivos grupos 

controle. 

 

Figura 21: Ensaio de co-cultura em caldo entre Lactobacillus reuteri e EHEC. Contagem da UFCs após 8 horas de 

interação. As linhagens Wt (C) qseC (C) e LA (C) cresceram sozinhas em caldo. As linhagens Wt+LA e qseC + 

LA crescimento em co-cultura. Significância estatística das linhagens em comparação com sua respectiva linhagem 

controle, barras sem asterisco não houve diferença estatística significativa, p<0,01(**), p<0,001 (***) (One-Way 

Anova). 

Estudos têm demonstrado que bactérias do gênero Lactobacillus 

possuem influencia na patogenicidade de EHEC, como no estudo de Chang 

et al., 2019, na qual o Lactobacillus casei LC2W inibiu a colonização de EHEC 

em camundongos (38). Já a administração de L. reuteri antes e durante a  

infeção com EHEC em animais denominados “germ-free” (que não possuem 

microbiota intestinal), resultou na  melhora dos sintomas da doença e proteção 

desses animais na infecção com este patógeno (39).  LR interferiu no 

crescimento de EHEC, no entanto essa redução não foi drástica quanto a 

promovida por LA nas linhagens de EHEC Wt e qseC. Ainda, não houve 
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grandes diferenças no perfil de crescimento entre as linhagens Wt e qseC, 

demonstrando que nessa condição, o sensor QseC pode não estar fortemente 

envolvido, uma vez que o perfil de redução foi parecido entre as linhagens. 

Por outro lado, EHEC não afetou de modo drástico o crescimento de L. 

acidophilus e L. reuteri. Ainda, é interessante destacar que o perfil de 

crescimento de EHEC foi diferente entre as espécies de Lactobacilos 

utilizadas.  

Estudos anteriores mostram que L. acidophilus, através da produção de 

moléculas bioativas, teve a capacidade de diminuir a virulência de EHEC (71), 

e que a alta produção de ácido linoleico por L. casei limitou o crescimento, 

sobrevivência e virulência não só de EHEC, como também de Salmonella 

Typhimurium (72).  Esses resultados corroboram com o demonstrado aqui, 

onde houve diminuição do crescimento de EHEC pela presença de L. 

acidophilus, no entanto a diminuição do crescimento de EHEC em caldo, não 

foi tão drástica como a demonstrado em ágar. Esses resultados, indicam que 

as mudanças na microbiota observada no SHIME entre as linhagens Wt e 

qseC, podem não ser por uma competição direta de EHEC com membros do 

gênero Lactobacillus, mas sim por uma competição indireta com outros 

membros da microbiota, que influenciam o crescimento de bactérias do 

gênero Lactobacillus. Ainda, esses resultados abrem perspectivas de que L. 

acidophilus, uma bactéria probiótica, pode ser um interessante candidato 

como alternativa de tratamento em infecções desencadeadas por EHEC, uma 

vez que antibióticos não são indicados no tratamento por infeções por este 

patógeno (1) e houve forte inibição do crescimento de EHEC quando esta teve 

que disputar o mesmo nicho com L. acidophilus, podendo colaborar no 
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processo de resistência a colonização por este patógeno. Dessa forma mais 

estudos serão interessantes para avaliar o potencial e possíveis benéficos do 

uso de L. acidophilus na infeção desenvolvida por EHEC. 

4.11. Ensaio de infecção com C. rodentium, linhagem Wt e qseC, em 

camundongos C57BL/6  

Um dos problemas ao se estudar EHEC é que essa bactéria ao colonizar 

animais como camundongos e ratos, não desenvolve as características 

principais da doença, por conta disso utiliza-se a C. rodentium como modelo 

intestinal in vivo. Estudos anteriores demonstraram que o sensor QseC tem 

participação na virulência exercida por C. rodentium em camundongos 

C3H/HeJ, que são altamente susceptíveis a infecção por este patógeno (50). 

Ainda, estudos indicam que há diminuição da virulência de EHEC na ausência 

de QseC (16). Assim, devido aos resultados in vitro deste estudo, que indicam 

uma diminuição da expressão de genes de virulência na linhagem qseC e 

diferentes modulações da microbiota promovidas pelas linhagens Wt e qseC 

de EHEC, foram realizados ensaios in vivo, para avaliar a participação de 

QseC na virulência de patógenos LEE positivos em infecções. Dessa forma, 

foram realizados estudos in vivo com as linhagens Wt e qseC de C. 

rodentium em espécie de camundongo diferente de estudos prévios (50), o 

C57BL/6 Wt,  na qual apresenta maior resistência a infecção por C. rodentium 

(73). 

Como mostrado na Figura 22A, foram observados níveis semelhantes 

de colonização da linhagem Wt e qseC em camundongos C57BL/6 no D1 

pós-infecção. No entanto, os níveis de colonização do mutante qseC foram 

reduzidos no D2 e D4 pós-infecção, e a diferença na colonização entre Wt e 
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o mutante qseC tornou-se estatisticamente significativa no D7 pós-infecção. 

Além da colonização bacteriana, foram medidas o comprimento do cólon; uma 

diminuição no comprimento do cólon indica indução de inflamação em 

resposta à infecção por C. rodentium. Não foi observada diferença significativa 

entre o comprimento do cólon de camundongos infectados com linhagens Wt 

ou qseC. No entanto, como mostrado na Figura 22B, o comprimento do cólon 

foi mais variável em camundongos infectados com a linhagem de C. rodentium 

Wt do que naqueles infectados com o mutante qseC. Quando analisado a 

capacidade da linhagem qseC de disseminar sistemicamente, foi observado 

que esse mutante não foi capaz de se disseminar, pois não houve 

recuperação de bactérias no baço de camundongos infectados com o mutante 

qseC (Figura 22C). Além disso, quando medido o peso do baço, observou-

se que o peso desse órgão em camundongos infectados com Wt C. rodentium 

era significativamente maior do que baço de camundongos infectados com o 

mutante qseC (Figura 22D). Finalmente, não foi observada diferenças no 

peso corporal entre camundongos infectados com Wt e o mutante qseC 

(Figura 21E). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

73 

A)                                                          B) 

           

      C)                                                         D)      

               
 

                 F) 

 
Figura 22: Infecção por linhagens de C. rodentium WT e qseC em camundongos C57BL/6. (A) Diferenças na 

colonização entre linhagens WT e qseC, unidades formadoras de colônias (UFC) de linhagens de C. rodentium em 

amostras fecais nos dias 1, 2, 4 e 7 dias (D1, D2, D4 e D7) pós infecção em ratos WT. (B) O cólon de camundongos 

infectados com WT ou qseC foi medido D7 pós-infecção (C) UFCs de C. rodentium no baço de camundongos 

infectados com WT ou qseC 7 dias pós-infecção (D7). (D) Baço de camundongos infectados com WT ou qseC foi 

coletado e pesado em D7. (E) Diferenças de peso corporal entre linhagens WT ou qseC infectadas camundongos 

WT em D1, D2, D4 e D7 pós-infecção. Barras representam a média geométrica SE. Diferença significativa (teste t) 

é indicada por p<0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,0001 (****). Resultados sem asterisco não foram encontradas diferenças 

significativas. 
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Estudos anteriores in vivo demonstraram que camundongos infectados 

em dose letal com a linhagem ∆qseC sobreviveram à infecção, diferentemente 

do observado na linhagem Wt, em que todos os camundongos foram a óbito 

(50). Através dos resultados obtidos neste estudo em camundongos C57BL/6, 

QseC mostrou ter direta participação na virulência de C. rodentium, na qual a 

linhagem qseC apresentou menor colonização e não disseminou para o 

baço, evidenciando como esse sensor é importante para uma efetiva 

colonização de C. rodentium em vivo e para o desenvolvimento do processo 

infeccioso. Estudos ainda demonstraram, que camundongos infectados com 

dose letal de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, Franciscella 

tularensis (70) e E. coli enteroagregativa (EAEC) (74), tiveram aumento da 

sobrevida, ou diminuição da colonização por esses patógenos, quando 

receberam a molécula LED209, que tem como alvo o bloqueio do sensor 

QseC (22), ou quando mutantes para este sensor. Ainda, houve diminuição 

da formação de pedestais em EHEC que recebeu tratamento com LED209 

(70). Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com 

dados da literatura obtidos in vivo, e evidenciam a importância de QseC na 

modulação da resposta de patógenos.   

  Durante a infecção de C57BL/6 é possível notar que no dia 1 pós-

infecção a linhagem Wt coloniza da mesma forma que a qseC, no entanto, 

conforme o decorrer da infeção, a linhagem Wt consegue se estabelecer e 

aumentar as UFCs, enquanto o mutante de QseC não apresenta a mesma 

eficiência de colonização. Estudos com C. rodentium e S. Typhimurium 

demonstraram que esses patógenos induzem a inflamação intestinal, para 

que através do processo inflamatório, haja diminuição de possíveis 
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competidores da microbiota, pois bactérias comensais não possuem a mesma 

maquinaria que esses patógenos profissionais para driblar o sistema 

imunológico(75-78), e a indução da inflamação pode levar a disbioses (79). 

Ainda, para C. rodentium, estudos demonstram que a indução da inflamação 

promovida por este patógeno, diminuiu a diversidade da microbiota intestinal 

de camundongos (77). Por fim, corroborando com esses resultados, o trabalho 

de Lopez et al. 2019, demonstrou que em camundongos nocaute para 

CRTAM, molécula envolvida na retenção de linfócitos T na mucosa intestinal, 

houve diminuição da resposta inflamatória, seguida de modulação da 

microbiota intestinal que tornaram o camundongo nocaute para CRTAM mais 

resistente a infecção por S. Typhimurium (75). Assim, somando-se os 

resultados in vitro para EHEC nesse estudo, na qual houveram diminuições 

da expressão in vitro de genes de LEE e hcp-2 de T6SS na linhagem qseC,  

a ausência de QseC alterou a microbiota de forma distinta  da linhagem Wt no 

SHIME, e a linhagem qseC em C. rodentium não coloniza de forma eficiente 

camundongos BL57/6,  levam a inferir que a ausência de QseC, em patógenos 

LEE positivos como EHEC e C. rodentium, pode ser importante para uma 

efetiva competição desses patógenos com a microbiota intestinal.  

Isso fica claro ao analisar que no D1 pós-infecção, houve a mesma 

colonização entre as linhagens qseC e Wt, e com o decorrer do processo 

infeccioso começam haver diferenças na colonização. Essa diferença pode 

ser devida a diminuição da indução da inflamação e/ou competição com a 

microbiota na linhagem qseC, ou ainda a ausência desse sensor modulou a 

microbiota de forma a tornar os camundongos mais resistentes a infecção. 

Ainda o colón de camundongos infectados com a linhagem Wt tiveram 
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tamanhos variados, baços inflamados e disseminação de bactérias para este 

órgão, enquanto o mesmo não foi observado em qseC, indicando diminuição 

da resposta inflamatória, na infecção por esta linhagem. Assim, pode ser 

hipotetizado que a sinalização química através de QseC, além de modular a 

expressão de genes de virulência de patógenos, pode ser importante também 

na competição dessas bactérias com a microbiota, para o estabelecimento e 

efetividade da infecção, o que poderia  explicar a tão pronunciada diminuição 

da virulência observada para C. rodentium, neste estudo, mas também como 

já demonstrado para outros patógenos, como S. Typhimurium, F. 

tularensis(70)  e EAEC(74) em vivo em cepas mutantes ou com bloqueio do 

sensor QseC. Dessa forma, a ausência de QseC afeta a colonização, ou pela 

diminuição de genes de virulência em EHEC e C. rodentium (50) , que 

poderiam diminuir indução da inflamação, tendo impacto não só no 

hospedeiro como na microbiota, ou pela direta competição com a microbiota, 

podendo induzir mudanças na microbiota benéficas para o hospedeiro, como 

demonstrado no SHIME, ou ainda por ocorrer ambas as situações, levando 

a diferenças na colonização e disseminação observadas in vivo na linhagem 

qseC em C. rodentium. 

Ainda, visto que C. rodentium e EHEC tem regulações de LEE 

semelhantes (40), e extrapolando para C. rodentium os resultados obtidos 

aqui in vitro em EHEC, a ausência deste sensor pode ter mudado a regulação 

gênica promovida por sinalizações do ambiente intestinal, como por açucares 

e ácidos graxos, detectadas através de QseC, alterando a resposta de C. 

rodentium ao ambiente, podendo contribuir também para as diferenças na 

infeção observadas na linhagem qseC em C. rodentium. Assim, esses 
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resultados demonstram como o sensor QseC é um interessante alvo em 

patógenos LEE positivos como EHEC e C. rodentium, por ter uma importante 

participação na regulação da virulência desses patógenos. Por fim, estudos 

da microbiota ainda serão realizados e ajudarão a melhor compreender como 

a infecção com as linhagens Wt ou ∆qseC de C. rodentium modulam e afetam 

a diversidade da microbiota intestinal de camundongos C57BL/6. 

5. Conclusão 

Butirato de sódio e glicose regulam genes de LEE e modulam o gene de 

competição hcp-2 em EHEC, ainda  a ausência do sensor QseC leva a 

diminuição da indução desse gene. O gene hcp-2 de T6SS, diminuiu na 

presença de Bt, evidenciando que EHEC pode não ativar esse sistema contra 

Bt, mesmo em condições em que fontes de carbono estão escassas, sendo 

um indicativo que Bt pode não ser um competidor direto de EHEC, ou tem 

capacidade de inibir esse sistema nesse patógeno.  

Há diferenças na modulação da microbiota através do sensor QseC em 

EHEC, uma vez que no SHIME houve aumento do gênero Lactobacillus e 

Bifidobacterium na ausência de QseC, demonstrando esse sensor pode ter 

possível participação na competição de EHEC.  

L. acidophilus diminuiu significantemente o crescimento de EHEC 

quando esses cresceram em direta competição, no ágar. O mesmo não foi 

observado quando essas mesmas bactérias cresceram em co-cultura em 

caldo. Ainda, não houve direta participação do sensor QseC nessa 

competição, uma vez que as linhagens selvagem e mutante cresceram na 

mesma proporção. Já em co-cultura com L. reuteri, EHEC não teve inibição 

do crescimento tão drástica como teve para L. acidophillus, indicando que a 
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inibição do crescimento observado em EHEC, é espécie-depende do 

Lactobacilos presente. 

QseC tem direta participação da virulência de C. rodentium e é 

importante para a evolução do quadro infeccioso, uma vez que linhagem 

mutante apresentou menor colonização em camundongos e não disseminou 

para o baço, diferente do demonstrado para a linhagem Wt,  evidenciando 

como esse sensor é importante para uma efetiva colonização de C. rodentium 

em vivo.  

Diante disso, é possível inferir que o sensor QseC não impacta somente 

na ativação de fatores de virulência de LEE em EHEC, mas pode participar 

da direta competição deste patógeno com a microbiota, contribuindo para sua 

efetiva colonização em hospedeiros e para uma ampla resposta a diferentes 

sinalizações do ambiente intestinal, se mostrando um potencial alvo para 

intervenções terapêuticas. Ainda, bactérias probióticas podem ser 

interessantes alternativas terapêuticas para serem utilizadas em tratamento 

contra EHEC, uma vez que o L. acidophilus mostrou uma grande redução do 

crescimento desse patógeno. Assim, mais estudos são necessários e 

ajudarão a entender, como a microbiota contribui para a resistência ou 

susceptibilidade a colonização por EHEC, bem como benefícios do bloqueio 

do sensor QseC e do uso probióticos no tratamento em infecções causadas 

por este patógeno. 
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