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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.  
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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 

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 
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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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