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Construcdo de mutantes inativados de genes de producdo de lipopolissacarideos (LPS) em

sorogrupos de Neisseria meningitidis.
Tobias Garcez de Jesus Junior*, Marcelo Lancellotti.

Resumo

Neisseria meningitidis sdo bactérias que causam infeccdes tais como a meningite. Elas sdo naturalmente competentes
para a transformacédo com troca de DNA entre cepas. A patogenia esta relacionada com lipopolissacarideo (LPS) na

membrana celular.

Mutantes na biossintese de LPS mantém uma estrutura

pré-membrana responsavel pela

integridade da membrana dos mutantes .Tais mutantes sdo Uteis para avaliar a patogenicidade. Foi realizado a
construcdo de mutantes de N. meningitidis com gene de producao LPS inativados.
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Introducéo

Neisseria meningitidis € uma bactéria gram-negativa
exclusiva do trato respiratério humano que causa
infeccdes assintomaticas ou invasivas como meningite
e/ou septicemia. S8o naturalmente competentes para
transformacé@o com troca de DNA entre cepas. A patogenia
dessas bactérias esté relacionada, sobretudo, a producéo
de endotoxinas, denominadas lipopolissacarideos (LPS),
localizados na membrana celular externa de bactérias
gram-negativas. Os mutantes com erros na biossintese de
LPS mantém um minimo pré-lipidio A estrutural, isto é, a
primeira parte a ser sintetizado e que se acredita ser
necessaria para a manutenc¢éo da integridade da
membrana externa. Esses mutantes sdo Gteis para avaliar
atividades patogénicas e desenvolver hipéteses na
construcdo de outros trabalhos, por isso a obtencdo
desses mutantes seria de grande interesse. Assim, este
projeto tem como objetivo a constru¢éo de mutantes
bacterianos de N. meningitidis com genes de produc¢éo de
LPS inativados- IpxA e rfaD.

Resultados e Discussao

Mutacbes em Neisseria meningitidis por inativagdo do
gene IpxA é pouco estudado, mas bem elucidado em
estudos prévios , evidenciando que nessa bactéria
patogénica, uma completa deficiéncia de LPS pode tornar
viavel um mutante obtido pela inativagao por insercao do
gene IpxA. O gene rfaD codifica a ADP-L-glicero-D-
mannoheptose epimerase, enzima envolvida na
biossintese do LPS precursor ADP-L-glicero-D-
mannoheptose. Este oligopolissacarideo contribui para a
fixacdo dos meningococos as células epiteliais humanas.
Dessa maneira, a viabilidade de mutantes com o gene rfaD
revela que tal gene ndo compreende um fundamental para
a continuidade de vida celular. A literatura apresenta
gonococos (Neisseria gonorrhoeae) viaveis, mas mutacdes
em meningococos ainda ndo foram detalhadas.

Das linhagens de Neisseria meningitidis utilizadas no
trabalho, realizou-se transformag&o bem sucedida com a
formacédo de colénias de mutantes com o vetor rfaD das
seguintes cepas:

Caracteristicas
Sorogrupo C,
BIOMERIEUX C2135
Sorogrupo W135, ATCC
35559
N. meningitidis isolada
em surtos epidémicos
nos Estados Unidos
Sorogrupo W135 da
colecéo do Instituto
Adolfo Lutz

Linhagem
N. meningitidis C2135

N. meningitidis W135atcc

N. meningitidis Y USA

N. meningitidis W135
Marseille

Conclusodes

A partir dos resultados positivos, acredita-se que ha
chances reais de considerar que os genes IpxA e rfaD
nao sdo fundamentais para a sobrevivéncia da Neisseria
meningitidis, ndo sendo portanto genes essenciais. Em
virtude disso, ao inativa-los com cassete de resisténcia, a
continuidade da vida celular permanece viavel, visto que
0o meningococo fora passivel de transformagéo,
identificado pelo aparecimento de colénias de
transformadas em meio de cultura seletivo para mutantes
especificos.
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