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O presente trabalho foi conduzido com duas fina-

]idades principais: (l) obter uma melhor caracterização de li-

nhagens de estreptococos 1ácticos, pertencentes ã Co1eção de 

r · L� �• d 'T"I ("' � • 1
"'"" • .. ,ermen·cos ac1.icos ·o , r,_ e .:...1 es'"ucar o ceLermin:smo gene-

tico de um sistema de reslst€ncla a bacteriófagos presente em 

S. c_Jz,12,moJLih linhager.1 !L 339, pertencente ã coleção de culturas

l�cticas do lNRA, com o objetivo de clon�-lo.

Verificou-se que dentre ]2l.i culturas de bactér::::s 

lictlcas pertencentes ã coleção do !TAL, apenas 17 nao cresce-

teste de 

seleção que se efetua com culturas lácticas mesófilas. Essas 

culturas resistiram bem ãs temperaturas de cozimento, sem alt� 

r2çao na sua atividade acidificante e apenas duas linhagens, 



2 

-

1C.6 e 280
1 l lberaram espontaneamente bacteri6fagos, nao deven-

do ser !.lti1izadas em ferrnentos 1ácticos. 

)entre 58 culturas lácticas pertencentes a mesma 

coleção, 21 apresent<'.:;ram .e .  per, 1 s de plasmídios diferentes, ob-

servando-se, para as restantes, 6 tipos de perfis análog6s. To 

das as culturas que possuiam perfis distintos mostraram-se li-

sog�nicas, com liberação de profagos após indução com luz ui-

travioleta. Atravis do espectro 1 ftico apresentado pelas mes-

mas em relaçao a fagos • 
·1 • ,.. Viru:encos e aos protagos l l berados, p� 

de-se classif!cá-las em tr�s grupos, a saber: grupo G
1 

= 1 inha 

gem 168; grupo G2 = linhagens-307, 309, 16 e 262 e grupo G3 =

1inhagens 310, 96, 97, 305, 163, 175, 179, 162. Observou-se, 

ainda, que 2s culturas 310 e 162 apresentavam sistemas de res-

t-;ç::o L 1 ç. e modificação f 
' 

' 

ce 4 109 e 2 1 og, respectivamente em rela 

ç.ão aos fagos 66, 67 e 188 no caso da primeira delas e 66 para 

a segunda. 

A 1inhagem de S. CJLe..mofLiJ.i iL 839, apresentou um 

sistema de restrição e modificação de 5 log em relação ao fa-

go 8. Verificou-se que esta 1 inhagem possui a 8 de-

signados de pll 20 a plL 27, com pesos moleculares de 3, 5, 6, 

9 , 17 e 46Kb. Uti I izando-se o m�todo de protoplastiza-

ção obteve-se cura de plasmfdios, podendo-se determinar que 

nenhum deles estava relacionado ao sistema de R/M. O plasmfdio 

p l L 2 l , não e t..: r a d o, f o i e o t r a n s forma d o j u n t z me n te com um p l a s m_I_ 

dia indicador pHV 1301, resistente � eritromicina, para urna 
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linhagem de S. laetij !L 1403 desprovida de plasmfdios, verifl 

cando-se que os cotransfor:-;12ntes também nao haviam adquirido o 

sistema de R/M. 1 
• -

1 Conc,u1u-se, entao, que aqueie 

dificado por genes localizados no cromossomo. 

sistema era co 

Reaiizou-se digestão parcial do cromossomo com a 

enzima de restriçio Hpa I l, posterior seleç�o dos fragmentos 

por tamanho em gradiente de sacarose e ligação dos mesmos a um 

plasmfdio vetor pVA 7496, possuindo marca de resist�ncia � eri 

trornicina, também 1lnearizado pela mesma enzima. Células de 

S. lae,t-L6 ll 1403 transformadas por este DN.L\ recombinante pos-

suiam somente o plasmfdio ve:or, o qual nao consegue se manter 

dentro daquela 1 inhagem desde que possua uma inserçao. 



2, INTRODUÇAO 

A produção da maior parte dos queijos e 

produtos derivados do leite baseia-se na fermentação 

4 

outros 

láctica 

efetuada, principalmente pelos estreptococos do grupo N. Entre 

eles, os Stheptocoecu� lactl�, Stheptocoecu� chemohl� e StheE 

tococcul lactl� subsp. dlacetylaetl� são diretamente responsa

veis pela acidificação do leite por meio da transformação da 

lactose em ácido láctico e, conseqüentemente, pelas qual idades 

organolêpticas dos produtos lácticos. 

Enquanto que na maior parte das indústrias de 

fermentação são uti 1izadas linhagens de microrganismos seleci� 

nadas e melhoradas geneticamente, a indGstria de lacticínios 

apenas dispõe, em geral, de culturas selvagens, com pro-

priedades mal definidas e uti 1 izadas em misturas. 
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Dentre os problemas que impedem a uti 1 ização de 

culturas puras selecionadas, um dos mais importantes 

truição por bacteriófagos durante os processamentos 

triais. A ocorrência de fagos causa perdas econ6micas 

e a des-

indus-

muito 

importantes as fabricações de queijo e impede qualquer emprego 

racional de I inhagens já melhoradas para caracteres tecnológi-

cos interessantes. 

Diversas tentativas de controlar as infecções por 

bacteriÕfagos têm sido feitas como, por exemplo, a utilizaçao 

de procedimentos práticos, ou seja, a inoculação direta nas 

dornas de fermentação, a elaboração de meios inibidores de fa

gos para a multiplicação das culturas lácticas, a rotaçao de 

cult�ras e o uso de vários sistemas de fermentos lácticos. 

Os fermentos lácticas utilizados atualmente no 

rnundo, pertencem a três grupos: (l) linhagens mistas; (2) li-

nhagcns múltiplas ou (3) linhagens simples. Entretanto, nao 

hó uma 111anei1·.J de se prever dentro ele quanto tempo um fago vi-

rulcnto aparccc1-ã e éllacara ilS linhaqcns componentes destes 

f e r m e n t o s , A s m a n e i 1· él s p e l a s q u a i s u rn n o v o f a g o s u r g e incluem 

os fagos temperados de I inhagens l isoqênicas, fagos provenien-

tes de linhagens '.;clvagens presentes no leite cru, mutaçoes em 

fagos j5 existentes e, possivelmente, recombinaç6es entre fa-

gos virulentos e temperados. 

Todos esses procedimentos, portanto, al�m de nao 

prevenirem completamente a infecção fâgica, necessitam de ins-

Li-umentos que nem sempre estao disponíveis na indústria. Ade-

111ais, os baclcri()f,igos multiplicam-se em profusão, sendo que 



urna fábrica pode produzir 

mente. 

. d 1 O 
16aproxima amente 

6 

fagos diaria-

As possibilidades crescentes de manipulações ge-

néticas em bactérias lácticas oferecem urna nova forma ce con-

trolar o desenvolvimento de fagos nas indústrias de 1acticf-

nios. Torna-se possfvel, assim, considerar-se a construç�o de 

linhagens melhoradas por meio da clonagem de genes que codifi-

cam mecanismos de resistência a fagos. 

Este trabalho teve dois objetivos principais, ou 

sejam: 

(l) Melhor caracterização de culturas

pertencentes à Coleção de Fermentos Lácticos do ITAL; 

(2) Estudo genético de um sistema de

eia a bacteriófagos com o propósito de cloná-lo. 

lácticas 

resistên-
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3. REVISÃO DE LITERATURA

Por ml ]hares de anos o homem usou a f lera b2cte-

riana r.õtura) do 1eite para p roduzir queijo e outros produtos 

derivados que ele uti'!izava e'.º' 
" sua alimentação. Entretanto, o 

conhecimento do que ocorria �o leite para que ele coagulasse 

so aconteceu muito tempo depois, quando em 1873 LISTER isolou 

o St�eptococcu� lacti�, a bact�ria láctica mais numerosa e co-

mum no leite (SAND!NE, 1980). 

As bact�rias lácticas apresentam-se scb duas for 

mas clássicas: bastonetes e cocos. São ambas Gram positivas, mi-

croaerófilas, ir.:óveis, nunca formam esporos, não reduzem nitr1 

to, são proteolíticas e cat21ase negativas. Possuem como carac 

terística pr:ncipcl a utilização preferencial de lactose como 
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fonte de carbono, produzindo, a partir �essa fermentaç�o, qua-

se que exclusivamente ácido lictico, no caso de bactérias homo 

fermentativas, ou outras substâncias adicionais, tais como áci 

do acético, dióxido cie carbono, etanol, ácido fórmico e glice-

rol, no caso de bactérias heterofermentativas (KOSlKOvJSKl, 1977). 

De acordo com FOSTER et alll (1957) a capacidade 

fermentatlva varia de acordo com a espécie da bactéria, obten-

do-se uma produção de icido láctico entre 0,5% e l ,0%, podendo 

ocorrer numa ampla faixa de temperatura de Io
º
c - r o

º
" ::i \,, .

Segundo KOS1KO'v!SKl (!977) o ácido coagula a ca-

seína do leite a pH 4,6, seu ponto isoelétrico. Essa coagula-

ção envolve a formação de grandes agregados estruturais das mi 

celas dispersas de casefna. TUMERMAN e WEBB (1965) citam que a 

caseína é uma fosfoproteína heterogênea, contendo três compo-

nentes eletroforeticamente distintos, designados a, B e y, em 

ordem decrescente de eletromobi 1 idade. Citam ainda que a dis-

persio das mi celas de casefna � regulada por um equi lfbrlo re

versível de fons de cálcio, fosfato, cltrato e magnésio no so-

ro do 1eite. 

Os estudos taxon5micos das bactérias lácticas 

iniciaram-se na segunda década deste sécuio, compreendendo, atual-

mente, um grande nGmero de espécies pertencentes a quatro ge-

neros: LeuQono�tOQ, PedioQoccul, Lactobacillu� e SttLep:to-

c.oc.c.u.ó (SEARPE e FRYER
1 

1366). 
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O genero Leucono�toc, representado principalmen-

e com-

posto por pares e cadeias de células esféricas, podendo-se 

considerá-lo como cocos heterofermentativos, pois produzem 

ácido acético, etanol, dióxido de carbono e ácido láctico de 

c o n f i g u r a ç ã o D ( B U C H p,. NA i< e G i B S O ;,1 S , 1 9 7 5 ) • P r o d u z e m á c i d o a 

partir de g1icose, não são particularmente ativos no 

raras vezes o coagulam, havendo algumas cepas que sao

lei te e 

incapa-

zes de fermentar a lactose (ABD-E�-MALEK e GIBSON, i948 e

STADHOUDERS, 1974). Sua importância reside no fato de fermentar 

o citrato, principalmente o L. cnemo4ih, conferindo o aroma ca

racterístico do queijo (SHARPE, 1979). Em meio favorável pode 

produzir volumes apreciáveis de diacetil ·e acetil-metil-carbi-

noí, sendo algumas linhagens produtoras de acetaldeído (!'o V \, A l 

1 9 7 7 ; LA 'v✓ R EN C E et alll , 1 9 7 6 e R E i TE R , 1 9 7 3 ) . 

Os Pediococcu� são formados por células esféri-

cas dispostas em tétrades, são homofermentativos, 

ácido láctico de configuração DL. Sua import�ncia 

produzindo 

reside na

maturação de vários tipos de queijos (DACRE, 1958 e FRYER e 

SHAR?'.:, 1966). 

Os Lactobacilluh são bact�rias em forma de basto 

netes homo e heterofermentativos, com temperaturas de cresci-

. 
d 

' 
l 

,. ºe
4 

,, 0 � 
• . d 

- ·
1 mente var1an o ce · u a u L e com a �a1or1a as espec1es proautoras de 

ácido 

u n1 a 

1áctico a partir de 

,: •  
~ . - 1 con11guraçao var1ave, 

' .g, 1cose, possuíndo, este 

( F Os TER et a.til , 1 9 5 7 

1966). As espécies de maior interesse para a 

ácido, 

e SHARPE e 

mlcrobio-

1ogia de leite são L .  calei, L. aeidophilu�, L. planta.num, L.
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mas dessas bact�rias constituem-se nos fermentos term6fi ]os uti 

l izados para a produç�o de iogurte, queijos de massa dura, lei-

tes acidificados, ácido lãctico e vegetais fermentados.

Algumas das bactérias lácticas mais importantes

encontram-se no gênero dos S:ULe.p;toc..oc..c.u.1.,, sendo o S.

subsp. principais 

respons�veis pela prod�ç�o de ácido láctico, aroma e sabor, 

além das características do coágulo nas fermentações lácticas 

mesófi las 'i oRb) To� � o ., �· � , . , '-' o s p e r 1. e n c e m a g r u p o 1,i de 

Lancefield, s�o homofermentativos e crescem a 10 ° C mas 

, o <t5 C, situando-se sua te;;,peratura ideal em torno de 30°c 

r. a o a 

(DR· •• �Gc:Ui i U ..J 

e NE\4LAND, 1952, 1953). Podem apresentar diferentes coinporta-

mentas em leite, uma vez que a capacidade de obtençio ae 

postos nitrogenados essenciais para o seu crescimento e dife-

rente, obtend:::;-se cu1turas diferenciadas en1 r2pidas ( H fast 11 ) e 

1entas ( lls]o\1'1 11 ), em função do seu desenvo1vimento (LA\4 e KOLS-

TAD, 1983). S�o chamadas de rápidas as culturas que crescer.1 

1 ' . ' d -norma mente em 1e1te, coagu1an o-o apos 18 horas de incubação 

a 21 ° c e de 1ent�s, as que coagu12m o lei te son1cnte 2pós 48 ho 

ras de incubação na mesma temperatura (C!TT! e..:t a.tii, 1965; LA\-1-

R EN C E e.t a.Eii , 1976 e COGAN, i980). As 11nhagens lentas nao po� 

suem, ou perderam, o sistema de protelnases sendo, então, den� 

minadas de Prt-, ao contririo das Prt+ , que cont�m o sisterna 

proteoHtico U<cKAY, ;983). 
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OS. ;:c�e,_;�,{,6 e:-.co:1tr2-se no lei te na forma de pa-

res c:e cocos elípticos ou formando cadeias curtas. De acordo 

com FOSTER et alii (1957), essa bact�ria � essencial para a f� 

bricação de c;ueijos e leites fe:-me:---.tados, auxi1iando na·conser 

vaç�o de certos produtos l�cteos prot�lcos que ccnt�rn hidratos 

de ca�bono. Citan1� ainda, ql.!e essa espécie prolifera ern leite 

e fermenta a lactose, origina�do 0,8 a 1 ,0% de ácido láctico, 

sendo est:;; qc2se que totalmente canstitufdo pela forma 

do-se, t:�bim, encontrar quantidades pequenas de icldo ac�tico 

e icldo propi6nico. SWARTLING e BRlGGS (1952)

ver:1 
., • l •• or_an1smos proautores ce aceto1na, e dlaceti1 

descre-

sirni la-

res a S. lacti6, na maioria de suas outras caracterfsticas, dl 

ferindo, porém, pela sua capé:ícldade de utilizar citratos. Es-

tas linhagens fermentadoras de citrato receberam a denominaç�o 

de S. lacti6 subsp. diacetylaetih. 

cs·s. c.,JLe,n1ofL/�-6 possuern n1uitas caracterfsticas crn 

comum c�m S. lacti�, dlferenciando-se, entre outras, pela for-

-

maçao de cadeias longas, ; - ; -. � .. l 
proauçao ce 2mon1a .=1 p2rt1 r oe 

nina, n�o crescimento a pH 9,2 e nem em mefo contendo 

arg1-

4% ce 

NaCl, velocidade de acidificaç3o, influ�ncia no sabor e aroma 

do produto final e capacidade simbiótica (COLLINS o , , 
d-e,{ .. {.' 

1950). De acordo com DiWlS (i965); LA'vJRENCE et a.lil (1976) e 

ANTUNES (1385), o S. cf!.r.uno11..l1s é encontrado no leite cru, 

em número infe,lor ao S. lcLc..:tl,s. Nos fermen'.os Jácticos, 

. - • • r .  , 
d . - . , re,açao se inverte, ver1ricanoo-se uma pre cm1�2nc1a ao 

porem > 

esta 

S. CiLC.-

rnofLÍ1S. lsto parece ocorrer Cev1do 2 n1aior sensibilidade das cé 

1ulas de S. ao ataque de V 
1 � ·, r i • .. · :::> que a destroem. Por esse 
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n:otivo e fato de que esse microrganismo nao Produz 

defeitos de amargor e de sabor de fruta em queijos, como algu-

mas ]i:-1h2gens de S. fac.ti-6, a indústria de lacticfnios tem de-

monstrado um interesse crescente por esse microrganismo nos 

últimos anos (RICHARDSON e.t a.J!.,J.,,,[__, 1983). 

O processamento de queijos e de outros produtos 

l�cticos fermentados nasceu da necessidade de se preservar o 

leite cru, utilizando, para tal fím, a acidificação biológica 

natura1 e empírica. Em consequência do melhoramento das quêli-

dades higi6nicas do leite, representado pela 

tornou-se necessiirio substituir a flora selvagem do leite, de� 

trufda durante o tratamento t&rmico. Esta microflora adiciona-

da é conhecida como cultura intcíadora (' 1 starter u ) cu 

to láctico. 

Um fermento l�ctico � composto de uma ou mais li 

nhagens pertencentes ou nio ao mesmo genero ou esp�cie, uti 1-

zada para inocular um produto cru ou pasteurizado, a fim de 

iniciar uma fermentaç�o. Os microrganismos de queijos de massa 

crua e semi-cozida e de outros orodutos, s�o os mais estuda-

dos, compreendendo os produtores de acidez, como o S. 

S. lacti.õ subsp. diace.tylacti.õ e S. C.flemol/..i.ó, e os produtores

de aroma, como o Leuc.ono-6:toc. c11..emoni.õ, L • S. lac.

ti.ó subsp. dlacetulac.tl.õ (LAWRENCE et alll, 1976; BOTTAZZl, 

1979 e CCGAN, 1330). 



l 3

Os ferr::e:-1tos tern-1Õ�ilos, uti11zzdos no fé;lbrico 

ce queijos de massa cozida e 1ogurte sao separados em duas ca-

teacrias orlnc!oais: 
� • 1 

de composição 

não bem definida, muito ácidos, comoostos oor 
• 1 

Lac.:to bac..Lf)! .. ll.6

bulga4ic.u.6, L. helve.:tic.ul, L. lac.til, L. 6e.hme.n:tum a16m de 

S • .the.hmophilu.6 e alguns estreptococos fecais ( p0T�1· A77 ! LJ V ' ,._ - ) 1979 

e i\UCLAlR e ACCOLAS, 1983) e (b) os fermentos selecionados, de 

composlç�o conhecida, compostos de uma ou v�rias linhagens de 

S . .thenmophilu.6 e/ou lactobacl los, entre esses, 

L. lac..:ti.6 e L. he.lv e..tic..u.6 (AUCLA!R e ACCOLAS, 1983) e ?Jte l:),{_,Q 
1 -

A principal ação dos fermentos l�cticos � acldl-

·1
c

·1c;,.-, e 1 • • ' & l 't . 1 r t ~ a· coagu,ar mais rapiaamenLe o et e peia rermen açao da 

lactose, convertendo-a a ácido láctico, ai�m de seus produtos 

metab6l icos fornecerem sabor e aroDa desej�veis e caracterrsti 

cos ao produto final (NY!ENDO e:t c:..f!..Lé, i974 e SMiLEY, 1980). Pa 

ra que o fermento preencha esses requisitos 
-

e irnportante sua 

composição, não apenas em termos de gêneros e espécies micro-

bianas presentes mas, tamb�m, em termos de linhagens de cada 

esp�cie. Dentro da mesma esp�cie podem ser encontradas linha-

gens com diferentes intens!dades metaból:cas e característi-

cas bioquímicas (.::.ORDON e SHAPTON, 1976). 

Dessa forma, quando se efetua a seleção de J inha 

gens para 2. composição de fermentos lâcticos mcsófi los deve-se 

considerar: (l) a capacidade de produção de ácido Jâctico (?Ei\RCE, 

1969 e HEAF' e LA\•lRENCE, 1976); (2) crescimento e atividade o 
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diferentes temper;:;turas (BABEL, 1962; DUTTA e;t a.tLi.,, 1972; HEl\? 

e L A \✓ R E N C E , l 9 8 1 e D A L Y , 1 9 2 3 ) ; ( 3 ) c a p a c : d a d e p r o t e o Jí t i e a a d e 

quada, sem ocorr3ncia de amargor no produto final (LAWRENCE e;t 

a_J?_;_;_, 1976; cox, 1977; MARCOS e;t alii, 1977; SHARPE, 1979; BE

L O V A e,,t a_.,e_;_;_, 1 9 8 2 e R i C H AR D S O N , 1 9 8 4) ; ( 4 ) r e s i s tê n c i a a b a c -

t e r i Ó f a g o s ( C O X , i 9 7 7 ; LA 'vJ R E N C E 

198 1 ; DALY, 1983 e HUGG!NS, 

et a,[,,i,,i.,, 1978; HEAP e LA\r!REN-

l 9 8 4) ; ( 5) oromcção de 
' J 

trans-

formações desejáveis durante o processo de cura (HAMMOND, l'.)76; 

COX, 1977; HEAP 1978 e HUGG!NS, I ,. ' • 

,bJ compat 1 -

bl 1 idac!e de cresc1rne:ito em associação com outras linhagens e/ou 

espécies (GORDON e SHAPTCN, 1976 e DALY, (, \ / ) caracte-

r í s t i e as o r gano 1 é p t i c as e te c no 1 ó g i c as a d e q u a d as ( GARC ! /1,, 1984) ; 

(8) não produção de substâncias inibidoras (HEAP e U\HRENCE, 

1976) e (9) estabilidade das propriedades desejáveis de coagu-

1 a r a 2 2 ° C e rn l 8 h o r a s o l e i t e r e e o n s t i t u í d o e s t e r i l i z a d o ( L A \,J 

R EN C E e,;t a.1!,J.,,i., , 1 9 7 8) . 

Em fins do século passado e início deste século, 

Storch na Dinamarca, Conn nos Estados Unidos e Weigmann na AI� 

manna, iniciaram o primeiro sistema de preparaç�o de fermentos 

1 
� . • • • f 

-
act1cos para 1n:c1ar uma ermentaçao. Esta prática foi ime-

diatamente adotada pelas indGstrias de queijo devido aos bons 

resultados apresentados (SANDINE, 1980). O desenvolvimento dos 

fer�entos l�cticos foi, assim, especialmente significativo pa-

ra as indGstrias de queijo, as quais sofreram um progresso 

notivel por poderem pad�onizar os seus produtos, torn2ndo-se 
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possfvel co�hecer o po�er acidificante e a atividade bioqufmi-

ca dos microrganismos que atuam nos queijos em maturaçao. 

Segur:c!o (" (\ \/ 
..... 'v' /\ (197ó) 

e;<istem três tipos básicos de fern1er1tos 1ácticos mesófi1os, em 

( l \ 
\ l ) fermento simples cu de ' . ' 

1 1 nnagem

Única, consti tuídc de uma única linhagem de S. CJlemo}L,{,f., ou S. 

l�ctl6, usado na Austril ia, ou em pares na Nova Zel�ndia; (2) 

fermento de linhagens múltiplas, constituído de uma mistura 

definida, qualitativa e quantitativamente de, geralmente, três 

ou mais I inhagens puras de S. cnemo4i6 e S. lactl6, sendo uti

llzado principalmente nos Estados Unidos e (3) fermento misto, 

composto de linhagens de S. c}Lemonl6, S. laetl6
1 

s.

subsp. diacetylaeti6 e Leucono�toc, em proporç�es vari�veis e, 

�s vezes, desconhecidas; � usado, principalmente, na Europa e 

América do Sul. 

Virias fatores podem afetar o crescimento e a 

atividade do fermento l�ctlco, tais como a temperatura de pro-

cessamento, o vo1ume do in6cu1o, 2s caracterfstlcas genéticas 

da cultura, bem como a presença de inibidores naturais e adi-

cionados ao leite (HULL, 1978). Dentre eles, os bacteriófagos 

constituem-se em um dos fatores mais importantes, sendo a pri2 

cipal causa individual da baixa produç�o de �cido pelos fer-

mentes lácticas (v-JH!TEHEAD e COX, 1935; ELLlKER, 1951; CHR!S-

TE N s EN, l 9 7 2; e H o P l N e.t al:..i,[, l 9 7 6; H U L L, l 9 7 8 ; GASS0N e

J .. r::.\ViES > 15802. e JARVIS, 1981). Dessa forrna, os conceitos iniciais 
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de fermentos láctlcos foram modificados, visando não só à efi

ciência tecnológica como à utilização de linhagens resistentes 

a bacteriófagos, com o objetivo de controlá-los. Uma revisão 

sobre esse aspecto encontra-se mais adiante neste mesmo capf-

tu 1 o. 

'/ Os bacteriófagos 
-

sao virus que, quando atacam 

as bactérias, podem causar dois tipos de consequencias: a 1 ise 

da célula, causada pelos chamados fagos virulentos, ou a perm� 

nência dentro da célula hospedeira, integrado ao seu DNA; nes 

se caso, s�o chamados fagos temperados ou profagos e, este es-

tado, de I isogenia. Um fago pode comportar�se como temperado 

para uma determinada 1 inhagem hospedeira e virulento para ou

tra; esta propriedade é determinada no hospedeiro, já que a 

capacidade ge�ética para produzir a protefna repressora reside 

no genoma do fago lAi�DERSON e.t alll, 1981). 

Os bacteriófagos, na lndGstria, podem ser prove

nientes do ar, de soro infectado, de partículas de leite resul 

tante de má higienização ou do leite cru a ser processado (WHI-

TEHEAD, 1953 e HULL e BROOKE, 1982), podendo sobreviver à pas-

teurização e à secagem por calor (CHOPIN, 1980). Além disso, 

o próprio fermento láctico, composto por 1inhagens lisogênicas

de bactérias lácticas possuindo um ou vários D NAs fágicos int� 

grades ao seu cromossomo na forma de profago (BRADLEY e JONES, 

1968; STADHOUDERS, 1974; OVERBY, 1976; LAWRE NCE e.t alll, 1976; 
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HUGGINS e SAND!NE, 1977; LAWRENCE, 1978; HEAP e..:t afii, 1978; 

DAV l ES e GASSON, 1981, l 983; JARV i S, 1982; CHOPIN e..:t alii, 1983 

e TEUBER e LEMBKE, 1983), representa a principal fonte natural 

de fagos virulentos. 

As linhagens l lsogênicas de estreptococos lácti

cos foram demonstradas primeiramente por RElTER (1949), quando 

observou que três 1 inhagens liberavam fagos espontaneamente, 

causando lise em uma linhagem indicadora apropriada. Mais re

centemente, verificou-se que a 1 ise em bact�rias lácticas liso 

gênicas pode ser induzida por calor, luz ultravioleta (KEOGH e 

SHIMMlN, 1969; McKAY e BALDW!N, 1973; KOSAK e..:t alii, 1973; LO� 

R l E , 1 9 7 4 ; PARK e M c KA Y , 1 9 7 5 ; R E I TER e K ! R l K O V A , l 9 7 6 e H U G -

GINS e SANDINE, 1977) ou por mitomicina C (HUGG!NS e SANDlNE, 

1977; SINHA, 1980 e REYROLLE e..:t aLLl, 1982), de acordo com o 

que já havia sido descrito por HAYES (1968). 

Uma demonstraç�o clássica de 1 isogenia em S. fac 

:ti� e S. c4e..mohi� foi feita por GASSON e OAVIES (1980 a) ao ve 

rificarem que variantes curados de seu profago mostraram-se ser 

indicadores sensíveis ao seu próprio fago temperado. Esses va

riantes podiam ser re-1 isogenizados completando, assim, o ci

clo temperado para o estado de profago. Observações similares 

foram feitas por GEORGHIOU e..:t alii (1981), que demonstraram, 

inclusive, a resistência do estado de profago ao antisoro ati

vo contra aquele bacteriófago temperado. 
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Outros tipos de relações entre fagos e bacté rias 

lácticas corno, por exemp1o, a pseudo-lisogenia, pelo qual um 

fago l ftíco perpetua-se em equi 1 fbrio estável em uma população 

bacteriana heterogênea, composta de pelo menos uma cultura re-

sistente a ele, dando origem freqüentemente a mutantes 

veis, devem ser, igualmente, levadas em consideração 

sensí-

(GRAHAM 

e..:t. a)!_,[,[, 1 9 5 2 ; BAR K S D ALE e AR D EN , l 9 7 4 ; STA D H OU D E R S , l 9 7 5 e 

LlMSOWTlN e TERZAGHI, 1977). 

A incidência praticamente universal da 1 isogenia 

nos estreptococos lácticos indica que as 1 inhagens lisogêni-

cas podem servir como um reservat6rio de fagos potencialmente 

capazes de atacar as cepas que compõem os fermentos lácticos 

mistos (HUGG!NS e SANDlNE, 1977). Dessa forma, não se deve mis 

turar, nos fermentos lácticos, inhagens sensíveis aos fagos 

temperados das demais linhagens componentes do mesmo (McKAY e 

BALDWIN, 1973; LAWRENCE e..:t. a{,[,[, 1978 e DANIELL e SANDINE, 

1981). Entretanto, pelo fato de faltarem linhagens indicadoras 

sensíveis aos fagos temperados (LAWRENCE e...:t. a{,[,[, 1976), chega

-se a acreditar que estes últimos são de menor importância e 

-

que nao contribuem para o aparecimento de fagos virulentos du-

rante o processamento industrial (TEUBER e LEMBKE, 1983). Esta 

hip6tese foi reforçada ap6s os estudos de homologia de DNA en

tre fagos temperados, induzidos a partir de três 1 inhagens de 

S . e.Ir... e...m o Jt,<.,J.:, e 2 5 ( v i n te e e i n c o) f a g os 1 í t i c os i s o l a d os d e fá -

bricas de queijo, verificando-se ausência de homologia genética 
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entre eles (JARV!S, 1984 b). Por outro lado, a alta porcenta

gem de linhagens indicadoras sensíveis a fagos temperados ind� 

z i d os ( R E Y ROL L E e.t a.f..,U .. , l 9 8 2) e a e s t r e i ta e o r r e 1 ação e n t r e 

os espectros de atividade de fagos temperados e virulentos (CHO-

P l N et a.lii, 1 9 7 6) r e f o r ç a o p o te n c i a l d os f a g os temperados 

como fontes de fagos 1 íticos nas fermentações lácticas. 

Tanto as bactérias como os bacteriófagos exibem 

considerável variabilidade genotípica e fenotípica. Alterações 

na resistência de estreptococos lácticas a bacteriófagos têm 

sido rotineiramente observadas (COLLINS, 1958, 1962; LlMSOWTlN 

e TERZAGHl, 1977; LlMSOW TIN e.t af..ii, 1978; SI NHA, 1980 e SAN 

D ERS e KLAENHAMMER, 1981, 1983). Similarmente, alterações nos 

bacteriófagos devidas a mutações (JARV!S, 1978) ou por modif i

cações controladas pelo hospedeiro (COLLINS, 1956; POTTER, 1970; 

KEOGH, 1973; SiNHA, 1980; SANDERS e KLAENHAMMER, 1980 e D ALY e 

FITZGERALD , 1982) podem alterar radicalmente a faixa de hospe

deiros. Considerando a dinâmica das interações fago-hospedeiro 

durante as fermentações lácticas ( LAWRENCE e THOMAS, 1979) pe

la própria dinâmica genética dos estreptococos lácticas ·(DAVlES 

e GASSON, 1981, 1983 e McKAY, 1983), as alterações genéticas 

nos fagos temperados destes organismos devem ser igualmente d� 

nâmicas, resultando, assim, em grande complexidade nas interações 

hospedeiro -fagos temperados ou I fticos, levando ao aparecimen

to de uma população dominante de fagos 1 íticos. 



20 

Os fagos dos estreptococos lácticas mesófi los S. 

lacti� e S. chemoftiJ têm sido os mais bem estudados, em partl 

cular nos países anglo-saxões. Estes sao os fagos de fermentos 

lácticas utilizados na fabricação do queijo Cheddar. Por outro 

lado, pouco se sabe sobre os fagos de fermentos lácticos termó 

filos, S. thehmophilu� e diversos Lactobacillu� utilizados na 

fabricação de iogurte e queijos de massa cozida (ACCOLAS e,t_ 

1980 e RElNBOL D et alii, 1982). Além disso, os fermen

tos termófilos parecem ser menos sensíveis a fagos que os meso 

filos (LAWRENCE, 1978 e SOZZI e,,t alii, 1976); contrariamente, 

os fagos que atacam linhagens de S. thehmophilu� e L. helve-

ticu� apresentam uma alta especificidade em relação ao hospe

deiro (SOZZI e MARET, 1975). 

Os bacteriófagos que atacam os estreptococos lá� 

ticos têm sido Intensivamente estudados quanto � sua caracter! 

zação morfológica e sorológica. Determinações das medidas e e� 

truturas de cabeças, caudas, colares e bases desses fagos, ob

tidas por meio de microscopia eletrônica, demonstraram a exis 

tênc ia de diversos tipos morfológicos (PAKMELEE et afü, 1949; �t�ADLEY, 

19b3, 1967; HENN!NG e:t aLí_i, 1:)68; BAUER et alii, 1970; KEOGH 

e SHlMMIN, 1974; TERZAGHI, 1976; TSANEVA, 1976 ; JARVIS, 1977 ; 

HULL, 1 978; HEAP e JARVIS, 1980; LEMBKE e,t. alii, 1980; CHOPIN 

e ROUSSEAU, 1983 e TEUBER e LEMBKE, 1983). Com exceção dos fa-

gos com cabeças tubu 1 ares descri tos por CHOPIN e ROUSSEAU (1983) 

e daqueles com caudas contrateis descritos por TlKHONENKO (1970), 

a maioria dos bacteriófagos lácticas possuem cabeças prolatas, 



2 1 

isométricas pequenas ou grandes e caudas não contrácteis (SOZZI 

et alii, 1980). Apesar dos fagos com cabeças prol atas ou iso-

métricas causarem problemas nas fermentações lácticas (TEU3ER 

e LEMBKE, 1983), os primeiros são, geralmente, mais virulentos 

que os segundos (HEAP e JARVIS, 1980). 

Os grupos morfológicos dos bacteriófagos 1ácti-

cos foram bem correlacionados com estudos sorológicos e de ho

mologia de DNA-DNA (ACKERMANN, 1969; TSANEVA, 1976; HEAP e 

JARV!S, 1980 e JARVIS, 1977, 1978, 1984 a). Estudos também fo

ram feitos para agrupá-los de acordo com a faixa de hospedei

ros (ADAMS, 1950; BRADLEY, 1965 e CHOPIN e.t alLé, 1976). Re

centemente JARVIS (1984 a) estudou quatro grupos de bacterióf� 

gos lácticos quanto i morfologia, sorologla e homologia de DNA, 

verificando que os grupos morfológicos estabelecidos não pos

sufam homologia de DNA. Com estes resultados, o autor sugeriu 

que estes grupos de fagos não possuem um ancestral comum e que 

as espécies diferentes de fagos, não foram originadas por muta 

çao entre os grupos. 

LAWRENCE (1978) e LEMBKE e TEUBER (1981), por 

meio de estudos sorológicos, feitos a partir de material cole 

tado em indGstrias de queijo, revelaram que o nGmero de fasas 

e de culturas de estreptococos lácticos realmente diferente e 

baixo e que os tipos morfologicamente distintos de fagos sao 

pouco numerosos, parecendo haver uma correlação entre a morfo

logia do fago e o tipo de hospedeiro. Entretanto, os grupos de 

bacteriófagos definidos por meio da morfologia, sorologia ou 
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homologia de D�A ��o mostram correlaç�o com os agrupamentos ba 

scados r.a fa.ixa de hospedeiros (KECGH e SH!t'1i'-'i!N > 19/Lf; HEA? e 

25 fagos de 

est,c?tococos Jâcticos mesõf; los observando que todos contI-

nham DNA de dup!2 fita com conte0do de guanina-ci tosina varian 

do entre 32,7% e 40%. Posteriormente, LEMBKE e TEUBER (1982) 

verificar:m que determinados fagos do tipo prolata e isométri-

co, comumente presentes no soro de que1JO possuiam teores de 

G + C entre 41% e 32%, respectivamente. O 
. � ' 

compr1men1..o cas 010 1 é

cuias de DNA desses fagos, determinado por eletro-micrografias 

ou por dlgest�o com cndonucle2ses de resiriç�o, varia entre 

18 e 27 megadaltons {;sida1) (;<LAEN:-;AMMER e McKAY, 1976; DALY e 

F l T Z G E R.P. L D , l 9 S 2 e LO O F c..:t r· (! , , 
\.,L ... ._..,{_,.,{_, ,-

1c3-:i) 
. ,./' ., .

Apesar das espécies e linhagens de bactérias com 

ponentes de fermentos l�cticos serem suscetfveis ao ataque de 

bacteri6fagos, nio s�o necessariamente sensfveis �s mesmas ra-

ç a s d e f a g o s ( C A LA M , 1 9 6 Li ; K E O G H , l 9 7 2 ; S TA D H O U ::J E R S , 1 9 7 1, ; L ;, '11 

R EN e E e.t af ,é,[ , l 9 7 6 ; L i M s o \H ! N ez af,é,é, 1977 e HEAP et atii, 

1978). O estudo mais extensivo sobre os cruzamentos fago-hos

pedei ro em estreptococos l�ctlcos foi feito por CHOPIN c..t alii 

(1976) cem 132 fagos usados contra 291 1 inhagens. Observaram 

que 68,8% d2s linha,9ens ensaiadas foram sensíveis ao grupo 11 9311 

de fagos, oodendo-se conclulr oue a ma!oria das ' ' linhagens 

1- . - ,, . b .-,. ' estreptococos act1cos sao suscet1ve1s a , acter1oragcs oe 

de 

2rnp la 
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faixa de hospedeiros. Dessa forma, o grau de diversidade na 

faixa de hospedeiros dos bacteriôfagos lácticas � muito maior 

do que o inicialmente imaginado. 

A determinação de numerosos cruzamentos com fa

gos heterólogos que apresentam baixa eficiência de formação de 

placas de 1 ise (ORAM e REI TER, 1968; TERZAGHI e TERZAGHI, 1978; 

PEARCE, 1978; BOUSSEMAER e,;t a{,é,,i_,, 1980 e SAN DERS e KLAENHAMMER, 

1980) foi facilitada com o uso de preparações contendo alta con 

centraçao de fagos (LAWRENCE e,;t ai,é,é, 1976 e HEAP e L AWRENCE, 

1976) e, principalmente, pelo desenvolvimento de meios tampon� 

dos como o Ml6 (LOWR!E e PEARCE, 

levedura-ágar (KEOGH, 1980) e M17 

1971 a), triptona-extrato de 

(TERZAGHI e SANDINE, 

Destes, o meio M17, tamponado com B-gl icerofosfato, tem 

o mais utilizado para ensaios de formação de :,lacas de 

197 5) 

sido 

1 i se , 

melhorando, indubitavelmente, a detecção do desenvolvimento de 

fagos heterôlogos nos estreptococos lácticas. Isto porque este 

meio, além de manter o pH  acima de 5,7, deixa o elemento cál

cio livre, necessário para adsorção dos fagos à parede celular 

microbiana. 

Segundo SANDINE (1980), o processo de infecção 

dos estreptococos lácticas pelos bacteriófagos consta de qua

tro estágios: (a) adsorção, onde os fagos se prendem aos sítios 

receptores na cé1ula hospedeira, geralmente pela cauda e (b) in

fecção do DNA fágico, dependentes de cálcio; (c) período latente 

onde, para os fagos virulentos, a capacidade biossintética da 

célula torna-se comprometida para a produção de DNA e proteína 
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do fago. os quais, posteriormen te, se reunirão para formar o 

fago maduro; e (d) l 
-

a ec,osao, quando os fagos viáveis 

rados no r.1eio através de 1 ise das células .. 

sao li be 

A interação entre a bactéria e o fago é altamen

te específica (PARADA et alii, 1984) e depende da presença de 

receptores fágicos reati�os localizados, em algumas linhagens, 

na parede da célula (ORAM e REITER, 1968) e, em outras, na mem 

brana plasmática (OR/\M, 1971 e HURST e STUBBS, 1969). Subse-

qüente caracterização dos receptores fágicos demonstrou serem 

estes de natureza 1 ipoprotéica com componentes po1 ipeptídicos 

(ORAM, 1971 e KEOGH e PETTINGiLL, 1983). 

O grau de adsorção dos fagos pode ser grandemen

te afetado pela disponibilidade d� cátions mono ou bivalentes 

(CHERRY e W ATSON, 1949 b). REITER (1956) observou que os bac-

teri6fagos eram inibidos em meio deficiente em cálcio. Poste-

riormente, HARGROVE (1959) relatou que o uso de fosfato no 

leite impedia o crescimento de fagos nos fermentos láctlcos. Os 

�nions fosfato seqüestram os 't' ... 1 " ions ca1c10, 
-

tornando-os nao 

disponíveis aos fagos que os necessitam para injetar seu DNA na 

c é 1 u 1 a ( 'vi ATA NA B E e TA K E S U E , l 9 7 2 ) • Entretanto, essas 

não são específicas para o cá1cio ou qualquer outro 

-

reaçoes 

cátion 

(CHERRY e WATSON, 1949 b; POTTER e NELSON, 1952; REITER e M0LLER-

-MADSEN, 1963 e ORI\M e RE!TER, !968). Outros f z tores adicionais 

extrfnsecos que podem afetar a adsorção dos fagos pelos estreE 

tococos lácticos incluem mudanças no pH (Cf-lERRYeWATSON, l949a e 

KEOGH e PETT!!\Glll, 1933) e a temperatura (KE!GH, 1973 e SAN-

D E R S e K L .;; E !Hl A MM E R , i 9 8 4 ) . 
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De �odo gerz1 9 os fagos 
-

sao bem adsorvidos pelo 

seu hospedeiro hcm61ogo, seguindo-se o ciclo l ftico normalmen-

te. Entret2:.to, vá,ios cruzamentos entre hospedeiro e fagos

heter6logos que demonstram adsorç�o eficiente falham no desen-

vo1vimento c:o ciclo lftico (ORAM e RE!TER, 1968) ou apresentam 

baixa efici�ncia de formaçio de placas de I ise (SANSERS e KLAE 

i\:Hfa.J\1MER, 1980, 1983). ::ste tipo de resposta ê devido à presen-

ça de sistemas de restrição/modificação (PEARCE, 1978; BOUSSE-

e {} , , 
(?,,[ a.,�.,{,,{, ' l 980; S/1.!'-:DERS e KLAENHP,M!'✓.ER, 1980 e DALY e F i TZ-

GER.t.LD, 1932), a outros rr:ecantsmos dz dzfesa conhecidos (SAN-

DERS e KU\ENHAM:viER, 1983, 1984) ou, simplesmente, à impossi-

bilidade do fago adsorvido replicar-se no hospedeiro. As alte-

raç�es na especificidade adsortlva dos b . - ,. d acter10Tagcs po em S n� ... . 

devi das às mudanças nos hosoedei ros ou 
� . 

nos próprios fagos, C'3 U 

sadas por mutações ou por l .. r • 
~ 

rnoo 1 r t caçoes . ' . ' l h ' . 1r.cuz1aas pe o ospeae�

ro (COLL!NS, 1958; ORA>i e REITER, 1968; KEOG'.-i, 1973; LiMSO\,/TlN 

e TERZAGHI, 1976; J,11.�V!S, 1978 e K!NG et () .  , Cl-l.A .. ,{, , 

Já foi evider;ciado, também, que alterações nas

propriedades de adsorção dos estreptococos lâcticos podem ser 

devidas, em a1guns casos, à aquisição ou perda de plasmídios. 

Assim, SANDERS e KLAENHAMMER (1983) mostraram que a perda de 

um plasm1dio �e 30 Mdal em uma I innagem ae �� �~� - -
� 1 ' ' s • () "'C. +; A ,',vii· ç_ 2 > n ;. 0

sensível a fagos, aumentou sensivelmente a adsorç�o de quatro 

fagos heterõloços, assim como a efici�ncia de formaç�o de pla-

e 2 s e' e. 
'- 1 l se. Similarmente, DE VOS et alii / l 9 Q /.:) ' l V ' verificaram

que a adsorç�o de um fago por S. c.�emohi� SL11 aumentou de 5% 
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� 90% apos a Gc u;:1 p1asrnídio '
a� 34 Mda1. o envolvimento 

1 ., ,;o l • -ae p1asm1c1os nos mecanismos de fagos e nos estrepto-

cocos lácticos pede explicar, ern parte, a grande variabilidade 

e instabilidade nas relaç3es fago-hospedelro comumente observa 

das nessas bact6rias. 

Seguindo-se � adsorç�o, o DNA do fago é injetado 

na célula bacteriana, ocorrendo sua multiplicação. A propaga-

.. ' 
Ç2.:0 1 fticcs pode ser um processo r�pido, com per1oaos 

latentes curtos e 
- . b 

-
! , ,er.:çao ' ae numero de fagos apos a 

lise da célula. Cada novo fago 1 iberado poder� infectar uma no 

va cé!u1a sensíve1 (BR.ADLEY e JONES, 1968 e OVERBY, 1976). Os 

perfodos laten:es variam de 9 a 139 minutos \✓:--ltTE-

HEAD, 1954 e LAWRENCE e..;t alii, 1 ') 7 ó) e o :1; a ma i o r i a o e o r rendo 

entre 40 a 50 minutos 1973) 

A magnitude de eclos�o é muito variivel entre os 

estreptococos 1ácticos, variendo Ce 9 a 1C5 partfcu1zs 1 ibera-

das por cilula infectada (KECG�. 1973). Em altas temperaturas, 

os perfodos latentes são geralmente reduzidos, por�m, a eclo-

s;o pode aumentar, decrescer ou permanecer inalterada 

e WH!Ti:HEAD, 1954 e KEOGH, 1973). Períodos latentes curtos, am 

p1a ec1osão ou ambos são características de raças de fagos que 

se desenvolvem � 1 • • ,_ 1 1 't ~ 

rap1oament2, attngtnco grcnoes popuiaçoes no 

soro de queijo (ZEHREN e \iJ'HiTEd!:F.D, 1954). Estes fagos são con 

siderados co;;:o 
. 

,.] possu!nuo a 1 tos ;'fatores de m,, 1 ,-; p; i ç:o-�'.;� Il 
• i;.... . \,, • . • • ....."scv 

1970) �eterminados pelo teste de ativldade 

(PE,qRCE 

cem o
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fermento láctico, podendo causar falha total do mesmo, ainda 

que presente em baixas concentraç�es no infcio do processamen

to de queijos (LAWRENCE e,t a,t,l,l, 1976). 

A multiplicação dos bacterlófagos nos estrepto

cocos lácticos depende de vários fatores nutricionais, especi

ficamente de eletróiitos que são ativos tanto na replicação 

dos fagos como na I ise da célula. Assim, fosfato de potássio, 

cloreto de sódio e c álcio, sulfato de magnésio e acetato de so 

dio podem aumentar a eficiência de 1 ise por bacteriófagos em 

S. lact,l�, por�m, este efeito está estreitamente correlaciona-

do com a eficiência de adsorção do fago (CHERRY e WATSON, 1949b). 

Contrariamente, a remoção de triptona 00 meio reduz a eclosão 

mas não altera a eficiência de adsorção do fago. Diversos estu 

dos demonstraram que a replicação da maioria dos fagos depende 

~ -4 -3 de cálcio em concentraçoes ideais de 2,7 x 10 a 1,7 x 10 M 

(COLLINS et a,,t,l,l, 1950; POTTER e NELSON, 1952; ORAM e RE l TER, 

1968 e SOZZI et al,l,l, 1980), apesar do mecanismo utilizado não 

estar bem determinado (LAWRENCE et alii, 1976). 

Outro fator que afeta o desenvolvimento lítico 

dos fagos nos estreptococos lácticas é a temperatura a qual g� 

ra, normalmente, respostas bem variadas. A maioria dos fagos 

possui uma temperatura ótima de replicação idêntica à Ótima p� 

ra crescimento da bactéria hospedeira, ou seja, 30-32° c (WHI-

TEHEAD e COX, 1936 e SOZZl e,;t ali,l, 1978). Entretanto, algumas 

vezes, temperaturas altas podem inibir a multiplicação dos fa-

gos (KEOGH, 1973 e MULLJl.N e,;t a.l,i,i, 1981) ou aumentá-la (HUNTER, 
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1943; ?EARCE, 1978; SANDERS e KLAENHAMMER, 1980; DANIELL e SAN 

DINE, 1981 e HULL e BROOKE, 1982). O estímulo da alta eficiên

cia de formação de placas de 1 ise em cruzamentos com fagos he-

ter61ogos, normalmente de baixa eficiência, por temperaturas 

elevadas (PEARCE, 1978) ou por choque de calor (SANDERS e KLAE

NHAMMER, 1980) parece resultar da inativação fenotípica dos sis 

temas de restrição/modificação, levando o fago a se multipli

car em hospedeiros normalmente restritivos. 

Ap6s a entrada do DNA fágico dentro da célula, 

a bactéria pode permitir a sua replicação, resultando na prop� 

gação do fago, abortar a infecção nos casos em que o fago nao 

se compatibiliza com os sistemas de replicação do hospedeiro, 

destruir o DNA do fago por meio de enzimas de restrição ou, em 

menor frequência, modificar quimicamente aquele DNA de tal for 

ma, que ele não seja recc0hecido pelas enzimas de restrição, 

permanecendo apto para completar seu ciclo lítico (KRÜGER e 

BICKLE, 1983). 

O mecanismo clássico de restrição e modificação 

(R/M) de bacteri6fagos consiste em duas atividades enzímicas: 

(1) a enzima de restrição é uma endonuclease capaz de cortar 

o DNA figico em sítios que não h�viam sido previamente modifi

cados e (2) a enzima de modificação é uma metilase ou glicosí-

lase que adiciona um radical nas palíndromes, as qua:s se tornam, 

então, modificadas (ME S E L S O N e:t a.lL{ , l 9 7 2 ; AR 8 E R , 1 9 7 4 ; 
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B!CKLE, 1982; McCLELLAND, 1981 e YUAN, 1981). 

A adaptação de fagos heterólogos pela modifica-

-

çao controlada pelo hospedeiro leva a um desenvolvimento 1 íti-

co irrestrito no novo hospedeiro; entretanto, tais modifica

ções são reversíveis e determinadas pelo último hospedeiro no 

qual o fago foi propagado, distinguindo-se, assim, de mutação 

(LURIA, 1953). Enquanto os sistemas de restrição e modifica-

-

çao constituem o principal mecanismo de defesa contra a infec-

ção por bacteriófagos heterólogos, por outro lado, as enzimas 

de modificação fornecem a oportunidade de adaptação do fago 

em novos hospedeiros (KLAENHAMMER, 1984). 

A existência de sistemas de R/M nos estreptoco

cos lácticos já está bem estabelecida, sabendo-se, atualmente, 

que estão amplamente distribuídos neste gênero de bactérias, 

podendo existir sistemas múltiplos de R/M em uma Única inha-

gem (COLLINS, 1956; BOYER, 1971; MESELSON e;t a.lii, 1972; LAW-

R EN e E e;t a.lii, 1 9 7 6 ; P E AR e E , 1 9 7 8 ; LI M s O W T I N e;t alii , 19 7 8; SAN-

DERS e KLAENHAMMER, 1980; BOUSS EMAER e,;t alLt, 1980; DALY e

FITZGERALD, 1982; DAVlES e GASSON, 1981, 1983; McKAY, 1983; TEU

BER e LEMBKE, 1983 e CHOPlN et alii, 1984). 

FITZGERALD et a.lü (1982) isolaram uma endonuclea 

se de restrição, ScrF1, do tipo l 1, de seqüência específica em

S. c�emo�i� F. Este estudo forneceu a primeira evidência bio

química da existêncló de enzimas de restrição em estreptococos 

1ácticos. Apesar da 1 inhagem expressar restrição e modificação 
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dos fagos dependentes do hospedeiro, 
-

nao se sabe se a enzima 

ScrF1 opera 1
1in vivo11 como parte do sistema de R/M da célula.

L!MSOWTIN e,;t aLü (1978) verificaram que a manu

tençao de um sistema de R/M era inst�vel em uma 1 inhagem de S.

c.Jte.,molti!.) e es pecu Ia ram sobre uma pos s í ve 1 1 oca 1 i zação extra-

-cromossBmica dos genes que codificam esse sistema. Posterior-

mente, SANDERS e KLAENHAMMER (1980, 1981) associaram a exis-

tência de um sistema de R/M, tamb6m em S. c.JtemoJti!.), a um pia� 

midio de 10 Mdal pois, os variantes que o haviam perdido repll 

cavam o fago c
2 

ensaiado com mais efic�cia. Observaram, ain-

da, que a atividade de modificação foi simultaneamente perdida 

naqueles mutantes, demonstrando que o plasmídio curado codifi

cava para ambas as atividades. Uma observação similar foi fei

ta para a atividade restritiva de S. lac.:ti!.) subsp. diac.e:tylac.

ti!.) F7/2 por TEUBER e LEMBKE (1983). Também CHOPIN et 

(1984) estabeleceram que dois plasmídios, de 28 e 31 Kb cada, 

codificavam sistemas de R/M em S. lac.:ti!.). 

SANDERS e KLAENHAMMER (1981) verificaram, entre-

tanto, que os mutantes que haviam perdido o plasmídio que codl 

ficava um sistema de R/M, apesar de terem reduzidas suas ativi 

dades de restrição e modificação apresentavam, ainda, alguma 

restrição ao fago em estudo. Concluiram, então, que havia ou

tros sistemas de R/M adicionais na 1 inhagem estudada, os quais 

eram independentes daquele ligado ao plasmfdio curado. 

A eficiência dos sistemas de R/M nos 

cocos lácticas pode ser retardada quando as condições 

estrepto

ó ti mas 
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de crescimento ou experimentação 
-

sao alteradas. Assim, LOWRIE 

(1974) mostrou que c�lulas de S. c4emo4i-6 AM1 em fase estacio-

niria de crescimento foram muito . .. . mais sens1ve1s ao fago hete-

rólogo de S. c4emo4i-6 R1 do que aquelas em fase logarftmica de

crescimento. Da mesma forma, TERZAGHI e TERZAGHi (1978) ver i -

ficaram que c�lulas mais velhas, crescidas em meio com nfveis 

altos de lactose exclusivamente, demonstraram habi 1 idade redu

zida de restringir o desenvolvimento de fagos heterólogos. Es

te efeito foi atribuído parcialmente aos baixos valores de pH 

alcançados durante o crescimento das culturas em concentrações 

i limitantes de lactose. 

Temperaturas elevadas podem, igualmente, alterar 

a capacidade restritiva dos estreptococos lácticas durante o 

ataque por bacteriófagos heterólogos. Assim, PEARCE (1978), en 

sai ando o fago 643 contra 23 1 inhagens de S. lacti-6 e S. c4e

mohi-6, observou que a. efici�ncia de plaqueamento aumentara de, 

pelo menos 2 log, em 5 linhagens diferentes, quando a tempera-

tura de incubação foi alterada de 30 para 37° C. Observações 

similares foram feitas por SANDERS e KLAENHAMMER (1980) em re

lação� baixa eficiência de cruzamentos de fagos restritos em 

S. C)temo4i-6 SH e S. c4e.mo4i-6 799; após aumento de temperatura 

na incubação das linhagens, as progênies de fagos modificados 

produzidas eram capazes de desenvolvimento lftico total nos 

hospedeiros anteriormente restritivos. McKAY e BALDW!N (1984) 

demonstraram a exist�ncia de um plasmfdio de 40 Mdal em S. lac 

;tJ..,,5 sub s p . dJ..,ace.:tylacti-6, conferindo resistência a fagos 
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naquela cultura somente a temperaturas entre 21 o 
e 32 e, sendo 

sua replicação, portanto, termossensfvel. Estes dados indicam 

que temperaturas elevadas podem ocasionar o aparecimento de uma 

população de fagos modificados, com capacidade de 1 isar os hos 

pedeiros que antes os restringiam, por meio da perda temporã-

ria dos sistemas de R/M nessas bactérias. Dessa forma, as ele-

vadas temperaturas uti I izadas na manufatura de queijos podem 

contribuir diretamente para o surgimento de novas populações 

de fagos lfticos, por meio do aumento da capacidade de repl ic� 

ção de fagos heterólogos em culturas que sofreram um choque tér 

mico. 

Conclui-se, a partir desses fatos, que essas ba� 

térias possuem sistemas de defesa a bacteri6fagos independen-

tes dos sistemas clássicos de restrição e modificação, os quais 
-

sao rapidamente anulados em temperaturas elevadas. KRUGER et 

alii (1980) e KRUGER e BICKLE (1983) observaram que a restri-

ção e modificação fenotípica de vi reses bacterianas também po-

de ocorrer, por um mecanismo que envolve uma modificação na 

proteína, e não no DNA do fago. Dessa forma, a capacidade do 

fago ser adsorvldo por uma nova célula hospedeira é 

ciada pela modificação conferida ao fago quando de sua 

influen-

passa-

gem pelo hospedeiro anterior. Por outro lado, os bacteri6fagos 

também desenvolveram diferentes mecanismos para evitar os efei 

tos de restrição apresentados pelas bactérias, os quais têm si

do encontrados em praticamente todos os fagos já 

(KRÜGER e BlCKLE, 1983). 

examinados 



33 

A expressão de sistemas múltiplos de R/M numa Úni 

ca 1 inhagem de estreptococo láctico fornece-lhe uma forte bar

reira de proteção contra o ataque de bacteriófagos heterólo-

gos. Conseqüentemente, a aquisição ou perda de um plasmídio 

que codifica sistemas de R/M podem fortificar ou enfraquecer 

essa barreira. Como os plasmídios são instáveis, podendo ser 

perdidos facilmente com o sub-cultivo contínuo, há possibi1id� 

de de se acumularem variantes deficientes quanto � capacidade 

restritiva, constituindo-se, esses Últimos, em reservatório de 

hospedeiros para a replicação de fagos heterólogos (L!MSOWTIN 

e,,t a,l,i_,é_, 1978; SAN DERS e KLAENHAMMER, 1981 e KLAENHAMMER, 1984). 

Vários procedimentos têm sido uti 1 izados na ten

tativa de minimizar o ataque de fagos durante as fermentaç�es 

lácticas, tais como: (1) meios inibidores de fagos; (2) cultu

ras concentradas; (3) inoculação direta nas dornas de fermen

tação; (4) rotação de culturas; (5) vários sistemas de fermen-

tos 1ác.ticos; (6) mutantes 

gens insensíveis a fagos. 

resistentes a fagos e 

A prevenção da contaminação por 

( 7) linha-

bacteriófagos 

durante a preparação dos fermentos lácticos a ser utilizados 

na indústria é essencial, devendo ser mantida a assepsia e

meios Inibidores de fagos. Os primeiros recipientes especiais, 

para a preparação dos fermentos lácticas, que previnem a infe� 

ção fágica, foram desenvolvidos na Nova Zelândia (WHITEH EAD, 

1953 e SAN D!N E, 1977). Não tendo sido usados em associação 
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com meios inibidores de fagos (LAWRENCE et alii, 1976 e SAND!

ne, 1977) e mesmo sendo, alguns deles, desenhados como siste

mas fechados (WIGLEY, 1980), não estavam totalmente 1 ivres de 

contaminação. C onseq�entemente, uma prática comum nos Estados 

U nidos passou a ser a preparação dos fermentos em meios inibi-

dores de fagos. Estes meios são preparados a partir de soro 

deionizado e suplementados com hidrolisados de proteína e amo-

nia, além de fosfatos, os quais formam quelatos com cátions 

divalentes, especialmente o cálcio (HARGROVE et alii, 1961; ZOT 

TOLA e MARTH , 1966; HENNING et alii, 1965 e GULSTROM et alii, 

1979), Quando o cálcio não está disponível, a proliferação da 

maioria dos bacteriófagos é inibida (COLLINS et alii, 1950; POT 

TER e NELSON, 1953; RElTER e M0LLER-MADSEN, 1963). A eficácia 

destes tipos de meios depende do tipo e concentração do fosfa

to (HARGROVE et alii, 1961 e ZOTTOLA e MARTH , 1966), do pH do 

meio (HARGROVE et alii, 1961 e AUSAVA.NODOM et alii, 1977) e dos 

requisitos específicos da interação fago-hospedeiro (SOZ ZI et 

1980), já que nem todos os fagos requerem cálcio 

efetuar seu ciclo lítico (SOZ ZI, 1972). 

para 

Os meios inibidores de fagos 
-

nao foram adotados 

em todas as indústrias, especialmente na Austrália (HULL, 1983), 

pois podem ser inibidores para algumas culturas lácticas (CZU

LAK e KEOGH, 1957 e BABEL, 1958). 

Dois tipos de avanços foram feitos no uso de meios 

inibidores de fagos para o preparo dos fermentos lácticos. O 
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primeiro foi a utilização do soro proveniente de processamen-

tos adicionado de fosfatos e com controle externo de pH (AUSA-

VANODOM e..:t al-l,i,, 1977; CHEN e R ! CHARDSON, 1977; RICHARDSON e,;t 

1:;)76 e WRIGHT e RICHARDSON, 1982). A uti I ização deste 

tipo de meio reduziu sensivelmente os custos de preparação dos 

fermentos. O segundo deles foi desenvoivido por SANDlNE e AY

RES (1981), com a utilização de um meio contendo fosfatos in

solúveis em água e1 iminando, assim, o controle externo de pH e 

exibindo 
- -

nao so uma excelente inibição de fagos, como 

lando o crescimento e atividade das culturas lácticas« 

A utilização de culturas concentradas, as 

estimu-

quais 

podem ser inoculadas diretamente nas dornas de processamento, 

forneceu uma alternativa à preparação prévia dos fermentos e 

ao uso de meios inibidores de fagos. Como esses concentrados 

são preparados assepticamente, não há possibi 1 idade de contami 

nação fágica antes de sua inoculação direta nas dornas (EDDY

e RAYFlELD, 1978). Elas são congeladas e estocadas em tempera

turas que variam de -70 a -196 ° C (PORUBCAN e SELLARS, 1979). Ap� 

sar de serem altamente ativas, os gastos exigidos para sua di� 

tribuição e estocagem em temperaturas extremamente baixas res

tringem sua ampla uti 1 ização nas indústrias de laticínios. Urna 

alternativa seria o uso de culturas concentradas 1 iofil izadas, 

por serem menos caras quanto à distribuição e estocagem; en-

tretanto, elas são menos ativas, necessitando ser 

através de uma série de repicagens intermediárias 

reativadas 

antes de 
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inoculadas nas dornas de processamento (PORUBCAN e SELLARS, 1979 

e YJl.NG e SANDiNE, 1979). Atualmente, exi stern fermentos l iofi 1 i 

zados superconcentrados que podem ser inoculados diretamente nas dor

nas, suprimindo transfer�ncias intermediárias. 

WH l TEHEAD ( 1953), cone 1 ui ndo que a infecção das 

bactérias lácticas por bacteriófagos não poderia ser totalmen

te eliminada durante os processamentos de queijo, tentou redu

zir os nfveis de fagos na indGstria por meio de práticas de hi 

giene e pelo uso de um sistema de rotação de culturas. Para 

tanto, uti 1 izava 1 inhagens aos pares durante quatro dias, par

tindo do princfpio de que se uma delas fosse atacada por fagos, 

a outra poderia con�inuar a produção de ácido láctico. Ao fi-

nal daquele perfodo, quando a concentração de bacteriófagos e� 

pecíficos para aquele determinado par de culturas estivesse ele-

vada, a utilização de um novo par a reduzia a níveis mínimos 
-

por nao serem os mesmos, capazes de infectar este novo par. 

Este plano de ação forneceu a base para a criação do sistema 

misto de fermentos 1ácticos e os programas de rotação de cultu 

ras que são utilizados até hoje. 

COLLINS (1958) sugeriu que os níveis de fagos r� 

siduais não eram suficientemente reduzidos no período de rota-

ção, a fim de prevenir a baixa produção de ácido pelas 

gens sensíveis aos fagos líticos presentes na indGstria. 

mesmo autor (1962) propôs a substituição das 1inhagens 

linha-

Esse 

sensí-

veis na rotação imediatamente após o aparecimento de bacterió

fagos e sua substituição por uma outra linhagem não relacionada 
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�quele fago em questao. Entretanto, observou que, na verd.:1de, 

existem muito poucas linhagens de estreptococos l6cLicos f1 Cl O 

relacionZ!das quê:lnto ã se nsibilid;:ide a fa<_;os, disponíveis pora 

serem ut i 1 i zadas ncs te tipo de progra111a. Consequen temen Le, a 

eficiência e longeviJ,::idc dos pro�1r·;:im,::is tr;:idicion.:iis de rotação 

de cul luras e substituição de linhagens são severamente 

ta d as ( C H O P I N e-t al.é.< , l 9 7 6 ; Li\\✓ R EN CE ct 11LU , l 9 7 6 e 

e RAYFIELD, 1978).

Como j.:i dito a nlcriormcnlc, o problcm.:i 

pelos bactcriófagos modificou é:l conccpçao inicial dos 

l i rn i -

EDOY 

cciusado 

fermcn-

tos lácticos, associando-os com programas de rot3ção de cul tu

ras e de substituição de linhagens sensíveis por e,utras resis-

te n te s a f a g os . LI M S O \.JT ! N e.:t ccfii ( l 9 7 7) e o n s i d eram que o dcs-

conhecime nto da composição do fc1-ment:o misto pode acarret;:i1- trans 

tornos à regularidade dos padrões de qualidade dosqueijos, prin

cipalmente se n�o forem utilizadas t5cnicas adequadas de manu-

tençao das culturas nos 1aborat6rios das fábricas de que i j o. 

Este tipo de fermento surgiu, como já citado, a partir do pro

grama de rotação de culturas cri0do por V/HITEHEAD (1953). Des-

sa forma, sof re restrições em re'.ação à utilização de culturas 

não homólogas a fagos (EDDY e RAYFIELD, 1978). Ademais, a prá

tica de rotação de um grande nGmero de linhagens nos fermentos 

mistos é de difícil execuçao, oferece pouca proteçao contra bac 

teriófagos e poderia, de fato, não só promover a sua prol ifer� 

çao, corno o aparecimento de diferentes tipos de fagos 

l 9 7 8 e T H UNE L L et,, a.CLé, 1 9 8 l ) .

(:. __; L L,
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KEOGH (1972) citél que os fcrrnenlos simples, cons 

ti tuídos teoricamente 
-

. 

por um UlllCO tipo de micror·Danisrno, 

sentam vantagens quanto a manutençao das caraclerfsticas de 

qualidade dos queijos, pela facilidade no contro1e de seu de-

sempenho. Na prática, esses fermentos sao rnui to uti 1 i zados na 

forma pareada, o que ajuda a conferir, às culturas, resistên-

eia a bacteriófagos, sdl e variaçoes de temperaturél (BOYO e 

TARR, l 9 5 5) O sucesso de sua u Lili zação depende, p o 1- ern, da 

manutençao estrita da pureza e alividddc da cultura, a rigoro-

s a asse p s i a em to d as as e Lapas d e sua 111 a n i p u l él ç ão , a l é 111 d a a d o 

ção de um cuidadoso proq1-arna de rotação de culturêls não homólo 

gas e111 relação aos fagos, por períodos não superiores 

dias (KEOGH, 1972). Entretanto, como o número dessas 

gens nao homólogas a faç1os ê l irni tado e difíci I de ser 

nhecido, o programa de rotação usará, inevitavelmente, 

a 4-6

inha-

reco-

inha-

gens fago-relacionadas (LAWRENCE, 1 978 e EDDY e RAYFIELD, 1978). 

Uma vez presentes em altos 
, . 

n I ve Is na indústria, a faixa de hos 

pedeiros desses fagos pode ser expandida por meto de mutaçao no 

fago ou por modificação controlada pelo hospedeiro (HEAP e LAW 

RENCE, 1976; JARVIS, 1978 e SANOERS e KLAENHAMMER, 1980, 1981). 

O uso do fermento de li nha9ens mü l t. i p las tem for 

necido, atualmente, urna alLernaLÍVél aos oulrus pro::Jrarna t.radi-

clonais de rotação de culturas (LIMSOWTIN ct atií, 1977; RI-

CHARDSON et aU.i, 1930; DAN!EU. e S1\NO!NE, 1981 e THUNELL et 

alii, 1981 ). Assim que são detectados fagos l fticos a qualquer 
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das I inhagens componentes do fermento, a I inhagen sensível 

s u b s t i t u í d a p o r um a ') u t r a 11 o v a ( L I M S O W T I N e t a f'.; L , l 9 7 7 ) ou por 

um mutante resistente ao fago (RICHARDSON ct alii, r980 e THU-

NELL et afii, 1981). Este tipo de fermento � efetivo somente 

quando as I inhagens selecionadas podem resistir ao ataque de 

b acteri6fagos por um tempo suficientemente longo para que seu 

uso possa ser vantajoso (HEAP e LAWRENCE, 1976 e LIMSOWTIN et 

alii, 1977). A manutenção deste sistema requer um esquema de 

trabalho voltado muito mais a um programa de pesquisa do que 

de produç�o, tornando-se, portanto, impratic�vel para a 

ria das indústrias. 

maio-

A seleção de I inhagens nao relacionadas a fagos 

e que possuam, ainda, bom de,,empenho tecnol6gico pode ser fei 

ta por meio de um teste de atividade proposto por HEAP e LAW-

RENCE (1976) 

dclerrninada 

o q u a l p r e d i z a l o 11 g e vi d a d e d e u t i l i z ação d e uma 

i n h a CJ(ê 1 ;1 e III e o n d i ç Õ e s d e p r o c e s s a rn e n L o . ,l\ s s i m , as 

1 in hagens sob consideraçao são sujei tas a repetidos ciclos de 

crescime11to ern presença de preparações contendo alto título de 

fagos coletados nas 
-

. 

propr Ia�; indústrias e utilizando-se condi-

çoes de ternper;:itui-a que irni tarn as relações tempo/temperatura e� 

contradas durante os processamentos. Este estudo enfatizou a 

importância da ten1peratura, tipos e níveis de fagos no apare-

cimento de b actcriófa9os líticos nas indústrias de queijo. O 

teste de atividade cm laboratório fornece, significativamente, 

urna maneira de se p r e d i z e r , p o r t a 11 l o , s e um f a g o aparecera 
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rapidamente ou nao, contra uma linhagem introduzida numa indús 

tria. Postcriorrne11L e, LIMSOWTIN ct l·ifii (1977) formularam um fer 

mento láctico rnCiltiplo, composto de 06 inhagens, todas sele-

cionadas pelo Leslc de atividade para resistênçia a fagos, o 

q u a 1 f o i u t i l i z a d o c o n t i nu ame 11 te d e d o i s a o i to 111 ê ses com s u -

cesso. /\pós esse período, ilpcsar da atividade nao ter sido afe 

tada, os fagos 1 Íticos apareceram contra quatro daquelas linha 

gens. Consequentemente, os autores recomendaram que as 

gens sensíveis dever-iam ser substituídas assim que os 

fossem detectados. 

inha

fagos 

Mutantes resistentes a fagos surgem 

mente por meio de alterações na célula, impedindo a 

espontanea

adsorção, 

infecção ou replicação de um fago específico ou um grupo rela-

clonado ;:i fuqo:c,. Entretunto, apesar de variantes imunes a fa-

JOS poder·ern ser Í';ol3do,; o p::irt1r de culturêls isadas em lei -

te, cslao suj,:ilo'., do at,hJill' por u1n 11ovo fago ou perdem, gra-

dualmenl1::ê, sua rc ;,;tênci,1 ao l'ago lítico de origem; além dis-

so, pode ocorrer uma al tcraçi:io em '.',Uél capacidade de produzir 

ácido láctico (\✓HITEHEAD, 1953; COLLINS, 1955; LlMSOWTIN e 

TERZAGHI, 1976; , 1 /\RVIS, 1981 e KING et afii, 1983). Paralela-

mente ao fato de nem sempre ser possfvel isolar mutantes re-

sistentes para todas as combinações fago-hospedeiro (LIMSOW-

TIN e TERZAGHI, 1976 e JAR\/1S, 1�)8l), quando esses podem 

isolados, fornecem proleçôo ã cultura láctica por pouco 

(WHITEHEAD e COX, 1936), com raras cxceçoes (LIMSOWTIN e 

ZAGHI, 1976; Jf\R\/1S, 1981 e THUNELL et a('ii, 1981). 

ser 

tempo 

TER-
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Segundo THOMAS e LOWR!E (1975), HULL (1977 a) e 

CZUL/\K ef nCic (1979), uma das formas de se isolar mutantes re 

si stentes a fagos é por meio de propagaç�o diária do fermento 

junlamente com amost1·;:is frescas de sot·o expondo, continuamen-

te, dessa forma, as culturas aos fagos que aparecem na 

t r i a . E s s a i d é i a e 1· e força d a p e l o f a to d e ex i s t i r em os 

indús

chama-

dos 1 'fagos ele leilc cru 1
', que se moslram ativos contra as cul

turas do fermento somente sob condiç�es de processamento, nao 

causando problemas durante a preparação dos fermentos em labo-

rat6rio. Eles s�o, frequentemente, o tipo mais comum de 

encontrado nas fábt·icas, podendo causar o declínio da 

fago 

resis-

tência dos mutantes resistentes isolados (HULL e BROOKE, 1982). 

De acordo com HULL (1983), a efetividade deste período depende 

de: (1) obtenção de amostras de soro representativas da popul� 

ç ;, o d e f a q o s d a r;; 1) 1 i c a e ( 2 ) o u s o cl e u rn s i s t e ma d e 

que inco:po1c i2tui-c'o (conc!içc=ies de processamento), 

L e s n 2 rn u I t i p l i c a ç :i o d e f a li os , ta i s e o mo te rn p e r a tu r a , 

testes 

importan-

meio e 

llill ureza do fcrmc11Lo. Sob estas circunstâncias, a seleção cons 

Lante de mutantes resistentes a fagos nos fermentos ocorre na

turalmente. Entre�anto, essas culturas variam consideravelmen-

te nas taxas de p-oduç�o de 5cido 15ctico, devido ao acúmulo 

de variantes lentos na população (STADHO UDERS, 1975 e THOMAS e 

LOWRIE, 1975) Isso prejudica consideravelmente os processos 

atuais de processamento de queijo, sendo este método, portanto, 

inaceitável (LAWRENCE, 1978). 
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O tipo mais comum de rnutaçao que ocasiona resis

tência a fagos é aquele que causa urna alteração nos sftios re-

ceptores da superffcie da célula (KING et af i,i , 1 9 8 3 ) . Isto 

pode afetai-, simultaneamente, os sistemas de transporte de car 

boidratos para a célula ou a produç�o de proteinases de super

ffcie, explicando, assim, a perda da capacidade de produção de 

ácido láctico observada. Os autores demonstraram que as muta-

çÕes para resistência a fagos e baixa produção de ácido lácti-

co sao eventos geneticamente independentes; as mutaçoes para 

resistência ocorrem com freqüência três a cinco vezes menor que 

aquela para baixa produção de ácido. Por outro lado, corno es

ses mutantes resistentes e lentos são freqüentemente encontra

dos, o programa de isolamento dos primeiros deve incluir méto

dos que diferenciem os variantes lentos dos rápidos. Isto pode 

ser feito por- meio de semeadura ern meio diferencial 1 1fast-slow11 

(HUGG!NS e SANDINE, 1979 e THUNELL et aU<, 1981) ou em leite-

-citrato-ágdr (RICHARDSON ct a€i.i., 1980) De acordo com HULL 

(1983), os mutantes resistentes a fagos isolados também devem 

se r e n s a i a d os q u a n to à capa c i d a d e d e p r o d u ç ão d e á c i d o , por meio 

de testes que simulem o processamento de queijo, além da veri

ficação de um possfvel desenvolvimento de aroma e sabores inde 

sejáveis (PEARCE, 1969 e HULL, 1977 b). 

Não é possível predizer, no entanto , por quanto 

tempo os mutantes resistentes a fagos irao assim permanecer,sob 

condições comerciais, podendo esse perfodo variar de um dia a 



um ano. Apesar de algurna instabi 1 idade ser esperada, a 

da resistência tem sido um dos principais problemas, a 

de indlÍstria (HULL, 1977 a). 

3.5. PCti:i1i1Zclic•:i l' .'dcf/101d1ll('11to GcuêUco 

Mui t:;:is I inhagcns de estreptococos lácticos 
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perda 

nível 

pos-

suem plasmídios dos mais v;:iriados tamanhos (KLAENHAMMER e,t 

aLii, 1978; LARSEN e McKAY, 1978; KEMPLER e McKAY, 1979 e CHO

PIN e LANGELLA, 1982). Apesar do grande n�mero de plasmídios 

que essas l inhagcns possam apresentar, mui tos deles são crípt_!_ 

cos e somente poucos tem suas funções conhecidas (DAVIES e GAS 

S ON, l 9 8 l ) . 

A extraçao e determinação dos plasmídios de es-

treptococos IEicticos foi feita, inicialrnente, atroves de cen-

Lrifugaçélo, crn gradiente de densidade, do DNA marcado radioa-

t i ·1 o 1;1 e n t e e e I o r e t o d e c e s I o e b r o 111 e t o d e e t í d i o (COROS (' t 

. j c_J ·7 11 ) d\. { < ' /\Lu,1lrn,·11tc, c1<i·,Lc111 lcc11icas mo1s rápidas e conve 

11 i c.'i1l,:s u li I i /,111do l: 1 e l rofcnc<c,e e111 ()e'\ de êl(J<HOSC (MEYERS (' t 

1976) que forom adapléldiJs à dctccç;30 de plasmídios de 

bdcléria,; liíctica', (KL/\ENH/\MMER ct ,(Cií., 1978). Antes desta 

d(•tcc(;ão, cnlrclonto, há necessidade de lisar-se a célula para 

que o DNA possa ser rernovido. Diversos p1-otocolos relacionados 

a este ponto foram publicados podendo-se dividf-los em dois 

91-upos: métodos que removem a me111b1-011;:i celular juntamente com

o D N A e r orno s s ô m i c o p o r c e n t r i f u g a ç ã o ( K L A E N H A MM E R e t a f .Li , 1 9 7 8 ;
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GASSON e DAVIES, 1980 b; PORTNOY c.t afL.i, 1981 e ORBERG e SAN-

DINE, 1984) e métodos envolvendo a desnaturação do ONA c romos

sômico pela elevação do pH (WALSH e McKA Y, 1981 e ANDERSON e 

McKAY, 1983). Estas Gltimas técnicas são preferíveis quando 

s e d e s e j a d e t e c t a r p 1 a s 111 í d i os c o rn a 1 Lo p e s o mo l e e u l a r , ou s e -

_]a, ultrapassando a 30 Mdal. 

~ 

A !llé.lÍot-ié.l desté.lS técnicas, entretanto, nao permJ.. 

tia um grande nGmcro de extraçoes ao mesmo tempo. Assim, foram 

desenvolvidos protocolos contendo a miniaturização das mesmas 

podendo-se, dessa forma, realizar atê 48 extraç�es de plasmf-

d i os num d i a d e t r aba l h o (LA!� GEL LA , 1 9 8 2 ; Y U e t a f .i. .i , l 982; GAS-

s o r-l , l 9 8 3 ; A N o E R s o J,j e M e K A Y , l 9 8 3 ; e H o P I N e t a f i i , 1984 e 

L e B LA í� C e L E E , 1 9 J 1+ ) . 

A biologia de plasmTdios tem se tornado uma area 

i1,1portanl.c de ínveé;t igação 11.Js bactérias lácticas, pois numer_'.:: 

s,1s c,11·,1ctc.'rÍ·c,tic<1'; i-cr111enlcitivus e mcLabÕlicas, de grande ins 

L ,1 b i I i d zi d e e, n1 ;:1 1 CJ u 11 ,, d esse•; o r g a n i s mos , e s ta o I i g a d as a 

ioccilizauoc, cm pla,;11Ídios (McKAY, 1983), tais como: a 

Laç�1o de lt1cto,:-;e: (J-1cl<l\Y e 8/\L.D\�tN
1 

1981-t; McKAY c>t ctCL .. L, 

/\NOERSON e Mcl<AY, 1977; KEMPLER e Mcl<AY, 1979; KUHL c.t

genes 

fermen-

1976; 

n , , 

({L,{.{, 

1979; LcBL/\NC \'t ,ii'<Í, 1978; St. MARTIN ct ct.fd, 1982 e McKAY, 

1 9 8 2 , 1 9 8 3 ) , d e g a I cJ e tos e ( L e B LA N C C' t a f < < , l 9 7 9 ; PARK e Me KA Y, 

1982 e C R O \,J (' t d(' ( i , 1 9 8 3 ) , d e sacarose ( G ASSO N , l 9 8 4) e de 

,Jlicose, rné,nose e xilosc (LcBLANC e( aCii, 1980); a uti ização 

d e c i t 1-a lo ( K EM P LER e M c K/\ Y , l 9 7 9 , 1 9 8 l ) a produção de proteJ__ 

11 as e s (No V I e K, 1 9 6 9 ; Mo L s 1m E s s e t (( e ( { ' l 9 7 4 ; p E AR e E e t aLi._.i' 



1974; McKAY e BALDWIN, 1974, 1975; EFSTATHfOU e McKAY, 

EXTERKATE, 1976; LARSEN e Mcl<AY, 19/8; KLAENHAMMER 

1978; OTTO ct afJ.L, 1982 e Mcl<.AY, 1983) e de nisina e 
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1976; 

bacte-

r i o c i n a s ( K O S A K e t ctC Li , 1 9 7 3 ; F U C H S e. t a tL .L , l 9 7 5 ; L e B LA N C e..t 

aCLL, l9ti0; GEIS ct ati<, 1983, SCHERWITZ et af.Li, 1983 e DA -

VEY, 1984); a resistência a sais inorgânicos (EFSTATHIOU e 

McKAY, l'377l e à nisina (GASSON, 1984 e Mcl<AY e BALOWIN, 1984) 

e a produção de substâncias viscosas ou propriedade 11fi lante11 

(COGAN, 1980; DAVIES e GASSON, 1983 e McKAY, 1983). 

Outras caracterfsticas, já citadas anteriormen-

te, mediadas por plasmídios incluem: sistemas de restrição e 

modificação (SANDERS e KLAENHAMMER, 1981 e CHOPIN ct afii, 1984) 

e adsorção de fagos (SANOERS e KLAENHAMMER, 1983 e DE VOS et 

Q • • 
(( ( CC, 1')84), conferindo resistência a certos bacteriôfagos 

(McKAY e BALDWIN, 198 4) Com exceçao de alguns poucos plasmí-

dios re lacionados à ferrnenL,çoo de lactose, os quais mostraram-

-'.;e ser transmissíveis (KlMPLE� e McKAY, 1 9 7 ':);

,{ t r ( , 1 '.:) 8 ll e G ASSO d e D/\ V I E S ( ]3oü e ) , ou t r os l i gados à I a c tos e 

e proteinase que foram transferidos por transdução (McKAY e 

BALDWIM, 197Lf, 1976), todos os demais plasrnídios associados 

aos estreptococos lácticos foram identificados por meio de 

rnétodos de cura. Estes Últirnos incluem a utilização de Nitroso 

guanidina (McKAY ct alii, 1976), de acridina laranja (KEMPLER 

e McKAY, 1:379), a indução de protoplastização (NOVICK e.t a.E.LJ.., 

l :3 U O ; G ASSO N , l 9 8 3 e C H O P I N e t a ti .i. , l 9 8 4) , a u t i l i z ação d e 

acriflavina (LARSEN e McKAY, 1978 e GASSON, 1984) e cresci-

menta a elevadas temperaturas (DAVEY e PEARCE, 1980). 
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A localização extracrornossômica do DNA plasmidial 

codificando tantas características genéticas importantes nas 

bactérias lácticas faz com que as mesmas sejam herdadas e man

tidas de forma muito instável. A evidência cada vez maior da 

associaçao de plasmfdios com a resistência dos estreptococos 

l á c t i c os a b a c te r i Ó f a g os f o r n e c e u 111 1n e c a n i s mo g e n é t i c o que ex -

plica o rápido aparecimento de variantes sensfveis nos fermen-

tos lácticas (SANDERS e KLAENHAMMER, 1981, 1983). LAWRENCE (1978) 

enfatiza que os problemas de fagos nas indústrias lácticas po

de resultar do acúmulo desses variantes sensfveis. 

As possibilidades crescentes de manipulaç�o des-

tes plasmfdios por técnicas de engenharia genética, levando a 

amplificação de genes plasmidiais por meio de isolamento de mu 

Lantes contendo u111 griJnde nú111e1-o de cópias dos mesmos 

de pli:ls111Ídios tcr111ocs t ilvc i ',, co111b i 11,)çi10 dos d i fcren tes 

�1e11eticos para resistência a fagos e111 uma Única linhagem 

dentro 

locus 

e

t'.Stabi I izaçào do fenótipo faqo-rcsisLcnte pela integraçao dos 

qencs ele resistência a fagos no cromossomo, poderá favorecer a 

obtenção de linhagens de alta eficiência tecnológica e 

tentes a bacteriófagos (McKAY e BALDWIN, 1984 e McKAY, 

resis-

198 4) 

ERICKSON (1980) e DALY e FITZGERALD (1982) já ha 

viam sugerido que os genes determinantes da produção de dife-

rentes endonuclcases de restrição deveriam ser introduzidos 

nos genomas das linhagens selecionadas, talvez por uma transfe 

rência de plosrnÍdío, iJ fim de aumentar sua resistência aos bac 

teriófagos. 



Dessa forma, o estudo da biologia de plasmídios 

nos estreptococos lácticas, assi111 con10 en1 outros generos de bac 

térias lácticas, tornou-se um pré-requisito para futuros pro-

gramas de rnelhoramento genético. Os processos de conjugação e 

-

transdução já sao bem conhecidos (GASSON, l 9 8 3) , assim como a

transformação (KONDO e McKAY, 1982, 1984 e SIMON c.;t afiJ.., 1985), 

a transfecção (GEIS, 1982) e a fusão de protoplastos 

1980) já foram relatadas em bactérias lácticas. 

(GASSON, 

Manifestações genéticas nos estreptococos lácti

cas por meio da utilização de transposons também já foram ob

servadas por CHOPIN et cLti.i (informação pessoal) por meio da in 

tradução de transposon Tn 916 originário de S. 6aecalil (FRAN

KE e CLEWELL, 1980) em S. [actit. Verificaram a ocorrência de 

inserções cromossômicas de plasmídios, sendo que uma delas con 

duzia à ínativação dos genes de tré1nsferência de um 

críptico. 

plasmídio 

Apesdr destes rnecé:Jnismos de transferência de 

genes terem ocasionado um avanço nos estudos de genética e bio 

logia de plasmídios nestes ors1anismos, o desenvolvimento de um 

s i s te 111 a d e t r a n s f ú r 1n ação d e p l as rn í d i os ma i s e f i e i e n te é 

p2ra os estudos g�néticos posteriores e para o uso da 

vital 

tecnolo 

g i a d o D t� A reco m b : na n te na o b tenção d e l i n h age n s 

(McKAY, 1')<311). 

melhoradas 

r2lmentc 

Pelo 

, . 

p a S ,; 1 V (' 1 S 

fato dé:ls bé:lctérias lácticas nao serem natu-

de l rans formé:JÇélO, foram as dificuldades en-

contradas p�1ra melhorar a 8ficácia d8ste sistema que ma i s 
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1 imitaram a aplicação da engenharia genética neste grupo de mi 

crorganismos ( GASSON e DAVIES, 1984). 

O sucesso da utilização da técnica de transforma 

çao em estreptococos lácticas foi obtido com a produção e reg� 

neração de protoplastos uti 1 izando-se 1 isozima (GASSON, 1980), 

mutanolisina (l<ONDO e Mcl<AY, 1982) ou uma combinação de amf-

lase e lisozima (OKAMOTO e ✓t aLL{, 1983). A primeira introdução 

do DNA por transformação de protoplastos em S. lac..ti�, foi ob

tida por KONDO e McKAY (1982) com rendimentos, entretanto, mui 

to baixos,aproximadamente 8,5 transformantes/µg DNA. Posterior 

mente, os mesmos autores (1984) e SIMON et aLi.,,l (1985) melhora-

ram estes rendimentos elevando-os à 103 
1 o 

4 transformantes 

por micrograma de DNA. Entretanto, por razões ainda inexplicá-

veis eles são muito inferiores quando utiliza-se DNA 

nante, permitindo clonar-se diretamente em S. iac..t i� 

recombi-

apenas 

os genes plasmidiais. Foi desta forma que KONDO e McKAY (1984) 

clonaram um fragmento do plasmfdio pLM 2001 codificando para a 

assimilação de lactose e que CHOPIN (em publicação) clonou um 

fragmento do plasmídio plL7 codificando para resistência à ul

travioleta um mecanismo de reparo do DNA, além de estabi lida

de ao profago da linhagem hospedeira, ou seja, S. f!ac..ti�. Atual-

mente, entretanto, McKAY e CHOPIN (informaçao pessoal), inde-

pendentemente, já obtiveram resultados de transformação com 

frequências da ordem de 105 e 106 -107 transformantes/µg 

respectivamente. 

DNA, 
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Par a a p l i c a r - se as t é c n i c as d e eng e n h ar i a g e n é tJ__ 

ca a um grupo de rnicrorç1anis111os necessita-se, também, de veto-

r e s d e c l o 11 a g em a d e q u a d o s , o u s e j a , p e q u e n o s f r a g me n t o s d e 

DNA capazes de repl icélrem-se, ou de integrarem-se em um repli-

con, portado1-es de um ou varias genes que codifiquem caracte-

1- í s t i e a s f á e e i s él s e I e c i o n él r e d e n t r o d o s q u a i s s e i n s e r e m o s

genes, os quilis desej3-se clonar. Este vetor servi rã, em seguJ__ 

da, para introduzi1- os genes objetivados na linhagem desejada. 

Vários tipos de vetores sao onhecidos para clonagem em E. e.o 

Ci, entre eles, pldsmídios bacteri6fagos e cosmidios. Para os 

e s t r e p Loco eu e, , e 11 t r e t a n Lo , r o r- a rn d e s c r i tos apena s 

corno vetores, e;spcciéllmcnle o pGB 30! em S. óni1gui..:i 

e t l 98 O e BEHNKE ct
' . , 

d f e ( , 1982) Também KONDO

p!asmídios 

e 

(MACRINA 

McKAY 

(1984) uLi I izararn-se desse mesmo vetor para clonar genes envol 

vidas no metabolismo de lactose. Já SIMON c.t a€Lz(1985) e CHO

PIN (�t c(Cc{ (cm publicação) utilizaram·-se do vetor pHV 1301, um 

delet ante de pAMG1 encontrado, originalmente em S.

(CLE\,JELL c.t ati.i, 1974), codificando ainda, para resistência

à eri trornicina e presente ern número de cópias elevado em uma 

1 i nhagern de 13. . {- . (1 , 

_', /( ·J \ {. � {, _', • 

A clonagem de genes 
-

. cro:nosso1111cos requer, porta_12. 

to, nao :-:,ornentc ai Los rendimentos de transformação, corno pass� 

qem por um ho,;pccleiro intermediário utilizando-se um vetor 11na

vete 11• J\ '.i s i ;11 , I<. Oi< l' t a C i i ( l 9 8 4 ) d e se n v o l v e r a rn o v e to r pGKl2,

capaz de se rcpl ict11 ern L . e ci ti. 13. :iubti.fió e nos estrepto-

cocos lácticos. Entretanto, de acordo com os caracteres estudados, 
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a clonagem dos genes em um hospedeiro intermediário pode oca-

sionar problemas de expressão e recuperaçao. 

O desenvolvimento das tecnicas de clonagem em 

bactérias lácticas outras que não S. factió está menos avança

d o . No c a s o d e S . e 'r e ni o .f/. <. ó , p o 1- ex em p 1 o , S I MO N c..t ai,i_i ( l 9 8 5 ) ob 

tiveram rendimentos muito baixos, da ordem de Lf transforman-

tes por micro�irama de DNA recombinante. Entretanto, a evolu-

çao dos rendimentos obtidos com S. lacti� oferece uma esperan

ça de melhoramento para as outras bactérias lácticas tamb�m. 

A clonagem em S. lact{6 das principais caracte-

rísticas de interesse tecnológico, tais como, assimilação de 

lactose, produção de protease e mecanismos de resistência a fa 

gos está sendo desenvolvida por várias equipes (DAVIE S e GAS-

SON, 1984). Será possível, por-tanto, objetivar o melhoramento 

por meio de t6cnicas de engenharia genética, de inhagens de 

bactérias lácticas destinéiclas a utilização-industrial. Neste 

caso, os vetores de clonagem atuais, constituídos de DNA prov� 

niente de bacL6ria patog�nica e carregando genes de resistên-

eia a antibióticos n�io serão autorizados para o melhoramento 

de linhagens de b;,ctérias lácticas, élS quais sao consumidas p� 

1o homem na rélzZ.Ío de 10 8 a 10 9 células por grama de produto 

láctico. Urna forrn;. de solucionar este problema seria a constru 

çzio de vclorcs de clonagem ditos alimentares, possuindo DNApro

veniente exclusivamente de bactérias lácticas (SIMON, 1984). 
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4, MATERIAL E METODOS

Realizou-se, primeiramente, uma seleção mediante 

alguns paramctros tecnológicos, a nfvel de laboratório, de es

treptococos lé1cticos isolados, ern sua maioria, a partir de lei 

te cru, no Brasí l. Esti3S cu! turas félzem parte da Coleção de 

Cu I t u r d s L ií c t I c c1 s d o I n s t í t u Lo d e Te c no I o<] i a d e A 1 i men tos ( 1 TAL) , 

sendo estes experimentos totdlmente desenvolvidos naquele !ns

ti tuto. 

Urna parte deste trabalho foi realizada no Labo-

ratoire de Recherches de Technologie Laiti�re, pertencente ao 

1 n s t i t u t e N a t i o n a l d e 1 a R e c h e r c h e A g r o n o m i q u e ( 1 i� R A ) , e m R e n -

nes, na França, o qual disp�e de uma coleção de, aproximada

mente, 2.000 culturas lácticas e 150 bacteriófagos, todo,.: mui

to bem caracterizados tecnológica e geneticamente. 
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Assim, neste trabalho, utilizaram-se as se9uin-

tes espécies e respectivas linhagens: 

• SL1cptoc.occ1Ui fa ctJ._6 : l 4 l, l 7 5, l 76, l 77, l 78,

l 79, 1 8 7 , 1 88, 1 9 5 , 206, 246, 26 1 265, 279, 280, 281 , 282, 

2 8 3, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 29 l, 292, 293, 294, 

295, 296, 297, 298, 299, 3 o o 3 O l , 302, 303, 304, 305, 306, 

3 l O , 3 l 3 , 3 1 4, 3 l 5 , 3 16, 3 1 7 , 3 1 J , 3 1 9 , 320, 3 21 , 322, 323, 

324, IL 1 4 o 3 , ll 408, 1 L 6 ' ll 13, IL 4 l 4 , ll 562, IL 598, IL 

823, l L 929, ll 920. 

• SDiep:to e.o c.cuh cJz. em o Jz.ih : l 61, l 64, 1 66, l 6 7 ,

1 6 8 , 169, 1 7 O , l 7 l , l 7 2, l 7 3 , l 7 4 , 189, 1 92, 193, l 96, 202, 

2 O 3 , 2 o 4, 2 O 5, 2 O 7, 208, 209, 2 1 O , 2 11 , 222, 224, 225, 226, 

227, 228, 229, 230, 2 5 O, 252, 2 5 l.1' 2 5 5, 257, 2 59, 262, 263, 

268, 269, 272, 2 7 3, 3 O 7 , 308, 309, 3 l l , 3 1 2, 325, 326, IL 839, 

IL 835, ll. l O, ll 7 3 7 , IL 7 46.

• S t.'Lcptoc.occu !) s p. : 96, 9 7, 1 O l , 1 O 4 , 1 O 5 , l l 3,

1 8 O, l 81 , l 8 2 , l 8 3, 1 8 4 , l 85, 1 86, l 9 l , l 94, 233. 

• S:U1cpt:oc.occus fc1..c.tL6 subsp. diac.etyfac.LL6: 162, 

165, 256, IL. 561 . 

• St:J1cpt:ococcu6 6(Ulf]U(,') Chal l is: IL 1550.
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As linhagens IL pertencem à coleção de culturas 

do INRA. Todas as outras linhagens utilizadas pertencem à Cole 

ção de Fermentos L�cticos do !TAL. 

As cu l tu r· as d o l TAL for a m mantidas inicialmente 

em leite RSM (item 1-t.S.3.) tipo Molico, Nestlé, sem coagula-

çao, em refrigerador a 4
°

c. Sua ativação também era feita em 

leite RSM, com incubação a 30
°

c durante 18 horas. Posteriormen 

te, a manutenção de todas as linhagens passou a ser feita em 

M17 + glicose (item 4.5.2.), sem crescimento, também ef11 refri

gerador a 4
°

c. Todas as culturas foram estocadas em M17 + gli-

cose + glicerol (item 4.S.6.), juntarnente com 2% de inóculo, 

com congelação imediata e mantidas em congelador a -4o
0
c.

A caracterizaçao dos plasmídios constituintes das 

culturas selecionadas pertencentes a coleção do !TAL foi real i 

zada no laboratório do INRA. 

For2111 ut izados os seguintes plasmídios: 

(a) pHV 1301 extrafdo de Baciilu6 

MI 119, originiírio do plasrnídio pAM61 e possuindo urna deficiên 

eia espontâneél, obtido apos transformação de células competen-

tes da mesma cultt.ra. Confere 1·esistência à eritromicina 

MO i� e t a C Lé, l 9 8 5) e p os s u i o ta rn anho d e 1 3 k b . 

(SI-
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( b) p V A 8 5 6 - extra Í d o d e E. e.a f!_j_ 1 L l 5 O 5 po s -

suindo o tamanho de 9,2 Kb {MACRINA c;t a.ti.{, 1983). 
\ 

(c) pVA 749� - extrafdo de S. tanguJ..t C ha l li s 

IL 1550 (MACRINA e.t a.téJ.., 1982), conferindo resistência à eri-

tromicina e possuindo o tamanho de 4,9 Kb.

(d) pBR 322 - extraído de E. e,a,[J.. (BOLIVAR e.t 

1977), possuindo o tamanho de 4,3 Kb. 

Foram utilizados os bacteriófagos 6, 8, 25, 42, 

52, 66, 67, 119, 129 e 188, todos pertencentes à Coleção do. IN 

RA. Os estoques de fagos eram mantidos em 5ml de tampão 'Tr is

0,05M contendo NaCl 0,lM juntamente com glicerol em concentra

ção final de 15% e conservados sob congelação a -4o
0
c.

Todos os meios de cultura e algumas das soluções 

fo1-am esterilizadas 
o 

em autoclave a 121 C durante 15 minutos a

l atm. As demais �aluções foram esterilizadas em filtro Sarto

ryus. A vidraria foi esterilizada em forno Pasteur a l40
°C du

rante duas horas. 



Os experimentos constaram de, pelo menos, 

repetiçoes. 

4.5. Melo6 de cultu�a e 6oluç�e6 utlllzada6 

4.5. l. Meio M17 (TERZAGHl e SANDINE, 1975) 

Extrato de carne 

Poli peptona 

Peptona de soja 

Acido ascórbico 

(3-gl icerofosfato de sódio 

Cloreto de magn�sio 

Extrato de levedura 

Lactose 

Agua destilada 

M

5, Og 

5,0g 

5,0g 

O, 5 g 

19,0g 

1, Om9,

2,5g 

5,0g 

1 , O ,Q, 

/\qucceu-se ate a dissolução, resfriou-se 
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duas 

para 

6ü
°

C, ajustou-se o pH para 7, l e esterilizou-se em autoclave. 

Quando desejodo sôl ido, adicionar-am-se a este meio, 12g de Bac 

to-âgar Oi fco por i tro e quando desejado semi-só] ido, apenas 

4,5g desse âgar foram adicionados. 

4.5.2. Meio M17 + Glicose 

Manceve-se a rnesma forrnulação do meio Ml7 origi

nal (ite111 4.5.1.), substituindo-se o açúcar lactose por glico-

se. Os meios sólidos e semi·-sólidos, assim como a 

ç a o for a rn se 111 e I h a n te s a o a n te r i o r . 

esteri iza-
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4.5.3. Meio Ml7 + Sacarose (K0ND0 e McKAY, 1982) 

Para a reyeneraç�o de ?roto�lastos, utilizou-se o meio MI/ 

(item 4.5. l.) adicionado de sacJrose com concentraç�o final de O,� M. 

4.5.4. Meio M17 a 10% 

Polipeptona .... 

Peptona de soja 

Extrato de levedura ............. . 

Extrato de carne 

Lactose 

Acido ascó rbico 

S-glicero fosfato de sódio .

Mg S04 M ........ . 

Agua destilada 

O meio fo i distribufdo em tubos de 

-·

0,50g 

0,50g 

0,25g 

0,50g 

O, 5 üg 

O, o 5 g 

1, 9 \Jg 

O, l mi 

l , O Q,

ensaio 

18 x 180mm à razao de 9,0mQ, por tubo e este rilizado com o  

cri to no item 4.IL 

de 

des-

4. 5-5. Meio de Luria e Bertani (L.B.)

e t ctf i i , l 9 8 2) 

(MANIATIS 

Bacto-tríptona DIFCO ... 

Bacio-extrato de levedura DIFCO 

NaCl 

Agua destilada 

l O , Og

5 , O g

5 , Og

lOOOmi 

Ajustou-se o pH para 7,3 e este rilizou-se. Quan

do desejado s6lido adicionavam-se 12g de Bacto-igar DlFCO po r 
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1 i tro. Este meio foi utilizado para o crescimento de Bac.Ltlul.l

)UbtJ.Ltó MI 119, quando da extração do plasrnídio pHV 1301, sob 

· · ~ 

37
º
c Incubaçao a com agitação. 

4.S.6. Meio Ml7 + Glicose + Glicerol

Ao meio Ml7 + Glicose (item 4.5.2.) adicionou-se 

qlicerol com concentraçao final de I5'.t. Este meio foi utiliza-

do para manutenção do estoque de culturas sob 

a -4o
º
c.

forma congelada 

4.5.7. Solução de RINGER (H.ARRIGAN e McCANCE, 1976) 

Cloreto de sódio 

Cloreto de potãssio 

Cloreto de cãlcio hidratado 

Bicarbonato de sódio 

Açiuzi destilada 

Dissolvcrarn-,;c os sais na agua, 

solução em frascos de IOOm.Q. e esterilizou-se. 

2,25g 

O, l O g 

O, 12g 

0,05g 

l , O ,Q,

distribuiu-se a 

4.5.8. Lei te RSM ( 11reconsti tuted steri le mi Jk 11 ) 

para manutençao 

Lei i:e desnatado 

Agu.i eles til ada 

1 4 , O g 

1 OOm,Q, 

Este meio foi distribuído em tubos de ensaio, na 

quantidade de 5m,Q, e esterilizado, sendo usado apenas para a ma 

nu tenção da coleç�o de culturas em refrigerador. 



4.5.9- Leite RSM 

Lei te desnata do 

A��ua destilada esteri izada 

10,0g 

90,0g 

58 

O leite foi pesado, dissolvido, vertido em E rlen 

meyer e colocado durante 20 minutos em água em ebulição. Todo 

o material aqui usado foi esterilizado quando se necessitava

do leite apenas pasteurizado. Nos casos onde se utilizou o lei 

te RSM esterilizado, pode-se encontrar 

na metodologia. 

a devida notificação 

4.5.l0. Tampão de Lise para Extração Preparativa 

de Plasmídios (MANIATIS ct afíi_, 1982) 

F o i p r e p a r a d a u m a s o 1 u ç ã o ( A ) c o n s t i t u í d a d e g l J_ 

cina 0,1 M em NaCl O,l M. Preparou-se, tarnbém uma solução (B) 

constituída de 

quan Li d ade (X rn 

l ;1111pao NôOH O, l M. Misturou-se uma 

cio soluçZio A e outra (100-X mSl) 

determinada 

da solução 

B, adicicrnando, élinda, 4;� de SOS (Dodeci Sulfato de Sódio).Es 

tocou-se o L.:impão de ise ern congelador. Para se efetuar a ex-

ti-ação de plasmíclios utilizou-se um tampao de lise com pH de 

12,8, que corresponde a uma quantidade inicial da solução A 

igual a 24,2111,Q,. 

4.5.ll. Tampão de lise (TL) (P0RTN0Y e,:t ai__,u, 1981) 

S D S 4 '.G em TE 11 a q ué) n l i d a d e d e se j a d a , p H 1 2 , 8 • D i 2. 

tribuiu-se a soluç�o em tubos de ensaio e estocou-se em conge-

lador. Quando necess�rio, era descongelada em 

�· º e 
- I . 

banho-maria a 
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4.5.12. Tampão paralisador de lise (SB) 

TIS rt alii, 1982) 

(MANIA-

Na 2 EDTA .......................... .. l 00mM 

Azul de brornofenol 1, Smg/m.Q, 

Sacarose 40% 

p H 8, O 

4.5.13. Tampão para Protoplastos (TP) (GASSON,1980) 

Acetato de 

Acetato de 

Sacarose 

- . amonta

- . magnes1O ....•...........•

pH 7,0 

40mM 

lmM 

0,5M 

4 . 5 . l 4 . T r i s - E O TA (TE) (MA N I A T I S d. ccf iJ, 1982) 

Tric -HCl 50mM 

N ,l 2 EDTA l0mM 

pH 8,0 

4.5. 15. TE para diálise (MANIATIS c_;t a.e,Lt, 1982) 

T ri <: 

EDTA 

pH ô,O 

l 0mM

lmM 

4 • 5 . l 6 . T r i s - E D T A - S a e a r o s e ( T E S ) ( M A 1� l A T I S e. t

dt<(, 1982) 

25 dt, sacarose cm TE (item 4.5.14.) na quantid� 

Je desejada, pH 8,0. 



4.5.!7. TERNAse (MAfJIATIS et afj_,J __ , 1982) 

T ri s .........• 

Na2 EDTA .....• 

RNAse ..... 

pH 7, 5 

IOmM 

lmM 

JOµg/m,Q, 
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~ o Aqueceu-se a sol uçao a l 00 C durante l O min, dis-

tribui u-se em tubos Eppendorf e estocou-se em congelador. Quan 

do neccss�rio, descongelou-se a temperatura ambiente. 

4.5. 18. Tampão para extraçao de ONA cromossômico 

(MANIATIS et afii, 1982) 

NaCl 

T ris 

EDTA 

base ..... 

pH 7,7 

150mM 

lmM 

l0mM 

4.5. l�. Sacarose-Haleato-Magnésio (SMM) (KONDO e McKAY,1982) 

Sacarose ..... ..... . 

Maleato de sódio ...

Mg C I 2 • • •

pH 6,5 

O, 5 M 

20mM 

20mM 

4.5 20. {SMM} x 2 (KONDO e McKAY, 1982) 

Sacarose ........ . 

Malcato de sódio . 

M �J C 1 :1 

pH 6,5 

l M

40mM 

40mM 
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4.5.21.SMM + MI] (KONDO e McKAY, 1982) 

Elaborado a partir de l volume de {SMM} x 2 jun

tamente com l volume de {Ml7 + (GI i) x 4}.

4.5.22. PEG 40% (KONDO E McKAY, 1982) 

PEG 3000

{SMM} x 2 

Água dest ilada q.s.p. 

40 g

50rnQ, 

1001119, 

4.5.23. Tampio para digestão com enzima de res

triçao (MANIATlS cit aE{{, 1982) 

• Tampão de ba ixa concentração sal ina ("Low-Salt

buffer 11
) 

Tris-HCl 

Mg C l 2 •••.•••.••• 

Ditiot.re itol 

pH 7,5

1 0mM 

l0mM 

lmM 

4.s.2,. Tampio para eletroforese Tris-Borato

Tris base .... ... . 

Ácido bórico .... . 

EDTA 

pH 8,0 

54,0g 

2 7, 5g 

0,05M 

O tampao assim preparado apresenta uma concentr� 

ção de 5 vezes. Para ser utilizado fazia-se uma diluição de 1:10. 



4.5.25. Tampão de 

Tris-H Cl 

Mg Cl2 

Oi t iotreí tol 

ATP 

pH 7,5 
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igação (MANIATIS ct cd<z, 1982) 

660rnM 

50mM 

50mM 

lürnM 

Ao extra lo plasmidial linear adicionavam-se 1/10 

do tampao de I igaç�o e unidade de T 4 DNA l igase (Boehringer) 

por micrograma de DNA. A mistura era incubada durante 18 ho-

ras a 19
°

c.

4.6. Caµac.;_dade de coagulaç.ão do f..e,Ltc RS1\! a 23°C duhcmtc 18

hofLcUi (HEAP e LAWRENCE, 198!) 

Em tubos contendo !Om,Q, de lei te RSM esteriliza-

do inoculou-se l % das culturas a serem testadas, 

ativadas durante 3 dias, incubando-se, a seguir, a 

previamente 

o 
23 C duran-

te 18 horas, ap6s as quais selecionaram-se as que haviam coa-

gulado. 

4. 7. Te�te de �en�ibilidade

l 9 8 l )

-

(t tempC.hCLÜl!HL (HEAP e LAWRENCE, 

As culturas selecionadas de acordo com o procedi 

menta descrito no item anterior foram inoculadas na quantidade 

de O,lm,Q, em tubos contendo 9,7m.i de leite RSM estéril e 0,2m,Q, 

de S-glicerofosfato de sódio. O inõculo foi padronizado com 

EDTA, pH 12,0, obtendo-se a densidade Óptica a 4lün,11. Após in-

~ o 8 cubaçao a 23 C durante 1 horas, mediu-se o pH das culturas,
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selecionando-se as que aprese ntaram um pH mais baixo. 

As culturas assim selecionadas foram inoculadas 

(25�) em tubos contendo 9,8mQ de lei te RSM mantidos e m  banho de 

gelo. Estes tubos foram, entao, transferidos para banho-maria 

a 3□ 0
c e mantidos nesta temperatura durante 90 minutos. Após 

esse tempo, for a m transferidos para temperatura o de 38 C e man-

L i d o s d u r o n t e 4 h o 1-a s , s e n d o , e n t a o , r e s f r i a d o s r a p i d a me n t e e m 

banho de gelo e feita a leitura do pH. 

cJ.8. f.lé"tudo de ::i e n1 e d d u ', n paha detenminaçâo do tltulo de 

bactc�i�1agv6 (ADAMS, 1950) 

Em um tubo de ensaio esteri I i zado i nocularam-se 0,2m,Q, 

das culturas juntamente com O, lrn,Q, do soro contendo fagos com 

e sem diluiçóes e 0,05m5t de CaCl2 lM. Após incubação dessa mis

tura durante 10 min utos a 30 ° C, adicionaram-se 3,0m.Q, de M17 se 

mi-sólido, agitou-se e verteu-se e m  placas de Petri conten do 

M!7 + Gli sólido adicionado de lrnt de Cé1Cl2 IM para cada lOO m,Q, 

de meio. 

As placas com as duplas camadas de meio foram i n  

cubadas a 3o
º
c e apos 4 a 5 horas de i ncubação já se podia fa-

zer a primeira contagem das placas líticas; a contagem final 

foi feita após 18 horas. 

cJ. 9. Dctc11n{11aç(u, da tibc1-nçàu c::ipo11tâ11ca de bactcn-i..Õ6ct90.6 

A t�cnica seguida neste caso foi adaptada a par-

r daquelas propostas por HARRIGAN e McCANCE (1976) e HEAP e 
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LAWRENCE (1981). Essa técnica consistiu, basicamente, na inocu 

lação de 0,2ml de cultura ativa em 2 tubos contendo 9,Bmi (tu-

bos-controle) e 2 com 9,7mi (tubos-teste) de leite RSM. Esse 

meio assim preparado foi incubado a 30 ° c durante 90 minutos e 

transferido para 38° c durante 4 horas, sendo, entao, resfriado 

em banho de gelo e determinado o pH. 

Parte da cultura contida em um dos tubos com 9,7m9, 

foi transferida, antes da determinação da acidez, para um tubo 

de centrífuga estéril, ao qual adicionou-se 0,05m9, de ácido lác

tico puro esterilizado. Após centrifugação a 3.000 r.p.m. du

rante 3 min, o sobrenadante foi recuperado em um tubo de ensaio 

estêri l e guardado em refrigerador a 4° c. 

Do segundo dia em diante inocularam-se, nos tu

bos-teste, (9,7mt), 0,2m.Q, de cultura ativa e O,lm9, do soro co

letado no dia anterior. Este procedimento foi repetido durante 

dez dias consecutivos, considerando-se aprovada, a cultura que 

não demonstrou, pela queda na acidificação, quando comparada 

com seu controle, uma multiplicação de fagos após um mínimo de 

sete repetições. 

4.10. Ve.Jii6ic.ação de. Ltóoge.ni.a atfLavês de_ ú1duç,ão 

ultJiaviole.ta (U.V.) 

c_om fuz 

Para indução de profagos, as bactérias lácticas 

foram irradiadas com luz U.V. (comprimento de onda = 247nm) se 

guindo-se metodologia proposta por 

qual sera descrita a seguir. 

CHOPIN e.t clfJ_z ( l 985}, a
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As bactérias crescidas em 20ml de Ml7, o a 30 C du 

rante 90 min, ou seja, no infcio da fase exponencial de cresci 

menta (determinada a partir d e  curva de crescimento feita ante 

riormente), foram centrifugadas a 5.000 r.p.m. durante 10 min 

e ressuspendidas em mesmo volume de solução de Ringer l :4. Ver 

teram-se 15mt dessa suspensao em uma placa de Petri 

um agitador imantado, ambos estéreis. Os 5mt restantes 

contendo 

foram 

utilizados como controle. Irradiou-se a suspensão, mantida sob 

constante agitação, por meio de incidência de luz U.V., duran-

te 4 e l 2 segundos, resu 1 tando numa dose de irradiação de 

20 J .  - 2 m ou 60 J. - 2 m, respectivamente, dependendo da linhagem. A 

intensidade da lâmpada U.V. foi medida por um radiômetro Black

-Ray UVX (Ultraviolet products lnc.) 

Após irradiação, pipetaram-se lOm.Q, da suspensao 

em um tubo contendo lOm.Q, de Ml7 + Gl i dupla concentraçao. Des

te tubo, tomaram-se IOm.Q, e incubou-se a 30° c, observando se 

havia clareamento do meio. Em caso de clarearnento, o meio era 

filtrado, diluído e testado pelo método de gotas contra todas 

as culturas lácticas brasileiras e alguns estreptococos lácti

cas sensíveis tes _adores, pertencentes à coleção do I NRA. Tam-

bém o tubo contendo o meio controle foi filtrado e ensaiado 

contra as mesmas culturas. 

O crescimento e l ise das células também foi acom 

panhado por meio de espectrofotômetro (Bonet, Maury, Jouan, Fra� 

ce), obtendo-se valores de densidade óptica das amostras irra-

diadas e não irradiadas, durante 
- o

incubaçao a 30 C.
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-i. l 1. Tlúd'.açêio de_ bactc.fL,LÕ6ago,s pe.la. :tê.cnica de go:taJ.i (CHO

P!N e:t a.LLL, 1976) 

Placas de Petr·i contendo M17 + Gli sõl ido foram 

inundadas com l,5mQ. da cultura crescida durante 18 horas a 

o o 30 C, sendo colocadas, abertas, em estufa a 37 C com ventila-

ção, durante 30 minutos para secagem. 

Gotas das di luiçÕes convenientes em M17 10% dos 

fagos a serem testados foram depositadas sobre as placas de Pe 

tri, com o auxílio de uma pipeta Pasteur. Após incubação por 

uma noite, o a 30 e, contaram-se as placas de l ise constantes em 

cada gota depositada. Cada mililitro de Ml7 10% contém aproxi

madamente 38 gotas, assim, a leitura de lise foi feita multi

plicando-se o número de placas por 38. 

4. 12. P!Lepa!Laçêio de eJ.itoqueJ.i com alto tltulo de 6agoJ.i (REY-

ROLLE c_t (lfi.J.., 1982) 

Frascos contendo 100ml de M17 + Gl i foram inocu

la dos com 2% da cultura a ser estudada. Após incubação durante 

2 horas a 30° c, adicionaram-se 10 6 UFP/m,Q, (unidade formadora de 

placa) do façio a ser propaciado, juntamente com lm,Q, de e a e 1 2 

IM, continuando a incubação a 30 ° c. Após estabelecimento de 

lise, verificada 'Jelo clareamento da solução, a mesma foi fil

trada em filtro Sartoryus. 

Preparam-se estoques dos fagos virulentos6 (IL 6), 

3 ( 1 L l O ) , 2 5 ( l L 1 3 ) , 4 2 ( 1 L 4 1 4 ) , 5 2 ( 1 L 5 9 8 ) , 6 6 ( 1 L 56 l ) , 6 7 

(IL 562), 119 (IL 737), 129 (IL 746) e 188 (ll 823). 
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4.13. Couc_c11i:'tffÇc10 d12 :ÍCL,905 pc 11 poftetJ_tcao-9L<cot (JARVIS,

1�)78) 

Ap6s estabelecimento de l ise nos frascos conten-

do !OOmQ, de Ml7 gl + lmQ, de CaCl2 1M + 2% de cultura láctica, 

como descri to no tern 4.12., pode-se também, ao invés de f i 1 -

trar, centrifugar a 13.000 1-. p.111, durante 10 min, com refrige

raçao. Ao sobrenadante recuperado adicionou-se NaCI 5M, de for 

ma a obter uma concentração final de 0,5M, juntamente com po-

1 ieti leno-gl icol 4.000 à dose de 10% (p/v). Deixou-se essa rn1s 

tura durante uma not te a l1 °C. Centrifugou-se a seguir, a 

10.000 r.p.m., durante 10 min ressuspendendo-se os fagos em 

5mt de tampão Tris 0,05M contendo NaCl O,lM. 

Dia! isou-se contra esse tampao durante todo um 

d. ;o 4°c.la, -e, Esteri 1zou-se, apos, 

4 • -1 • L. i; t ', a e;· á, , , i (, p ê a :i I n [ d i (, :i 

por filtraçao. 

4.14. L Micro-método para a detenninação rápida 

de perfis plasmidiais (PORTNOY ct af.t�, 

l 98 l)

/\ l í e; u o l a s d e 1 , 3 m Q, d e e u I t u r a s e r e s c i d a s d u r a n t e 

. 1 3 ú 
O, b 1oras a L, ec1 MI 7, for,m ccntrif uqddas a 4.500 r.p.ni. duran-

l:c 5 minutos, a temperatur-a ambiente, e as células ressuspendi_ 

das em 800µQ, de TE . Essa suspensão celular foi novamente cen-

t1-ifugada a 1).000 r.p<rn. duranlc 5 minutos e as células ressus-

pendidas em l50µQ, de TE + 25% de sacarose (TES) 150µ9v de uma 

solução de isozirna a l0mç1 /rnf ern TES, preparada anteriormente, 
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foram adicionados seguindo-se incubação em banho-maria a 37 º c 

dur·ante lO rnin .. 

dos a 

6 O O µ ll 

Os protoplastos assim obtidos foram centrifuga-

11.000 r.p.m. dur;rnLc 10 ;:1inutos e recuperados ern lOµx.. de TES 

d e t a 111 p 2í o d e I i s e ( i t e n1 4 . 5 . 1 l . ) , q u e p r o v o c a v a , 

e 

as-

sim, uma desr1atur,3çi10 do DN/\. Para uma ação completa do tam-

pão de lise, os tubos foram incubados em banho-maria a 37
° c du 

rante 20 min. A adição de 30µ2 de Tris-HCl 2M, pH 7,0, propor-

cionava uma baixa de pH entre 7,5 e 8,5, ocasionando uma r ena-

tur·açao do DNA plasrnidial. A seguir, a adição de 160p1 de NaCl 

5M provocava o aparcc imcnto de um precipitado branco de SOS ju� 

l a me n t e e o rn u s 1· e ', 1d u o s d e 111 e 111 b r a n a e o D NA e r orno s s ô 111 i e o . O s 

tubo j o' ' for,irn colocadu•, a ➔ L ouri:lntc, pelo menos, uma hora, sen

do c.entrí f"ucpdos ,1p<Y,. dur,J11ll' 30 rni11 l' a 1,
º
c d IJ.úllÜ r.p.m. 

R e l i r a 1· ,1 m -s e 1:í O O p 9.. d o s o b r e n a d a 11 t e e o n t e 11 d o o D 1� A 

p I a s r1 i d i a l , l r a n e; 1· e I i n d o - ,; e p a r a u rn 11 o v o t u b o E p p e n d o r f . Adi-

cio1121rJ -c:,c-ltics 1.00pQ, de occtat.o de sódio 3M e 700p1 de eta-

no! élbsoluto dcixando··se aqír 30 rn I n a temperatura ambiente. 

1 s to provo e a v él a p r e c I p I taça o d o D tJ A p l as rn i d i a l . A p Ó s e e 11 t r i f u 

() a Ç ,l O do', LUI.Jl)'.:, dut,111lé.' 20 !ili!] il 4
°

c a 13. oou r.p.111.' secava-se-

-lhes cuicliido',a cr11.c e rec upet-ava-st:,-lhes os precipitadosern 60p,Q,

3 O l 1 cl e :e, s e e x t r a l o f o r d 111 s u b rn e t i d o s à e l e t r o f o r e s e . 

4.14_2_ Exlraç�o preparativa e purificaç�o de 

plasmícJios (PORTNOY ct rtfii, 1981) 

e todo foi ut. li z<Jdo para preparar extratos 

de plasmídin•; a pc11Lir· de 1,SQ. de cultura. 



A cultura crescida em Ml7 + glicose durante 6 h� 

ras a 30°C foi ccnlrifuçiada durante lO min a 5.5 00 r.p.m . 

lulas ressuspendidas em TE sendo, apos, centrifugadas 

e as ce-

durante 

10 min a 6.000 r.p.rn. e ressuspendidas em T ES. Forélm adicionados 

30mi de TES contendo lOmg/mt de 1 isozlma, deixando-se agir em 

o banho-maria a 37 C durante 10 min .  Os protoplastos assim obti-

dos foram recuperados por cent1-i fugação durante lO m1n a 5.00U r.p.m. 

e os precipitados recuperado s  em 8mi de TES. Adicionaram-se 

l25mi de tampão de lise (item 4.5.lü.) deixando-se agir duran-

te 2 0  min a 37 °C. O pH foi ajustado a 7,5 - 8,5 por adição de 

25rni de Tris-HCl 2M, pH 7,0. A seguir, adicionaram-se 40mi de 

NaCl 5M incubando-se o a 4 C por, no mínimo, uma hora. 

Eliminou-se o p recipitado formado por centrifug� 

çao durarHc 30 min é) l 1L000 r.p.1n. O sobi-cnadantc foi recupera-

do, anotando-se o seu volume: x 1112.,. Adicionaram-se 2x/5mQ, de 

acetato de sódio 3M cent rifucJando-se, ;:i seguir, durante 30 min 

a 14.uOO r.p.m. /\dicionurc,r ,1-se 7x/5mf de etanol absoluto ao so-

brenadante deixando-se 30 rnin a te111peratura ambiente. Centrifu 

�Jou-se du rante 15 min a 4 ° c a 1 1+. 0 0U r.p.m. 

Os necipilados obtidos foram cuidadosamente seca-

do s ante:::, de ser (essuspendidos em solução com 3,5mR, deTERNase. 

E s s e s e x l r a t. o s f o - a 111 L r a n s f e 1- i d o s p ;:1 r a t u b o s d e v i d r o , a d i c i o -

n a n d o - s e - l h e '., 3 , 5 111 t d e c 1 o r o f ô r 111 i o <1lcoo1 isoarnílico 

e emulsionando-se-lhes po r a�1itaçao suave. Essa emulsão 

( 2 4 : 1 ) 

foi 

ccntr-ifu�Jada duranl(• 10 1,1in ,1 l+.50 0 r.p.111. e a fase superior foi 
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recuperada com ajuda de uma pipeta Pasteur. O DNA foi precipi

tado pela adição de 0,35mt de acetato de s6dio 3M, 7ml de eta

nol absoluto e conservado � temperatura ambiente durante 30 

min. Esse precipitado foi centrifugado durante 20 min a 12.000 r.p.m. 

Ressuspenderam-se os precipitados em 3,5ml de TE, adicionan-

do-se 3,5g de CsC l e 400µ.Q, de uma so I ução a l Omg/m.Q, de brome-

to de etídio (BET), sendo centrifugados, a seguir, durante 40 h 

a temperatura ambiente a 103.100 r.p.m. 

Por meio de incidência de luz ultravioleta(360nm) 

duas bandas eram visíveis. Os plasmídios foram recuperados a 

partir da banda inferior por punção lateral do tubo com uma se 

ringa. Os e xtratos foram emulsionados em l volume de 

-2 saturado com �gua. As duas fases formadas foram 

butanol-

separadas 

por centrifugação a 5.500 r.p.rn. durante 3 min. Essa extração foi 

repetida até o desaparecimento total da cor rosa e sendo feita 

ainda uma vez suplementar. 

O extrato final foi dialisado contra 1 i t ro de 

TE, o qual foi mudado três vezes, sendo a primeira diálise rea 

1 izada à temperatura ambiente e as seguintes a 4
°
c. O extrato 

foi conservado à temperatura de 4
°
c.

4. 15. Ete:tJtonoh..e,1.,e em Gef de, AgaJtoJ.,e, (MEYERS e:t afii, 1976)

Utilizou-se a técnica de eletroforese em gel de 

agarose para determinar o numero e a massa molecular de pias-

mídias para avaliar a concentração de um extrato 

e cromossômico. 

plasmidial 
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A eletroforese foi realizada em tampao Tris-Bo-

rato (item lf.5.24.). A concentração de agarose utilizada foi 

de 0,5% para as eletroforeses horizontais e de 1% para as ele-

troforeses verticais. 

/J.. agarose (High Gel I ing Temperature Agarose Seakem) 

foi rnisturada d lOOmQ do tampão de eletroforese, sendo fundida 

por meio de ebulição em forno de microondas durante 5 min. As 

amostras (gerdlmente 30µt) foram adicionadas de 5µ1 de tam-

pâo paralisador de lise (item 4.5.12.) e distriburdas nos po

ços do gel. A eletroforese foi efetuada por uma solução de bro 

meto de etrdio a 0,5g/mt e examinados em luz UV (300nm ). 

Os géís foram fotografados sob luz UV (Transi llu 

rninateur UV pi-oducts), utilizando-se um aparelho Polaroid MP 3, 

munido de um filtro laranja e de um filtro UV, alérn de urn fi 1-

me Polaroid 667. 

-1.16. Efcttw{io!L csc bicUmen6.z.onaf (HINTERMANN et atLz., 1981)

Esta técnica foi utilizada a fim de se distin-

guir as três formas possíveis sob as quais um mesmo plasmídio 

pode se apresentar em gel de agarose. 

Após urna pi-irneira e!etroforese (itern 4.15.), co

loração com BET e fotografia do gel, a pista contendo as dife-

rentes bandas plasmidiais a serem identificadas foi recortada 

e irradiada durante quatro minutos, a 30cm de dist�ncia de uma 

1;mpada LI.V. (254nm) com intensidade de 500 erg/mm 2 . 

radiaç�o, em presença de BET, ocasionava cortes nas 

Essa ir

forrnas 



72 

super-espiralada (CCC), sendo que uma parte delas tornava-se re 

l a xa d a (OC), enquanto uma outra parte continuava CCC. As for-

mas OC, se presentes inicialmente, nao seriam modificadas. 

A pista irradiada foi, em seguida, inclusa em um 

novo gel de agarose, o qual foi submetido a uma nova eletrofo-

rese, em direç�o perpendicular. Ap6s esta segunda eletrofore-

se, procedeu-se a uma nova coloração com BET e, apos 

far-se o gel, poder-se-ia distinguir uma sucessão de 

fotogra

triângu-

los formados: as formas OC inicialmente presentes, as OC forma 

das apos a irradiação e a s CCC que subsistiram ap6s a irradia-

ção. Este teste admite que as formas fora dos triângulos se-

riam as formas lincélres (L) de DNA plasmidial e cromossômico . 

..f.. 17. E:iti111aUuc( do pc.óo 1nofccuCcu1. do6 pfa,smld.to6 a pa,'Lt,i11 

de gef de etetno6nncjc_ cm nganoóc 

Os pesos moleculares (PM) dos plasmfdios presen-

tes nos extratos foram estimados por cálculo, utilizando-se a 

observação de MEYERS et aftl. (1976) segundo a qual, o logaritmo 

da migração relativa de uma banda de plasmfdios � uma 

i i near do lagar i tno do seu PM. 

função 

Incluiu-se no gel, juntamente com o extrato pla� 

midial de S. c'Zcrnc11i:i IL 839, o extrato plasmidial de S. tactü 

ll 1437, e os plasmídios pBR 322, pVA 7496 e pVA 856, cujos p� 

sos moleculares eram conhecidos. 

Os pesos moleculares dos plasmfdios 

em megadáltons (Mdal = 10 6 dáltons). 

sao expressos 
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4. 18. Titufaç�o do DNA µfa�midiaf e chomo66�mico

ct ali.t, 1982) 

(MANIATIS 

A amostra a ser determinada, assim como uma gama 

de diluição de uma 
·-

prepara ç a o do fago À a 50mg/m1 (Boehringer)

foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 0,5% pr�

parado como descrito anteriormente, comparando-se, visualmen-

te, a intensidade de fluoresc�ncia do DNA plasmidial ou cromos

sômico com aquela da gama etalonada estimando-se, assim, a qua� 

tidade de DNA existente na amostra.

4. 19. Rccupc!Laçao do DNA pla�midial a pa!Ltlh do gel de aga

!Lo6e (MANIATIS e,t c1l.Li., 1982)

Ap6s extraçao preparativa dos plasmfdios de S.

c!Lemo!Li� !L 839, efetuou-se a eletroforese vertical em gel de 

agarose durante urna noite, a 30V. Coloriu-se o gel com BET e 

observou-se rapidamente sob luz U.V., a fim de localizar a ban 

da correspondente ao plasrnídio pll 21. Essa banda foi recorta

da e colocada dentro de um saco de diâl ise contendo tampão Tris 

Borato diluído a 1:2 e, em seguida, dentro de um recipiente p� 

ra eletroforese contendo o rncsmo tampao. Fez-se passar corren

te el�trica de lOOV durante 3 horas, a fim de eletroelui r o 

DNA do gel para as paredes internas do saco de diálise. Rever-

teu-se, a seguir, a polaridade da corrente durante 5 min 

1 iberar o DNA das paredes do mesmo. 

para 

Abriu-se o saco e recuperou-se todo o tampao ali 

presente dentro de um tubo de centrrfuga, lavando-o duas vezes, 
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com o mesmo tampao. Precipitou-se o DNA plasmidial, de acordo 

com método descrito no item 4.14.2. e realizou-se uma eletro-

forese de controle juntamente com o extrato plasmidial total , 

para confirmar se o DNA recuperado correspondia, realmente, ao 

plasrnídio pll 21. 

.J • i' o . (' L) t c i1 ç à o e '7 l' iJ (' 1 ! C' '1 (( <-: (( 0 de 1111u tOJJfa,0 to0 
,. 

(GASSON, 1983)

lOOrn,Q, da cultura de S. CfUtmoJtÜ IL 839 crescida 

em Ml7 durante lG horas a 30
°

c fo,-am centrifugados durante lü

min a 6.800 r.p.rn. a temperatura ambiente. Ressuspenderam-se as 

c é l u 1 as e rn 1 O O 111 ,Q, d e água d e s t i l a d a , p roce d e n d o - se a um a nova 

centrifugação a 7.400 r.p.rn. durante 10 min, também à tempera-

tura ambiente. O precipitado celular foi recuperado em lümi de 

tampão para protoplastos (TP), sendo seguido o procedimento 

descrito abaixo. 

Em um mesmo tubo forarn misturados 5m9. da suspen-

são celular acima (C) juntamente com Srn,Q, de TP. Em um segundo 

tubo, foram misturados 5mi da mesma suspensao juntamente com 

5rn.Q, de TP + 21119 de li soz i ma por mililitro (P). Ambos os tubos 

foram incubados a 37° c durante 3 horas, sendo feitos exames em 

contraste de fase ao microscópio apos 2 e 3 horas de incuba 

çao. Após verificação da ocorrência de protoplastos, efetuou-se 

centrifugação a 4.250 r.p.111. durante 30 min. Os precipitados de 

(C) e de (P) foram ressuspendidos em 10m9, de TP, repetindo-se,

a seguir, urna centrifugação nas mesmas condições. Os precipitados 
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de (C) e (P) foram recuper-aclos em I0m,Q, de TP e foram feitas di 

luiç.Ões decimais aproximadas dos mesmos, também em TP, semean-

do-as em M17 Gli e Ml7 Gii + Sacarose, em placas de Petri. 

Todas as placas contendo as diferentes diluições 

e meios foram incubadas a 30° c. Efetuou-se a marcação das coli 

nias que cresceram ap6s 5 e 7 dias de incubação. Foram transfe 

ridas por repicagem para M17 Gli 100 das colônias crescidas apos 

7 dias nas placas (P) que continham Ml7 Gli + Sacarose. 

Os protoplastos das 100 colônias assim 

foram submetidos a urna micro-extração de plasmídios 

obtidas 

( i tem 

1+.14.l.), a fim de verificar se haviam perdido os plasmídios 

contidos na linhagem original. 

Em um tubo Eppendorf foram pipetados 100µ,Q, de 

DNA plasmidial com concentração de 50µg/m,Q,, l0µi de tampao de 

restrição apropriado e um volume adequado da enzima de restri-

ção Hpa 11 (Boehringer). Ap6s incubação durante duas horas 

o 
temperatura de 37 C efetuou-se uma purificação do DNA através

de passagens suce�sivas por fenol, fenol + clorof6rmio: álcool 

i s o a m í l i c o e s o me r: t e ã l c o o l i s o a m í 1 i c o , d e a c o r d o c o m me t o d o l o 

gia descrita por MANIATIS ct aCLi, 1982. 

de acetato de s6dio 3M e 970µ9, de etanol 

Adicionaram-se 44µ9, 

o 
a 4 e. Incubou-se du-

rante 30 minutos a -20° c e centrifugou-se durante 20 minutos a 

13.000 r.p.m. O precipitado assim obtido foi seco cuidadosamente 

e ressuspendído no volume desejado de TE autoclavado. 
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4.22. Ext�açao µ'Lcµa�ativa de VNA c�omo663mico (HARR!S-WAR

RICK et oCí (, 1975) 

500mQ,. de cult:u1-a crescida em Ml7 + Gli durante 

6 horas a 30° c foram centrifugados a 5.500 r.p.m. durante !O

-

minutos a temperatura ambiente. O precipitado celular foi res-

suspendido em lüm,Q, de tampao (item 4.5.18.), sendo adicionados 

lOmg/mQ, de lisozima. Após 
~ o 

incubaçao a 37 C, durante 10 minutos, 

adicionaram-se 2mQ, de SOS 25% agitando-se cuidadosamente. In

cubou-se em banho-maria a 6o 0 c durante 15 minutos adicionando

-se, a seguir, 10mg de pronase por mililit ro. Procedeu-se a 

nova incubação a 50° C a t� se observar o clareamento da solu-

~ 

çao, resfriando-se, a seguir, em gelo. Agitou-se essa mistura 

em vortex a velocidade m�xima durante 30 segundos, procedendo

-se, em seguida, a uma desproteinização com fenol e �lcool iso 

amílico e centrifugação a 5.000 r.p.m. durante lO minutos. Ao 

sobrenadante recuperado adicionaram-se 3,5mg/mQ, de cloreto de 

c�sio e 400µQ, de brometo de etfdio (BET) a lOmg/mQ,, proceden-

do-se, a seguir, como descrito no item 4.111.2. 

4.23. Di 9 e6tào pa-1 c.Laf do VNA C/UJHI0,663mico po,'L e.ndonuc.iea.-

6 e. 6 d C. ·1 l 6 t -'L{ Ç a O

Em tubos Eppendorf foram adicionados 4µQ, de uma 

solução de ONA crcmoss6mico de IL 839, possuindo a concentraçao 

de 400µg por mil i 1 i tro, 96p.Q, do tampao de restrição 11 low-salt 11 

(item 4.5.23.) e 5p.Q, de diversas diluições da enzima Hpa 1 1. 

Essas diluições continham 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12, 0,06, 0,03 e 

O U. l. de Hpa 11. 



77 

Os tubos foram incubados durante hora a 37
º

c,

-

apos a qual retiravam-se 2µ,Q,, adicionavam-se 20p,Q, de TE e 5p,Q, 

de SB (item 4. 5.12.) e procedia-se à eletroforese horizontal 

em gel de aga rase (item 4. 1 5.) durante 1 6 horas a 3 0V, junta-

mente com o ONA do fago À digerido por H"nd 111 (MURRAY e MUR

RAY, 1975). Dessa forrna, determinavo-sc qual a quantidade ideal 

de Hpa l I que efetuasse a digestão parcial do cromossomo. 

Para se obter u ma grande quantidade de cromosso-

mo parcialmente digerido, o procedimento seguido era o mesmo, 

alterando-se, apenas, as quantidades iniciais do DNA, assim co 

mo dos demais reagentes. 

4 • 2 4 • C e n :t11..-i 6 u g ação em 91z a d;_ e n te d e s a e a 'L e, .s e 

O DNA cromoss�mico obtido ap6s digestão parcial 

com Hpa 11 era purificado por fenol :clorof6rmio, de acordo com 

metodologia descrita por MANIATIS et afii_ (1982). Recuperava-

-se o DNA precipitado em 500µ,Q, de TE, aquecia-se a 6o
0

c duran

te 10 min, resfriava-se a 20°c e colocava-se cm um tubo com gradiente 

em densidade de sacarose (10 a 40% p/v). 

O tubo com o gradiente foi recuper·ado, utilizan-

do-se pipeta Gi lson da seguinte forma: 9 bandas de densidades 

decrescentes foram depositadas em 3 x 167µ9v de tampão (NaCI lM, 

Tris 20mM e EDTA SmM, pH 8,0) contendo 40'l;, 36,2'.l;, 32,55;, 28,75Z, 

25%, 21,25%, l?,5%, 13,75% e 10% de sacarose. O volume total 

do tubo continha 4,Sm,Q, de sacarose juntamente com 0,5m,Q, do DNA 

cromossômico. 
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Centrifugou-se a 28.000 r.p.m., a 20
°

c durante 

16 a 18 horas. Frações de l00i.i.Q, foram coletadas e examinadas 

(uma em cada tr&s fraç6es) em eletroforese. Para esta última 

foram utilizados l,5i1t de cada fração aos quais 

-se 20112, de TE e l0iJQ. de SB .

adicionavam-

. 4. 25. Fo11mação do DNA ttcc.omb,{·nantc 

Para a construção do DNA recombinante, em um tu

bo Eppendorf foram colocados: 50µQ do vetor pVA 749� digerido 

por Hpa li (item 4.21.), l4uQ. do ONA cromossômico de IL 839 

parcialmente digerido por Hpa 11 (item 4.23. e 4.24.) e 376µQ. 

de �gua est�ri 1. Aqueceu-se durante 5 min a 56 ° c e resfriou-se 

a 20° c. Adicionaram-se 50µ.Q, de tampão de ligação (item 4.5.25.) 

e 10µ.9, da enzima T4 ONA ligase. Incubou-se a 19
°

c durante 18 

horas e efetuou-se uma eletroforese de controle contendo 

das misturas, antes e depois da ligação, juntamente com o DNA 

do fago A digerido por Hind 111, para confirmar se a 

havia ocorrido. 

ligação 

O restante do DNA recombinante foi dia] isado em 

TE, precipitado com etanol e ressuspendido em 100µ.Q, de TE. 

(SIMON ct alii, 1985) 

l8mQ. de cultura d e  S. J'.act;_-5 ll 1403 crescida em 

Ml7 durante l a 1,5 horas a 30° C, ou seja, no início de sua fa 

se de crescimento exponencial, foram centrifugados durante 10 

min a 6.000 r.p.m. � temperatura ambiente. As células foram 
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lavadas com ã�iua destilada e ester-ilizada e ressuspendidas 5,2mQ, 

de SMM + Ml7 (item 4.5.21.), juntamente com 20mg/rnQ, de lisozi-

ma comercial AFIL/\CT preparada antcriorrnente. As células 

transformaram em [HOloplastos durante incubação a 37° c por 

horas. A mié;tura foi centrifugada êl 5.000 r.p.m. durante 

se 

2 

lO 

min. Os proto:,íastos assim foi-macios foram lavados em 5,2m.Q, de 

SMM + M l7 e recuperados em 650µ,Q, da mesma solução. A ocorrên-

eia de protoplastização foi verificada em microsc6pio com con

traste de fase. 

Urna vez observada e confirmada a protoplastiza-

ção efetuou-se o seguinte procedimento: aos 650µQ, da solução 

contendo os p1-otoplastos, adicionaram-se lOOµZ do ONA transfor 

mante ou 511Q de agua (controle 1) ou somente 5pQ.do vetor pVA 7496 

(controle 2) e a mesma quantidade de SMM dupla concentração. 

Os tubos for a m i n cuba d os d u r a n te l O 1n i n à tempera tu r a a111b i ente, 

apos os quais adicionaram-se 2111,Q, de PEG 40% (item 4.5.22.). Efe 

tuou-se nova incubaç�o durante 20 min à temperatura 

adicionando-se, a scc1uir, 6,5mQ. de SMM + M17. 

ambiente, 

Os tubos sofreram centrifugação a 5 .000 r.p.m. du

rante 10 rnin, sendo os protoplastos recuperados ern l,3m,Q, de Ml7 

Gl i + S acarose 0,5M. Incubaram-se-lhes durante 2 horas a 

para que o DNA introduzido se exprimisse antes de serem semea

d a s , s e g u n d o d i l u i ç Õ e s a p r o p r i a d a s e ;11 T P ( i t e m 4 . 5 . l 3 . ) , e m M l 7 

Gli + S acarose 0,5M, adicionado ou não do agente seletivo, no 

c a ,; o , 5 p <J d e e r i t r o rn í c i n a p o r 111 i l i I i t r o . 
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Todas as placas contendo as diferentes diluições 

e meios foram incubadas a 30
°

c durante 7 dias, para 

uma regeneraç�o completa dos protoplastos. Ap6s este 

permitir 

período, 

foram transferidas para Ml7 Gl i as col�nias crescidas nas pla

cas que continham M!7 Gl i + Sacarose + agente seletivo e que 

tinham sido se111eadas corn diluições da mistura que continha o 

DNA transformante. 
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do 

5. l. l. Capacidade de coagulação do leite RSM

23
°

c durante 18 horas 

Segundo LA W R EN C E e_ t n tzL ( 1 9 7 6 ) , um d os p r i me i -

r o s c r i t é r i o s d e �. e l e ç ã o d e b a c t é r i a s l á c t i c a s me s ó f i 1 a s , u t i -

1 izados internacionalmente, é a capacidade dessas bactérias 

coagularem o leite desnatado reconstituído dentro de 18 horas 

a 22-23 °C. HEAP e LAWRENCE (1981) consideram que não 

ressantes, do ponto de vista tecnológico, culturas 

coagulem o leite naquelas condiç�es. 

sao 

que 

inte-

nao 
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Apes.::ir da caract er·i zação tecnológica nao ter si -

do o o bjetivo principal do present e trabalho, f oi realizado es 

te e mais al <J uns ouLros testes tecnológicos com culturas mesóf_!__ 

las pertencentes à coleção de culturas lácticas do !TAL, a fim 

de iniciar um processo de sel eção. 

Os resultados obtidos, sumarizados na Tabela 1, 

evidenciaram que, de 124 culturas ensaiadas, apenas 17não cres-

o c eram a 23 C, apos 18 horas d e  incubação e m  leite RSM esterili 

( l 9 6 S) , LA w R EN e E e.t. aR.ii (1976), zado. Segundo C l TT I c,t aU.L 

BOTAZZI (1:J7:J) e COGAN (1980) as cu 1 turas que não conseguem co� 

g ular o lei te nessas condições são consideradas lentas, sendo 

e ste, inclusive, um dos métodos para diferenciá-las também, 

quanto a este aspecto. 

De acordo corn as observações de COX ( 1977), as 

107 culturas o ·-
que se desenvolv eram bern a 23 C sao, a princípio, 

consideradas boas para a utilização como fermento, visto que 

t�m menores chances de apresentar perda de sua capacidade aci-

difican te. 

Algumas das culturas selecion adas por meio deste 

método, foram uti I izadas nos testes tecnológicos seguintes totalizanc!o 

124. Estas inclue� algumas culturas que não cresceram a

durante ld horas, mas que posteriormente tiveram seu 

d e p 1 as m Í d i os d e te r 111 i na d o ( i t em 5 . 2 . ) . 

23
º

c 

perfil 
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TABELA l Resultados da capacidade de coagulação do l eite RSM 

Cultura 

N? 

16 
96 
97 

100 
l O l
l O Li
105 
l 4 l
1 61
162
163
1 6 4
165
1 66
167
168
169
l 70
1 7 1 
172 
173 
174 
175 
176 
177 
178 
179 
180 
l 8 l
182 
183 
184 
185 
186 
187 
188 
189 
1 9 l 
l 9 2 

l 93
194

após incubação a o 
23 C durant e 18 horas. 

Coagulação 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-··--- --·----- ···"· ··----- ---
-
----. -------::-------:-. 

-
�-.- -·-

Cultura 
Coagulação Cultura

N? N? 

195 
196 
202 
203 
204 
205 
206 
207 
208 
209 
210 
2 l l 

222 
2 21., 
226 
227 
228 
229 
230 
231 
246 
247 
250 
252 
254 
255 
2 56 
257 
259 
261 
262 

263 
265 
268 
269 
272 
2 73 
279 
280 
281 
282 

283 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

284 
285 
2d6 
287 
288 
289 
290 
291 
292 
293 
294 
295 
296 
297 
298 
299 
300 
301 
302 
303 
304 
305 
306 
307 
308 
309 
310 
3 l 1 
3 1 2 

313 
314 
315 
316 
3 1 7 
318 
319 
320 
321 
322 
323 
324 

Coagulação 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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5.1.2. 
-

Teste de sensibilidade a temperatura 

A capacidade de produzir certa quantidade de áci 

do durante o processo de fabricação � um fator muito importan

te na seleção de culturas lácticas. Para este fim, foram elabo 

rados varias testes de atividade que relacionem, de forma ge

ral, a nível de laborató1-io, a produção de ácido durante o pr� 

cessamento, tendo em vista a dificuldade prática de se 

todas as linhagens isoladas por meio da fabricação de 

(BABEL, 1955; SOZZI, 1973; STADHOUDERS e HASS!NG, 1972; 

KOV c.t a.lU_J.,, 1980 e HEAP e LAWRENCE, 1981)

basear 

queijo 

GUD-

Segundo BABEL ( 1962) e SPECK (1982) deve-se con-

siderar, nestes testes, o tipo de tratamento t�rmico sofrido 

pelo leite, já que subst�ncias inibidoras e estimulantes podem 

ser destruídas ou formadas durante o aquecimento. Geralmente 

recomenda-se, para o teste de atividade, 
o 

a temperatura de 30 C

por estar próxima da temperatura em que a produção de ácido e 

normalmente maior (COX, 1977 e INTERNATIONAL DAIRY FERMENTA-

TION, 1 982). 

do, quando as 

GARCIA (1984) 
-

considera que esse valor e 

temperaturas de cozimento são inferiores 

adequa

o 
a 35 e, 

porém, em queijos onde a temperatura excede esse valor durante 

a fabricação, é desejavel utilizar no teste condições de temp� 

ratura de acordo com aquelas empregadas na prática, uma vez que 

as bactérias lácticas diferem grandemente na sua resistência âs 

temperaturas de cozimento (BABEL, 1962 e DUTTA et alii, 1972). 
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No processamento de rnui tos queijos de massa cozi 

da e semi-cozida, como o tipo Prato, � importante que o fermen 

to produza as condiç�es necess�rias para que as reaç�es qufmi

cas essenciais tenham sequencia, resultando na liberação de 

precursores do aroma, devido � quebra enzfmica dos componen-

tes do leite, bem como num baixo pH, que regula a velocidade 

das reaçoes e um reduzido Eh que mant�m compostos como o meta 

notiol na sua forma reduzida (LEGG, 1973 e COX, 1977) . 

O desenvolvimento do fermento l�ctico ainda tem 

sido relacionado ao aparecimento de sabor amargo em queijos, 

devendo-se fazer, dessa forma, uma avaliação do teor de pept í

deos amargos formados durante o crescimento em lei te (KLIMOVSKII 

e, t a t ;__ ;_ , l 9 7 3 e B E L O V A (:' t a C .<' -L , l 9 8 2 ) . O s a b o r a m a r g o

ta, basicamente, da ação de proteinases sobre proteínas 

resul-

e s pe c �-

ficas, tanto oriundas do fermento como do coalho. MARCOS e.t a.LLL 

(1377) consideram importante a determinação da atividade 

teol ftica na seleç;o de fermentos para a indGstria. 

pro-

HEAP ct aCii (1978) consideram como nao origini-

rias de amargor, as cepas que nao se multiplicam rapidamente 

a 37-38 ° c, mas que apresentam bom crescimento a 35 ° C ou menos. 

D e s s a f o r 111 a , e s t i c1 o u - s e a a t i v i d a d e a e i d i f i e a n t e d o s e s t r e p to -

cocos l�cticos pertencentes a coleç�o do !TAL, j� ensaiados no 

item anterior. Utilizou-se a técnica descrita no item 4. 7. ,

incubando-os em diferentes temperaturas, as quais simulam as 

condiç�es de fabricaç�o dos queijos de massa semi-cozida. Es

ses resultados estão sumarizados na Tabela li. 
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TABELA 1 ! . Efeito da temperatura de incubação na capacidade 

acidificante. 

Cultura 
pH após incubação 

Cu I tu ra 
pH após incubação 

N9 5 horas 90 min a 3oºc N9 5 horas 90 min a 3oºc 
a 3oºc e 4 h a 38ºc a 3oºc e 4 h a 38°c 

16 4, 2 O 4,78 l 83 5,50 4,98 

96 6, 4 o 6,37 ]84 5,70 4,95 

97 4,95 4,46 185 6, o o 4,87 

1 O O 5, 3 5 5,42 1 88 5, o o 4 , 6 1 

l O l 5, 7 o 5,40 1 92 5,80 4, 7'9 

1 o 4 5, 4 o 5,49 1 93 5, 1 O 4,83 

1 05 5,50 5,95 1 95 5,40 4,84 

1 4 1 5, o o 5,22 196 5, 1 5 4,84 

16 l 6,50 6,28 203 5, l O 4,83 

1 62 6, 3 5 5,85 204 5, o o 4,84 

1 63 5, 5 O 4,74 206 6,50 6,30 

1 65 6,50 4,98 207 4,80 4,84 

166 5, o o 5, 03 208 5,20 4,82 

1 6 7 5, o o 4,92 209 5, 1 O 4,82 

168 4,75 4,66 21 O 6,60 4 , 6 1 

169 4,95 4,96 211 5, 20 4,75 

1 70 5,00 4,95 222 6, 5 o 4,88 

1 7 l 5, l O 4,95 224 6,45 5, o o 

172 4, 70 4,42 225 4,95 4,98 

173 6, 4 4,75 226 5,25 4, 9 o 

174 5,05 4 , 6 1 227 5, l O 4,78 

175 6,40 4,60 228 5,45 4,88 

1 76 5,50 4,87 229 6,50 4,76 

1 7 7 5,40 4,83 230 5, 1 O 4,99 

1 7 t1 6,40 6,4 232 6,60 4,85 

1 79 5, o o 4,70 246 5,40 4,82 

18 l 5,20 5,05 250 6, o o 4,52 

182 5, 3 O 4,44 252 5, l 5 4, 5 o 

... Continua ... 
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TABELA 
l ' 
l l , Continuação. 

pH após incubação pH após 
-

Cultura Cultura 
incubaçao 

N<: 5 horas 90 min a 3oºc N<: 5 horas 90 min a 3oºc 
a 3oºc e 4 h a 38°c a 3oºc e 4 h a 38°c 

254 4,90 4,80 296 4,80 4,86 

255 5, 9 O 4,97 297 5,00 4,98 

256 5, 7 O 4,98 298 5, o o 4,90 

257 5, o o 4,90 299 5, 1 5 4,97 

259 6,50 4,67 300 5,00 4,87 

261 4, 7 5 4,56 301 5, 2 O 5 , 2 1 

26 2 4, o o 4,55 302 4,95 5, 1 5 

263 5, 50 4,88 303 6,50 5,36 

26 5 5,20 4,59 304 6,55 5, 1 7 

268 5, 3 O 5,35 305 5, o o 5 , 3 1 

269 6,35 5 , 4 l 306 4,90 5,28 

273 6,20 4,52 307 4,85 5, 1 5 

279 5,35 4,55 308 6,40 5, 1 8 

280 5,20 4 , 7 l 309 6,40 5,36 

281 4,90 4,88 3 1 O 6, 3 o 5,28 

282 4,90 4,95 3 11 5,40 5,74 

203 5, o O 5,06 312 6, 3 5 5 , 4 1 

284 4,85 4,92 3 1 3 5,25 5, 1 5 

285 4,90 4,92 314 5,25 5, 1 2 

286 5,00 4,96 315 5,80 5 , O 1 

287 4,90 5, o 3 316 5,35 5, 1 9 

288 5,00 5,05 317 4,90 5,27 

289 4,95 4,92 318 6,50 4,98 

290 4,90 4,93 319 5, 2 5 5 , 1 6 

2 91 5,00 4,94 320 6,35 5,39 

292 5,00 4,90 321 4,80 5,34 

293 5, o o 4 , 9 l 322 4, 80 5,22 

294 5,00 4, 8 7 323 6,50 5,23 

2 a ,.. ., ::> 5,00 4,91 324 6,60 5,24 



88 

O valor do pH das linhagens 161 e 301 foi tomado 

como padrão para caracterização de culturas tipo lentas e ráp� 

das, respectivamente (HEAP e LAWRENCE; 1976). Isso significa 

que a cultura 161 acidifica o 1 
• -

,ette, porem, a cultura 3 O l 

d 
-

d 38°c.faz mais rapidamente quan o a temperatura e aumenta a para 

o 

Verifica-se pela Tabela l l, que a grande maioria 

das culturas são do tipo rápidas, já que os valores de pH si

tuaram-se abaixo de 6,50 e 6,28, pHs da cultura 161 apos incu

bação a 30°c durante 5 horas e 90 min a 30°c + 4 horas a 38°c.

As linhagens lentas apresentam essa caracterfstica por não Pº! 

sufrem, ou terem perdido, o sistema de proteinase, sendo, en

tão, denominadas de Prt-, enquanto as que mantêm aquele siste-

ma são Prt+ (McKAY, l 983). 

Os resultados obtidos foram semelhantes aos veri 

ficados por GARCIA (1984) observando-se, para a maioria das cul 

turas, uma melhor acidificação ap6s incubação a 30°c 

90 min e, em seguida, 4 horas a 38°c. 

durante

Atualmente, as culturas Prt- têm recebido aten-
-

çao especial no campo lacticinista internacional, chegando me� 

mo a ser indicadas como culturas preferenciais na fabricação 

de queijos, devido a três características vantajosas que apre

sentam: redução do potencial de amargor, maior resistência a 

bacteri6fagos e maior rendimento do produto (LAWRENCE et alii, 

1976; COGAN, 1980; McKAY, 1983 e HUGGINS, 1984). ANTUNES (1985) 

discute que o potencial para a utilização de misturas apropri� 

das de Prt e Prt + pode ser mais desejável e oferecer algumas 
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vantagens adicionais, como melhor controle do desenvolvimento 

de sabor e aroma e aumento de rendimento. Dessa forma, 

necess�rio ensaiar composições de fermentos contendo 

seria 

culturas 

r�pidas e lentas, apresentadas na Tabela l t, acompanhando a 

maturação do queijo processado para se poder fazer uma sele-

ção dessas culturas. 

5- 1.3. Teste de liberação espontânea de bacterió

fagos 

HULL e BROOKE (1982) mostram um aumento na re-

plicação de fagos do leite cru nos testes de atividade conduzi 

dos a 35 ° C, tendo ocorrido pouco desenvolvimento a 30 ° c. lndu-

bitavelmente, temperaturas elevadas encontradas durante o pro-

cessamento de queijo podem incrementar a replicação de fagos 

em algumas linhagens que previnem ou restringem o desenvolvi-

menta lítico em temperaturas mais baixas. Assim, linhagens que 

não favorecem a replicação de fagos heterólogos em tempera tu-

ras elevadas podem, de fato, ser mais desej�veis de incorpora-

-

çao em fermentos l�cticos. 

O teste de atividade proposto por HEAP e LAWREN

CE (1976, 1981) prediz a longevidade de uma determinada linha

gem em condições de processamento. Assim, as 124 linhagens em 

estudo foram sujeitas a repetidos ciclos de crescimento em pr� 

sença de amostras de 11soros11 (meio fi 1 trado) provenientes de 

seu próprio crescimento no dia anterior. Utilizaram-se, ain-

da, condições de tempo e temperatura que imitam aquelas encon

tradas durante os processamentos (item 4.9.). 
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Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que 

as culturas 166 e 280 não são adequadas para serem usadas em 

fermentos simples ou mistos, pelo fato de terem liberado bacte 

riófagos, espontaneamente, após o 7? e 5? dia d e a t i v i d ade res 

pectivamente. Isto é evidenciado pe1o aumento do pH, situando

-se próximo ou acima do pH do controle, não mais ocorrendo aci 

dificação. As Figuras e 2 sumarizam esses resultados. As de-

mais culturas ensaiadas, entretanto, poderiam ser utilizadas 

para aquele fim, no que diz respeito à 1 iberação espontânea de 

fagos. 

Este teste deve ser complementado com o de indu

ção de profagos através de agentes mutagênicos, para que se po� 

sa afirmar que as outras culturas não ocasionariam problemas 

de bacteriófagos às demais 1 inhagens componentes de um fermen

to láctico. 

5.2. Pe4ill de pla6m1dlo6 de e�tAeptococo6 l�ctlco6 pe4ten

cente6 � coleçao do ITAL 

Os plasmídios de 58 culturas de estreptococos láctJ__ 

c os. p r ove n i e n te s d a c o 1 e ç ão d o t TAL f o r a m ex t r a í d os segundo me 

t o d o lo g i a d e s c r i t a n o i t e m 4 . 1 !t • l • 

Os resultados obtidos confirmam o valor do méto-

do utilizado para a identificação de plasmfàios de linhagens 

de estreptococos lácticas. Ademais, permite estabelecer compa

rações entre os diferentes perfis, como já havia sido descrito 

por CHOPIN e LANGELLA (1982), para plasmídios de 60 1 i nhagens 
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FlGURA l. Curvas de atividade da cultura 166 com liberação es

pontânea de fagos, sendo C ;  tubos-controle e T ;  tu 

bos-teste. 
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FIGURA 2. Curvas de atividade da cultura 280 com liberação es-

pontânea de fagos, sendo C = tubos-controle e T = tu 

bos-teste. 
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extraídos pelo método de GASSON e DAViES (1980 c). 

Pelos resultados expostos nas Figuras 3 e 4, 21 

culturas apresentaram perfis de plasmídios distintos, sendo que 

seu número, por cultura, variou de um a onze (linhagem 308). 

Estes números são inferiores aos descritos por DAVIES �t afii,

(1981), os quais encontraram até Jlt plasmídios em algumas cul

turas. CHOPIN e LANGELLA (1982) discutem que, talvez, nem to 

das essas 14 bandas encontradas representem, realmente, plasmi 

dios diferentes pois, segundo a técnica de extração utilizada, 

um mesmo plasmídio pode ter seu icldo nucléico presente no ex

trato sob diferentes formas, ou seja, super-espiraladas, rela-

xadas e lineares, as quais resultam em bandas distintas a pos 

eletroforese. No presente caso, desde que foi utilizada uma téc 

nica de extração alcalina, a qual resulta, raramente, em for-

mas relaxadas, pode-se pensar que todas as 11 bandas observa

das, no caso da cultura 308, correspondem inequivocamente a 

plasmídios, ou seja, a formas super-espiraladas. 

Observam, igualmente, analogias no conteúdo de 

plasmídios de 43 culturas, cujos tipos estão representados na 

Figura 5. Duas culturas (179 e 320) apresentaram o perfl de 

plasmfdios do tipo A; cinco delas ( 280, 313, 316, 317 e 319), 

o perfi 1 do tipo B; vinte e sete (141, 16, 318, 321, 323, 324 e

281 a 301), o perfil do tipo C; três culturas (303, 305 e 306) 

o perfil do tipo D; três culturas (175, 178 e 206), o per f i 1 

do tipo E e outras três (167, 168 e 169), o perfil 

do tipo F. 

plasmidial 
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A freqüência de p lasmídios análogos foi aproxima 

damente de l/3, ou seja, a mesma encontrada por PECHMANN e TEU 

BER (1980) com 51 culturas. Já DAVlES et ali.{ (1981) encontra-

ram apenas 4 linhagens com perfis análogos, dentre um grande 

número de culturas, sendo que as demais apresentavam perfis de 

plasmídios variados e específicos. Entretanto, esses autores 

verificaram que as 4 linhagens idênticas derivavam de urna mes

ma c u 1 t u r a d e o r i g em , e v i d e n c i a n d o , p o r t a n t o , q~ u e· a u t i 1 i z a ç ão 

de perfls de plasmfdlos era um excelente método para reconhe-

cer diferentes linhagens. YU et alii (1983) conclufram, i gua.!._ 

mente, que perfis de plasmfdios tão diferentes e 

para cada organismo poderiam ser utilizados na 

das diversas culturas lácticas. 

específicos 

identificação 

Este fato tambim foi comprovado no presente tra-

balho, já que as culturas possuindo o perfil tipo E (Figura 5) 

-

sao oriundas de uma mesma cultura, assim como aquelas de nume-

res 281 a 300, perfil tipo C, também são provenientes de uma 

Única cultura de origem. 

Dessa forma, o conhecimento do perfil de plasmf

dios das culturas lácticas pertencentes à coleção do lTAL é de 

extrema importincia, pois muitas delas foram isoladas de soros 

provenientes de processamentos de diferentes indústrias e, co� 

seqGentemente, de fermentos comerciais que podem ser idênticos. 

De acordo com CHOPIN e LANGELLA (1982), a anal o-

g1a de perfis de plasm:dios não é surpreendente, podendo-se s� 

por que as pequenas diferenças observadas nos perfis de algumas 
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A B C D E 
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FIGURA 5. Perfis de plasmídios idênticos de inh.:igens de es-

trcptococos lácticas d.J coleção do ITAL. 
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linhagens que estudaram, resultem de variações nas pressões de 

seleção exercidas sobre elas, durante sua passagem nas diver

sas coleções. 

Para complementar a informação sobre linhagens po� 

suindo perfis análogos, há necessidade de se testar a sua sen

sibilidade a bacteriófagos virulentos, estudo este que foi rea 

1 izado e cuja discussão encontra-se no pr6ximo item deste tra

balho. 

5.3. Tipagem e nZvel de �en�ibilidade de e�t4eptococo� l�c

tico� da coleçao do ITAL a 6ago� vi4ulento� pe4tencen

te� a coleçao do INRA

Um dos métodos utilizados nQ controle de bacte-

riófagos na indústria é a utilização de rotação de 

que não sejam fago-relacionadas (LAWRENCE e PEARCE, 

culturas 

1972 e 

KEOGH, 1972). Para tanto, há necessidade de se conhecer a sensi 

bi I idade das bactérias aos .e • 1agos, ou seJa, realizar a sua tip� 

gem. A aplicação do método de tipagem é grandemente facilita

da, se forem estabelecidos grupos de linhagens que não apresentem 

o mesmo padrão de sensibilidade aos fagos utilizados para a ti

pagem, assim como a escolha de 1 inhagens e de fagos de cada 

grupo que permitam uma rápida classificação, tanto de um novo 

fago, como de uma nova linhagem isolada (CHOPIN et a.l.Ll, 1976). 

Neste sentido, vários tipos de agrupamentos de fagos possuindo 

reações líticas similares foram criados (NiCHOLS e HOYLE, J9Li9; 

H EN N l N G e_,t_ o..J!,,i,,i,, 1 9 6 8 ; L EM B K E e.t ai!_i,i, , 1 9 7 2 e ENG E L e:t alLé , 

1975) e complementados com estudos sorológicos dos fagos 
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(N!CHOLS e HOYLE, 1949; WlLKOWSKE et al,i,,i,, 1954 e ENGEL et 

ali,i, j 1 9 7 5 ) . 

CHOPIN et ali,i, (1976) montaram um sistema de agr.!:!_ 

pamento de fagos, segundo sua ação lítica, assim como um outro 

de estreptococos lâcticos baseado na sua sensibilidade aos bac 

teriófagos virulentos. As 21 linhagens de estreptococos lãcti

cos da coleção do !TAL, que apresentaram perfis distintos de 

plasmídios foram ensaiadas contra 10 bacterlófagos representa

tivos de 6 grupos líticos definidos por aqueles autores e per

tencentes à coleção do INRA. A Tabela 11 l resume os resultados 

obtidos. 

Observou-se que 47,6% das 1 inhagens testadas fo-

ram sensfveis a um ou vários fagos virulentos, pertencentes 

aos grupos 1 fticos gl (4,7%), gZ (19%) e g3 (23,8%). Não se ob 

tiveram resultados positivos de sensibl ]idade aos demais fagos 

ensaiados pertencentes aos grupos g4 (fago 25), g5 (fago 119) 

e g6 (fago 42). Por outro 12do, as demais 1 inhagens ensaiadas 

(52,4%) mostraram-se resistentes a fagos de todos os 6 grupos 

líticos; essa percentagem foi maior que aquela de 10% observa

da por NICHOLS e HOYLE (1949), e a de 31% obtida por HENNING 

et al,i,,i, (1968). Estes últimos autores consideram que a ausen

cia de fagos ativos contra 31% das linhagens que testaram era 

devida ao fato das mesmas terem vindo de outras regi�es e, po� 

tanto, n30 terem sido usadas nas fábricas onde os fagos tinham 

sido isolados. lsto pode adequar-se ao caso presente, já que 

a maioria das culturas era proveniente do Brasil e todos os 
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TABELA l l 1. Sensibi I idade de estreptococos lácticos brasi lei

ros aos fagos virulentos da coleção do INRA. 

N� fago 
Cultura 

N� 
8 6 52 66 67 188 

(g Jj * (g 2) * (g3) * { g 3) (g3) {g3) 

168 + 

307 + 

309 + 

3 1 O + + + 

105 + 

162 + + + 

1 79 + 

163 + + 

1 6 + 

262 + 

* 
1 íticos. g 1 ' g 2' g3 = Grupos 
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fagos isolados em indGstrias de laticfnios da França. Entretan 

to , C H O P I N e.:t a.ti), ( l 9 7 6 ) c o n s i d e r a m q u e a s l i n h a g e n s resis-

tentes obtidas poderiam ser sensíveis a um pequeno numero de 

fagos raros ainda não isolados, l lsog�nicas para a maioria de

les ou mutantes resistentes a fagos. 

Os result ados oht idos com as culturas lácticas 

brasi ]eiras confirmam aqueles de CHOPIN e.,t a.ti), (1976), quanto 

ao grupo lítico g3, tendo-se verificado, também, que a maioria 

das 1 inhagens foi sensível a fagos deste grupo, os quais agi-

ram, na maioria dos casos, sobre duas ou mais 1 inhagens de es

treptococos lácticos. 

As 10 culturas lácticas que mostraram-se sensí-

veis aos fagos virulentos, não a presentaram, porém, o mesmo nl 

vel de sensibilidade. Assim, segundo a cultura indicadora uti-

lizada, a linhagem a ser classificada ou a cultura normal de 

propagação do fago. O número de fagos obtidos não foi o mesmo. 

Estes resultados estão representados pelos diferentes valores 

de capacidade de multiplicação dos fagos (eop) na Tabela IV. 

Obtiveram-se, portanto, dois grupos de resultados: 

(l) culturas apresentando igual sensibilidade a um determinado

fago quanto ã sua cultura de propagação (eop ;;: l), por exem-

plo, as 1 inhagens 168, 179 e 163 em relação às 1 inhagens de 

propagação !L 10 (fago 8), il 598 (fago 52), IL 562 (fago 67)

e iL 823 (fago 138) e 2 culturas apresentando sensibilidade me 

nor que as inhagens de propagação dos respectivos fagos, por 

exemplo, as linhagens 307, 309, 16, 262, 310, !C5 e l 62 em 
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TA3ELA l V. N íve 1 d e  s ensibilidade dos e st r e pt oc ocos lácticas 

brasil eiros aos f agos virulent os d a  coleção do !NRA. 

Cultura 

8 

168 

307 

309 

3 l O 

1 O 5 

162 

1 79 

163 

l 6

262 

* 

Eficiênci a 

Eficiência de multi plicação dos fagos (*) 

6 

3,0x10 
-6

l ,3xl O 
-7

1, 4x 1 O 
-s

l ,5x1 O 
-s

52 66 67 188 

5,7xl0 
-lt 

7,3xl0 
-6 3,2x10-

4

l, 1x1 O 
-5

-2 

3,0xl0- 5
1 2 lQ-3 2,7x10 , , X, 

n? de fagos multiplicados sobre a cul
tura brasileira a ser classificada 

de multi p 1 i cação = __ ..____ _______________ _ 
n? de fagos multiplicados sobre a cul
tura de propagação 



relação as 
-

linhagens de propagaçao l l 1 O (fago 8), ll 

6), l l 1403 (fago 66), l l 562 (fago 67) e l L 823 (fago 

1 O 3 

6 ( f a go 

l 8 8) ,

respectivamente. Para este Último grupo, tentou-se identificar 

o mecanismo de resist�ncia presente naquelas culturas.

De posse dos resultados de nível de sensibi 1 ida

de aos fagos, procurou-se verificar se culturas que apresenta

vam pergis de plasmfdios an�logos possuíam igualmente, a mes

ma sensibilidaàe aos fagos líticos. Os dados obtidos foram po

sitivos, determinando-se, dessa forma, que a efici�ncia de mui 

tiplicação do fago 8 sobre as culturas 166 , 167 e 169 era idên 

tica à da cultura !68, assim como a cultura 320 foi idêntica à 

obtida sobre a cultura 179. Esses resultados confirmam aqueles 

obtidos por CHOPIN e LANGELLA (1982) quanto à semelhança de 

perfis de plasmídios e espectro de sensibi ]idade id�ntico a fa 

gos virulentos. Confirmou-se, também, que o sistema proposto 

por CHOPIN et aJ!..L{ (1976) pode ser aplicado para estreptococos 

licticos provenientes de outras regi6es, tendo-se podido elas-

sificar as.linhagens sensíveis da seguinte forma: grupo Gl: 1 • 

1 l 

nhagem 168; grupo G2: linhagens 307, 309, 16 e 262 e grupo G3: 

linhagens 310, 105,  162, 1 79 e 16 3. 

5.4. Vetehminaçao de mecanl6mo6 de he6i6tincla a bactehl66a 

go6 em e6theptococo6 lictico6 da coleç�o do ITAL 

Verificou-se que as linhagens 310, 162, 105, 307, 16, 

262 e 309, apresentaram um rnecan ismo de resistência a determinados 



1 O 4 

fagos vi ru 1 en tos ensaia dos (Tabela t V). Estabeleceu-se poste-

riormente a exist;ncla de um mecanismo de restrição e modifi-

cação na linhagem 310 em relação aos fagos 66, 67 e 188 de 4 

log e na linhagem 162 em relação ao fago 66 de 2 log. Estes re 

sultados estão sumarizados nas Tabelas V e VI.

Após propagação do fago 66 sobre a linhagem IL 

1403, obteve-se um título de somente 1 fago sobre 10 4 sobre a 

1 inhagem 310. Desde que este fago foi propagado sobre 310, ele 

foi modificado, podendo, então, multiplicar-se bem sobre esta 

1 inhagem. Quando se propagou .novamente sobre IL Jli03, ele per-

deu a modificação adquirida sobre a linhagem 310, a qual 

sou a restringf-lo corno anteriormente. 

pas-

Desta forma, estabeleceu-se que a resist;ncia da 

1 inhagem 310 aos fagos 18B e 67 era devida a este mecanismo de 

R/M (resultados não apresentados). 

Observou-se, entretanto, que as placas de li se 

formadas pelo fago 188 sobre as culturas 162 e 105 correspon-

diam a fagos mutantes. Assim, o fago 188 modificado quando de 

sua propagação na l inhagern 105 conserva esta modificação mesmo 

após sua multiplicação em IL 823. Não se trata, portanto, de 

uma modificação controlada pelo hospedeiro, mas de urna mutação

(LURIA, 1953). Um exemplo destes resultados está 

na Tabela Vl ! . 

representado 
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TABELA V. Evid�ncia d e  um mecanismo de restriç�o/mo dificação 

presente na linhagem 310, ativa cont ra o fago 6 6. 

Linhagem 

hospedeira 

a/ 

! L l 4 O 3

310 

Eficiência de 

mu l ti p 1 i cação 

b/ o f a go 66 foi 

Ef . .  - . d 1 . l. - d a/1c1enc1a e m u  ttp tcaçao ·o-

Fago 66 

(IL 1403)�/ 

- t, 

5, 7 X ] Ü 

n? de fagos 

n '? de fagos 

gaçao 

propagado 

Fago 66 

( 1 L l 4 O 3 -3 l O ) �/ 

Fago 66 (IL 1403-310 

! L l 403)�

- 4
3, 2 X ] Ü 

--- --- ···--· ··-···-··--···--·-·--- ----·-··-···- ===----------· -

mu l ti p l i cados sobre a cultura estudada 

multiplicados sobre a cultura de propa-

sobre a linhagem IL l 4 O 3

c/ O faqo 66 foi propagado sucess i varnen te sobre as linhagens I L 

1403 �
> 310.

d/ O fago 66 foi propagado sucess i varnen te sobre as linhagens I L 

]L1ü3 e 310 e 'L !403.
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TABELA VI. Evi dência de  um mecanismo de  restri ção/mo difi cação 

pres ente n a  1 inhagem 162, ativa contra o fago 66. 

Linhagem 

hospedeira 

1 L 1 4 O 3 

162 

a/ Eficiênci a de 

rnu 1 ti p ! i caç.ão 

~ . ~ a/ E f i c i e n e i a d e m u l t i p l I e a ç a o d o-

Fago 66 

( 1 L l 4 O 3 ) É_/ 

Fago 66 

(lL 1403-162)�/ 
Fago 66 (IL 1403-162 

IL 1403)�/ 

2, 9 X ] Ü 
- �

2,] X ] Ü 
- 2 

n'? de fagos mu 1 ti p l i cados sobre a cultura estudada 

n'? de fagos multiplicados sobre a cultura de propa-

gaçao 

b/ o fago 66 foi propag ado sobre a 1 inhag em IL 1403. 

c/ O fago 66 foi propag a do sucessivamente sobre as I inhag ens 

IL ]L103 e 162. 

d/ O fago 66 foi propag a do suc ess ivament e sobre as linhag ens 

!L 1403 e 162 e ll Jl-103.
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TABELA Vl 1. Evidência de  um mecani smo de resis t ên c ia apresen

tado p ela linhagem 105, devido a mutaç5es sofridas 

p e lo fago 188. 

Linhagem 

hospedeira Fago 188 

E f i c i ê n c i a d e m u l t i p l i c a ç ão d o�/ 

Fago 188 
( 1 L 8 2 3 ) .!:/ ( 1 L 823-105)�/ 

Fago 188 (IL 823-105 
IL 823)ij 

====-��� ---------- --=--======== 

IL 823 

1 O 5 4, 5 X 

a/ Efic iênciél de n'? 

multiplicação n '? 

l , 6
- 5 

X lo 

- 6
l O 

de fagos 

de fagos 

multiplicados 

rnul tipl icados 

sobre a 

sobre a 

gaçao 

b/ o fago 188 foi p r opagado s obre a linhagem 

cultura estudada 

cultura de propa-

IL 823. 

c /  O fago 188 f oi p r opagado suc essivamen t e  sobre as I inha

gens !L 823 e 105. 

d/ O fago 188 foi propagado suces�;ivamen t e  sobre as linha

g en s  lL 823 e 105 e IL 823. 



108 

O fago 6 causa provavelmente uma 1 i sogen i zação 

nas culturas 307, 309, 16 e 262, as quais também apresentaram 

resistência ao mesmo, assim como o fago 67 sobre a linhagem 

162 (Tabela IV). Isto foi evidenciado pela impossibilidade de 

multiplicação deste fago 11aquelas culturas, além do aspecto 

morfol6gico das placas de li se que apresentaram, ou seja, pia-

cas muito pequen,1s e turvas, de difíci visualização e conta-

gem. Entretanto, nao houve tempo hábi para que se pudesse com 

provar devidarne11Le este fenôrneno. 

s.r). Vc'éi:\ícc(Çi/(' ele CíSO!JC!IÍll ('))] c6t11cptococo,s da cote-

(Cit' do I 7 /\ L pc'7 l!IC<c de é11duçiio com fu::: uCtJwv.iotc-

ta (li. V.) 

Os estreptococos l�cticos podem ser uma possfvel 

fonte de fa<]O!, temperados, responsáveis por falhas na produção 

de ácido láctico, durante o processamento de queijos (LAWRENCE 

ct atii, 1976). A incidência praticamente universal de l isoge-

nia nessas bactérias indica que as rnesmas podem servir como um 

reservat6rio de fagos potencialmente capazes de atacar as ce-

pas que comp�em cs fermentos l�cticos mistos (HUGGINS e SAND!

NE, 1977). Além c,isso, ALLEN ct uf{{ (1963) demonstraram que 

podem ocorrer trocas genéticas mediadas por fagos nas bactérias 
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lácticas, sendo este um outro fator que pode contribuir para 

aumentar a variabiliciade das linhagens correspondentes daqueles 

fermentos. Por este motivo, o conhecimento de linhagens lisog-ª. 

nicas e indicadorüs, que possibilitem a multiplicação dos fa-

g o s l i b e r ê1 d o s , e rn u i L o i 1,1 p o r t a n t e n a 

com p o n e n te d e u ::1 f e r i:1 e n tu I á e t i e o . 

escolha de uma cultura 

Com este propos to, os 21 estreptococos lácticas 

que apresentaram diferentes perfis de plasmfdios, foram subme

tidos à irradiação por meio de luz U.V. (item 4.10.), no intui 

to de induzii- seus possíveis profagos ao ciclo l í ti co. Foram 

- 2 

utilizadas dosagens de 20 J.m para induzir 17 culturas e 

-2 

60 J.m para as restantes, pois nem todas as culturas puderam

ser induzidas com a primeira dose.

A indução dos fagos temperados foi evidenciada 

por um clareamento no meio de cultura contendo as culturas in-

duzidas, em conipara\�ão com as testemunhas não subn1etidas à ir-

radiação U.V. Este clareamento ainda foi comprovado por medi-

das contfnuas em espectrofot6metro da densidade 6ptica ( D . O. )

de todas as cultLHdS. E'.,scs resultados são exemplificados pela 

Figura 6. 

Tod2s as culturas sofreram l ise entre 90 minutos 

e 4 horas ap6s o choque com U.V. Procurou-se, em seguida, cul

turas sensfveis aos fc1gos temperados presentes nos l isados ob

tidos. Para tanto, testou-se a açao destes últimos sobre as mes

mas 21 culturas estudadas e tamb�m sobre 6 culturas da coleç�o 
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ção U.V. 
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do INR/\, (Jl!l' JCl lii1v1,H1 c,c r,'v,·lado llo�1'; indicadoras no curso 

J (: u 111 t r :1 li i! 1 i; u :i ri l '-' 1 1 o r ( R E Y F\ O L L E , , l ( / , 193 2) 

d os o b l i d u ,, e " L a o ·, u 1·1 ,, r i a d u na Tab,,1:3 VI 

TABELA VI 11. Espectro Ítico de fagos liberados 

com luz ultravioleta. 

Os resu l La-

apos indução 

--------------- ------ -------------------======== 

Linhagem 

indicadora 

IL 929 

IL 920 

IL 408 

96 

163 

310 

97 

+ 

++ 

+++ 

lo l 

l O 2

l O 4 

a 

a 

a 

179 

+++ 

+++ 

10
2 UFP/rn,Q, 

10
4 UFP/rnJ'., 

lo G UFP/rnQ, 

Linhagem 

175 

+++ 

++ 

+++ 

+ 

++ 

+ 

induzida 

3 l O 

+ 

·- . .. -�;_ _..::.�··:---- - �-·-=--:.·-· . --
- ·
-
-··:

· - - -_____ .:... ==-=-=-. ··- ------

(Unidade Formadora de Placa) 

Os 1 isados obtidos foram, inicialmente, testados 

pelo método de gotas, contriJ todas as 21 culturas em estudo, 

além de 6 culturas indiciJdoras pertencentes aos grupos Gl, G2 e 
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G3 (REYROLLê: e;t aJU.,,í.,, 1582). Quando obtinha-se u:11 resultado P,::: 

sltivo testava-se, posteriormente, as mesmas culturas e lisados 

pelo méto d o  de plaqueamento em dupla camada. Dessa forma, obt� 

ve-se o título das unidades formadoras de placa de l ise 

de cada l l sado, para cada linhagem sens íve 1. 

(UFP)

As culturas indicadoras do INRA, pertencentes aos 

Grupos e 2, não mostraram sensibilidade a nenhum dos 1isados 

obtidos. Entretanto, pela Tabela Vlll pode-se verificar que 

apenas 3 linhagens indicadoras, ll 929, iL 930 e lL 408, todas 

pertencentes ao Grupo G3, assim como 19% das culturas em estu

do , d em o n s t r a r a m s e n s i b i l i d a d e a um ou ma i s f a g os 1 i b e r a d o s por, 

somente, 3 das culturas induzidas. Por outro 1ado, obtiveram-

-se 100% da Indução, medida pelo clareamento do melo e pela cur 

va de crescimento em biofot5metro, indicando que todas as 21 

cu 1 turas eram 1 i sogên i cas. Esses resu1 ta dos foram superiores 

aos encontrados por KOZAK et al,{,,í., (1973) com S. chemohlh e S. 

lactih, os quais, ap6s indu ção das culturas com U.V. , verifi-

caram 1 ibera ção de profagos em apenas 8% das 87 culturas testa 

das. Também HUGGlNS e SANDiNE (1977) e DAVIES e GASSON (1981), 

uti 1 izando-se de método similar, relataram que 20% de um total 

de 69 1 inhagens e 60% de 63 1 inhagens, respectivamente, 

1isogênicas. 

eram 

DAV!ES e GASSON (1984) concluem que a maioria, 

senão todos os estreptococos láctlcos são I isogênlcos e que as 

variações n::s freqüências de aparecir.iento encontradas refletem, 

provave1mente: os diferentes critérios usados para detern1inação 
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da 1 ísogenla, a subjetividade na interpretação das quedas de 

densidade 6ptlca encontradas nas curvas de crescimento apos in 

dução, e a dificuldade de se encontrar 1 i nhagens indicado-

ra s. 

A rara freqLlência de linhagens indicadoras j� h� 

via sido ciscutida por LO\-lRlE e PEARCE (1971 b), LO'vfR!E (J97Li), 

H E A P e-t aJ!,,í.,J., ( 1 9 7 8 ) e TER Z A G H l e SAN D I N E ( 1 9 8 1 ) , apesar de 

REYROLLE et alli (1982) terem encontrado que 25% das 

gens testadas serviram como indicadoras. O presente 

l i nha

t ra ba lho 

vem reafirmar a dificuldade de dispor-se de linhagens indicado 

ras, pelo fato de não ter sido possível detectar todos os fa

gos liberados por meio das linhagens usadas. Por outro lado, a 

existência de linhagens lisogênicas pertencentes somente ao gr� 

po G3 pode refletir, apenas, como discutido por REYROLLE e-t 

cclii (1982), o pequeno tamanho da amostra, a1ém da não disponi_ 

bil idade de uma linhagem indicadora es�ecifica para os grupos 

G4, G5 e G6. 

Confirmou-se, também, uma especificidade na rea-

ção lítica entre o fago temperado e a bactéria, pois, todos 

os profagos originados de culturas do grupo G3 foram capazes 

de I i sar somente 1 i nhagens deste mesmo grupo, de acordo com a 

classificaç�o anteriormente feita em relaç�o aos fagos virule� 

tos. Dentre elas, a maioria trata-se de S. lc1.c.-ti1.> (310,163, 175 

e 179), algumas não têm espécie identificada sendo, portanto, 

S,tfle.ptoc.oc.c.u-6 sp. (96, 97 e 105) e uma é S. lac.t,L-6 subsp. dic1.

c.etylo..c.ti✓s (162) (Tabela IX). 
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A li ber-ação de fagos foi, para a maioria das li-

n h a g e n s s e n s í v e i s , n1 u I t o intensa, s I tuando-se entre 

partículas por mi I ili tro. Estes resultados foram 

a l O 6 

semelhantes 

aos obtidos pot- REYROLLE ct atz.z ( l 982) por meio de indução com 

mitomicina C. 

As l í nhagens que . -
J a h él v i a m s i d o c 1 a s s i f i e a d a s com 

base na sua sensibilidade aos fagos virulentos sao lisogênicas, 

sendo os fagos temperados liberados apos indução com U.V. pe.!:_ 

tencentes ao mesmo grupo de sensibilidade. Esta correlação en

tre fagos temperados e vi r-ulentos já foi comprovada também a 

nível morfológico, por TEUBEI\ e LEMBl<E (1982). Ademais, confir 

ma a hipótese ele LAWRENCE ct ot<< (1978) de que não se deve mis-

turar, nos fermentos lácticos, inhagens sensíveis aos fagos 

das demais culturas componentes do me::;mo. 

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos, 

na elaboração de fermentos mG !tiplos ou mistos, a partir das 

culturas aqui estudadas, nao se poderia misturar as linhagens 

96, 163, 310 ou 97 com a 175 e a inhagem 163 com a 179. Isto 

significa que as linhagens lisogênicas podem constituir-se em 

reservatório de fz,gos virulentos, capazes de lisar as l i n ha -

gens sensrveis, ou sofrer mutaçao contra seu próprio hospedei-

ro, podendo ocasionar pro blemas graves durante os processamentos 

d e q u e i j o ( M c K A Y e 8 A L D \·J I N , l 9 7 3 ; LA W R E N C E e t a U .. i. , l 9 7 6 ; H U G-

G i N S e  SANDINE, 1977 e REYROLLE rt afii, 1982) 

Fina I z.::indo, a i nduçao das linhagens isogênicas 
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e o espectro lítico de seus µrofagos permitiram a classifica-

ção das culturas 96, 97 r 175 n o  grupo G3 (Tabela IX), coisa 

que não foi possível fazer por meio do teste com fagos virule� 

tos, assim como confirmou a classificação anteriormente feita 

por aquele método, para as culturas 310, 163 e 179. Este fato 

corrobora a validade e aplicação da classificação proposta por 

C H O P l N e.t a,tJ.,J., ( 1 9 7 6 ) p a r a cu 1 tu r as l á e t i c a s prove n i e n te s d e 

diferentes origens. 

TABELA IX. Agrupamento dos estreptococos lácticas pertencentes 

à coleção do !TAL, de acordo com a classificação pro

posta por CHOPIN et a.til (1976) e REYROLLE et a.til 

(1982). 

Grupo de 

classificação 

2 

3 

Cultura 

168 

307 
309 

16 
262 

310 
105 
1 6 2 
179 
175 

96 
l 6 3

97



5.6. E�tudo� 6eito� com o Stheptoeoeeu� ehemohi�, 

839, pehteneente � eoleçao do INRA 

l l 6

linha.g em 

5.6.1. �vidincia de um sistema de restriç�o/mo

dificaç20 

Foi COLLINS (1956) quem demonstrou pela primeira 

vez a existência de sistemas de restrição e modificação nos e� 

treptococos lácticos. Por esses sistemas, quando o DNA do bac

teriÕfago penetra na célula bacteriana, esta o destrói, por meio 

da ação de uma endonuclease capaz de cortar o DNA em sftios e� 

pecfficos, a menos que os mesmos tenham sido previamente modi

ficados pela ação de uma metilase ou glicosidase e, assim, pr9.. 

tegidos da ação das enzimas de restrição. Neste último caso, 

o fago realiza seu ciclo lítico normal (KRÜGER e BICKLE, 1983).

A evidência bioouímica da existência dessas enzi 
1 -

mas nos estreptococos lácticos foi fornecida por FITZGERALD et 

alii (1982) quando do isolamento de uma endonuc1ease de restri 

ção do tipo l l, em S. ehemohi�. 

A existência de sistemas de R/M nos estreptoco-

cos lácticas já está bem estabelecida sabendo-se, atualmente, 

que os mesmos est�o amplamente distribuídos neste genero de 

bact�rias, podendo existir, mesmo, vários sistemas diferentes 

de R/M na mesma linhagem (BOUSSEMAER et alii, 1980; DALY e

F l T Z GERAL D , 1 9 8 2 ; D A V l E S e G AS S O N , l 9 8 l , l 9 8 3 ; M c KA Y , l 9 8 3 e 

e H o P l N e:t ali,{ , l 9 8 4) . 
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Evidenciou-se, neste trabalho (Tabela X), que o 

S. c�emo�l� linhagem !L 839, possufa um sistema de restrição

de 5 log em relação ao fago 8, quando este era multiplicado s� 

bre !L 835, sua linhagem original de propagação. Quando o fago 

era propagado sobre ll 839, esta modificava-o, nao ma is res-

tringindo-o. Desde que propagado novamente sobre IL 835, o fa-

go perdia a modificação adquirida quando de sua 

IL 839, a qual passava a restringi-lo n ovamente, 

passagem por 

também em 5 

log como no estoque original, indicando que um sistema de R/M 

estava envolvido. 

Estudou-se, a seguir, a base genética desse sis

tema de R/M encontrado em lL 839. 

s.6.2. Caracterizaç�o e ' . -

ceterm1naçzo do peso mo-

1 1l ' " "' • • • S , l' n�aecu Ia r e.os p, asm I o I os ce • ClLeI/Wfr..,<,ó L iDj.., 

O estudo da biologia de plasmfdios tem se torna-

do importante área de investigação nas bactérias lácticas 

já que numerosas caracterfsticas fermentativas e metab61 icas, 

incluindo a resistência a fagos, de grande instabilidade em al 

guns desses organismos, estão ligadas a genes 1 oca 1 i zados em 

plasmídios (KEMPLER e McKAY, 1981; McKAY, 1982, 1983; CROvJ e.:t 

ali,i,, i 9 8 3; D AV t E S e G ASSO N , 1 9 8 3 ; G ASSO N , 1 9 8 4; D AVE Y , 1 9 8 4 e 

M c KA Y e B A L D \,J i N , 1 9 8 4 ) . 

Assim, a fim de conhecer a constituição de plas

mfdios da linhagem ll 839, o mesmo foi determinado por meio de 

eletroforese do DNA obtido por extração alcalina (item 4.14.1.) 

e confl rmado por elet roforese bidimensional (item 4.16.) (Figura 7). 
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TABELA X. Evidênci a d a  presença d e  um mecanismo d e  R/M em S. 

ctc.moht6 IL 839, ativo s obre o fago 8. 

Linhagem 

hospedeira 

IL 835 

ll 839 

a/ Eficiê.nci a  d e  

multi p 1 
~ 

icaçao 

Eficiência de multi pi icação do�_/ 

Fago 8 Fago 8 

(IL 835)1:1
/ 

(IL 835 - IL 839)_y 

Fago 8 (IL 835 - IL 

839 - l L 835)i/ 

- 5 

2, O x l O 

n? de fagos 
··-

n? de fagos 
gaçao 

=======··-- .-·-·-·· . -·,e. = 

mu 1 ti p l i cados sobre a 

mu l t. i p l i cados sobre a 

- 5 

2, O x l O 

cultura estudada 

cultura de propa-

b/ O fago 8 fo i pr opa�.iado sobr·e a I inhagern fl 835. 

e/ O fago 8 fo i propagado sucessivamente sobre as linhagens IL 

835 e IL 839_ 

d/ O fago 8 foi propagado sucessivamente sobre as 1 i nhagens ll 

835, IL 839 e IL 835. 
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Ap6s sua extraçao, os plasmfdios que normalmente 

estao sob a forma super-espiralada (CCC) são, algumas vezes, 

quebrados, podendo-se encontrá-los, entao, sob a forma relaxa-

da (OC) ou mesmo sob a foi-ma linear (L). A eletroforese bidi-

mensional permite recuperar as bandas correspondentes ao DNA 

plasmidial sob a forma CCC, as quais devem, inicialmente, ser 

levadas em conta na determinação do perfil de plasmídios da cul 

tura. 

A técnica de extraçao utilizada neste trabalho, 

entretanto, nao altera o DNA; consequentemente, todas as for-

mas observadas correspondem a plasmfdios sob a forma CCC. As

sirn, a cultura IL 839 possui 8 plasmídios que foram denomina-

dos pll 20 a pll 27. 

Os pesos moleculares dos oito plasmfdios da 1 i

nhagem IL 839 forarn estimados por cálculo, utilizando-se a me-

lodologia de MEYERS r_i( c1Cii (1976) (itern L1.17.) Para tanto, 

foram incluídos no rnesmo gel de eletroforese, juntamente com 

IL 839, os seguinLes plasmfdios de pesos moleculares conheci-

dos: pBR 322, pVA 749/J. e pVA 856 (item 4.2.) e os plasmídios de 

S. Eacf<ó IL ilt37 (CHOPIN ct atii, 1984). A Figura 8 mostra 

os resulta dos obtidos. 

Estimaram-se os tarnanhos dos plasmídios 

pll 20 a pll 27 como sendo, respectivamente, de 3, 5, 6, 9, 14, 

15, 17 e 46 Kb. 



Eletroforese do extrato 

plasmidial de IL 839 

Eletroforese bidimensional (a) 

pll 27 
CHR 
pll 26 
pll 24.25 

pll 23 

pll 22 
pll2l 

pll20 

FIGURA 7. Perfil e el e troforese bidim ensional dos plasmídios d e  S. c.,�d?.-

rnOfl_,<__l IL 839. (a) Legenda: 

super-espiralada (CCC); 

DNA plasmidial sob a forma 

DNA cromossômico. 

N 

D 
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FIGURA 8. Eletroforese horizontal dos plasmídios pBR 322, pVA 

749ti, pVA 856, de lL 839 e de I L 1437. 



122 

5.6.J. localização dos genes que codificam o sis 

tema de restrição/modificação presente em 

S. chemo�i6 ll 839

5.6.3.l. Plasmídios 

( (( J eu ,, ,1 d(' 11 e a �, ,n 7 d i º :i 

Pe':>qui,,ou-':>C, inicialmente, se o sistema de R/M 

presente em IL 839 era codificado por um dos 8 plasmfdios pre-

sentes nesta linhagem. Isto porque, de um lado, sabe-se que as 

principais propriedades tecnol6gicas dos estreptococos 1 á c t i -

cos são codificadas por plasrnídios, como já citado anteriorme� 

te e, por outro lado, há diversas evidencias na literatura que 

associam as perdas de sistemas de R/M ã frequ�ncias correspon-

dentes � perda de plasmídios (LIMSOWTIN eJ alii, 1978; SAN-

DERS e l<LAENHAMMER, 1980, l 98 l ·, TEUBER e LEMBKE, 1983 e CHOPIN 

e.t af.i.1-., 1984). J�i foi evidenciado, t<Jrnbém,que alterações nas

propriedades de adsorção do'3 cstreptococos lácticas podern ser 

devidas, em alquns cc:isos, a �1quisi,:ao ou perda de plasmídios 

(SANDERS e KLAENHAMMER, 1983 e DE VOS et afii, 1984) 

A f i 111 d e d e t e r 111 i na r se o s i s terna d e R / M d e ! L 8 3 9 

e s ta v a r e I a e i o na d e é1 u 111 ou a vã r i os d os seus p l as m Í d i os , os mes 

mos foram el iminacos urn a u1r1, por meio da técnica de regenera-

çao de protoplastos (GASSON, 1983). Foram obtidos l6 tipos de 

variantes, tendo todos perdido pelo menos um dos 8 plasmídios 

(Figuras 9 e 10) presentes na inh<Jgern original Não foi poss_!. 

vel obter, entret<Jnto, a cura do plasmídio plL 21 em nenhum 

dos variantes. 
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FIGURA 9. Perfis de plasmídios de variantes de S. ��emo�i� IL 

839 obtidos pela cura de plasmídios. 
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FIGURA 10. Perfis de rlasmídios de variantes de S. C.IU!JnofL/.ó IL

839 obLidos pela cura de rlasmídios 
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A técnica de regeneraçao de protoplastos j� u ti-

1 i z a d a por C H O P I N i' t rL f í_ < ( l 9 8 4) e G ASSO N ( 1 9 8 4 ) r e s u l to u em 

e x c e 1 e n t e ;,, é t o d o d e c u r a d e p 1 a s m í d i o s p o i s , p o r me i o d e 1 a , p � 

de-se estabelecer o papel de 7 dos 8 plasmídios presentes em 

IL 839 em relaç;o � base genética do sistema de R/M. Todos os 

variantes obtidos apresentavam resist ência idêntica � 1 inhagem 

original. Isto indica que nenhum dos 7 plasrnídios 

codificava o sistema de R/M em IL 839. 

eliminados 

(b) Pneµanaç�o do pla�mldio pIL 21 pon 4ecupe4a

ç�o a µanti� de um gel de aga4o6e

A fim de estabelecer se o plasmídio plL 21 tinha 

alguma função no mecanismo de R/M linhagem IL 839, foi introdu 

z i d o e 111 S L'L e p to e o e eu ó C a e tis l i n h a g em I L 1 4 O 3 l i v r e d e p 1 a s m í -

dias (CHOPIN ct: c1Ci.i_, 1984). Dessa forma, e fetuou-se, inicial 

mente, uma preparaçao do plasrnídio plL 21, a qual foi transfe 

rida, posteriormente, para a linhagem IL 1403, pela t�cnica de 

c o t r a n s f o r ma ç ão j u n t a me n t e e o rn um p l a s m í d i o i n d i c a d o r , p HV l 3 O 1 , 

contendo marca de resistência ci cri tromicina (item 4.2.). 

O ccnteúdo plélsrnidial da linhagem IL 839 foi ex-

traído em grande cuantidade (item l.+.!4.2.) e submetido a uma 

e I e t r o fores e p repa r a t i v a em g e l d e a g a 1- os e v e r t i c a l ( i tem 4. l 5. ). 

As Figuras 11 e 12 apresentam os plasmídios antes e apos recu

peração da banda referente ao plasmfdio pll 21. 

Pela Figura li pode-se o bservar que os diferentes 

plasmídios estão presentes no ��el, télnto sob as formas CCC como OC. 
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FIGURA 11. Eletroforese vertical de uma extração preparativa 

dos plasmídios de !L 839. 
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FIGURA 12. Eletroforese verticaL de uma extraç�o preparativa 

dos plasmídios de IL 839, após recorte da banda re 

lat:va 20 plasmídio pil 21. 
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O p I L 21 foi recuperado a partir da banda recor-

tada do gel de a<jêlrosc (Fiq11ra 12), a qual foi submetida a um 

processo de elctro-·cluição (item 4.19). Essa mistura de DNAs, 

contendo as formas CCC do pll 21 e as formas OC de pll 20 e 

p!L 21, foi uli I izada para o experimento de transformação ( i tem 

4. 2 6. )

( e. ) T 1 n 11 6 6 e '1 é; 1 1 e. .i_ a cl o 

t'IO.fló 6011.maçliO 

pIL 21 poh ('_(!-

Mui tos p lasmfdios encontrados em bactérias l�cti 

cas, como o pll 21 de S. efLcmofLil, IL 839, permanecem crípticos 

pela impossibilidade de introduzí-los em linhagens 

para investigaç�es genéticas. Este problema tem sido 

adequadas 

resolvi-

do em outras espécies de 111icrorganis111os por 111eio da aplicação 

do método de coLr.Jnsformação de urnél l inhaqem bacteriana compe-

t e n t e , u t i I i z a n cl o - s e cl o i s p 1 ,, s 111 í d i o •; d i f e r e n t e s , s e n d o u m d e -

les selecion5vel (KRETSCHMER ct a(ii, 1975 e MACRINA et alii, 

1980). Uma técnica sirni lar, adaptada aos S. f.nc.tí..6 por SIMON 

c.t af .. i,i.__ (1985) permitiu que se estudasse a função do p lasmídio

pll 21 na base genct.ica do s;stema de R/M de IL 839. 

A t r a n s for rn a ç a o d e S . e (( e t:J. lo I L 1 4 O 3 f o i f e i ta 

com 0,2pg/mi de phV 1301 e 0,08pg/m,í!, de pll 21 ou seja, a mis 

tura de DNA obtid2 corno descri to anteriormente. Fo1-am obtidos 

2,7 x 10 5 transforrnantes resistentes à eritrornicina por micro-

grama de pHV 1301. Após uma seleção feita do conteúdo plasmi-

dial de lOO transformantes resistentes à eritromicina 
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que possufam o pHV 1301, obtiveram-se: 73 transformantes que 

continham apenas o pHV 1301; 2 transformantes que continham o

pHV 1301 e plL 21; continha o pHV 1301, pll 21 e p!L 20, e 24 transfor 

mantes que possufam pHV 1301 e p!L 20. Estes dois Gltimos re-

s u l t a d os o b t i d os d e vem -s e a o f a to d e q u e o p l as ;n í d i o p l L 2 O , me s -

m0 sob a forma üC, transformou com ai ta efici�ncia a linhagem IL 1403. 

O plasmrdio indicador pHV 1301 segrega espanta-

neame:ite. D 
� � 

1 essa :arma, apos a gumas repicagens sucessivas, i so 

laram-se cotransformantes que haviam perdido o pHV 1301 e con

servado, unicamente, o plasmfdio pll 21 (Fi�ura 13). 

Os cotransformantes que possuiam apenas o plasml 

dio pll 21 foram testados contra os fagos 66 e 67 (virulentos 

contra a cultura transformante), observando-se que nao haviam 

a d q,u i r i d o o s i s tem a d e r e s t r i ç ão/mo d l f i cação , mos t r ando -se , po .e

tanto, sensíveis aos bacteriófagos. 

Estes resultados indicaram, portanto, que o pla� 

m f d i o. p l L 2 1 , assim como os outros testados, também r: ao codifi 

cava o sistema de R/M presente em S. chemohih ll 839, não sen-

do este Gltimo, dessa forma, de natureza p1asmidial, mas sim, 

determinado por genes localizados no cromossomo. Estes fatos 

evidenciam, pela primeira vez, um sistema de R/M sendo codif i

cado por genes cromossômicos em bactérias lácticas. 

5.6.3.2. Cromossomo 

A fim de isolar os genes cromossomais que codif! 

cam o sistema de R/M em S. chemo�ih lL 839 era necessário 
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utilizar-se técnicas de engenharia genética. Para tanto, deve-

ria dispor-se de: (1) um método que permitisse cortar e re l i -

gar os DNAs de origens diferentes; (2) vetores de clonagem, ou 

sejam, fragmentos de DNA capazes de replicarem-se na célula hos-

pedeira apôs terem sofrido a lnserçzo de um outro DNA estranho 

a ele; (3) um método que possibilite a penetraç�o do DNA hfbri 

do na célula hospedeira dentro da qual possa replicar-se 

como .a transformaç�o e (4) uma técnica de detecção das célu

las que continham e que replicaram aquele DNA recombinante em 

estudq, contendo os genes procurados. 

No caso das bactérias lácticas pode-se, a prio

ri, pensar em uti l lzar os plasmfdios vetores já desenvolvidos 

para outras bactérias Gram +, como estreptococos, estafi loco-

cos e Bac.Ltlui.> ( C L E\-/ E L L e.t 1974, MACRINA e.t af!..J...,{,, 1980, 

BEHNKE e.t al-<--t, 1982 e K0K e.t al,U,, 1984), alguns já utiliz� 

d o s e o m s u e e s s o na c l o na g em d e g e n e s p 1 a s m i d i a i s ( K O N D O e Me KA Y, 

1984 é CHOPIN e.t a)U_,i, (Apf)l. Environ. Microbiol.), em publica-

ção) ou em construí-los novamente inserindo genes de resistên-

eia a antibióticos em pequenos plasmídios de bactérias 1 ã e ti -

ca s. 

O problema maior, até pouco tempo, situava-se ao 

nível de introdução do DNA recombinante na bactéria por trans

formaç�o. Os primeiros rendimentos de transformação de prato-

p1astos de S. lac.;t,í,,6 obtidos por K0ND0 e Mcl<.i\Y (1982, 1983), a 

partir da t8cnica descrita por CHAt\G e COHEN (1979) foram da 

ordem de lQ transformantes por micrograma de Dt�A. Eles eram muito 



132 

baixos para permitir a clonagem mesmo de genes plasmidiais. Os 

mesmos aLltores (J98L;), assim como S!/v'.ON e,t o.LLz (!985) canse-

guiram aumentá-las para 10 4 transformantes por m!crograma de 

DNA. Estes Gltlmos rendimentos permitiam a clonagem de genes 

plasmidiais sendo, entretanto, ainda insuficientes para objetl 

var a clonagem de genes cromoss6micos. 

Posteriormente, entretanto, o laboratório de CHOPiN

(informação pessoal) obteve resultados de transformação com 

freque-nc·1as a'a ord.em de 10 6 1n 7 
� f t a v �rans.orman es por microgra-

ma de ·DNA. Estes rendimentos permitiam a clonagem de genes cr� 

mossômicos 

total. 

(ou clonagem 11shotgun 11 ), a partir do DNA celular

(a) Extnaçao phepanatlva do DNA enomol��mleo de

S. enemonl� IL 839

Para clonar os genes responsáveis pelo sistema 

de R/M presente em S. ehemonll l L 839 havia necessidade prime! 

ramente, de se extrair em grande quantidade o DNA cromossômico 

daquela 1 inhagem. Assim, o DNA cromoss6mico da 1 lnhagem IL 839 

foi extraído de acordo com a metodologia descrita no item 4.22. 

Efetuou-se, posteriormente, uma eletroforese horizontal desse 

DNA extrafdo, juntamente com o DNA do fago �. a fim de quanti-

fic�-lo. Obteve-se, dessa forma, um extrato cromoss6mico con-

tendo 400µg/mi de DNA. 

(b) Vige���o pa�elal do enomo66omo de IL 839 po4

H :Ja I I
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Para obtar fragmentos menores de DNA passíveis 

de serem clonados, rc21izou-se u:na digestão parcial do cromos 

somo. Escolheu-se a dfgestão p2rcial aumentando-se o tamanho 

dos fragmentos a serem clonados e aumentando-se, conseoüente-
, 

. 

rr:ente, a probabilidade de clonar o fragmento procurado. Adema:s, 

havia a possibilidade de que os genes codificando o sistema de 

R/M do lL 839 possulssem u@ tamanho superior a 4 Kb, ou seja , 

o tamanho rnidlo que se obt�m quando de uma digestão total do 

D�:A (MALCOM, 1981 e MANIATíS et aJU.i, 1982). 

P2ra digerir o DNA cromossômico de lL 839 uti1i-

zou-se a enzima de restrição Hpa I l por ser a Gnica que permi-

te efetuar-se uma digestão parcial, por meio do reconhecimento 

de uma seqüência de 4 nucleotídlos (MANlAT!S e:t aL<.i, 1982).Por 

outro lado, o vetor escolhido, pVA 7496 possuia um sítio de 

corte para esta enzima. 

Determinou-se, primeiramente, qual a di1uição con-

veniente de enzima a ser utilizada paía obter uma digestão pa::_ 

cia1 do cromossomo (Figura 14). Através de e1etroforese verti-

cal em  gel áe agarose, tendo como testemunha o DNA do fê.190 À 

digerido pela enzlma Hind l I l, pode-se determinar que com 0,5 

Ul de Hpa li por microlitro obtinha-se a digestão parcial de-

sejada do cromossomo de il 839. Objetivou-se, nesse caso, t.:ma 

digestão tal onde se obtivesse essencialmente fragmentos pos-

s u I n d o entre l O a 2 O l<b . Efetuou -se , a se g u i r , a d i gestão, p o -

r�m de uma quantidade maior de cromossomo, ou seja, 250µg, uti 

lizando-se 0,5 Ul de Hpa por microlitro. 



FIGURA 14. Digestão parcial do cromossomo de lL 839 por Hpa li. 
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(e) Seleçio po� tamanho do1.:, !�agmento1.:, c4omo1.:,1.:,o-

1r:ai1.:, de.. I L 8 3 9

Em experimentos preliminares, imediatamente apos a 

d;gestão parcial do cromossomo realizava-se a 1 igação com o 

plasmidio vetor, sem resultados positivos após transformação. 

Assim, decidiu-se fazer uma seleç�o por tamanho, em gradiente 

de sacarose, dos fragmentos de DNA cromossômico obtidos (item 

4.24.). Foram coletadas alíquotas de aproximadamente 100µ.Q, e 

- n ' ' .., f -jµN, oe caca � raçoes, foram submetidas a eletroforese verti

cal, a fim de selecionar os fragmentos de tamanho desejado 

{ l O a 2 O l<b ) , os q u a i s for a m · u t i l i z a d os na f a b r l cação d o D NA

recombinante. A Figura 15 mostra alguns dos resultados obti-

dos. 

Como nao se conhecia exatamente o tamanho dos ge 

nes que codificam o sistema de R/M, os quais se desejava clo

nar, seguiu-se orlentaç�o baseada no trabalho de G!NGERAS e 

BROOKS (1983). Estes autore� �lonaram um fragmento de plasmf-

dio de P1.:,eudomona1.:, aehugino1.:,a de 7,6 Kb codificando para uma 

determinada atividade de R/M. Após terem diminuido o tamanho 

do mesmo para, aproximadamente, 5 Kb, obtiveram tanto os ge

nes que codificavam o sistema de restriç�o, como aqueles de 

t . ... .. -

ITIOOlTlCaçao. 

A t�cnica utilizada no presente trabalho apresen 

tou o inconveniente de selecionar fragmentos com tamanhos dis 

p e í s os , d e 5 Kb a rn a l s d e 2 O Kb . As s i m , a se 1 e ç ão por tamanho 

dos fragmentos cromossômicos est� sendo feita, atualmente, no 
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FIGURA 15. Eletroforese vertical dos fragmentos obtidos por 

digest�o parcial do cromossomo IL 83� ap6s passa-

gem por gradiente de sacarose. 
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laboratõrio do INRA, por �elo de eletroforese preparativa, a 

qual permite, cortando-se o gel, e] iminar todos os fragmentos 

de tamanho superior ou inferior a um determinado limite. 

(d) Fab�icaçio do VNA �ecombinan:te

O DNA recombinante utilizado para transformar ll 

1403 foi fabricado a partir dos fragmentos de cromossomo ob-

tldos como descrito no item anterior, e o plasmídio vetor pVA 

7496 igualmente cortado com a enzima Hpa ' 1 

l l 
I • 

4 ? ' 
) , 1 tem '. - 1 .  • o

DNA recombinante obtido apos l igaç�o (item 4.25.) pode ser ob 

servadc na r • 1 / rigura 1b. 

O DNA recombinante assim produzido fo: utilizado 

para a ::ransformação de S . .tac:tLs lL 1403.· 

Efetuou-se a transformação de S . .  tclcLLó l l 

com o DNA recombinante fabricado como citado no item 

l 4 03

4. 25. ,

seguindo-se metodologia descrita por SIMON et a.tii (1985). 

Ap6s incubaç�o durante 7 dias, para 

dos protoplastos, 100 colônias crescidas em placas 

regeneraçao 

contendo 

Ml7 + Gl i. + 5µg de eri tromicina por mi 1 ili tro foram repicadas 

para tubos contendo o mesmo meio, na forma l íquída. 

A partir daí efetuaram-se dois testes: (1) 

queamento das col6nlas em presença dos fagos 66 e 67, 

pia-

para 

. f.. - ! .. , veri-:caçao c2 poss1ve1 aquisição dos genes responsáveis pelo 
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( a ) (b) (e)

FIGURA 16. DNA recombinante formado pelo cromossomo de S. Qhe 

moh,Ü, IL 839 e pelo plasmídio pVA 7496. (a) DNA do 

fago \digerido por Hind 111; (b) 

e pVA 7496 digeridos por Hpa 11, 

(c) cromossomo IL 839 e pVA 7496

Hpa 11, após ligação. 

cromossomo IL 839 

antes de ligação; 

digeridos por 
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siste�a de R/M e (2) extraç�o dos plasmTdios de todos os elo-

nes para verificar se havia uma banda correspondente ao frag-

mento cromossômico inserido no DNA recombinante. 

Observou-se que nenhum dos 100 clones havia ' aa-

quirido resist€ncia aos fagos ensaiados, significando que o 

fragmento cromoss6mico contendo o gene que codifica o sistema 

de R/M em S. e4emonl� ll 839 não havia sido transformado. Ade 

mais, um exame do conteGdo p!asmídial dos transformantes 

evidenciou que menos de 1% dos clones havia adquirido o plas-

midio pVA 7496, sendo que nenhum deles apresentava uma inser-

çao. 

Experimentos real l zados por outros membros do 

laboratório da Dra. IM ' .  
_,. 

" .  CHOPIN, em Rennes, França, mostra-

ram que a aus€ncia de uma inserção não resultava de um defei-

to na fabricaç�o do DNA recombinante, mas, que ela e devida 

à natureza do vetor uti l lzado. Outros vetores corno pHV l 3 O 1

ou pGK 12, manipulados nas mesmas condiç5es permitiram obter-

-se, aproximadamente, 10% de clones que possuiam o DNA recom

binante, sendo esta a frequSncia normal. 

Conc;uiu-se, 2ssim, que o vetor pVA 749L nao con 

vem a este tipo de experimento, por n�o poder se manter na li 

n h a g em l L l L: O 3 q u a n d o p o s s u i u m f r a g me n t o à e D i� A a e 1 e inse-

rido. At� o momento nenhuma hlp6tese v�l ida pode ser elabora 

da para explicar o fato de que pVA 7496 funcione bem em S. 

,::, an9u.,Ü ( Cha l l i s) e nio em S. lactl�. 
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O grupo da Díêl. CHOP!N, portanto, construiu t.:m 

vetor, a partir do p]asmi"dio pHA 1301 (13 Kb), possuindo um 

tamanho reduzido para 5,5 Kb. Este vetor obtido transforma 

S. lacti� com rendimentos de 3,0 x 10 7 transformantes por m�

crograma de DNA. A este pequeno vetor foi inserido um 11 poly_ 

1 :nker 11 , ou seja, ur.1 fragmento de DNA contc-:do 82 pares de 

bases que cont€m 12 srtlos de restriç�o, aproximadamente, fa 

cilitando, enormemente, a técnica de clonagem. 
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6, CONCLUSOES

Os principais objetivos do presente trabalho fo

ram: (J) caracterização de culturas pertencentes a Coleção de 

Fermentos Lácticos do !TAL quanto a crescimento em diferen-

tes temperaturas, 1 iberação espontânea ou induzida de bacte-

riÕfagos e perfil de plasmídtos e (2) estudo da base genéti

ca de um sistema de restrição e modificação em S. cJLemorJ._,,fi !L 

839 com o prop6sito de clon�-lo. 

De acordo com os resultados obtidos, pode-se ti

rar as seguintes conclusões: 

(a) Somente 17 dentre 124 culturas lácticas do 

iTAL nao conseguiram crescer a 23
°

c durante 18 horas, demons 

t�ando não serem boas acidificantes; 



(b) As culturas lácticas do !TAL mostraram maior

atividade acidificante após incubaç20 a "O º " 
) '-' durante 90 min 

e 38 ° c durante mais 4 horas, evidenciando serem, na sua maio 

ria, do tipo rápidas ( 11fast 11 ); 

{e) Apenas duas culturas, 166 e 280, liberaram 

espontaneamente bacteriófagos, n�o devendo, portanto, serem 

ut i 1 i zadas em processamento; 

(d) De 58 culturas lácticas do !TAL, estc1dadas 

quanto a biologia de plasmfdios, 21 apresentaram perfis di-

ferentes, com nGmero variado de plasmfdios e as restantes 

apresentaram um dos 6 tipos àe perfis análogos; 

(e) Todas as 21 culturas apresentando perfis de

plasmidios diferentes s�o 1 isogfnicas, 1 iberando profagos 

após indução com luz ultravioleta. Pôde-se determinar por e� 

te método que nao se deve misturar, em fermento misto, as cul 

turas 96, 163, 3l0 ou 97 com a 175 e a linhagem 163 com a 

1 79 ; 

(f) De acordo com a sensibi1idade a fagos viru-

1entos e profagos liberados após indução, as culturas lácti

cas brasileiras estudadas puderam ser classificadas da se

guinte forma: grupo G1 = 168; grupo G2 = 307, 309, 16 e 262

e grupo G
3 

= 310, 105, 162, 179, 163, 96, 97 e 175; 

( g ) As culturas 31 O e 162 apresentaram um siste-

ma ,...! Cr, 
'-''- restrição de 4 log e 2 log, respectivamente, em rela-

çao aos fagos virulentos 66, 67 e 188 para a primeira e 66 



para a segunda. A resistência apresentada pelas 1 inhagens 105 

e 162 em relação ao fago 188 corresponderam a mutaç5es sofri-

das por este Úitimo; 

(h) OS. C.lle.mo!Li,5 iL 839 apresenta um sistema de

restrição/�cdiflcaç�o de 5 log em relaç�o ao fago 8. Nenhum 

dos 8 plasmfdlos presentes nesta linhagem codifica este siste 

ma de resistência, sendo o mesmo codificado por genes 

dos no cromossomo; 

situa-

(i) Na tentativa de clonar os genes cromossomais

de R/M de ;L 839 (clonagem 11shotgun 11) utilizando-se do vetor

pVA 7496, apesar da transformação cio DNA recombinante ter ocor 

rido, não foi possível isolarem-se clones transformantes pelo 

fato do vetor nao se expressar em S. lac..:t.J.,1.:, !L 1403, linha -

gem transformada, quando 1 igado a um outro fragmento de DNA. 
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, , SW'iMARY 

This work was dane with two main purposes: (1) 

to obtain a better characterization of lactic streptococci be-

longrng to the Food Technology lnstitute (ITAL-Brazil) Collec-

ti on of lactlc Starters, and (2) to study the genetic deter-

mination of a phage resistance system found in s.

strain lL 839, belonging to a Collection of Lactic Cultures of 

the National lnstitute of Agronomic Research (INRA-France), with 

the objective i t.

lt was foun d that amon g 12 4 lactic bacterial 

cultures belonging to iTAL col!ection, only 17 failed to 

during i8 hours at 23
°

c, being this the first selection 

grow 

per-

formed �vith mesophylic ]actlc cult:.ires. These cu'.tures resisted 

we1 l to cooking temperature without alteraticn of t he 1 r



acidifing 2ctivl ties and only two strains, 166 and 280, spon-

taneously released thei r bacteriophages and were therefore not 

recommended as lactic starters. 

Among the lactlc cultures from this collection, 

2 out of 53 showed profiles of piasmids whi!e in the remaining 

37, 6 types of analogue profi les were observed. J\ 1 1 cu1tures 

that shov-ied different profiles were found to be lysogenic, re

leasing prophages after exposure to ultraviolet l ight. The ly� 

tic sprectrum showed that based on virulent phages and on pro-

phages released, one can classify the cultures in three groups: 

G1 = strain 168; G
? 

= strains 307, 309, 16 and 262 and G�

stíains 310, 96, 97, 105, 163, 175, 179 and 162. lt was also 

observed that the cultures 310 and 162 showed restriction and 

modifícation systems of 4 log and 2 log, in relation to phages 

60, 67 and 188 in the first case, and 66 for the second, res-

pectively. 

The S. c.'1.e.moJL,<,f., !L 839 showed a restriction and 

modiflcation system of � log ln relation t o  phage 8. 1 t was 

found that this straln had 8 plasmids termed pll 20 to pll 27, 

with seizes of 3, 5, 6, 9, 14, 15, 17 and Li6 Kb. The protopla� 

tlzation rnethod enabled the curing of plasmids and showed that 

nane were related to the R/M system. The plasmid pll 21, not 

cured \0as cotransformed wl th the plasmid pHV 1301, used as a 

marker for e:--yt:--:,·omycine resistence, in S. J!..ae:ti/5 l L ]L103, not 

providec! wíth p1asmicis. lt was found that the e o t r a n s f o r íl; e d 
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culture also fai1ed to acquired the R/i'·4. system. lt was conclu

ded that the system was codified by genes present on the chro-

mosome. 

A partial digestion of the chromosome was 

formed with the restriction enzyme Hpa 1 ! , selection of 

per-

frag-

ments by size in a sucrose gradient fol lowed by ligation to 

the vector plasmid pVA 749L which harbours a resistant mark 

for erythromycine, and was l inearized by the sarne enzyme. Cells 

of S • .la.c..ti.6 !L 1403 transformed by this recombinant 

only the vector plasmid probably because the fragment 

tion prevents it of survlving ln this l ine. 

DNA had 

inser-
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