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0 presente trabalho foil concduzido com duas fina-
lidades principais: (1) obter uma meihor caracterizagzo de 1i-
nhagens de estreptococos lacticos, pertencentes a Colecao de
Fermentos Lécticos do 1TAL e (2] estudar o determinismo gené-
tico de um sistema de resisténcia a bacteriofagos presente em
S. cremoadls linhagem 1L 3839, pertencente a colegao de culturas

lacticas do INRA, com o objetivo de clona-lo.

H
hi

Verificou-se que dentre 124 culturas de bactérizs

léacticas pertencentes & colegao co i{TAL, apenas 17 ndo cresce-
- ’“"Oﬁ 3 - o T 0D [ - P i . o + - 1
ream @ 23 C durante 18 horas, sendo este o primeiro teste de

selegzo que se efetua com culturas lacticas mesofilas. Essas

culturas resistiram bem as temperaturas ce cozimento, sem alte
ragzo nra sua atividade acidificante e apenas duas linhagens,



o

106 @ 280, liberarem espontaneamente bacteridfagos, nao deven-
do ser utilizadas em fermentos lacticos

Dentre 53 culturas lacticas pertencentes a mesma
colegao, 21 apresentaram perfis de plasmidios diferentes, ob-

servando-se, para as restantcs, 6 tipos de perfis anilogos. To

das as culturas que possuiam perfis distintos mostraram-se 1i-
sogénicas, com liberagao de profagos apds indugao com luz ul-
travioleta. Através do espectro litico apresentado pelas mes-
mas em relagao a fagos virulentos e aos profagos liberados, po

de-se ciassifica~las em treés grupos, a saber: grupo G, = linha

gem 1€8; grupo &, = linhagens 307, 309, 16 e 262 e grupo G3 =

linhagens 310, $%, S7, 305, 163, 175, 179, 162. Observou-se,
ainda, que as culturas 310 e 162 apresentavem sistemas de res-

tcg e 2 log, respectivamente em rela

¢3o aos fagos 66, 67 e 188 no caso da primeira delas e 66 para

A linhagem de S. cremonis L 839, apresentou um
sistema de restricao e modificacao de 5 log em relagao ao fa-

]
d

os de-

ey

go 8. Verificou-se gue esta linhagem possuia & plasm
signados de piL 20 a pilL 27, com pesos molecuiares de 3, 5, 6,
S, Y4, 15, 17 e Lk6Kb. Utilizando-se o método de protoplastiza-

cao obteve-se cura de plasmidios, podendo-se determinar que

nenhum celes estava relacionado ao sistema cde R/M. O plasmidio

7
H

WM

p!L 21, ngo curado,foi cotransformado juntamente com um plasmi

dio indicador pHV 130!, resistente a eritromicina, para uma



o
)
e}
&
IS
(¥4

nhagem de 3 desprovida de plasmidios, verifi
cando-se gue ©s cotransformantes também nao haviam adquirido o
sistema de R/M. Concluiu-se, ent2o, gue aquele sistema era co
dificado por genes localizaccs noc cromossomo.

Realizou-se digestao parcial do

enzima de restricao Hpa I1i, posterior seiecg

por tamanho em gradiente de sacarose e ligacga

plasmidio vetor pVA 749A, possuindo marca de

[ ? e
cmoem iin

tromicina, t earizado peia mesma enzi
S. Lactis tL 1403 trensformadas por este DNA
suiam somente o pilasmidio vetor, o gual

den heagem descde gue possua uma

ma .

recomb i

cromossomo com a

dos fragmentos

O doS mesmos a um

resistencia a eri

Celulas de

nante pos-

néo consegue se manter

insercao.

5



2. INTRODUCAO

A produgao da maior parte dos queijos e outros
produtos derivados do leite baseia-se na fermentacgao lactica
efetuada, principalmente pelos estreptococos do grupo N. Entre
eles, os Streptococcus Lactis, Strneptococcus cremorndis e Strep
tococcus Lactis subsp. diacetylactis sao diretamente responsa-
veis pela acidificagao do leite por meio da transformagao da
lactose em acido lactico e, conseqlentemente, pelas qualidades

organolépticas dos produtos lacticos.

Enquanto que na maior parte das indistrias de
fermentagao sao utilizadas linhagens de microrganismos selecio
nadas e melhoradas geneticamente, a indistria de lacticinios
apenas .dispoe, em geral, de culturas selvagens, com pro-

priedades mal definidas e utilizadas em misturas.



Dentre os problemas que impedem a utilizacao de
culturas puras selecionadas, um dos mais importantes e a des-
truicao por bacteriofagos durante os processamentos indus-
triais. A ocorrencia de fagos causa perdas economicas muito
importantes as fabricacoes de queijo e impede qualquer emprego
racional de linhagens ja melhoradas para caracteres tecnologi-

COS interessantes.

Diversas tentativas de controlar as infecgoes por
bacteridfagos tem sido feitas como, por exemplo, a wutilizacao
de procedimentos praticos, ou seja, a inoculacao direta nas
dornas de fermentacao, a elaboracao de meios inibidores de fa-
gos para a multiplicacao das culturas lacticas, a rotacao de

culturas e o uso de varios sistemas de fermentos lacticos.

Os fermentos lacticos utilizados atualmente no
mundo, pertencem a trés grupos: (1) linhagens mistas; (2) 1li-
nhagens multiplas ou (3) linhagens simples. Entretanto, nao

ha uma maneira de se prever dentro de guanto tempo um fago vi-
rulento aparccera ¢ atacara as linhagens componentes destes
fermentos. As maneiras pelas quais um novo fago surge incluem
os fagos temperados de linhagens lisogénicas, fagos provenien-
tes de linhagens seclvagens presentes no leite cru, mutacoes em
fagos ja existentes e, possivelmente, recombinacees entre fa-

gos virulentos e temperados.

Todos esses procedimentos, portanto, além de nao
prevenirem completamente a infeccao fagica, necessitam de ins-
trumentos que nem sempre estao disponiveis na industria. Ade-

mais, os bacteriofagos multiplicam-se em profusao, sendo que



o~

uma fébrica pode produzir aproximadamente 10'* fagos diaria-
mente.

As possibilidades crescentes de manipulagoes ge-
néticas em bacterias lacticas oferecem uma nova forma <e con-
troler o desenvolvimento de fagos nas indastrias de ltactici-
nios. Torna-se possivel, assim, considerar-se a construgéo de
linhagens meihorades por meio da clonagem de genes gque codifi-

cam mecanismos de resisténcia a fagos.

Este trabalho teve dois objetivos principais, ou

sejam:

(1) Melhor caracterizagao de culturas lacticas
pertencentes a Colegao de Fermentos lLacticos do ITAL;

(2) Sstudo genetico de um sistema de resisten-

cia a bactericofagos com o proposito de clona-lo.
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onte de carbono, produzindo, a partir dessa fermentagéo, qua-

-

se cue exclusivamente acido laéctico, no caso de bactérias homo

2

fermentativas, ou outras substancias adicionais, tais como aci

do acetico, dioxido de carbono, etanol, acido formico e glice-

rel, nc caso de bacterias heterofermentativas (KOSIKCWSKI, 1377).

De acordo com FOSTER et aliL (1957) a capacidade
fermentative varia de acordo com a espécie da bacteria, obten-
do-se uma produczo de acido lactico entre $,5% e 1,0%, podendo

4 . a0
xa de temperatura de i0°C - 58

—

ocorrer numa ampla fa

Segundo KO0SiKOWSKi (1977) o acido coagula a «ca-

—y

sc

H

na do leite a pH 4,6, seu ponto isoelétrico. Essa coagula-
¢ao envolve a formagao de grandes agregadcs estruturais das mi
celas dispersas de caseina. TUMERMAN e WEBB (1965) citam que a
caseina € uma fosfoproteina heterogénea, contendo trés compo-
nentes eletroforeticamente distintos, designados a, B e v, em
ordem decrescente de eletromobilidade. Citam ainda que a dis-
persao das micelas de caseina € regulada por um equilibrio re-
versivel de fons de calcio, fosfato, citrato e magnesio no so-

ro do leite.

0s estudos texonomicos das bacterias iactices

iniciaram-se na segunda década deste séculio, compreendendo, atuai-

-

mente, um grande numero de especies pertencentes a quatro ge-
neros: Leuconostoe, Pediococcus, Lactobactllus e Strepito-

. / ¢ >
coecusd (SHARP

m
-1

aa]

e FRYER, 1566).



0 genero lLeuconousfoc, representado principalimen=-
te por L. cremonds, L. dextrandlcum e L. clitrovorum, & com-
posto por pares e cadeias de ceéelulas esféricas, podendo-se
considera-lo como cocos heterofermentativos, pois produzem

acido acetico, etanol, dicxido de carbono e acido lactico de

[¢ix)

o D {

W

configuracg UCHANAN e GiBSOWNS, 1975). Produzem acido a

partir de glicose, nao sao particularmente ativos no leite e

1
!

raras vezes o coagulam, havendo algumas cepas Gue sao incapa-

a—

zes de fermentar a lactose (ABD-ZL-MALEK e GI{BSON, 19L38 e
STADHOUDERS, 197L). Sua importancia reside no fato de fermentar
o citrato, principalmente o L. caemordis, conferindo o aroma ca
racteristico do queijo (SHARPE, 1979). Em meio favoravel pode

.

produzir volumes apreciaveis de diacetil e acetili-metil-carbi-
noi, sendo algumas linhagens produtoras de acetaldeido (Cox,

1977; LAWRENCE eZ alddL, 1976 e REITER, 1973).

Os Pediococcus sao formados por células esféri-

cas dispostas em tétrades, sao homofermentativos, produzindo

W

cido lactico de configuracao DL. Sua importancia reside na
maturacao de varios tipos de queijos (DACRE, 1958 e FRYER e
SHARPZ, 1966).

0s Lactobacillus sao bactérias em forma de basto
netes homo e heterofermentativos, com temperaturas de <cresci-

o

- i (O ~ ~ . . - .
mento variando cde 10°C a 40°C e com a maioria das espécies produtoras de

acido iactico a partir de glicose, possuindo, este acido,
uma configuraczo variavel! (FOSTER et aldid, 1957 e SHARPE e

FRYZR, 1966). As espécies ce maior interesse para a microbio-

logia de leite szo L. cased, L. acidophilus, L. plantarum, L.
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helveticus e L. bulgaricus. Juntamente com o S. Lhewmophilus, aiqu
mas dessas bactérias constituem-se nos fermentos termofilos uti
lizados para a produgao de iogurte, gqueijos de massa dura, lei-=

tes acidificados, acido lactico e vegetais fermentados.

Algumas das bactérias lacticas mais importantes
encontram-se no genero dos Stirewplococcus, sendo o S, Lactis,
S. cremonis e S, Lactis subsp. diacetylactis os principais
responsaveis pela producao de acido lactico, arome e sabor,
alem das caracteristicas do coagulo nas fermentagoes lacticas
mesofilas (KLAENHAMMER, 1984). Todos pertencem 20 grupo N de

- ~ . . A0 A ~
Lancefield, sao homofermentativos e crescem a 10 C mas nao a

o . . . On /&
L5¥C, situando-se sua temperatura ideal em torno de 30°C (BRIGGS

e NEWLAND, 1952, 1953). Podem apresentar déferentes comporta-
mentos em leite, uma vez gue a capacidade de obtenczo de com=
postos nitrogenados essenciais para o seu crescimento ¢ dife-
rente, obtendo~-se culturas diferenciadas em répidas {("fast') e

lentas ('slow!'), em fun¢2ao do seu desenvolvimento (LAW e KOLS-

TAD, 1983}). Szo chamades de rzpidas as culturas que crescem
normalmente em leite, coaguiando-o apos 18 horas de incubagao

a 21°C e de lentas, &s que coagulam o leite somente apos L3 ho

T

ras de incuba¢ao na mesma temperatura (CITTI el aldldl, 19¢

N
\Sal
r-
£
5

RENCE et afAii, 1576 e COGAN, 1980). As linhagens lentas no pos

suem, ou perderam, O sistema de proteinases senco, entzo, deno

minadas de Prt™, o contrario das Prt¥, gue contéem o sistema

-~ + N [ [ sz AN 5 [
protectiitico (McKAY, 18cZ,.
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0 8. Laciis encontra-se no leite na forma de pa-
res ce cocos elipticos ou formando cadeias curtas. De acordo

com FCOSTER et alddl (1957), essa bactéria e essencial para a fa

bricaczo de cueijos e leites fermentados, auxiliando na’'conser
vacao de certos produtos lacteos protéicos cue cecntém hidratos
de carbono. Citam, ainda, que essa especie prolifera em leite
e fermenta 2 lactose, originancdo 0,8 a 1,0% de acido lactico,
sendo ests cuase que totaimente constituido pela forma L pocen
do-se, tzmbém, encontrar guentidades peguenas ce &cido acético
e &cicdo propionico. SWARTLING [1951) e BRIGGS {(13552) descre-
vem or-anismos produtores de acetoina, {0z e diacetil, simila-

res a S. Lactis, na maioria de suas outras caracteristicas, di
ferindo, poreém, pela sua capacidade de utilizar citratos. Es-
tas linhagens fermentadoras de citrato receberam a denominagéao

de S. Lactis subsp. diacetylactis.

Cs S. cremonis possuem muitas ¢ icas em
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comum ccm S. Lactdls, diferenciando-se, entre outras, nbela for-

magzo de cadeias longes, produgao de ambnia & partir de argi-
N L2 - N nt 2 49 2 e m ome ! ntend LY Ce
nina, nao crescimento a pH 9,2 e nem em meio ccntenda k3 ce

NaeCl, velocidacde de acidificagao, influéncia no sabor e aromea
do produto final e capacidade simbiotica {(COLLIiNS el alii,
1950) n = A N A L {104 ) LAWRENCE 0 ;. L1 4) a
950). De acordo com DAViIS (1505); LAWREINTCE el alxc (1S70 e

ANTUNES {1985), o S. caemoadls e encontrado no leite cru, porém,
em numero inferior ao S. Lactis. Nos fermen:os lacticos, esta

(‘\
G
«
[OR]
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verte, verificando-se uma pnredominzncia do S. cre-
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moais. isto parece ocorrer devido @ maior sensibilidade das cé
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fulas de {r:s que 2 destroem. Por esse



motivo e também peio fato de cue esse microrganismo nao produz

cefeitos des amargor e de sabor de frute em gueijos, comd aigu-

4, 1

mas linhagens de 8. Zaciis, @ incustria cde lacticinios tem de-
monstrado um interesse crescente por esse microrganismo nos

(@]
~

Cltimos anos (RICHARDS .

Noet alll, 1583

0 processamento de gueijos e de cutros procutos

.
i
o

lacticos fermentados nasceu da necessidade de se preservar o

M

leite cru, utilizando, para tal fim, a acidificagao bioiodgica

natural e empirica. Em consecguéncia do meihoramento das quali-

{ -t T Al - - fm A~ Aal e et =~
nicas do leite, representadoc peia pasteurizacgsao,
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ades higi

tornou-se necessario substituir a flora selvagem cdo ieite, des
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da durante o tratamento termico. EFEsta microflora adiciona-
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cida como cultura iniciadore (‘'starter') ocu fermen

Um fermento l&ctico € composto de uma ou mais Ii
nhagens pertencentes ou nao ao mesmo genero ou espécie, utili-
zada para inocular um produto cru cu pasteurizado, a fim de
iniciar uma fermentagao. Os microrganismos de gueijos de massa
crua e semi-cozida e de outros produtos, szo 0s mais estuda-
dos, compreendendo os produtores de acidez, como o S. factdis,
S. Lacitis subsp. diacetylactis e S. caemords, e os produtores

de aroma, ccm

O
(@]

o Leuconositoe cremondls, L. dextranicume S. Lac

QL

£is subsp. diacetylactis (LAWRENCE e alldlL, 19756; BOTTAZZ!Y,

5

1879 e CCGAN, 1€
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fermentos termofil utilizados fabrico
0s fermentos termo tos, il dos no ab

de queijos de messe cozide e iogurte sao separados em duas ca-
tegcrias principais: (a) os fermentos naturalis, de composicao
nzo bem definide, muito &cidos, compostos por Lactobacillus
bulganicws, L. helveticus, L. Lactls, L. {fermentum além de
S. Zhernmopnilus e alguns estreptococos fecais (BOTTAZZ!, 1979

e AUCLAIR e ACCOLAS, 13883) e (b) os fermentos selecionados, de

composiczo conhecida, compostos de uma ou varias linhagens de

S. themmophilus e/ou tactobecilos, entre esses, L. bulgardicus,
L. Lactis e L. helveidlcus (AUCLAIR e ACCOLAS, 1983) e Proplo

nibacterium shermanid (LAWRENCE eX alddl, 1976).

A principal acao dos fermentos lacticos e acidi-
£
i

icar e coagular mais rapidamente o leite pela fermentacao da

1l

lactose, convertendo-a a acicdo lactico, além de seus produtos
metabéiicos fornecerem sabor e aroma desejaveis e caracteristi
cos ao produto final (NYIENDO et alil, 1574 e SMILEY, 1580). Pa

ra que o fermento preencha esses reguisitos ¢ importante sua

r

composi¢ao, nzo apenas em termos de géneros e espeécies micro-
bianas presentes mas, também, em termos de linhagens de cads
espécie. Dentro da mesma espéecie podem ser encontradas linha-
gens com diferentes intensidades metabolicas e caracteristi-

cas bioquimices (ZORDON e SHAPTON, 1576).

ol

forma, quando se efetua a selecao de !inha

Bessa

cens pa composicao de fermentos lacticos mesofilos deve-se
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consicderar: (1) a icicdacde de produgao de acido lactico (PEARCE,
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diferentes temperaturas (BABEL, 1962;

H OO T s Gy nNA Q 3 T ! . N H -

e LAWRENCE, 1981 e BALY, 1G9E3):; (3) capacidade proteolitica ade
7 h T

quada, sem ocorrencia de amargor no produto final (LAWRENCE eZ

alil, 197653 COX, 1977; MARCOS et aliiL, 1977; SHARPE, 1973; BE~-
LOVA et alfii, 1982 e RICHARDSON, 1S8L); (4) resistencia a bac-
tericofagos (COX, 1977; LAWRENCE et alii, 1978; HEAP e LAWREN-
CE, 1981; DALY, 1983 e HUGG!NS, 198%4); (5) promcgao de trans-
ormagaes desejaveis durante o processo de cura (HAMMOND, 1976;

COX, 1977; HEAP et alii, 1578 e HUGE 4 N

ENS, 1584} ; (6) compati-

bilidaece de crescimento em associagao com outras linhagens e/ou
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1975 e DALY, 1583 caracte-
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ticas e tecnolicgices adeguadas (GARCIA, 198L);
(8) nzo procdugzo de substancias inibidoras (HEAP e LAWRENCE,
1576) e (9) estabilidede das propriedades desejaveis de coagu-
lar a 227°C em 18 horas o leite reconstituido esterilizado (LAY

RENCE et alil, 1978).

Em fins do sécuio passado e inicio deste século,

Storch na Dinamarca, Conn nos Estados Unidos e Weigmann na Ale

manha, iniciaram o primeiro sistema de preparacao de fermentos

-

tica foi ime-
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uma fermentacao. Esta pr
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indUstrias de queijo devido aos bons

resultaedos apresentados {(SANDINE, 1980). 0 desenvolvimento dos
fermentos lacticos foi, assim, especialmente significativo pa-
ra as indlstrias de queijo, as guais sofreram um progresso

notavel por pcederem pedronizar os seus produtos, tornendo-se



possivel corhecer o pocer acidificante e 2@ atividade bioguimi-

cz dos microrganismos gue atuam nocs gueijos em maturagao.

Segundo COX (1977) e LAWRENCE et alid (1970)
existem tr@s tipos basicos de fermentos lacticos mesofiios, em
relagao & sua composicgac: (1) fermento simples cu de linhagem
unica, constituido de uma unica linhagem de S. cremoais ou S.

Lactis, usacdo na Australia, ou em pares na Nova Zelandia; (2)
fermento de linhagens multiplas, constituido de uma nistura

definida, cualitativa e guantitativamente de, geralmente, treés

as puras de S. cremoals e S. Lactls, sendo ut

(o]
o
o
o)
w
]
s g
(o))
W
o

lizado principalmente nos Estados Unidos e (3) fermento misto,
composto de linhagens de S. cremonis, S. Laciis, S. Lactis
subsp. diacetylactis e Leuconostoc, em proporgoes variaveis e,
&s vezes, desconhecidas; é usado, principalmente, na Europa e
América do Sul.

fetar o crescimento e a

O,
o

Varios m a

atores pog

atividade do fermento lactico, tais como a temperatura ce pro-

cessamento, o volume do indcuio, &s caracteristicas genetices
da cultura, bem como a presenga de inibidores naturais e adi-

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

constituem=se em um cos fatores mais in

pov)

portantes, sendo a prin

cipail causae individual da baixa produgao de acido pelos fer-
mentos lacticos (WHITEHEAD e COX, 1935; ELLIKER, 1951; CHRiS-

TENSEN, 1972; CHGPIN et aldi, 1S876; HULL, 1578; GASSON e

-
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de fermentos lacticos foram modi ficados, visando nao so a efi-
ciencia tecnologica como a utilizagao de linhagens resistentes
a bacteriofagos, com o objetivo de controla-los. Uma revisao
sobre esse aspecto encontra-se mais adiante neste mesmo capi-

tulo.
3.2. Bacteridfagos

7 O0s bacteriofagos sao virus que, quando atacam
as bactérias, podem causar dois tipos de consequéncias: a lise
da celula, causada pelos chamados fagos virulentos, ou a perma
nencia dentro da célula hospedeira, integrado ao seu DNA; nes

se caso, sao chamados fagos temperados ou profagos e, este es-

tado, de lisogenia. Um fago pode comportar-se como temperado
para uma determinada linhagem hospedeira e virulento para ou-
tra; esta propriedade € determinada no hospedeiro, ja que a

capacidade genetica para produzir a proteina repressora reside

no genoma do fago (ANDERSON et afii, 1981).

Os bacterféfagos, na indistria, podem ser prove-
nientes do ar, de soro infectado, de particulas de leitelresul
tante de ma higienizagao ou do leite cru a ser processado  (WHi-
TEHEAD, 1953 e HULL e BROOKE, 1982), podendo sobreviver a pas-
teurizag2o e a secagem por calor (CHOPIN, 1980). Aleéem disso,
o proprio fermento lactico, composto por linhagens lisogenicas
de bactérias lacticas possuindo um ou varios DNAs fagicos inte
grados ao seu cromossomo na forma de profago (BRADLEY e JONES,

1968; STADHOUDERS, 1974; OVERBY, 1976; LAWRENCE et alii, 1976;
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HUGGINS e SAND!NE, 1977; LAWRENCE, 1978; HEAP et alid, 1978;
DAVIES e GASSON, 1981, 1983; JARVIS, 1982; CHOPIN et afii, 1983
e TEUBER e LEMBKE, 1983), representa a principal fonte natural

de fagos virulentos.

As linhagens lisogenicas de estreptococos lacti-

cos foram demonstradas primeiramente por REITER (1949), quando

observou que tres linhagens liberavam fagos espontaneamente,
causando lise em uma iinhagem indicadora apropriada. Mais re-
centemente, verificou-se que a lise em bacterias lacticas liso

genicas pode ser induzida por calor, luz ultravioieta (KEOGH e
SHIMMIN, 1969; McKAY e BALDWIN, 1973; KOSAK et aklii, 1973; LOW
RIE, 1974; PARK e McKAY, 1975; REITER e KIRIKOVA, 1976 e HUG-
GINS e SANDINE, 1977) ou por mitomicina C (HUGGINS e SANDINE,
1977; SINHA, 1980 e REYROLLE et al.idi, 1982), de acordo com o

que ja havia sido descrito por HAYES (1968).

Uma demonstragao classica de lisogenia em S. Lac
Lis e S. cremordis foi feita por GASSON e DAVIES (1980 a) ao ve
rificarem que variantes curados de seu profago mostraram-se ser
indicadores sensiveis ao seu proprio fago temperado. Esses va-
riantes podiam ser re-lisogenizados completando, assim, o ci-
clo temperado para o estado de profago. Observagoes similares
foram feitas por GEORGHIOU et afAL (1981), que demonstraram,
inclusive, a resistencia do estado de profago ao antisoro ati-

vo contra aguele bacteriofago temperado.



Outros tipos de relagoes entre fagos e bacteérias
lacticas como, por exemplo, a pseudo-lisogenia, pelo qual um
fago litico perpetua-se em equilibrio estavel em uma populacgao
bacteriana heterogenea, composta de pelo menos uma cultura re-
sistente a ele, dando origem frequentemente a mutantes sensi-
veis, devem ser, igualmente, levadas em consideragéo (GRAHAM
et alii, 1952; BARKSDALE e ARDEN, 1974; STADHOUDERS, 1975 e

LIMSOWTIN e TERZAGH!, 1977).

A incidencia praticamente universal da lisogenia
nos estreptococos lacticos indica que as linhagens lisogeni-
cas podem servir como um reservatério de fagos potencialmente
capazes de atacar as cepas que compoem OS fermentos lacticos
mistos (HUGGINS e SANDINE, 1977). Dessa forma, nao se deve mis
turar, nos fermentos lacticos, linhagens sensiveis aos fagos
temperados das demais linhagens componentes do mesmo (McKAY e
BALDWIN, 1973; LAWRENCE e aldi, 1978 e DANIELL e SANDINE,
1981). Entretanto, pelo fato de faltarem linhagens indicadoras
sensiveis aos fagos temperados (LAWRENCE et alii,1976), chega-
-se a acreditar que estes UGltimos sao de menor importancia e
que nao contribuem para o aparecimento de fagos virulentos du-
rante o processamento industrial (TEUBER e LEMBKE, 1983). Esta
hipotese foi reforcada apos os estudos de homologia de DNA en-
tre fagos temperados, induzidos a partir de trées linhagens de
S. chemonis e 25 (vinte e cinco) fagos liticos isolados de fa-

bricas de queijo, verificando-se auséencia de homologia genetica
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entre eles (JARVIS, 1984 b). Por outro lado, a alta porcenta-
gem de linhagens indicadoras sensiveis a fagos temperados indu
zidos (REYROLLE et &«flidl, 1982) e a estreita correlacao entre
os espectros de atividade de fagos temperados e virulentos (CHO-

PIN et alii, 1976) reforca o potencial dos fagos temperados

como fontes de fagos liticos nas fermentagoes lacticas.

Tanto as bactérias como os bacteriofagos exibem
consideravel variabilidade genotipica e fenotipica. Alteracoes
na resisténcia de estreptococos lacticos a bacteriofagos tem
sido rotineiramenfe observadas (COLLINS, 1958, 1962; LIMSOWTIN
e TERZAGHI, 1977; LIMSOWTIN et aldid, 1978; SINHA, 1980 e SAN
DERS e KLAENHAMMER, 1981, 1983). Similarmente, alteragoes nos
bacteriofagos devidas a mutagoes (JARVIS, 1978) ou por modif i-
cagSes éontroladas pelo hospedeiro (COLLINS, 1956; POTTER, 1970;
KEOGH, 1973; SiNHA, 1980; SANDERS e KLAENHAMMER, 1980 e DALY e
FITZGERALD, 1982) podem alterar radicalmente a faixa de hospe-
deiros. Considerando a dinamica das interagoes fago-hospedeiro
durante as fermentacgoes lacticas (LAWRENCE e THOMAS, 1979) pe-
la propria dinamica genética dos estreptococos lacticos -(DAVIES
e GASSON, 1981, 1983 e McKAY, 1983), as alteracgoes genéticas
nos fagos temperados destes organismos devem ser igualmente di
namicas, resultando, assim, em grande complexidade nas interacoes
hospedeiro-fagos temperados ou liticos, levando ao aparecimen-

to de uma populagao dominante de fagos liticos.
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Os fagos dos estreptococos lacticos mesofilos S.
Lactis e S. cremohis tem sido os mais bem estudados, em parti
cular nos paises anglo-saxoes. Estes sao os fagos de fermentos
lacticos utilizados na fabricacao do queijo Cheddar. Por outro
lado, pouco se sabe sobre os fagos de fermentos lacticos termé
filos, S. thermophifus e diversos LactobacillLus utilizados na
fabricacao de iogurte e queijos de massa cozida (ACCOLAS et
aliL, 1980 e REINBOLD et afii, 19Y82). Além disso, os fermen-
tos termofilos parecem ser menos sensiveis a fagos que os mesé
filos (LAWRENCE, 1978 e S0ZZI et alfii, 1976); contrariamente,
os fagos que atacam linhagens de S. Zheamophifus e L. helve-
ticus apresentam uma alta especificidade em relagao ao hospe-

deiro (S0ZZt e MARET, 1975).

0s bacteriofagos que atacam os estreptococos lac
ticos tem sido intensivamente estudados quanto a sua caracteri
zagao morfologica e sorologica. Determinagoes das medidas e es
truturas de cabegas, caudas, colares e bases desses fagos, ob-
tidas por meio de microscopia eletronica, demonstraram a exis
tencia de diversos tipos morfologicos (PARMELEE et afil, 1949;  BRADLEY,
1503, 1967; HENNING ef al.iLl, 1968; BAUER et afis, 1970; KEOGH
e SHIMMIN, 1974; TERZAGH!, 1976; TSANEVA, 1976; JARVIS, 1977;
HULL, 1978; HEAP e JARVIS, 1980; LEMBKE et alii, 1980; CHOPIN
e ROUSSEAU, 1983 e TEUBER e LEMBKE, 1983). Com excegao dos fa-
gos com cabecas tubulares descritos por CHOPIN e ROUSSEAU (1983)

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

a maioria dos bacteriofagos lacticos possuem cabegas prolatas,
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isométricas pequenas ou grandes e caudas nao contracteis (S0ZZI
et alidi, 1980). Apesar dos fagos com cabecas prolatas ou iso-
metricas causarem problemas nas fermentacoes lacticas (TEURER
e LEMBKE, 1983), os primeiros sao, geralmente, mais virulentos

que os segundos (HEAP e JARVIS, 1980).

Os grupos morfologicos dos bacteridofagos lacti-
cos foram bem correlacionados com estudos soroldogicos e de ho-
mologia de DNA-DNA (ACKERMANN, 1969; TSANEVA, 1976; HEAP e
JARVIS, 1980 e JARVIS, 1977, 1978, 1984 a). Estudos também fo-
ram feitos para agrupa-los de acordo com a faixa de hospedei-
ros (ADAMS, 1950; BRADLEY, 1965 e CHOPIN et alii, 1976). Re-
centemente JARVIS (1984 a) estudou quatro grupos de bacteriofa
gos lacticos quanto a morfologia, sorologia e homologia de DNA,
verificando que os grupos morfologicos estabelecidos nao pos-
suiam homologia de DNA. Com estes resultados, o autor sugeriu
que estes grupos de fagos nao possuem um ancestral comum e que
as especies diferentes de fagos, nao foram originadas por muta

cao entre os grupos.

LAWRENCE (1978) e LEMBKE e TEUBER (1981), por
meio de estudos sorologicos, feitos a partir de materiall cole
tado em industrias de queijo, revelaram que o numero de fagos
e de culturas de estreptococos lacticos realmente diferente €&
baixo e que os tipos morfologicamente distintos de fagos sao
pouco numerosos, parecendo haver uma correlacao entre a morfo-
logia do fago e o tipo de hospedeiro. Entretanto, os grupos de

bacteriofagos definidos por meio da morfoiogia, sorologia ou
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homologia de DXNA n@o mostram correlagao com os agrupamentos ba
-~ . £ A A oot g ‘ :
na faixa de hospedeiros (KICCH e SHIiMMIN, 197h; HEAP e
PR 3 =% s o N0 Y
, 1580 e JARVIS, 1878, 19%4 aj.
HYTENDO ef alid {187h) examinaram 25 fagos de
rescfilos observando gue todos centi-

com contetldo de guanina-citosina varian

(0]

do entre 32,7% e h40%. Posteriormente, LEMBKE e TEUBER (1982)

verificaeram gue determinacos fagos do tipo prolata e isométri-
cGc, comumente presentes no soiro de queijo possuiam teores de
G + C entre 41% e 327, respectivamente. C comprimento das molg
culas de DNA desses fagos, deée?minado por eletro-micrografias
ou por digestao com endonucleeses de restricgzo, varia entre
18 e 27 megadaitons (¥dal) (KLAENHAMMER e McKAY, 1976; DALY e

~
i

3 - - h 1o —~ ~ . s’ )
FiTZGERALD, 1S82 & LOOF et afii, 1583).

X
>

[N

¥

Apesar das especies e linhagens de bactérias com
ponentes de fermentos lacticos serem suscetiveis ao atague cde

bacteriofagos, nao sao necesscriamente sensiveis as mesmas ra-
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cas de fagos (CALAM, 1964; KEOGH, 1972; STADHOUDERS, 1974; LAWY
RENCE ot alAii, 1976; LIiMSOWTIN et alil, 1977 e HEAP et alid,

1978). 0 estudo mais extensivo sobre os cruzamentos fago-hos-

pedeiro em estreptococos iacticos foi feito por CHOPIN et aldl

(1978) ccm 132 fzgos usados contra 291 linhagens. Observaranm
que £8,8% das iimhagens cnsaiadas foram sensiveis ao grupo 'g3"

de fagcs, podendo-se conciuir
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faixa de hospedeiros. Dessa forma, o grau de diversidade na
faixa de hospedeiros dos bacteriofagos lacticos € muito maior

do que o inicialmente imaginado.

A determinagao de numerosos cruzamentos com fa-=
gos heterologos que apresentam baixa eficiencia de formacao de
placas de lise (ORAM e REITER, 1968; TERZAGH| e TERZAGHI, 1978;
PEARCE, 1978; BOUSSEMAER et aliL, 1980 e SANDERS e KLAENHAMMER,
1980) foi facilitada com o uso de preparagoes contendo alta con
centragao de fagos (LAWRENCE et alidl, 1976 e HEAP e LAWRENCE,
1976) e, principalmente, pelo desenvolvimento de meios tampona
dos como o M16 (LOWRIE e PEARCE, 1971 a), triptona-extrato de
levedura-agar (KEOGH, 1980) e M17 (TERZAGH{ e SANDINE, 1975)..
Destes, o meio MI7, tamponado com B-glicerofosfato, tem sido
o mais utilizado para ensaios de formagao de nlacas de lise,
melhorando, indubitavelmente, a detecgéo do desenvolvimento de
fagos heieréiogos nos estreptococos lacticos. lsto porque este
meio, alem de manter o pH acima de 5,7, deixa o elemento <cal-
cio livre, necessario para adsorgao dos fagos a parede celular

microbiana.

(< Segundo SANDINE (1980), o processo de infeccao

LMD

dos estreptococos lacticos pelos bacteriofagos consta de ' qua-
tro estagios: (a) adsorcao, onde os fagos se prendem aos sitios
receptores na cé¢lula hospedeira, geralmente pela caudae (b) in-
feccao do DNA fagico, dependentes de calcio; (c) periodo latente
onde, para os fagos virulentos, a capacidade biossintéetica da

célula torna-se comprometida para a producao de DNA e proteina
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do fago, os cuais, posteriormente, se reunirao para formar o
fago maduro; e (d) a eclos@ao, quando os fagos viaveis sao libe

rados no meio atraveés de lise das ceiulas.

A interacao entre a bactéria e o fago e altamen-
te especifica (PARADA et alidl, 198%4) e depende dz presenga de
receptores fagicos reativos localizados, em algumas ltinhagens,
na parede da célula {(ORAM e REITER, 1968) e, em outras, na mem
brana plasmatica (ORAM, 1971 e HURST e STUBBS, 1969). Subse-
gliente caracterizacao dos receptores fagicos demonstrou serem
estes de natureza lipcprotéeica com componentes polipeptidicos
(ORAM, 1971 e KEOGH e PETTINGiILL, 1983).

0 grau de adsor¢ao dos fagos pode ser grandemen-
te afetado peia disponibilidade dc cétion§ mono ou bivalentes
(CHERRY e WATSON, 1949 b). REITER (1956) observou que os bac-
teriofagos eram inibidos em meio deficiente em calcio. Poste-
riormente, HARGROVE (1959) relatou gque o uso de fosfato no
leite impedia o crescimento de fagos nos fermentos lacticos. Os
anions fosfato seqlestram os ions caicio, tornando-os nao
disponiveis aos fagos que os necessitam para injetar set DNA na
célula (WATANABE e TAKESUE, 1972). Entretanto, essas reagoes
nao sao especificas para o calcio ou qualquer outro cation
(CHERRY e WATSON, 1949 b; POTTER e NELSON, 1552; REITER e MPLLER-
-MADSEN, 1963 e ORAM e REITER, 1968). Outros fatores adicionais
extrinsecos que podem afetar a adsorcao dos fagos pelos estrep
tococos lacticos incliuem mudancas no pH (CHERRY e WATSON, 1549 a e
KECGH e PETTINGILL, 1983) e a temperatura (KEi{GH, 1973 e SAN-

DERS e KLAENHAMMER, 1984).
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De modo geral, os fagos sao bem acdsorvidos pelo

seu hospedeiro hcmdlogo, seguindo=-se o ciclo 1{tico normalmen-
te. Entretento, varios cruzamentos entre hospedeiro e fagos
heterdlogos que cemonstram adsorcao eficiente falham no desen-
volvimento cdo ciclo !{tico (ORAM e REITER, 1568} ou apresentam
taixa eficiéncia de for de placas de lise (SANDEIRS e XLAE
NHAMMER, 1980, 1S83). Zste tipo de resposta ¢ devido a presen-
ca de sistemas de restrigao/modificacao (PEARCE, 1978; BOUSSE-
1980; SANDERS e KLAENHAMMER, 1980 e DALYe FiTZ-

GERALD, 1832), & outros mecanismos de dafesa conhecidos {SAN-
DERS e KLAENHAMMER, 1983, 198%4) ou, simplesmente, a Iimpossi-
Siltidade do fago adsorvido replicar-se no hospedeiro. As alte~-

racoes na especificidade adsortiva dos bacteridofagos podem ser
devidas as mudancas nos hospedeiros ou nos proprios fagos, cau
sadas por mutagoes ou por modificagoes induzidas pelo hospedei
ro {(COLLINS, 1958; ORAM e REITER, 1968; KEOGH, 1972; LIMSOWTIN
e TERZAGH!, 1976; JARVIS, 1978 e KING ef alii, 1583).

Ja foi evidenciado, também, que alteracoes nas
propriedades de adsorcao dos estreptococos lacticos podem ser
devidas, em alguns casos, a aquisicao ou perda de plasmidios.
Assim, SANDERS e KLAENHAMMEIR (1983) mostraram que a perda de
um plasmidio cde 30 Mdal em uma linhagem de S. Lactis ME,, nao
sensivel & fagos, aumentou sensivelmente a adsorg¢ao de quatro
fagos heterdiogos, assim como a eficiencia de formagao de pia-
ces de lise. Similarmente, DI VOS ef afil (1984) verificaram
que & adsorceo de um fago por S. cremoidls SLij] aumentou de 5%
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cde pilasmidics nos mecanismos de defesa a fagos e nos estrepto-
cocos lacticos pode explicer, em parte, a grande variabiiidade
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Seguindo=-se a adsorc¢ao, o DNA do fago e injetado

na célule bacteriana, ocorrendo sua multiplicagao. A propaga-
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le ser um processo rapido, com periodos

o de grande numero de fagos apos a
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iatentes curtos e 1ib
lise da célula. Cada novo fago liberado podera infectar uma no
va celula sensivel (BRADLEY & JONES, 1968 e CVEREY, 1976). Os

tenzes variem de 9 a 139 minutos {(ZEHREN e WHITE-
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HEAD, 195k e LAWRENCE & alid, 1976) com a maicria ocorrendo

A magnitude de ecloszo € muito variavel entre os

estreptocccos lacticos, verianco c¢e 9 a 105 particulas libera-
- 1 . - IRV e, 5 . Y
das por célula infectada (KECGH, 1973). Em altas temveraturas,

os periodos latentes sao geralmente reduzidos, porém, a eclo-

sao pode aumentar, decrescer ou permanecer inalteracda (ZEHREN
e WHITEHEAD, 1954 e KEOGH, 1972). Periodos latentes curtos, am

pla eclosao ou ambos sao caracteristicas de ragas de fagos que

se desenvoivem rapidemente, atingindo grandes populacoes ro
P = - TR R N - . ~ ~
soro de queijo {(ZEHREN e WHITEHEAD, 195L4). Estes fagos sao ccn
. s . P T ) PN (5o A
siderados como possuindo aitos “fatores de multipiicagac' (PZARCE

et alil,. 1970) ceterminzdcs pelo teste de ativideade ccm o
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fermento lactico, podendo causar faiha total do mesmo, ainda

que presente em baixas concentracgoes no inficio do processamen-

to de queijos (LAWRENCE et alddi, 1976).

A multiplicagao dos bacteriofagos nos estrepto-
cocos lacticos depende de varios fatores nutricionais, especi-
ficamente de eletrolitos que sao ativos tanto na replicacao
dos fagos como na lise da celula. Assim, fosfato de potassio,
cloreto de sodio e calcio, sulfato de magnésio e acetato de sé
dio podem aumentar a eficiencia de lise por bacteriofagos em
S. Lactis, porém, este efeito esta estreitamente correlaciona-
do com a eficiéncia de adsorgao do fago (CHERRY e WATSON, 1949b).
Contrariamente, a remogéo de triptona uo meio reduz a eclosao
mas nao altera a eficiéncia de adsorgao do.fago. Diversos estu
dos demonstraram que a replicacao da maioria dos fagos depende
de calcio em concentragoes ideais de 2,7 x 107" a 1,7 x 107 °M
(COLLINS et afiL, 1950; POTTER e NELSON, 1952; ORAM e REITER,
1968 e S0ZZI| et alii, 1980), apesar do mecanismo utilizado nao

estar bem determinado (LAWRENCE et alii, 1976).

Qutro fator que afeta o desenvolvimento Iitico
dos fagos nos estreptococos lacticos € a temperatura a quél ge
ra, normalmente, respostas bem variadas. A maioria dos fagos
possui uma temperatura otima de replicagao identica a otima pa
ra crescimento da bactéria hospedeira, ou seja, 30-32°C  (WHI-
TEHEAD e COX, 1936 e S0ZZ}{ et alid, 1978). Entretanto, algumas
vezes, temperaturas altas podem inibir a multiplicagao dos fa-

gos (KEOGH, 1973 e MULLAN et al.iL, 1981) ou aumentd-la (HUNTER,
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1943; PEARCE, 1978; SANDERS e KLAENHAMMER, 1980; DANIELL e SAN
. DINE, 1981 e HULL e BROOKE, 1982). 0 estimulo da alta eficien-
cia de formacao de placas de lise em cruzamentos com fagos he-
terdlogos, normalmente de baixa eficiéencia, por temperaturas
elevadas (PEARCE, 1978) ou por choque de calor (SANDERS e KLAE
NHAMMER, 1980) parece resultar da inativagao fenotipica dos sis
temas de restricao/modificacao, levando o fago a se multipli-

car em hospedeiros normalmente restritivos.
3.3. Sistemas de Restni¢ao/Modiflcagdo

Apos a entrada-do DNA fagico dentro da celula,
a bactéria pode permitir a sua replicacao, resultando na propa -
gacao do fago, abortar a infecgao nos casos em que o fago nao
se compatibiliza com os sistemas de replicacao do hospedeiro,
destruir o DNA do fago por meio de enzimas de restricao ou, em
menor frequéncia, modificar quimicamente aquele DNA de tal for
ma, que ele nao seja reccnhecido pelas enzimas de restricao,
permanecendo apto para completar seu ciclo 17tico (KRUGER e

BICKLE, 1983).

0 mecanismo classico de restricao e modificagao
(R/M) de bacteriofagos consiste em duas atividades enzimicas:
(1) a enzima de restricao € uma endonuclease capaz de ‘cortar
o DNA fagico em sitios que nao haviam sido previamente modifi-
cados e (2) a enzima de modificacao € uma metilase ou glicosi-
lase que adiciona um radical nas palindromes, as quais se tornam,

entao, modificadas (MESELSON et aldii, 1972; ARBER, 1974,
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BICKLE, 1982; McCLELLAND, 1981 e YUAN, 1981).

A adaptagao de fagos heterdlogos pela modifica-
cao controlada pelo hospedeiro leva a um desenvolvimento 17ti-
co irrestrito no novo hospedeiro; entretanto, tais modifica-
coes sao reversiveis e determinadas pelo Gltimo hospedeiro no
qual o fago foi propagado, distinguindo-se, assim, de mutagéo
(LURIA, 1953). Enquanto os sistemas de restrigéo e modifica-
¢ao constituem o principal mecanismo de defesa contra a infec-
cao por bacteriofagos heterologos, por outro lado, as enzimas
de modificacao fornecem a oportunidade de adaptagao do fago

em novos hospedeiros (KLAENHAMMER, 1984).

A existencia de sistemas de R/M nos estreptoco-
cos lacticos ja esta bem estabelecida, sabendo-se, atualmente,
que estao amplamente distribuidos neste género de bactérias,
podendo existir sistemas mualtiplos de R/M em uma uUnica 1linha-
gem (COLLINS, 1956; BOYER, 1971; MESELSON et afii, 1972; LAW-
RENCE et aliL, 1976; PEARCE, 1978; LIMSOWTIN et alil, 1978; SAN-
DERS e KLAENHAMMER, 1980; BOUSSEMAER et afi4, 1980; DALY e
FITZGERALD, 1982; DAVIES e GASSON, 1981, 1983; McKAY, 1983; TEU-

BER e LEMBKE, 1983 e CHOPIN et aldiLl, 1984).

FITZGERALD et alil (1982) isolaram uma endonuclea
se de restrigzo, Sch], do tipo 11, de sequencia especifica em
S. cremordis F. Este estudo forneceu a primeira evidencia bio-
quimica da existéncia de enzimas de restricao em estreptococos

lacticos. Apesar da linhagem expressar restricao e modificacao
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dos fagos dependentes do hospedeiro, nao se sabe se a enzima

Scrf, opera “"in vivo'" como parte do sistema de R/M da celula.

LIMSOWTIN et alid (1978) verificaram que a manu-
tencao de um sistema de R/M era instavel em uma linhagem de S.
crnemonis e especularam sobre uma possivel localizacgao extra-
-cromossomica dos genes que codificam esse sistema. Posterior=-
mente, SANDERS e KLAENHAMMER (1980, 1981) associaram a exis-
téncia de um sistema de R/M, tambim em S. cremosadis, a um plas
midio de 10 Mdal pois, os variantes que o haviam perdido repli
cavam o fago C2 ensaiado com mais eficacia. Observaram, ain-
da, que a atividade de modificagao foi simultaneamente perdida
naqueles mutantes, demonstrando que o plasmidio curado codifi-
cava para ambas as atividades. Uma observacao similar foi fei-
ta para a atividade restritiva de S. Lactis subsp. diacetylac-
tis F7/2 por TEUBER e LEMBKE (1983). Também CHOPIN e% al i
(1984) estabeleceram que dois plasmidios, de 28 e 31 Kb cada,

codificavam sistemas de R/M em S. Lactdis.

SANDERS e KLAENHAMMER (1981) verificaram, entre-
tanto, que os mutantes que haviam perdido o plasmidio que codi
ficava um sistema de R/M, apesar de terem reduzidas suas ativi
dades de restricao e modificacao apresentavam, ainda, alguma
restricao ao fago em estudo. Concluiram, entao, que havia ou-
tros sistemas de R/M adicionais na linhagem estudada, os quais

eram independentes daquele ligado ao plasmidio curado.

A eficiencia dos sistemas de R/M nos estrepto-

cocos lacticos pode ser retardada quando as condigoes otimas
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de crescimento ou experimentacao sao alteradas. Assim, LOWRIE
(1974) mostrou que ceélulas de S. cremordls AM] em fase estacio-
naria de crescimento foram muito mais sensiveis ao fago hete-
rologo de S. cnemordis Ry do que aquelas em fase logaritmica de
crescimento. Da mesma forma, TERZAGH| e TERZAGHi {1978) wveri-
ficaram que células mais velhas, crescidas em meio com niveis
altos de lactose exclusivamente, demonstraram habilidade redu-
zida de restringir o desenvolvimento de fagos heterologos. Es-
te efeito foi atribuido parcialmente aos baixos valores de pH
alcangados durante o crescimento das culturas em concentragoes

ilimitantes de lactose.

Temperaturas elevadas podem, igualmente, alterar
a capacidade restritiva dos estreptococos lacticos durante o
ataque por bacteriofagos heterologos. Assim, PEARCE (1978), en
saiando o fago 643 contra 23 linhagens de S. fLactis e S. cnre-
mordis, observou que a.eficiencia de plaqueamento aumentara de,
pelo menos 2 log, em 5 linhagens diferentes, quando a tempera-
tura de incubacgao foi alterada de 30 para 37°¢C. Observacoes
similares foram feitas por SANDERS e KLAENHAMMER (1980) em re-
lagao 3 baixa eficiéncia de cruzamentos de fagos restritos em
S. chemordis SH e S. cremordls 799; apos aumento de temperatura
na incubagao das linhagens, as progenies de fagos modificados
produzidas eram capazes de desenvolvimento litico total nos
hospedeiros anteriormente restritivos. McKAY e BALDWIN (1984)
demonstraram a existéncia de um plasmidio de 40 Mdal em S. Lac

£4s subsp. diacetylactis, conferindo resisténcia a fagos
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naquela cultura somente a temperaturas entre 21 e 320C, sendo
sua replicacao, portanto, termossensivel. Estes dados indicam
que temperaturas elevadas podem ocasionar o aparecimento de uma
populacao de fagos modificados, com capacidade de lisar os hos
pedeiros que antes os restringiam, por meio da perda tempora-
ria dos sistemas de R/M nessas bactérias. Dessa forma, as ele-
vadas temperaturas utilizadas na manufatura de queijos podem
contribuir diretamente para o surgimento de novas populacgoes
de fagos 1iticos, por meio do aumento da capacidade de replica
¢ao de fagos heterologos em culturas que sofreram um choque téer
mico.

Conclui-se, a partir desses fatos, que essas bac
térias possuem sistemas de defesa a bactefiéfagos independen-
tes dos sistemas classicos de restricao e modificagao, os quais
sao rapidamente anulados em temperaturas elevadas. KRUGER et
alii (1980) e KRUGER e BICKLE (1983) observaram que a restri-

cao e modificagao fenotipica de viroses bacterianas tambem po-

de ocorrer, por um mecanismo que envolve uma modificacao na
proteina, e nao no DNA do fago. Dessa forma, a capacidade do
fago ser adsorvido por uma nova célula hospedeira ¢ influen~-

ciada pela modificagao conferida ao fago quando de sua passa-
gem pelo hospedeiro anterior. Por outro lado, os bacteriofagos
tambem desenvolveram diferentes mecanismos para evitar os efei
tos de restricao apresentados pelas bactérias, os quais tém si
do encontrados em praticamente todos os fagos ja examinados

(KRUGER e BICKLE, 1983).
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A expressao de sistemas maltiplos de R/M numa Uni
ca linhagem de estreptococo lactico fornece-lhe uma forte bar-
reira de protegao contra o ataque de bacteriofagos heterdlo-
gos. Conseqlentemente, a aquisicao ou perda de um plasmidio
que codifica sistemas de R/M podem fortificar ou enfraquecer
essa barreira. Como os plasmidios sao instaveis, podendo ser
perdidos facilmente com o sub-cultivo continuo, ha possibilida
de de se acumularem variantes deficientes quanto a capacidade
restritiva, constituindo-se, esses Ultimos, em reservatorio de
hospedeiros para a replicacao de fagos heterologos (LIMSOWT!N

et «liL, 1978; SANDERS e KLAENHAMMER, 1981 e KLAENHAMMER, 1984).

3.4. Conthole de Bacteriofagos

Varios procedimentos tém sido utilizados na ten-
tativa de minimizar o ataque de fagos durante as fermentagoes
lacticas, tais como: (1) meios inibidores de fagos; (2) cultu-
ras concentradas; (3) inoculacao direta nas dornas de fermen-
tagao; (4) rotagao de culturas; (5) varios sistemas de fermen-
tos lacticos; (6) mutantes resistentes a fagos e (7) linha-

gens insensiveis a fagos.

A prevencao da contaminagao por bacteriofagos
durante a preparacgao dos fermentos lacticos a ser wutilizados
na industria é essencial, devendo ser mantida a assepsia e

meios inibidores de fagos. 0s primeiros recipientes especiais,
para a preparacao dos fermentos lacticos, que previnem a infec
¢io fégica, foram desenvolvidos "na Nova Zel3ndia (WHITEHEAD,

1953 e SANDINE, 1977). Nao tendo sido usados em associacao
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com meios inibidores de fagos (LAWRENCE et afAi, 1976 e SANDI-
ne, 1977) e mesmo sendo, alguns deles, desenhados como siste-
mas fechados (WIGLEY, 1980), nao estavam totalmente livres de
contaminagao. Conseqlentemente, uma pratica comum nos Estados
Unidos passou a ser a preparacao dos fermentos em meios inibi-
dores de fagos. Estes meios sao preparados a partir de soro
deionizado e suplementados com hidrolisados de proteina e amd-
nia, alem de fosfatos, os quais formam quelatos com cations
divalentes, especialmente o calcio (HARGROVE et alid, 1961; ZOT
TOLA e MARTH, 1966; HENNING et alidl, 1965 e GULSTROM et alid,
1979). Quando o calcio nao esta disponivel, a proliferagao da
maioria dos bacteriofagos &€ inibida (COLLINS et alii, 1950; POT
TER e NELSON, 1953; REITER e MQLLER—MADSEN; 1963). A eficacia
destes tipos de meios depende do tipo e concentracao do fosfa-
to (HARGROVE ¢t afii, 1961 e ZOTTOLA e MARTH, 1966), do pH do
meio (HARGROVE ¢t alii, 1961 e AUSAVANODOM et alii, 1977) e dos
requisitos especificos da interagao fago-hospedeiro (S0ZZI| ez
alif{, 1980), ja que nem todos os fagos requerem calcio para

efetuar seu ciclo litico (S0ZzZ1, 1972).

Os meios inibidores de fagos nao foram adotados
em todas as indlUstrias, especialmente na Australia (HULL, 1983),
pois podem ser inibidores para algumas culturas lacticas (CZU-

LAK e KEOGH, 1957 e BABEL, 1958).

Dois tipos de avangos foram feitos no uso de meios

inibidores de fagos para o preparo dos fermentos lacticos. 0
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primeiro foi a utilizagao do soro proveniente de processamen-
tos adicionado de fosfatos e com controie externo de pH (AUSA-
VANODOM et alii, 1977; CHEN e RICHARDSON, 1977; RICHARDSON et
alii, 1976 e WRIGHT e RICHARDSON, 1982). A utilizagao deste
tipo de meio reduziu sensivelmente os custos de preparagao dos
fermentos. 0 segundo deles foi desenvoivido por SANDINE e AY-
RES (1981), com a uti}izagéo de um meio contendo fosfatos in=-
soldveis em agua eliminando, assim, o controle externo de pH e
exibindo nao s6 uma excelente inibicao de fagos, como estimu-

lando o crescimento e atividade das culturas lacticas

A utilizacgao de.culturas concentradas, as quais
podem ser inoculadas diretamente nas dornas de processamento,
forneceu uma alternativa a preparacao prévia dos fermentos e
ao uso de meios inibidores de fagos. Como esses concentrados
sao preparados assepticamente, nao ha possibilidade de contami
nacao fagica antes de sua inoculagao direta nas dornas (EDDY
e RAYFIELD, 1978). Elas sao congeladas e estocadas em tempera-
turas que variam de -70 a -196°C (PORUBCAN e SELLARS, 1979). Ape
sar de serem altamente ativas, os gastos exigidos para sua dis
tribuigao e estocagem em temperaturas extremamente baixas res-
tringem sua ampla utilizagao nas industrias de laticinios. Uma
alternativa seria o uso de culturas concentradas liofilizadas,
por serem menos caras quanté a distribuigéo e estocagem; en-
tretanto, elas sao menos ativas, necessitando ser reativadas

atravées de uma série de repicagens intermediarias antes de
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inoculadas nas dornas de processamento (PORUBCAN e SELLARS, 1979
e YANG e SANDINE, 1979). Atualmente, existem fermentos liofili

zados superconcentrados que podem ser inocuiados diretamente nas dor-

nas, suprimindo transferéncias intermediarias.

WHITEHEAD (1953), concluindo que a infecgao das
bactérias lacticas por bacteriofagos nao poderia ser totalmen-
te eliminada durante os processamentos de queijo, tentou redu-
zir os niveis de fagos na industria por meio de praticas de hi
giene e pelo uso de um sistema de rotagao de culturas. Para
tanto, utilizava linhagens aos pares durante quatro dias, par=-
tindo do principio de que se uma delas fosse atacada por fagos,
a outra poderia continuar a produgao de acido lactico. Ao fi-
nal daquele periodo, quando a concentragao de bacteriofagos es

pecificos para aquele determinado par de culturas estivesse ele-

vada, a utilizagao de um novo par a reduzia a niveis minimos
por nao serem os mesmos, capazes de infectar este novo par.
Este plano de acgao forneceu a base para a criagao do sistema

misto de fermentos lacticos e os programas de rotagao de cultu

ras que sao utilizados ate hoje.

COLLINS (1958) sugeriu que os niveis de fagos re
siduais nao eram suficientemente reduzidos no periodo de rota-
cao, a fim de prevenir a baixa producao de acido pelas linha-
gens sensiveis aos fagos liticos presentes na industria. Esse
mesmo autor (1962) propos a substituigao das linhagens sensi-
veis na rotacao imediatamente apOs o aparecimento de bacterio-

fagos e sua substituicao por uma outra linhagem nao relacionada
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existem muito poucas linhagens de estreptococos lacticos nao
relacionadas quanto 2 sensibilidade a fagos, disponiveis para
serem utilizadas neste tipo de programa. Consequentemente, a
eficiencia e longevidade dos programas tradicionais de rotacao
de culturas e substituicao de linhagens sao scveramente limi-
tadas (CHOPIN et aldid, 1976; LAWRENCE et aldd, 1976 e EDDY

e RAYFIELD, 1978).

Como je dito anteriormente, o problema causado

pelos bacteriofagos modificou a concepgao inicial dos fermen-

tos lacticos, associando-os com programas de rotagao de cultu
ras e de substituigao de linhagens sensiveis por cutras resis-
tentes a fagos. LIMSOWTIN et alii (1977) consideram que o des-
conhecimento da composigao do fermento misto pode acarretar trans
tornos a regularidade dos padroes de qualidade dos queijos, prin-
cipalmente se nao forem utilizadas teécnicas adequadas de manu-
tengao das culturas nos laboratorios das fabricas de queijo.
Este tipo de fermento surgiu, como ja citado, a partir do pro-
grama de rotagéo de culturas criado por WHITEHEAD (1953). Des-
sa forma, sofre restrigoes em re.acao a utilizagao de culturas
nao homologas a fagos (EDDY e RAYFIELD, 1978). Ademais, a pra-
tica de rotagao de um grande numero de linhagens nos fermentos
mistos e de dificil execugao, ofercce pouca protegao contra bac
teriofagos e poderia, de fato, nao sO promover a sua prolifera

¢ao, como o aparecimento de diferentes tipos de fagos (QURVE I

1978 e THUNELL et al<<, 1981).
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KEOGH (1972) cita que os fermentos simples, cons

tituidos teoricamente por um unico tipo de microrganismo, apre

sentam vantagens quanto a manutencao das caracleristicas de
qualidade dos queijos, pela facilidade no controle de seu de-
sempenho. Na pratica, esses fermentos sao muito utilizados na

forma pareada, o que ajuda a conferir, as culturas, resisten-
cia a bacteriofagos, sal e variagoes de temperatura (BOYD e
TARR, 1955). 0 sucesso de sua utilizagao depende, porem, da
manutencao estrita da pureza e atividade da cultura, a rigoro-
sa assepsia em todas as etapas de sua manipulacao, além da ado

¢ao de um cuidadoso programa de rotacao de culturas nao homolo

gas em relagao aos fagos, por periodos nao superiores a L-6
dias (KEOGH, 1972). Entretanto, como o numero dessas linha-
gens nao homologas a fagos e limitado e dificil de ser reco-
nhecido, o programa de rotagao usara, inevitavelmente, linha-

gens fago-relacionadas (LAWRENCE, 1978 e EDDY e RAYFIELD, 1978).
Uma vez presentes em altos niveis na industria, a faixa de hos
pedeiros desses fagos pode ser expandida por meio de mutagaono
fago ou por modificacao controlada pelo hospedeiro (HEAP e LAW

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

0 uso do fermento de linhagens multiplas tem for
necido, atualmente, uma alternativa aos outros programa tradi-
cionais de rotacao de culturas (LIMSOWTIN ¢t aldd, 1977; Ri-
CHARDSON ¢t alf¢, 1980; DANIELL e SANDINE, 1981 e THUNELL ot

aliL, 1981). Assim que sao detectados fagos liticos a qualquer
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das linhagens componentes do fermento, a linhagen sensivel e
substituida por uma outra nova (LIMSOWTIN et afid, 1977) ou por
um mutante resistente ao fago (RICHARDSON ¢t ali{, 1980 e THU-
NELL et afi(, 1981). Este tipo de fermento é efetivo somente
quando as linhagens selecionadas podem resistir ao ataque de
bacteriofagos por um tempo suficientemente longo para que seu
uso possa ser vantajoso (HEAP e LAWRENCE, 1976 e LIMSOWTIN e¢Z
alii, 1977). A manutencao deste sistema requer um esquema de
trabalho voltado muito mais a um programa de pesquisa do que
de produgao, tornando-se, portanto, impraticavel para a maio-

ria das inddstrias.

A selecao de linhagens nao relacionadas a fagos
e que possuam, ainda, bom desempenho tecnologico pode ser fei
ta por meio de um teste de atividade proposto por HEAP e LAW-
RENCE (1976), o qual prediz a longevidade de utilizagéo de uma
determinada linhagem em condicoes de processamento. Assim, as
linhagens sob consideracao sao sujeitas a repetidos ciclos de
crescimento em presenca de preparacees contendo alto titulo de
fagos coletados nas proprias industrias e utilizando-se condi-
coes de temperatura qgue imitlam as reclagoes tempo/temperaturaen
contradas durante os processamentos. Este estudo enfatizou a
importancia da temperatura, tipos e niveis de fagos no apare-
cimento de bacteriofaqgos liticos nas industrias de queijo. 0

teste de atividade em laboratorio fornece, significativamente,

uma maneira de se predizer, portanto, se um fago aparecera



Lo

rapidamente ou nao, contra uma linhagem introduzida numa ind&i
tria. Posteriorment e, LIMSOWTIN et af({(1977) formularam um fer
mento lactico multiplo, composto de 06 linhagens, todas sele-
cionadas pelo teste de atividade para resistéencgia a fagos, o
gqual foi utilizado continuamente de dois a oito meses com sSu-
cesso. Apos esse periodo, apesar da atividade nao ter sido afe
tada, os fagos liticos apareceram contra quatro daquelas linha
gens. Consequentemente, os autores recomendaram que as linha-
gens sensiveis deveriam ser substituidas assim que os fagos

fossem detectados.

Mutantes resistentes a fagos surgem espontanea-
mente por meio de alteracoes na célula, impedindo a adsorcgao,
infeccao ou replicacao de um fago especifico ou um grupo rela-
cionado a fagos. Entretanto, apesar de variantes imunes a fa-
gos poderem ser isolados a pavtir de culturas lisadas em lei-

i

te, estao sujeilos ao ataque por um novo fago ou perdem, gra-
dualmente, sua resistencia ao fago litico de origem; alem dis-
so, pode ocorrer uma alteracao em sua capacidade de produzir
acido lactico (WHITEHEAD, 1953; COLLINS, 1955; LIMSOWTIN e
TERZAGHI, 1976; JARVIS, 1981 e KING ¢t afi¢, 1983). Paralela-
mente ao fato de nem sempre ser possivel isolar mutantes re-
sistentes para todas as combinacoes fago-hospedeiro (LIMSOW-
TIN e TERZAGHI, 1976 e JARVIS, 1981), quando esses podem ser
isolados, fornecem protecao a cultura lactica por pouco tempo

(WHITEHEAD ¢ COX, 1936), com raras excecoes (LIMSOWTIN e TER-

ZAGHI, 1976; JARVIS, 1981 ¢ THUNELL ¢t aldid, 1981).
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Sequndo THOMAS e LOWRIE (1975), HULL (1977 a) e

CZULAK ¢t ald¢ (1979), uma das formas de se isolar mutantes re

sistentes a fagos ¢ por meio de propagacao diaria do fermento
juntamente com amostras frescas de soro expondo, continuamen-
te, dessa forma, as culturas aos fagos que aparecem na indus-
tria. Essa ideia e reforgada pelo fato de existirem os chama-
dos ''fagos de leite cru', que se mostram ativos contra as cul-
turas do fermento somente sob condicoes de processamento, nao
causando problemas durante a preparacao dos fermentos em labo-
ratorio. Eles sao, frequentemente, o tipo mais comum de fago
encontrado nas fabricas, podendo causar o declinio da resis-
téencia dos mutantes resistentes isolados (HULL e BROOKE, 1982).

De acordo com HULL (1983), a efetividade deste periodo depende
de: (1) obtencao de amostras de soro representativas da popula
cao de fagos da fabrica e (2) o uso de um sistema de testes
que incorpore fatores (condigoes de processamento), importan-
tes na wmultiplicacao de fagos, tais como temperatura, meio e
nat ureza do fermento. Sob c¢stas circunstancias, a selegao cons
tante de mutantes resistentes a fagos nos fermentos ocorre na-
turalmente. Entrezanto, essas culturas variam consideravelmen-
te nas taxas de p-oducao de acido lactico, devido ao acuamulo
de variantes lentos na populacao (STADHOUDERS, 1975 e THOMAS e
LOWRIE, 1975). Isso prejudica consideravelmente 0Ss processos
atuais de processamento de queijo, sendo este meétodo, portanto,

inaceitavel (LAWRENCE, 1978).
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0 tipo mais comum de mutacao que ocasiona resis-
tencia a fagos ¢ aquele que causa uma altefagéo nos sitios re-
ceptores da superficie da celula (KING ¢t afii, 1983). Isto
pode afetar, simultaneamente, os sistemas de transporte de car
boidratos para a célula ou a producao de proteinases de super-
ficie, explicando, assim, a perda da capacidade de producao de
acido lactico observada. 0s autores demonstraram que as muta-
cOes para resisténcia a fagos e baixa producao de acido lacti-
co sao eventos geneticamente independentes; as mutacoes para
resistencia ocorrem com frequencia trés a cinco vezes menor que
aquela para baixa produgao de acido. Por outro lado, como es-
ses mutantes resistentes e lentos sao frequentemente encontra-
dos, o programa de isolamento dos primeiros deve incluir méto-
dos que diferenciem os variantes lentos dos rapidos. lsto pode
ser feito por meio de semeadura em meio diferencial 'fast-slow'
(HUGGINS e SANDINE, 1979 e THUNELL ¢t aldd, 1981) ou em leite-
-~citrato-agar (RICHARDSON ¢t ali«, 1980). De acordo com HULL
(1983), os mutantes resistentes a fagos isolados tambem devem
ser ensaiados quanto a capacidade de produgao de acido, por meio
de testes que simulem o processamento de queijo, alem da veri-
ficagao de um possivel desenvolvimento de aroma e sabores inde

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

Nao € possivel predizer, no entanto, por quanto
tempo os mutantes resistentes a fagos irao assim permanecer,sob

. -~ . . L . .
condigoes comerciais, podendo esse periodo variar de um dia a
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um ano. Apesar de alguma instabilidade ser esperada, a perda

da resistencia tem sido um dos principais problemas, a nivel

de indGstria (HULL, 1977 a).

3.5, Plasmidices ¢ Melhoramento Genetico

Muitas linhagens de estreptococos lacticos pos-
suem plasmidios dos mais variados tamanhos (KLAENHAMMER et
afidl, 1978; LARSEN e McKAY, 1978; KEMPLER e McKAY, 1979 e CHO-
PIN e LANGELLA, 1982). Apesar do grande numero de plasmidios
que essas linhagens possam apresentar, muitos deles sao cripti

cos e somentec poucos tem suas funcoes conhecidas (DAVIES e GAS

SON, 1981).

A extracao e determinacao dos plasmidios de es-
treptococos lacticos foi fecita, inicialmente, atraves de cen-
trifugacgao, em gradiente de densidade, do DNA marcado radioa-
tivamente em cloreto de césio ¢ brometo de etidio (CORDS et
a0d 0, 19780 Atualmente, existem Lécnicas mais rapidas e conve
nientes utilizando cletroforese em gel de agarose (MEYERS et

al{¢, 1976} que foram adaptadas a deteccao de plasmidios de

bactérias lacticas (KLAENHAMMER of  ald{, 1978). Antes desta
deteccao, entretanto, ha necessidade de lisar-se a celula para
que o DNA possa ser removido. Diversos protocolos relacionados
a cste ponto foram publicados podendo-se dividi-los em dois
grupos: métodos que removem a membrana celular juntamente com

o DNA cromossomico por centrifugacao (KLAENHAMMER et af..l, 1978;
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GASSON e DAVIES, 1980 b; PORTNOY et af.id, 1981 e ORBERG e SAN-
DINE, 1984) e metodos envolvendo a desnaturacao do DNA cromos-
somico pela elevacao do pH (WALSH e McKAY, 1981 e ANDERSON e
McKAY, 1983). Estas ultimas tecnicas sao preferiveis quando
se deseja detectar plasmidios com alto peso molecular, ou se-

ja, ultrapassando a 30 Mdal.

A maioria destas tecnicas, entretanto, nao permi
tia um grande nimero de extragoes ao mesmo tempo. Assim, foram
desenvolvidos protocolos contendo a miniaturizacao das mesmas
podendo-se, dessa forma, realizar ate 48 extracoes de plasmi-
dios num dia de trabalho (LANGELLA, 13982; YU ¢t alid, 1982;: GAS-
SON, 1983; ANDERSON e McKAY, 1983; CHOPIN et ali(, 1984 e

LeBLANC ¢ LEE, 1938h4).

A biologia de plasmidios tem se tornado uma area
importante de invest.igagao nas bacterias lacticas, pois numero
sas caracleristicas Termentativas e metabolicas, de grande ins
tabilidade e¢nm alguns desscs organismos, estao ligadas a genes
localizados cm plasmidios (McKAY, 1983), tais como: a fermen-
tacao de lactose {(McKAY e BALDWIN, 198h; McKAY et aldid, 1976;
ANDERSON ¢ McKAY, 1977; KEMPLER e McKAY, 1979; KUHL et  aldd,
1979; LeBLANC ¢t ad.d, 1978; St. MARTIN ¢t ald{d{, 1982 e McKAY,
1982, 1983), de galactose {(LeBLANC c¢{ aldid, 1979; PARK e McKAY,
1982 e CROW ¢f al{ (¢, 1983), de sacarose (GASSON, 19384) e de
glicose, manose e xilose (LeBLANC ¢t alic¢, 1980); a utilizacao
de citrato (KEMPLER e McKAY, 1979, 1981); a producao de protei

nases (NOVICK, 1969; MOLSKNESS ¢7 atc(¢, 197h4; PEARCE ot alid,
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1974; McKAY e BALDWIN, 1974, 1975; EFSTATHIOU e McKAY, 1976 ;
EXTERKATE, 1976; LARSEN e McKAY, 1978; KLAENHAMMER et  alid,
19783 OTTO ot alii, 1982 e McKAY, 1983) e de nisina e bacte-
riocinas (KOSAK ¢t aldii, 1973; FUCHS ot af.idi, 1975; LeBLANC et
alis, 1980; GEIS ot alii, 1983, SCHERWITZ ¢t alii, 1983 e DA-
VEY, 1984); a resistencia a sais inorganicos (EFSTATHIOU e
McKAY, 13977) e a nisina (GASSON, 1984 e McKAY e BALDWIN, 1984)
e a producao de substancias viscosas ou propriedade 'filante"

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

OQutras caracteristicas, ja citadas anteriormen-
te, mediadas por plasmidios incluem: sistemas de restricao e
modificacao (SANDERS e KLAENHAMMER, 1981 e CHOPIN ot afil, 1984)
e adsorcao de fagos (SANDERS e KLAENHAMMER, 1983 e DE VOS et
ali{, 1984), conferindo resistencia a certos bacteriofagos
(McKAY e BALDWIN, 1984). Com excegao de alguns poucos plasmi-
dios relacionados a fermentacao de lactose, os quais mostraram-
~5e ser transmissiveis (KEMPLER e McKAY, 19795  MCKAY ex

ACic, 1980 ¢ GASSOIl ¢ DAVIES (1980 <), outros ligados a lactose

¢ proteinase que foram transferidos por transducao (McKAY e
BALDWIN, 1974, 1976), todos os demais plasmidios associados
aos estreptococos lacticos foram identificados por meio de
metodos de cura. Estes ultimos incluem a utilizacao de Nitroso

guanidina (McKAY ¢t alii, 1976), de acridina laranja (KEMPLER
e McKAY, 197Y9), a indugao de protoplastizacgao (NOVICK et alid,
1980; GASSON, 1983 e CHOPIN ¢t ali<, 1984), a utilizacao de
acriflavina (LARSEN e McKAY, 1978 e GASSON, 1984) e cresci-

mento a elevadas temperaturas (DAVEY e¢ PEARCE, 13980).
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A localizagao extracromossomica do DNA plasmidial
codificando tantas caracteristicas geneticas importantes nas

bacterias lacticas faz com que as mesmas sejam herdadas e man-

tidas de forma muito instavel. A evidencia cada vez maior da
associacao de plasmidios com a resistéencia dos estreptococos
lacticos a bacteriofagos fornece um mecanismo genético que ex-

plica o rapido aparecimento de variantes sensiveis nos fermen-
tos lacticos (SANDERS e KLAENHAMMER, 1981, 1983). LAWRENCE (1978)
enfatiza que os problemas de fagos nas industrias lacticas po-

de resultar do acumulo desses variantes sensiveis.

As possibilidades crescentes de manipulacao des-
tes plasmidios por tecnicas de engenharia genética, levando a
amplificacao de genes plasmidiais por meio de isolamento de mu
tantes contendo um grande numero de copias dos mesmos dentro
de plasmidios termoestaveis, a combinacao dos diferentes locus
genéticos para resistencia a fagos em uma unica linhagem e a
estabilizacao do fenotipo fago-resistente pela integragao dos
genes de resistencia a fagos no cromossomo, podera favorecer a
obtencao de linhagens de alta eficiencia tecnologica e resis-

tentes a bacteriofagos (McKAY e BALDWIN, 1984 e McKAY, 1984).

ERICKSON (1980) e DALY e FITZGERALD (1982) j ha
viam sugerido que os genes determinantes da produgao de dife-
rentes endonuclcases de restricao deveriam ser introduzidos
nos genomas das linhagens selecionadas, talvez por uma transfe
rencia de plasmidio, a fim de aumentar sua resistencia aos bac

teriofagos.
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Dessa forma, o estudo da biologia de plasmidios
nos estreptococos lacticos, assim como em OULros generos de bac
térias lacticas, tornou-se um pré-requisito para futuros pro-
gramas de melhoramento genético. 0s processos de conjugacao e
transducao ja sao bem conhecidos (GASSON, 1983), assim como a
transformacao (KONDO e McKAY, 1982, 1984 e SIMON ot alii, 1985),
a transfeccao (GEIS, 1982) e a fusao de protoplastos (GASSON,

1980) ja foram relatadas em bactérias lacticas.

Manifestacoes genéticas nds estreptococos lacti-
cos por meio da utilizacao de transposons também ja foram ob-
servadas por CHOPIN et alit (informacao pessoal) por meio da in
troducao de transposon Tn 916 originario de S. faeccalis (FRAN-
KE e CLEWELL, 1980) em S. lacti(s. Verificaram a ocorréncia de
insercgoes cromossomicas de plasmidios, sendo que uma delas con
duzia a inativacao dos genes de transferéncia de um plasmidio
criptico.

Apesar destes mecanismos de transferencia de
genes terem ocasionado um avango nos estudos de genetica e bio
logia de plasmidios nestes organismos, o desenvolvimento de um
sistema de transformacao de plasmidios mais eficiente € vital
para os estudos geneticos posteriores e para o uso da tecnolo
gia do DNA recombinante na obtencao de linhagens melhoradas

{(McKAY, 1984).

Peclo fato das bacterias lacticas nao serem natu-
ralmente passiveis de transformacae, foram as dificuldades en-

contradas para melhorar a eficacia deste sistema que mais
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limitaram a aplicacao da engenharia genética neste grupo de mi

crorganismos (GASSON e DAVIES, 1984).

0 sucesso da utilizagao da tecnica de transforma
cao em estreptococos lacticos foi obtido com a producao e rege
neragao de protoplastos utilizando-se lisozima (GASSON, 1980),
mutanolisina (KONDO e McKAY, 1982) ou uma <combinacao de ami-
lase e lisozima (OKAMOTO et aliL, 1983). A primeira introducgao
do DNA por transformacao de protoplastos em S. Lactis, foi ob-
tida por KONDO e McKAY (1982) com rendimentos, entretanto, mul
to baixos, aproximadamente 8,5 transformantes/ug DNA. Posterior
mente, os mesmos autores (19384) e SIMON et ali{ (1985) melhora-
ram estes rendimentos elevando-os a 103 - 10°% transformantes
por micrograma de DNA. Entretanto, por razoes ainda inexplica-
veis eles sao muito inferiores quando utiliza-se DNA recombi-
nante, permitindo clonar-se diretamente em S. Lactis apenas
os genes plasmidiais. Foi desta forma que KONDO e McKAY (1984)
clonaram um fragmento do plasmidio pLM 2001 codificando para a
assimilacao de lactose e que CHOPIN (em publicacao) clonou wum
fragmento do plasmidio plL7 codificando para resistencia a ul-
travioleta um mecenismo de reparo do DNA, alem de estabilida-

de ao profago da linhagem hospedeira, ou seja, S. [factis. Atual-

mente, entretanto, McKAY e CHOPIN (informagao pessoal}, inde-
pendentemente, ja obtiveram resultados de transformagao com
frequéncias da ordem de 10° e 10%-107 transformantes/ug DNA,

respectivamente.
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Para aplicar-se as tecnicas de engenharia genéti
ca a um grupo de microrganismos necessita-se, tambem, de veto-
res de clonagem adequados, ou seja, pequenos fragmentos de
DNA capazes de replicarem-se, ou de integrarem-se em um repli-
con, portadores de um ou varios genes que codifiquem caracte-
risticas faceis a selecionar ¢ dentro dos quais se inserem 0s
genes, os quais deseja-se clonar. Este vetor servira, em segui
da, para introduzir os genes objetivados na linhagem desejada.
Varios tipos de vetores sao conhecidos para clonagem em E. co
(¢, entre eles, plasmidios, bacteriofagos e cosmidios. Para os
estreptococos, entretanto, foram descritos apenas plasmidios
como vetores, cspecialmente o pGB 301 em S. sanguds (MACRINA
et ali{, 1980 e BEHNKE ot «f((, 1%82). Tambem KONDO e McKAY
(1984) utilizaram-se desse mesmo vetor para clonar genes envol
vidos no metabolismo de lactose. Ja SIMON ¢t afi{ (1985) e CHO-

PIN ¢t alid (em publicacao) utilizaram-se do vetor pHV 1301, um

deletante de pAMB; encontrado, originalmente em §S. faccalis
(CLEWELL et ald(, 1974), codificando ainda, para resistencia
a eritromicina e presente em numero de copias elevado em uma

linhagem de B. suo{clis.

A clonagem de genes cromossomicos requer, portan
to, nao somente altos rendimentos de transformagao, como passa
gem por um hospcdeiro intermediario utilizando-se um vetor na
vete'., Assim, KOK ¢f ald({ {198L4) desenvolveram o vetor pGKIl2,
capaz de se replicar em L. cold, B. subtdifis e nos estrepto-

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

sionar problemas de expressao e recuperacao.

0 desenvolvimento das tecnicas de clonagem em
bactérias lacticas outras que nao S. facftis esta menos avanca-
do. No caso de S. caemecrdis, per exemplo, SIMON ef alit (1985) ob
tiveram rendimentos muito baixos, da ordem de 4 transforman-
tes por micrograma de DNA recombinante. Entretanto, a evolu-

cao dos rendimentos obtidos com S. faciis oferece uma esperan-

ca de melhoramento para as outras bactérias lacticas também.

A clonagem em S. facid{s das principais caracte-
risticas de interessc tecnologico, tais como, assimilagéo de
lactose, produgﬁo de protease e mecanismos de resistéencia a fa

gos esta sendo desenvolvida por varias equipes (DAVIES e GAS-

SON, 1984). Sera possivel, portanto, objetivar o melhoramento
por meio de técnicas de engenharia genetica, de linhagens de
bacterias lacticas destinadas a utilizacao-industrial. Neste

&

caso, os vetores de clonagem atuais, constituidos de DNA prove

niente de bactéria patogénica e carregando genes de resistéen-

cia a antibioticos nao serao autorizados para o melhoramento

de linhagens de bscterias lacticas, as quais sao consumidas pe
1 -~ 3 et -

lo homem na razao de 10° a 107 celulas por grama de produto

lactico. Uma forma de solucionar este problema seria a constru
cao de vetores de clonagem ditos alimentares, possuindo DNA pro-

veniente exclusivamente de bactérias lacticas (SIMON, 198%4).
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4, MATERIAL E METODOS

4.1, Mdlcrorgandismos wtilizados

Realizou-se, primeiramente, uma selegao mediante
alguns parametros tecnologicos, a nivel de laboratorio, de es-
treptococos lacticos isolados, em sua maioria, a partir de lei
te cru, no Brasil. Estas culturas fazem parte da Colecao de
Culturas Lacticas do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL),
sendo estes experimentos totalmente desenvolvidos naquele Ins~
tituto.

Uma parte deste trabalho foi realizada no Labo-
ratoire de Recherches de Technologie Laitiere, pertencente ao
Institute National de la Recherche Agronomique (1NRA), em Ren-
nes, na franca, o qual dispoe de uma colecao de, aproximada-
mente, 2.000 culturas lacticas e 150 bacteriofagos, todos mui-

to bem caracterizados tecnologica e geneticamente.
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Assim, neste trabalho, utilizaram-se as seguin-

tes especies e respectivas linhagens:

e Strheptococcus Lactis: 141, 175, 176, 177, 178,
179, 187, 188, 195, 206, 246, 261, 265, 279, 280, 281, 282,
283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294,
295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306,
310, 313, 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323,
324, 4L 1403, 1L LO8, tL 6, L 13, IL LiLk, 1L 562, tL 598, L

823, 1L 929, IL 920.

e Strneptococcus chremondis: 161, 164, 166, 167,
168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 189, 192, 193, 196, 202,
203, 204, 205, 207, 208, 209, 210, 211, 222, 224, 225, 226,
227, 228, 229, 230, 250, 252, 254, 255, 257, 259, 262, 263,
268, 269, 272, 273, 307, 308, 309, 31}, 312, 325, 326, iL 839,
fL 835, 1L 10, 1L 737, 1L 746.

e Strneptococeus sp.: 96, 97, 101, 10k, 105, 113,

e Streptococcus Lactdls subsp. diacetylacitis: 162,

165, 256, 1L 561.

e Beocllus subtllis: ME 119 (MACRINA et alil, 1980).

e Strneptococecus sanguis Challis: IL 1550.



53

As linhagens IL pertencem a colecao de culturas
do INRA. Todas as outras linhagens utilizadas pertencem a Cole

¢ao de Fermentos Lacticos do ITAL.

As culturas do ITAL foram mantidas inicialmente
em leite RSM (item 4#.5.8.) tipo Molico, Nestlée, sem coagula-
¢3o, em refrigerador a 4°C. Sua ativacao também era feita em

leite RSM, com incubacao a 30°C durante 18 horas. Posteriormen
te, a manutencao de todas as linhagens passou a ser feita em
M17 + glicose (item 4.5.2.), sem crescimento, também em refri-
gerador a 4°C. Todas as culturas foram estocadas em M17 + gli-
cose + glicerol (item 4.5.6.), juntamente com 2% de inoculo,

com congelacao imediata e mantidas em congelador a -40°¢C.

4.2, Plasmidios utifizados

A caracterizagao dos plasmidios constituintes das

culturas selecionadas pertencentes a colecao do ITAL foi reali

zada no laboratorio do INRA.

Foram utilizados os sequintes plasmidios:
{a) pHV 1301 - extraido de Bacd{fllus Aubtilis
MI 119, originaric do plasmidio pAMB: e possuindo uma deficiéﬂ

cia espontanea, obtido apds transformacao de celulas competen-
tes da mesma cultura. Confere resisténcia a eritromicina (St-

MON ot alid(, 1985) e possui o tamanho de 13 kb.
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(b) pVA 856 - extraido de E. coli 1L 1505 pos-

suindo o tamanho de 9,2 Kb (MACRINA ¢t afAii, 1983).
K

(c) pVA 749A - extraido de S. sangudis Challis
L 1550 (MACRINA et alidi, 1982), conferindo resistencia a eri-

tromicina e possuindo o tamanho de 4,9 Kb.

(d) pBR 322 - extraido de E. colA (BOLIVAR et

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

4.3. Bacteniofagos utilizados

Foram utilizados os bacteriofagos 6, 8, 25, 42,
52, 66, 67, 119, 129 e 188, todos pertencentes a Colecgao do_lﬁ
RA. Os estoques de fagos eram mantidos em 5mf de tampao ‘Tris
0,05M contendo NaCl 0,IM juntamente com glicerol em concentra=

cao final de 15% e conservados sob congelacao a -40°¢C.

4.4. Estenilizacac e numero de repetigoes

Todos os meios de cultura e algumas das solugoes
foram esterilizadas em autoclave a 121%C durante 15 minutos a
I atm. As demais tolucoes foram esterilizadas em filtro Sarto-
ryus. A vidraria foi esterilizada em forno Pasteur a 140°C du-

rante duas horas.
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O0s experimentos constaram de, pelo menos, duas

repeticoes.

4.5. Medlos de culturna ¢ selucoes utilizadas

L.s.1. Meio M17 (TERZAGH! e SANDINE, 1975)

Extrato de carne . .o ciin i 5,09
Polipeptona ... i oo vunnion 5,0g

Peptona de soja ...t unennn. 5,09

Acido ascorbicCo .. 0,5g
B-glicerofosfato de sodio ........ 19,0g

Cloreto de magnesio I M .......... 1,0m
Extrato de levedura .............. 2,5g

Lactose ...t s 5,0g

Agua destilada ................... 1,02
Aqueceu-se ate a dissolucao, resfriou-se para

6006, ajustou-se o pH para 7,1 e esterilizou~se em autoclave.
Quando desejado solido, adicionaram-se a este meio, 12g de Bac
to-agar Difco por litro e gquando desejado semi-solido, apenas

k,5¢g desse agar foram adicionados.

L. g5 2. Meio M17 + Glicose

Manceve-se a mesma formulacao do meio M17 origi-
nal (item 4.5.1.), substituindo-se o acucar lactose por glico-
se. 0Os meios solidos e semi~solidos, assim como a esteriliza-

cao foram semelhantes ao anterior.
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4. 5.3. Meio MiI7 + Sacarose (KONDO e McKAY, 1982)

Para a reyeneracao de srotoplastos, utilizou-se o meio MIY

(item 4.5.1.) adicionado de sacarose com concentragao final de 0,5 M.

L s b Meio M7 a 10%

Polipeptona .. ... ... 0,50g
Peptona de soja ..... ..., 0,50g
Extrato de levedura .............. 0,25¢
Extrato de carne ... .o it nennns 0,50gq
Lactose ... it e 0,50g

Acido ascorbico . ... ... 0,05¢
B-glicerofosfato de sodio ........ 1,90g

Mg SOy . 7 H20 I M ..o 0,ImQ

Agua destilada ................... 1,08

0 meio foi distribuido em tubos de ensaio de

18 x 180mm a razao de 9,0m® por tubo e esterilizado como des-

crito no item 4.4,

L.5.5. Meio de Luria e Bertani (L.B.) (MANIATIS
et aldld, 1982)

Bacto-triptona DIFCO ..o 10,0g
Bacto-extrato de levedura DIFCO ..... 5,0g
NaCl e 5,0g
Agua destilada . ......... .. ....... 1000mQ

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

do desejado solido adicionavam-se 12g de Bacto-agar DIFCO por
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litro. Este meio foi utilizado para o crescimento de Baciflus
subtilis M1 113, quando da extracao do plasmidio pHV 1301, sob

. , ~ o) . ~
incubacao a 37 C com agitacgao.

L.5.6. Meio MI7 + Glicose + Glicerol

Ao meio M17 + Glicose (item 4.5.2.) adicionou-se
glicerol com concentracao final de 15%. Este meio foi utiliza-

do para manutencao do estoque de culturas sob forma congelada

a -40°cC.
4.5.7. Solugao de RINGER (HARRIGAN e McCANCE, 1976)
Cloreto de sO0dio . ... innn. 2,25¢g
Cloreto de potassio .......ouuwuenwn.. 0,10g
Cloreto de calcio hidratado ........ 0,12g
Bicarbonato de sodio ............... 0,05g
Agua destilada . ...... ... ... ..., 1,09
Dissolveram-sc os sais na aqua, distribuiu-se a
solucao em frascos de 100mQ e esterilizou-se.
L.5.8. Leite RSM ("reconstituted sterile milk')
para manutengao
Leinte desnatado ...........c.uoiin... 14,0g
Agua destilada . ..... .. ... 100ma
Este meio foi distribuido em tubos de ensaio, na
quantidade de 5mf e esterilizado, sendo usado apenas para a ma

nutencao da colecao de culturas em refrigerador.
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4L.5.9. Leite RSM

0 leite foi pesado, dissolvido, vertido em Er]eﬂ
meyer e colocado durante 20 minutos em agua em ebulicao. 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 a devida notificacgao

na metodologia.

L.5.10. Tampao de Lise para Extracao Preparativa

de Plasmidios (MANIATIS et al{i{, 1982)
Foi preparada uma solucao (A) constituida de gli
cina 0,1 M em NaCl 0,1 M. Preparou-se, tambem uma solucao (B)
constituida de tampao NaOH 0,1 M. Misturou-se uma determinada
quantidade (X me) da solugéo A e outra (100-X m2) da Solugéo

B, adicionando, ainda, 4% de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio). Es

tocou-se o tampao de lise em congelador. Para se efetuar a ex-
tracao de plasmidios utilizou-se um tampao de lise com pH de
12,8, que corresponde a uma quantidade inicial da solucao A

igqual a 24,2mQ.

L.5.11. Tampao de Lise (TL) (PORTNOY et alid, 1981)

SDS 4% em TE na quantidade desejada, pH 12,8. Dis

tribuiu-se a solucao em tubos de ensaio e estocou-se em conge-

lador. Quando necessario, cra descongelada em banho-maria a

37°¢.
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4L.5.12. Tampao paralisador de lise (SB) (MANIA-
TIS et alid, 1982)

Na, EDTA ... . .. i e 100mM
Azul de bromofenol ........ ... ....... 1,5mg/mQ
SACATO5E€ v vt it e et e e e Lo

pH 8,0

L.5.13. Tampao para Protoplastos (TP) (GASSON,1980)

Acetato de amonia ... . LomM
Acetato de magnesio . .......uuueeennn ImM
S ACaATr OS5 e vt i e e e e e e e 0,5M

L.5. 14, Tris-EDTA (TE) (MANIATIS ¢t afid, 1982)

L.5.15. TE para dialise (MANIATIS et alid, 1982)

.5, 16. Tris-EDTA-Sacarose (TES) (MANIATIS ot
ad{(, 1982)

25% de sacarose em TE (item 4.5.14.) na quantida

de desejada, pH &,0.
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L5 17. TERNAse (MANIATIS et alid, 1982)

Tris e e 10mM

Naos EDTA .. e e e e 1mM

RNASE e 10pug/ml
pH 7,5

Aqueceu-se a solucao a 100°C durante 10 min, dis-
tribuiu-se em tubos Eppendorf e estocou-se em congelador. Quan

do necessario, descongelou-se a temperatura ambiente.

4L.5.18. Tampao para extragao de DNA cromossomico
(MANIATIS et alil, 1982)

NaCl e e e s 150mM

Tris base ... i I mM

ED T A e e e 10mM
pH 7,7

L.5.19. Sacarose-Maleato-Magnésio (SMM) (KONDO e McKAY,1982)

SACATrOSE v it e e e e e e e 0,5 M

Maleato de s0dio ...t ivinuer... 20mM

Mg Clo o e 20mM
pH 6,5

L.s 20. {SMM} x 2 (KONDO e McKAY, 1982)

SACATOSE vt e e e e T M
Maleato de sO0dio . ... unnn.. 4LOmM
MG Cla e e LomM
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L.5.21.SMM + M17 (KONDO e McKAY, 1982)

Elaborado a partir de 1 volume de {SMM} x 2 jun-

tamente com 1 volume de {M17 + (Gli) x 4}.

L.5.22. PEG LO% (KONDO E McKAY, 1982)

PEG 3000 .ot oo 40
{SMMY x 2 oo 50me
Agua destilada gq.s.p. ... .. 100m2

4.5.23. Tampao para digestao com enzima de res-

trigcao (MANIATIS ot alid, 1982)

e Tampao de baixa concentracao salina ('Low-Salt

buffer')
Tris-HCI T R 10mM
Mg Clo o e 1 0mM
Ditiotreitol ... ... ... . 1 mM

Tris base v v i e e e e 54,09

ACido DBOrico v v it 27,5g

EDTA oot e e e e e 0,05M
pH 8,0

0 tampao assim preparado apresenta uma concentra

cao de 5 vezes. Para ser utilizado fazia-se uma diluicao de 1:10.
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h.5.25. Tampao de ligacgao (MANIATIS et alid, 1982)

Tris-HCl ... . . . . 660mM

Mg Cla . e 50mM

Ditiotreitol ... .. ... .. . . . ... ... 50mM

AT P e 10mM

pH 7,5

Ao extrato plasmidial linear adicionavam-se 1/10
do tampao de¢ ligacao e 1 unidade de Ty DNA ligase (Boehringer)
por micrograma de DNA. A mistura era incubada durante 18 ho-

ras a 19OC.

4.6. Capacidade de coagulacio do Leite RSM a 239C durante 1§
hornas (HEAP e LAWRENCE, 1981)

Em tubos contendo 10m&% de leite RSM esteriliza-

do inoculou-se 1% das culturas a serem testadas, previamente
. . . . o

ativadas durante 3 dias, incubando-se, a seguir, a 23 C duran-

te 18 horas, apos as quais selecionaram-se as que haviam coa-

gulado.

4.7. Teste de sensibilidade a temperatuna (HEAP e LAWRENCE,
1981)

As culturas selecionadas de acordo com o procedi
mento descrito no item anterior foram inoculadas na quantidade
de 0,Imf em tubos contendo 9,7m de feite RSM esteril e 0,2mQ
de B-glicerofosfato de sodio. 0 inoculo foi padronizado com
EDTA, pH 12,0, obtendo-se a densidade optica a 410nm. Apos in-

cubacao a 23°C durante 18 horas, mediu-se o pH das culturas,
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selecionando-se as que apresentaram um pH mais baixo.

As culturas assim selecionadas foram inoculadas
(2%2) em tubos contendo 9,8m2 de leite RSM mantidos em banho de
gelo. Estes tubos foram, entao, transferidos para banho-maria
a BOOC e mantidos nesta temperatura durante 90 minutos. Apos
esse tempo, foram transferidos para temperatura de 38OC e man-
tidos durante b horas, sendo, entao, resfriados rapidamente em

banho de gelo e feita a leitura do pH.

4.8, Metode de  semcaduta para deterwminacao do titulo de
bacteadcbages (ADAMS, 1950)

Em um tubo de ensaio esterilizado inocularam-se 0,2mQ
das culturas juntamente com 0,Imf do soro contendo fagos com
e sem diluicoes e 0,05mf de CaCl, IM. Apds incubacao dessa mis-
tura durante 10 minutos a BOOC, adicionaram~se 3,0m2 de M17 se
mi-solido, agitou-se e verteu-se em placas de Petri contendo
M17 + Gli solido adicionado de Im% de CaClz IM para cada 100m2

de meio.

As placas com as duplas camadas de meio foram in
cubadas a BOOC e apos 4 a 5 horas de incubacao ja se podia fa-

zer a primeira contagem das placas liticas; a contagem final

foi feita apos '8 horas.

4.9, Detewminagac da {d{beragae cspontanca de bactenichagos

A técnica seguida neste caso foi adaptada a par-

tir daquelas propostas por HARRIGAN e McCANCE (1976) e HEAP e
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LAWRENCE (1981). Essa técnica consistiu, basicamente, na inocu
1a§50 de 0,2mf de cultura ativa em 2 tubos contendo 9,8m?2 (tu-
bos-controle) e 2 com 9,7m% (tubos-teste) de leite RSM. EFsse
meio assim preparado foi incubado a 30°C durante 90 minutos e
transferido para 38OC durante 4 horas, sendo, entao, resfriado

em banho de gelo e determinado o pH.

Parte da cultura contida em um dos tubos com 9,7ml
foi transferida, antes da determinagéo da acidez, para um tubo
de centrifuga estéril, ao qual adicionou-se 0,05ml de acido lac~
tico puro esterilizado. Apos centrifueacao a 3.000 r.p.m. du-
rante 3 min, o sobrenadante foi recuperado em um tubo de ensaio

estéril e guardado em refrigerador a 4Oc.

Do segundo dia em diante inocularam-se, nos tu-
bos-teste, (9,7m&), 0,2m2 de cultura ativa e 0,1m2 do soro co-
letado no dia anterior. Este procedimento foi repetido durante
dez dias consecutivos, considerando-se aprovada, a cultura que
nao demonstrou, pela queda na acidificacao, quando comparada
com seu controle, uma multiplicacao de fagos apdés um minimo de

sete repeticoes.

4.10. Vendficagao de Lisogenia atraves de inducac com Luz
ulthavioleta (U.V.)

Para inducao de profagos, as bactéerias lacticas
foram irradiadas com luz U.V. (comprimento de onda = 247nm) se
guindo-se metodologia proposta por CHOPIN et afic (1985), a

qual sera descrita a seguir.



65

As bacterias crescidas em 20mg de M17, a BOOC du
rante 90 min, ou seja, no inicio da fase exponencial de cresci
mento (determinada a partir de curva de crescimento feita ante
riormente), foram centrifugadas a 5.000 r.p.m. durante 10 min

e ressuspendidas em mesmo volume de solugao de Ringer 1:4. Ver

teram-se 15mQ dessa suspensao em uma placa de Petri contendo
um agitador imantado, ambos estéreis. 0s 5mf% restantes foram
utilizados como controle. Irradiou-se a suspensao, mantida sob

constante agitacao, por meio de incidéncia de luz U.V., duran-
te 4 e 12 segundos, resultando numa dose de irradiacao de
20 J. mPou 60 J. 5% respectivamente, dependendo da linhagem. A
intensidade da lampada U.V. foi medida por um radiometro Black-

-Ray UVX (Ultraviolet products Inc.).

Apos irradiagao, pipetaram-se 10mg da suspensao
em um tubo contendo 10mg% de MI7 + Gli dupla concentragéo. Des-
te tubo, tomaram-se 10m{ e incubou-se a 3OOC, observando se
havia clareamento do meio. Em caso de clareamento, o meio era
filtrado, diluido e testado pelo metodo de gotas contra todas
as culturas lacticas brasileiras e alguns estreptococos lacti-
cos sensiveis tes-adores, pertencentes a colecao do INRA. Tam-
bém o tubo contendo o meio controle foi filtrado e ensaiado

contra as mesmas culturas.

0 crescimento e lise das células tambem foi acom
panhado por meio de espectrofotometro (Bonet, Maury, Jouan, Fran
ce), obtendo-se valores de densidade optica das amostras irra-

diadas e nao irradiadas, durante incubagéo a 3OOC.
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4011, Titulagao de bacterniofagos pela tecnica de gotas (CHO
PIN et alidi, 1976)

Placas de Petri contendo MI17 + Gli solido foram

inundadas com 1,5m2 da cultura crescida durante 18 horas a

BOOC, sendo colocadas, abertas, em estufa a 37OC com ventila-

géo, durante 30 minutos para secagem.

Gotas das diluigBes convenientes em M17 10% dos
fagos a serem testados foram depositadas sobre as placas de Pe
tri, com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Apos incubacao por
uma noite, a 3OOC, contaram-se as placas de lise constantes em
cada gota depositada. Cada mililitro de MI17 10% contém aproxi-
madamente 38 gotas, assim, a leitura de lise foi feita multi-

plicando-se o nimero de placas por 38.

4.12. Preparacac de estoques com alto titulo de fagos (REY-
ROLLE et alidi, 1982)

Frascos contendo 100mf% de M17 + Gli foram inocu-
lados com 2% da cultura a ser estudada. Apos incubacao durante
2 horas a BOOC, adicionaram-se 10° UFp/m2 (unidade formadora de
placa) do fago a ser propagado, juntamente com Iml de CaCla
IM, continuando a incubacao a 30°¢C. Apos estabelecimento de
tise, verificada »elo clareamento da solugéo, a mesma foi fil-

trada em filtro Sartoryus.

Preparam-se estoques dos fagos virulentos6 (IL 6),
g (1L 10), 25 (1L ¥3), 42 (L 414y, 52 (1L 598), 66 (1L561), 67

(1L 562), 119 (itL 737), 129 (1L 746) e 188 (1L 823).
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4,13, Coencentracac de fages pern polietilenc-glicel (JARVIS,
1978)

Apos estabelecimento de lise nos frascos conten-
do 100mf de M17 gli + Im2 de CaCl, IM + 2% de cultura lactica,
como descrito no item 4.12., pode-se tambem, ao inves de fil-
trar, centrifugar a 13.000 r.p.m, durante 10 min, com refrige-
racao. Ao sobrenadante recuperado adicionou-se NaCl 5M, de for
ma a obter uma concentracao final de 0,5M, juntamente com po-
lietileno-glicol 4.000 & dose de 10% (p/v). Deixou-se essa mis
tura durante uma noite a L°C. Centrifugou-se a seguir, a
10.000 r.p.m., durante 10 min

, ressuspendendo-se os fagos em

5m% de tampao Tris 0,05M contendo NaCl 0,1M.

Dialisou~se contra esse tampao durante todo um

. 0 L . ~
dia, a 4°C. Esterilizou-se, apos, por filtracao.

doTd Extragcae de o plasmddies

V

L.th. 1. Micro-metodo para a determinacgao rapida
de perfis plasmidiais (PORTNOY ot al.(d(,

1981)
Aliguotas de 1,3m2 de culturas crescidas durante
6 horas a SGOCS em M17, foram centrif ugadas a 4.500 r.p.m. duran-
te 5 minutos, a temperatura ambiente, e as celulas ressuspendi
das em 800u? de TE. Essa suspensao celular foi novamente cen-
trifugada a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos e as celulas ressus-
pendidas em 150u8 de TE + 25% de sacarose (TES). 150u2 de uma

solucao de lisozima a 10mg/ml em TES, preparada anteriormente,
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. . . - . o
foram adicionados seguindo-se incubacao em banho-maria a 37°C

durante 10 min.

0s protoplastos assim obtidos foram «centrifuga-
dos a L.000 r.p.m. durante 10 minutos ¢ recuperados em 10pf de TES e
6002 de tampao de lise (item 4.5.11.), que provocava, as-
sim, uma desnaturacao do DNA. Para uma acao completa do tam-
péo de lise, o0os tubos foram incubados em banho-maria a 37OC dg
rante 20 min. A adicao de 30uQ de Tris-HCI 2M, pH 7,0, propor-
cionava uma baixa de pH entre 7,5 e 8,5, ocasionando uma rena-
turagao do DNA plasmidial. A seequir, a adiééo de 160uf de NaCl
54 provocava o aparccimento de um precipitado branco de SDS jun
tamente com os residuos de membrana ¢ o DNA cromossomico. Os
fubos foram colocados a MOC durante, pelo menos, uma hora, sen

A . - o 0 ,
do centrifugados apos, durante 30 min e a 4°C a 13.0uld r.op.m.

Retiraram-s¢ 500uf do sobrenadante contendo oDWA
plasmidial, transfevindo-se para um novo tubo Eppendorf. Adi-
cionaram-se~-lhes 200u9 de acetato de sodio 3M e 700pl de eta-
nol absoluto deixando~se agir 30 min a temperatura ambiente.
lsto provocava a precipitacao do DNA plasmidial. Apos centrifu

~ . ‘ R, e .
gacao dos tubos durante 20 min a 45°C a 13.00U r.op.om., secava-se-
-lhes cuidadosamente ¢ recuperava-se-lhes os precipitadosem 60ug

de TERNase.  30p?¢ desse extrato foram submetidos a eletroforese.

h.14.2. Extracao preparativa e purificacao de

plasmidios (PORTNOY ¢t aldic, 1981)

fste motodo toi utilizado para preparar extratos

1

de plasmidios a partir de 1,52 de cultura.



69

A cultura crescida em M7 + glicose durante 6 hg
ras a 30°C foi centrifugada durante 10 min a 5.500 r.p.m. e as ce-
lulas ressuspendidas em TE sendo, apos, centrifugadas durante
10 min a 6.000 r.p.m. e ressuspendidas em TES. Foram adicionados
30mf de TES contendo 10mg/mf de lisozima, deixando-se agir em
banho-maria a 37OC durante 10 min. Os protoplastos assim obti-
dos foram recuperados por centri fugacao durante 10 min a 5.000 r.p.m.
e o0s precipitadosrecuperados em 8mg% de TES. Adicionaram-se
125mQ de tampao de lise {item 4.5.10.) deixando-se agir duran-
te 20 min a 37OC. 0 pH foi ajustado a 7,5 - 8,5 por adig,éo de
25m% de Tris-HC! 2M, pH 7,0. A seguir, adicionaram-se Lomg de

. o .
NaCl S5M incubando-se a 4°C por, no minimo, uma hora.

Eliminou-se o precipitado formado por centrifuga
¢ao durante 30 min a 14.000 r.p.m. 0O sobrenadante foi recupera-
do, anotando-se o seu volume: x m%2. Adicionaram-se 2x/5m§% de
acetato de sodio 3M centrifugando-se, a seguir, durante 30 min
a 14, uu0 r.op.m. Adicionaran~-se 7x/5mf de etanol absoluto ao so-
brenadante dcixando-se 30 min a temperatura ambiente. Centrifu

. ol
gou-se durante 15 min a 4°C a 14.00U0 r.p.m.

Os »recipitados obtidos foram cuidadosamente seca-
dos antes de ser ressuspendidos em solugéo com 3,5mf% de TERNase.
Esses extratos foram transferidos para tubos de vidro, adicio-
nando-se-lhes 3,5m% de cloroformio : alcool isoamilico (24:1)
e emulsionando-se-lhes por agitacac suave. Essa emulsao foi

centrifugada durante 10 min a 4.500 v.p.m. e a fase superior foi
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recuperada com ajuda de uma pipeta Pasteur. O DNA foi precipi-
tado pela adigao de 0,35m de acetato de sodio 3M, 7m& de eta-
nol absoluto e conservado a temperatura ambiente durante 30
min. Esse precipitado foi centrifugado durante 20 min a 12.000 r.p.m.
Ressuspenderam-se os precipitados em 3,5m% de TE, adicionan-
do-se 3,59 de CsCl e 400u?2 de uma solucao a 10mg/mf de brome-
to de etidio (BET), sendo centrifugados, a seguir, durante 40 h

a temperatura ambiente a 103.100 r.p.m.

Por meio de incidencia de luz ultravioleta (360nm)
duas bandas eram visiveis. Os plasmidios foram recuperados a

partir da banda inferior por puncgao lateral do tubo com uma se

ringa. Os extratos foram emulsionados em | volume de butanol-
-2 saturado com agua. As duas fases formadas foram separadas
por centrifugacao a 5.5dU0 r.p.m. durante 3 min. Essa extracao foi

repetida ate o desaparecimento total da cor rosa e sendo feita

ainda uma vez suplementar,

0 extrato final foi dialisado contra | litro de
TE, o qual foi mudado tres vezes, sendo a primeira dialise rea
lizada & temperatura ambiente e as seguintes a 4°C. 0 extrato

. - 0
foi conservado a temperatura de L~ C.

4.15. ELethoforese em Gel de Aganocse (MEYERS et alii,1976)

Utilizou-se a técnica de eletroforese em gel de
agarose para determinar o numero e a massa molecular de plas-
midios para avaliar a concentracao de um extrato plasmidial

e cromossomico.
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A eletroforese foi realizada em tampao Tris-Bo-
rato (item 4.5.24.). A concentracao de agarose utilizada foi

de 0,5% para as eletroforeses horizontais e de 1% para as ele-

troforeses verticais.

A agarose (High Gelling Temperature Agarose Seakem)

foi misturada a 100mf do tampao de eletroforese, sendo fundida

por meio de ebulicao em forno de microondas durante 5 min. As
amostras (geralmente 30p¢) foram adicionadas de 5uf de tam-
pao paralisador de lise (item 4.5.12.) e distribuidas nos po-
cos do gel. A eletroforese foi efetuada por uma solugao de bro

meto de etidio a 0,5¢g/ml e examinados em luz UV (300nm).

0s geis foram fotografados sob JTuz UV (Transillu
minateur UV products), utilizando-se um aparelho Polaroid MP 3,
munido de um filtro laranja e de um filtro UV, alem de um fil-

me Polaroid 667.
4.16. ELetrnofonese bidimensional (HINTERMANN et alid, 1981)

Esta teécnica foi utilizada a fim de se distin-

guir as treés formas possiveis sob as quais um mesmo plasmidio

pode se apresentar em gel de agarose.

Apds uma primeira eletroforese (item 4.15.), co-
loragao 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 distancia de uma
|3mpada U.V. (254nm) com intensidade de 500 erg/mm’. Essa ir-

radiacao, em presenca de BET, ocasionava cortes nas formas
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super~espiralada (CCC), sendo gue uma parte delas tornava-se re
laxada (0C), enguanto uma outra parte continuava CCC. As for-

mas 0C, 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 direcao perpendicular. Apos esta sequnda eletrofore-
se, procedeu-se a uma nova coloragéo com BET e, apos fotogra-
far-se o gel, poder-se-ia distinguir uma sucessao de triangu-
los formados: as formas 0C inicialmente presentes, as 0C forma
das apds a irradiacao e as CCC que subsistiram apos a irradia-
cao. Este teste admite que as formas fora dos triangulos se-

riam as formas lincares (L) de ONA plasmidial e cromossomico.

d.17. Estimativa do pese moleculan dos plasmidios a pariin

de gel de eletnohornese em agarose

Os pesos moleculares (PM) dos plasmidios presen-
tes nos extratos foram estimados por calculo, utilizando~-se a
observacao de MEYERS et af<<{ (1976) segundo a qual, o logaritmo
da migracao relativa de uma banda de plasmidios € uma funcao

linear do logaritno do seu PM.

Incluiu-se no gel, juntamente com o extrato plas
midial de S. cremcads 1L 839, o extrato plasmidial de S. factis
tL 1437, e os plasmidios pBR 322, pVA 7L9A e pVA 856, cujos pe

sos moleculares eram conhecidos.

Os pesos moleculares dos plasmidios sao expressos

em megadaltons (Mdal = 10° daltons).
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4.1&. Titulagae do DNA plasmidial e cromossomico  (MANTATIS

4

et allid, 1982)

A amostra a ser determinada, assim como uma gama
de diluicao de uma preparagao do fago A a 50mg/mf (Boehringer)
foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 0,5% pre
parado como descrito anteriormente, comparando-se, visualmen-
te, a intensidade de fluorescéncia do DNA plasmidial ou cromos

somico com aguela da gama etalonada estimando=-se, assim, a quan

tidade de DNA existente na amostra.

4.19. Recuperagao do DNA plasmidial a partin do gel de aga-
nose  (MANITATIS et aldii, 1982)

ApoOs extracao preparativa dos plasmidios de S.
chemords 1L 839, efetuou-se a eletroforese vertical em gel de
agarose durante uma 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 plasmidio plL 21. Essa banda foi recorta-
da e colocada dentro de um saco de dialise contendo tampao Tris
Borato diluido a 1:2 e, em sequida, dentro de um recipiente pa
ra eletroforese contendo o mesmo tampao. Fez-se passar corren-
te eletrica de 100V durante 3 horas, a fim de eletroeluir o
ONA do gel para as paredes internas do saco de dialise. Rever-
teu-se, a seguir, a polaridade da corrente durante 5 min para

liberar o DNA das paredes do mesmo.

Abriu-se o saco e recuperou-se todo o tampao ali

presente dentro de um tubo de centrifuga, lavando-o duas vezes,
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com o mesmoc tampao. Precipitou-se o DNA plasmidial, de acordo
com metodo 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

plasmidio pit 21,
40200 Obtengae ¢ negencracaoc de pretoplastes {(GASSON, 1983)

100m2 da cultura de S. cremores iL 839 crescida
em M17 durante 16 horas a SOOC foram centrifugados durante 10
min a 6.800 r.p.m. a temperatura ambiente. Ressuspenderam-se as
celulas em 100m& de agua destilada, procedendo-se a uma nova
centrifugacao a 7.400 r.p.m. durante 10 min, tambéem a tempera-
tura ambiente. O precipitado celular foi recuperado em 10mQ de
tampao para protoplastos (TP), sendo sequido o procedimento

descrito abaixo.

Em um mesmo tubo foram misturados 5mi da suspen-
sao celular acima (C) juntamente com 5m% de TP. Em um segundo
tubo, foram misturados 5m& da mesma suspensao juntamente com
5ml de TP + 2mg de lisozima por mililitro (P). Ambos os tubos
foram incubados a 37OC durante 3 horas, sendo feitos exames em
contraste de fase ao microscopio apos |, 2 e 3 horas de incuba
cao. Apos verificacao da ocorrencia de protoplastos, efetuou-se
centrifugacao a 4.250 r.p.m. durante 30 min. Os precipitados de

(C) e de (P) foram ressuspendidos em 10m& de TP, repetindo-se,

a seguir, uma centrifugacao nas mesmas condigoes. Os precipitados
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de (C) e (P) foram recuperados em 10m% de TP e foram feitas di
luigoes decimais aproximadas dos mesmos, também em TP, semean-

do-as em M17 GIi e M17 Gli + Sacarose, em placas de Petri.

Todas as placas contendo as diferentes diluigoes
e meios foram incubadas a 30°C. Efetuou-se a marcagao das colo
nias que cresceram apos 5 e 7 dias de incubagéo. Foram transfg
ridas por repicagem para M17 Gli 100 das colonias crescidas apos

7 dias nas placas (P) que continham MI7 Gli + Sacarose.

Os protoplastos das 100 colonias assim obtidas
foram submetidos a uma micro-extracao de plasmidios (item
b.14.1.), a fim de verificar se haviam perdido os plasmidios
contidos na linhagem original.

4.21. Preparagac de DNA plasmidial sob foama Linean

Em um tubo Eppendorf foram pipetados 100u8 de
BNA plasmidial com concentragao de 50ug/mf, 10u? de tampao de
restricao apropriado e um volume adequado da enzima de restri-
¢ao Hpa |1 (Boehringer). ApGs incubacao durante duas horas a
temperatura de 37OC efetuou-se uma purificagao do DNA atraves
de passagens sucecsivas por fenol, fenol + cloroformio: alcool
isoamilico e somernte alcool isoamilico, de acordo com metodolo
gia descrita por MANIATIS ¢t al.{<, 1982. Adicionaram-se 4h4ng
de acetato de sodio 3M e 970ug de etanol a QOC. Incubou-se du-
rante 30 minutos a -20°C e centrifugou-se durante 20 minutos a
13.000 r.p.m. Qprecipitado assim obtido foi seco cuidadosamente

e ressuspendido no volume desejado de TE autoclavado.
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1.22, Extragac preparativa de DNA cromossomice (HARRIS-WAR-
RICK ef aldd, 1975)

500m% de cultura crescida em MI17 + GI1i durante

6 horas a BOOC foram centrifugados a 5.500 r.p.m. durante 10
minutos a temperatura ambiente. O precipitado celutlar foi res-
suspendido em 10mf de tampao (item 4.5.18.), sendo adicionados
10mg/m% de lisozima. Apos incubagéo a 3706, durante 10 minutos,
adicionaram-se 2mf% de SDS 25% agitando-se cuidadosamente. in-
cubou-se em banho-maria a 60°C durante 15 minutos adicionando-
-se, a seguir, 10mg de pronase por mililitro. Procedeu-se a
nova incubagao a 50°C até se observar o clareamento da solu-
cao, resfriando-se, a seguir, em gelo. Agitou-se essa mistura
em vortex a velocidade maxima durante 30 segundos, procedendo-
-se, em seguida, a uma desproteinizagéo com fenol e alcool iso
amilico e centrifugacao a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos. Ao
sobrenadante recuperado adicionaram-se 3,5mg/mf de cloreto de
césio e 400uf de brometo de etidio (BET) a 10mg/mf, proceden-

do-se, a sequir, como descrito no item 4.14.2.

4.23. Digestao parcial do DNA cromossomico por  endonuclea-
ses de nestrdgao

Em tubos Eppenderf foram adicionados 4uf de uma

solucao de DNA crcmossomico de L 839, possuindo a concentragao

de 400ug por mililitro, 96uf do tampao de restricao '"low-salt"

(item 4.5.23.) e 5u2 de diversas diluicoes da enzima Hpa 1.

Essas diiuigées continham 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12, 0,06, 0,03 e

g U.1. de Hpa t1.
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Os tubos foram incubados durante | hora a 37OC,
apés a qual retiravam-se 2u%, adicionavam-se 2012 de TE e 5ul
de S8 (item L.5.12.) e procedia-se a eletroforese horizontal

em gel de agarose (item L.15.) durante 6 horas a 30V, junta-

mente com o DNA do fago A digerido por H'nd Il (MURRAY e MUR-
RAY, 1975). Dessa forma, determinava-se¢ qual a quantidade ideal
de Hpa Il que efetuasse a digestao parcial do cromossomo.

Para se obter uma grande quantidade de cromosso-
mo parcialmente digerido, o procedimento seqguido era o mesmo,
alterando-se, apenas, as quantidades iniciais do DNA, assim co

mo dos demais reagentes.

4.24. Centadfugagac em gradiente de sacarose

0O DNA cromossomico obtido apos digestao parcial
com Hpa Il era purificado por fenol:cloroformio, de acordo com
metodologia descrita por MANIATIS e alid (1982). Recuperava-~
-se o DNA precipitado em 500uf de TE, aquecia-se a 60°C duran-
te 10 min, resfriava-se a 20°C e colocava-se em um tubo com gradiente

em densidade de sacarose (10 a L0% p/v).

0 tubo com o gradiente foi recuperado, utilizan-
do-se pipeta Gilson da seguinte forma: 9 bandas de densidades
decrescentes foram depositadas em 3 x 167u2 de tampao (NaCl IM,
Tris 20mM e EDTA 5mM, pH 8,0) contendo 40%, 36,2%, 32,5%, 28,75%,
25%, 21,25%, 17,5%, 13,75% e 10% de sacarose. 0 volume total
do tubo continha 4,5mf{ de sacarose juntamente com 0,5mf do DNA

cromossomico.
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Centrifugou-se a 28.000 r.p.m., a 20°C durante
16 a 18 horas. Fracoes de 100uf foram coletadas e examinadas
(uma em cada trés fracoes) em eletroforese. Para esta Gltima
foram utilizados 1,518 de cada fracao aos quais adicionavam-

~se 20uQ de TE e 10pf de SB.

A

4.25, Foamacac do DNA aecombinante

Para a constru¢ac do DNA recombinante, em um tu-

bo Eppendorf foram colocados: 50uf2 do vetor pVA 749A digerido

por Hpa ! (item 4.21.), 1412 do DNA cromossomico de L 839
parcialmente digerido por Hpa 1t (item 4.23. e 4.24.) e 376pu2
de agua esteril. Agueceu-se durante 5 min a 56°C e resfriou-se

a 20°C. Adicionaram-se 50p9 de tampao de ligagao (item 4.5.25.)

e 10pg da enzima T4 DNA ligase. Incubou-se a 19OC durante 18
horas e efetuou-se uma eletroforese de controle contendo 10uf
das misturas, antes e depois da ligagao, juntamente com o DNA
do fago A digerido por Hind (i1, para confirmar se a ligacao

havia ocorrido.

0 restante do DNA recombinante foi dialisado em

TE, precipitado com etanol e ressuspendido em 1002 de TE.
4.26. Thansbcnmacace de protoplasios (SIMON et alii, 1985)

18m2 de cultura de S. {factis 1L 1403 crescida em
M17 durante 1 a 1,5 horas a BOOC, ou seja, no inicio de sua fi
se de crescimento exponencial, foram centrifugados durante 10

min a 6.000 r.p.m. a temperatura ambiente. As células foram
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lavadas com aqua destilada e esterilizada e ressuspendidas 5,2mQ
de SMM + MI17 (item 4.5.21.), juntamente com 20mg/mg de lisozi-
ma comercial AFILACT preparada anteriormente. As células se
transformaram em protoplastos durante incubacao a 37°¢ por 2
horas. A mistura foi centrifugada a 5.000 r.p.m. durante 10
min. 0s protoplastos assim formados foram lavados em 5,2m de
SMM + M17 e recuperados em 65012 da mesma solucao. A ocorrén-
cia de protoplastizacao foi verificada em microscopio com con-

traste de fase.

Uma vez observada e confirmada a protoplastiza-
géo efetuou-se o sequinte procedimento: aos 650ul da solugéo
contendo os protoplastos, adicionaram-se 100uf do DNA transfoi
mante ou 512 de daqua (controle 1) ou somente 5uf do vetor pVA 7494
(controle 2) e a mesma qguantidade de SMM dupla concentracao.
0s tubos foram incubados durante 10 min & temperatura ambiente,
apos os quais adicionaram-se 2mf% de PEG 40% (item h.S.ZZ.).EfS
tuou-se nova incubacao durante 20 min a temperatura ambiente,

adicionando-se, a sequir, 6,5mg de SMM + M17.

0s tubos sofreram centrifugacao a 5.000 r.p.m. du-
rante 10 min, sendo os protoplastos recuperados em 1,3mgp de MI7
Gli + Sacarose 0,5M. Incubaram-se-lhes durante 2 horas a 3OOC
para que o DNA introduzido se exprimisse antes de serem scmea-
das, sequndo diluicoes apropriadas em TP (item 4.5.13.) em M7
Gli + Sacarose 0,5M, adicionado ou nao do agente seletivo, no

caso, bpg de eritromicina por mililitro.
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Todas as placas contendo as diferentes diluicoes
. . " O . -
e meios foram incubadas a 30°C durante 7 dias, para permitir

uma regeneracao completa dos protoplastos. Apos este periodo,

foram transferidas para MI7 Gli as colonias crescidas nas pla-
cas que continham MI7 Gli + Sacarose + agente seletivo e que
tinham sido semeadas com diluicoes da mistura que continha o

DNA transformante.
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5, RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1, Testes tecnologicos efetuados com estrneptoccocos Lacti-
cas pentencentes a Celegao de Cultunas Lacticas do
TTAL

5.1.1. Capacidade de coagulagac do leite RSM a
23°C durante 18 horas

Segundo LAWRENCE et al«( (1976), um dos primei-
ros critérios de telegao de bacterias lacticas mesofilas, uti-
lizados internacionalmente, € a capacidade dessas bactérias
coagularem o leite desnatado reconstituido dentro de 18 horas
a 22-23°C. HEAP e LAWRENCE (1981) consideram que nao sao inte-

ressantes, do ponto de vista tecnologico, culturas que nao

coagulem o leite naquelas condicoes.
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Apesar da caracterizagao tecnologica nao ter si-
do o objetivo principal do presente trabalho, foi realizado es
te e mais alquns outros testes tecnologicos com culturas mesofi
las pertencentes a colecao de culturas lacticas do ITAL, a fim

de iniciar um processo de selecao.

Os resultados obtidos, sumarizados na Tabela |,
evidenciaram que, de 124 culturas ensaiadas, apenas |7 nao cres-
ceram a 23°C, apos 18 horas de incubagao em leite RSM esterili
zado. Segundo CITTI e& alil (1965), LAWRENCE ef alidi (1976),
BOTAZZ!I (1979) e COGAN (1980), as culturas que nao conseguem coa
gular o leite nessas condi¢coes sao consideradas lentas, sendo
este, inclusive, um dos metodos para diferencia-las tambem,

quanto a este aspecto.

De acordo com as observagées de COX (1977), as

o - . .o
107 culturas que se desenvolveram bem a 23 C sao, a principio,
consideradas boas para a utilizagao como fermento, visto que
tem menores chances de apresentar perda de sua capacidade aci-

dificante.

Algumas das culturas selecionadas por meio deste
metodo, foram utilizadas nos testes tecnologicos seguintes totalizando
124. Estas incluem algumas culturas que nao cresceram a 23°¢
durante 13 horas, mas que posteriormente tiveram seu perfil

de plasmidios determinado (item 5.2.).
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Resultados da capacidade de coagulagao do leite RSM

apés incubacao a 23°C durante 18 horas.
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5.1.2. Teste de sensibilidade a temperatura

A capacidade de produzir certa quantidade de aci
do durante o processo de fabricacao é um fator muito importan-
te na seiegéo de culturas lacticas. Para este fim, foram elabo
rados varios testes de atividade que relacionem, de forma ge-
ral, a nivel de laboratorio, a producao de acido durante o pro
cessamento, tendo em vista a dificuldade pratica de se basear
todas as linhagens isoladas por meio da fabricacao de queijo
(BABEL, 1955; S0zZZl, 1973; STADHOUDERS e HASSING, 1972; GUD-

KOV et afii, 1980 e HEAP e LAWRENCE, 1981).

Sequndo BABEL (1962) e SPECK (1982) deve-se con-
siderar, nestes testes, o tipo de tratamento teérmico sofrido
pelo leite, ja que substancias inibidoras e estimulantes podem
ser destruidas ou formadas durante o aquecimento. Geralmente
recomenda~se, para o teste de atividade, a temperatura de 3OOC
por estar proxima da temperatura em que a producao de acido ¢€
normalmente maior (COX, 1977 e INTERNATIONAL DAIRY FERMENTA-
TION, 1982). GARCIA (198L4) considera que esse valor e adequa-
do, quando as temperaturas de cozimento sao inferiores a SSOC,
porem, em queijos onde a temperatura excede esse valor durante
a fabricacao, e desejavel utilizar no teste condicoes de tempe
ratura de acordo com aquelas empregadas na pratica, umavez que
as bacterias lacticas diferem grandemente na sua resisténcia as

temperaturas de cozimento (BABEL, 1962 e DUTTA et alidi, 1972).



85

No processamentoc de muitos queijos de massa cozi
da e semi-cozida, como o tipo Prato, e importante que o fermen
to produza as condicoes necessarias para que as reacgoes quimi-
cas essenciais tenham seqléncia, resultando na liberacao de

. -~ « .
precursores do aroma, devidc a quebra enzimica dos componen~-
tes do leite, bem como num baixo pH, que regula a velocidade
das reagoes e um reduzido Eh que mantém compostos como o meta

notiol na sua forma reduzida (LEGG, 1973 e COX, 1977

0 desenvolvimento do fermento lactico ainda tem
sido relacionado ao aparecimento de sabor amargo em queijos,
devendo-se fazer, dessa forma, uma avaliagéo do teor de pepti-
deos amargos formados durante o crescimento em leite (KL IMOVSKI |
et atidi, 1973 e BELOVA ef al 4, 1982). 0 sabor amargo resul-
ta, basicamente, da agao de proteinases sobre proteinas especi
ficas, tanto oriundas do fermento como do coalho. MARCOS et alil
(1377) consideram importante a determinacao da atividade pro-

teolitica na selecac de fermentos para a indistria.

HEAP ¢t alfdidl (1978) consideram como nao origina-
rias de amargor, as cepas que nao se multiplicam rapidamente
a 37-380C, mas que aﬁresentam bom crescimento a 350C ou menos.
Dessa forma, estimou-se a atividade acidificante dos estrepto-
cocos lacticos pertencentes a colecao do ITAL, ja ensaiados no
item anterior. Utilizou-se a técnica descrita no item L.7.,
incubando~os em diferentes temperaturas, as quais simuilam as
condicoes de fabricacao dos queijos de massa semi-cozida. Es-

ses resultados estao sumarizados na Tabela 1.
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TABELA I!. Efeito da temperatura de incubacgao na capacidade

acidificante.

pH apos incubagao pH apds incubagao

Cultura Cultura
N¢ 5 horas 90 min a 30°C No 5 horas 90 min a 30°¢C
a 30°C e b h a 389C a 30°C e b h a 389
16 4,20 4,78 183 5,50 4,98
96 6,40 6,37 184 5,70 4,95
97 4,95 L, L6 185 6,00 4,87
100 5,35 5,42 188 5,00 L, 61
101 5,70 5,40 192 5,80 4,79
104 5,40 5,49 193 5,10 L, 83
105 5,50 5,95 195 5,40 L,34
T4 5,00 5,22 196 5,15 L,84
161 6,50 6,28 . 203 5,10 4,83
162 6,35 5,85 204 5,00 4,84
163 5,50 L,74 206 6,50 6,30
165 6,50 4,98 207 4,30 L, 84
166 5,00 5,03 208 5,20 4,82
167 5,00 L, 92 209 5,10 4,82
163 L 75 L 66 210 6,60 L,61
163 4,95 L,96 211 5,20 4,75
170 5,00 4,95 222 6,50 4,88
171 5,10 4,95 224 6,45 5,00
172 4,70 L, 42 225 4,95 4,98
173 6,4 L,75 226 5,25 4,90
174 5,05 : 4,61 227 5,10 4,78
175 6,40 L,60 2238 5,45 L 88
176 5,50 L 87 229 6,50 L,76
177 5,40 4,83 230 5,10 4,99
178 6,40 6,4 232 6,60 L,85
179 5,00 4,70 246 5,40 L,82
181 5,20 5,05 250 6,00 4,52
182 5,30 L, 4L 252 5,15 Lk,50

...Continua...
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TABELA {1. Continuagao.

pH apds incubacao pH apds incubacao

Cultura Cultura
NQ 5 horas 90 min a 30°C N¢ 5 horas 90 min a 300C
a 30°¢C e b h a38°% a30°C ebkh a38°%

254 L, 90 L,80 296 L,80 L, 86
255 5,90 4,97 297 5,00 4,98
256 5,70 k,98 298 5,00 4,90
257 5,00 k,90 299 5,15 L,97
259 6,50 L,67 300 5,00 4,87
261 4,75 L,s56 301 5,20 5,21
262 L 00 L, 55 302 L,95 5,15
263 5,50 4,88 303 6,50 5,36
265 5,20 k)59 ’ 304 6,55 5,17
268 5,30 5,35 © 305 5,00 5,31
269 6,35 5, k41 306 4,90 5,28
273 6,20 k,s52 307 L,85 5,15
279 5,35 k,55 308 6,40 5,18
280 5,20 4,71 309 6,40 5,36
281 L,so L,88 310 6,30 5,28
282 4,90 L,95 311 5,40 5,74k
233 5,00 5,06 312 6,35 5,41
284 4,85 L, 92 313 5,25 5,15
285 L,90 L,92 314 - 5,25 5,12
286 5,00 L, 96 315 5,80 5,01
287 k,90 5,03 316 5,35 5,19
288 5,00 5,05 317 k,90 5,27
289 4,95 L,92 318 6,50 L, 98
290 4,90 L,93 319 5,25 5,16
291 5,00 L 9k 320 6,35 5,39
292 5,00 4,50 321 4,80 5,34
293 5,00 L,91 322 L,80 5,22
294 5,00 L,87 323 6,50 5,23

295 5,00 4,91 324 6,60 5,24
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0 valor do pH das linhagens 161 e 301 foi tomado
como padrao para caracterizagao de culturas tipo lentas e répi
das, respectivamente (HEAP e LAWRENCE, 1976). Isso significa

que a cultura 161 acidifica o leite, porém, a cultura 301 o

. - o
faz mais rapidamente quando a temperatura € aumentada para 38-C.

Verifica-se pela Tabela |}!, que a grande maioria
das culturas sao do tipo rapidas, ja que os valores de pH si-
tuaram-se abaixo de 6,50 e 6,28, pHds da cultura 161 apds incu-

~ o . O N O
bacao a 30°C durante 5 horas e 90 min a 30°C + 4 horas a 387C.
As linhagens lentas apresentam essa caracteristica por nao pos
suirem, ou terem perdido, o sistema de proteinase, sendo, en-
tao, denominadas de Prt~, enquanto as que manteém aquele siste-

ma sao Prt* (McKAY, 1983).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos veri
ficados por GARCIA (1984) observando-se, para a maioria das cul
turas, uma melhor acidificacao apés incubacao a 30°C durante

90 min e, em seqguida, 4 horas a 38°¢C.

Atualmente, as culturas Prt- tem recebido aten-
cao especial no campo lacticinista internacional, chegando mes
mo a ser indicadas como culturas preferenciais na fabricacgao
de queijos, devido a trés caracteristicas vantajosas que apre-
sentam: reducao do potencial de amargor, maior resisténcia a
bacteriofagos e maior rendimento do produto (LAWRENCE et afidi,
1976; COGAN, 1980; McKAY, 1983 e HUGGINS, 198L4). ANTUNES (1985)
discute que o potencial para a utilizagao de misturas apréprig

das de Prt e Prt™ pode ser mais desejavel e oferecer algumas
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vantagens adicionais, como melhor controle do desenvolvimento
de sabor e aroma e aumento de rendimento. Dessa forma, seria
necessario ensaiar composicoes de fermentos contendo culturas
rapidas e lentas, apresentadas na Tabela I|!, acompanhando a
maturacao do queijo processado para se poder fazer uma sele-

¢ao dessas culturas.

1.3

Vi
o

ste de liberacao espontanea de bacterio

HULL e BROOKE (1982) mostram um aumento na re-
plicagao de fagos do leite cru nos testes de atividade conduzi
dos a 350C, tendo ocorrido pouco desenvolvimento a 3OOC. Indu-
bitavelmente, temperaturas elevadas encontradas durante o pro-
cessamento de queijo podem incrementar a replicacao de fagos
em algumas linhagens que previnem ou restringem o desenvolvi-
mento litico em temperaturas mais baixas. Assim, linhagens que
nao favorecem a replicagao de fagos heterologos em temperatu-
ras elevadas podem, de fato, ser mais desejaveis de incorpora-

cao em fermentos lacticos.

0 teste de atividade proposto por HEAP e LAWREN-
CE (1976, 1981) prediz a longevidade de uma determinada linha-
gem em condi¢oes de processamento. Assim, as 124 linhagens em
estudo foram sujeitas a repetidos ciclos de crescimento em pre
sencga d¢ amostras de '‘soros'' (meio filtrado) provenientes de
seu proprio crescimento no dia anterior. Utilizaram-se, ain-

da, condigcoes de tempo e temperatura que imitam aquelas encon-

tradas durante os processamentos (item 4.9.).



Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que
as culturas 166 e 280 nao sao adequadas para serem usadas em
fermentos simples ou mistos, peio fato de terem liberado bacte

riofagos, espontaneamente, apos o 72 e 52 dia de atividade res
pectivamente. lsto e evidenciado pelo aumento do pH, situando-
-se proximo ou acima do pH do controle, nao mais ocorrendo aci
dificagao. As Figuras 1 e 2 sumarizam esses resultados. As de-
mais culturas ensaiadas, entretanto, poderiam ser utilizadas

para aquele fim, no que diz respeito a liberacao espontanea de

fagos.

Este teste deve ser complementado com o de indu-
cao de profagos atraves de agentes mutagénicos, para que se pos
sa afirmar que as-outras culturas nao ocasionariam probiemas
de bacteriofagos as demais linhagens componentes de um fermen-

to lactico.

5.2. Penfil de plasmidios de estrneptococos Lacticos pernten-
centes a colecao do ITAL

Os plasmidios de 58 culturas de estreptococos lacti
cos provenientes da colegao do ITAL foram extraidos segundo me

todologia descrita no item L.1h.1.

O0s resultados obtidos confirmam o valor do meto-
do utilizado para a identificagao de plasmidios de linhagens
de estreptococos lacticos. Ademais, permite estabelecer compa-
ragSes entre os diferentes perfis, como ja havia sido descrito

por CHOPIN e LANGELLA (1982), para plasmidios de 60 linhagens



pH

o

(@)Y
-
O

5,5

v

—

Curvas de

ponténea de fagos,

bos-teste.

- +

(SO

(dias)

ividade da cultura 166 com liberagao es-

sendgo C

= tubos=~-controle

S



pH

7’0 i

&
\Sx
1

5,5

—
[§V]
W
=~
U
[ep)
~
o
(¥
—
©

(dias)

D
o

FIGURA 2. Curvas de atividade da cultura 280 com liberagao es-

pontdnea de fagos, sendo C = tubos-controle e T

Dos-teste,.

tu



93

extraidos pelo meétodo de GASSON e DAVIES (1980 c).

Pelos resultados expostos nas Figuras 3 e L4, 2]
culturas apresentaram perfis de plasmidios distintos, sendo que
seu nimero, por cultura, variou de um a onze (linhagem 308).
Estes nimeros sao inferiores aos descritos por DAVIES et afdid,
(1981), os quaié encontraram ate 14 plasmidios em algumas cul-
turas. CHOPIN e LANGELLA (1982) discutem que, talvez, nem to
des essas 14 bandas encontradas representem, realmente, plasmi
dios diferentes pois, segundo a técnica de extragao utilizada,
um mesmo plasmidio pode ter seu acido nucléico presente no ex-
trato sob diferentes formas, oﬁ seja, super-espiraladas, rela-
xadas e lineares, as quais resultam em bandas distintas apos
eletroforese. No presente caso, desde que foi utilizada umatég
nica de extragéo 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

plasmidios, ou seja, a formas super-espiraladas.

Observam, igualmente, analogias no contetdo de
ptasmidios de 43 culturas, cujos tipos estao representados na
Figura 5. Duas culturas (179 e 320) apresentaram o perfil de

plasmidios do tipo A; cinco delas (280, 313, 316, 317 e 319),
o perfil do tipo B; wvinte e sete (141, 16, 318, 321, 323, 32k e
281 a 301), o perfil do tipo C; tres culturas (303, 305 e 306)
o perfil do tipo D; trées culturas (175, 178 e 206), o perfil
do tipo E e outras tres (167, 168 e 169), o perfil plasmidial

do tipo F.
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A frequencia de plasmidios analogos foi aproxima
damente de 1/3, ou seja, a mesma encontrada por PECHMANN e TEE
BER (1580) com 51 culturas. Ja DAVIES et ali{ (1981) encontra-
ram apenas 4 linhagens com perfis analogos, dentre um grande
numero de culturas, sendo que as demais apresentavam perfis de
plasmidios variados e especificos. Entretanto, esses autores
verificaram que as 4 linhagens identicas derivavam de uma mes-
ma cultura de origem, evidenciando, portanto, qUe'a uti]izagéo

de perfis de plasmidios era um excelente método para reconhe-

cer diferentes linhagens. YU et alil (1983) concluiram, ‘igual
mente, que perfis de plasmidios tao diferentes e especificos
para cada organismo poderiam ser utilizados na identificacgao

das diversas culturas lacticas.

Este fato também foi comprovado no presente tra-
balho, ja que as culturas possuindo o perfil tipo £ (Figura §5)
sao oriundas de uma mesma cultura, assim como aquelas de nume-
ros 281 a 300, perfil tipo C, também sao provenientes de uma

tnica cultura de origem.

Dessa forma, o conhecimento do perfil de plasmi-
dios das culturas lacticas pertencentes a colecao do ITAL € de
extrema importancia, pois muitas delas foram isoladas de soros
provenientes de processamentos de diferentes industrias e, con

sequentemente, .de fermentos comerciais que podem ser identicos.

De acordo com CHOPIN e LANGELLA (1982), a analo-
gia de perfis de plasmidios nao ¢ surpreendente, podendo-se su

por que as pequenas diferengas observadas nos perfis de algumas
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linhagens que estudaram, resultem de variacoes nas pressoes de
selegéo exercidas sobre elas, durante sua passagem nas diver-

sas colegoes.

Para complementar a informagao sobre linhagens pos
suindo perfis analogos, ha necessidade de se testar a sua sen-
sibilidade a bacteriofagos virulentos, estudo este que foi rea
lizado e cuja discusszo encontra=-se no proximo item deste tra-

baiho.

5.3. Tipagem ¢ nived de sensibilidade de estheptococos Lac-
ticos da colegao do ITAL a fagos virulentos pentencen-
tes a colegao do INRA

Um dos metodos utilizados no controle de bacte-
riofagos na indistria é a utilizacao de rotacao de culturas
que nao sejam fago-relacionadas (LAWRENCE e PEARCE, 1972 e

KEOGH, 1972). Para tanto, ha necessidade de se conhecer a sens i
bilidade das bactéerias aos fagos, ou seja, realizar a sua tipa
gem. A aplicacao do método de tipagem é grandemente facilita-
da, se forem estabelecidos grupos de linhagens que nao apresentem
o mesmo padrao de sensibilidade aos fagos utilizados para a ti
pagem, assim como a escolha de linhagens e de fagos de cada
grupo que permitam uma rapida classificacao, tanto de um novo
fago, como de uma nova linhagem isolada (CHOPIN et alii, 1976e).
Neste sentido, varios tipos de agrupamentos de fagos possuindo
reacoes liticas similares foram criados (NiCHOLS e HOYLE, 13949;
HENNING et alddl, 1968; LEMBKE ef alfdidl, 1972 e ENGEL ef al4d,

1975) e complementados com estudos sorologicos dos fagos
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(NfCHOLS e HOYLE, 1949; WILKOWSKE et alii, 1954 e ENGEL et

atii, 1975).

CHOPIN et afdid (1976) montaram um sistema de agru
pamento de fagos, segundo sua acao litica, assim como um outro
de estreptococos lacticos baseado na sua sensibilidade aos bac
teriofagos virulentos. As 21 linhagens de estreptococos lacti-
cos da colegao do ITAL, que apresentaram perfis distintos de
plasmidios foram ensaiadas contra 10 bacteriofagos representa-

tivos de 6 grupos liticos definidos por aqueles autores e per-

tencentes a colegao do INRA. A Tabela Ill resume os resultados
obtidos.

Observou-se que 47,6% das linhagens testadas fo-
ram sensiveis a um ou varios fagos virulentos, pertencentes

aos grupos liticos gl (4,7%), g2 (19%) e g3 (23,8%). Nao se ob
tiveram resultados positivos de sensibilidade aos demais fagos
ensaiados pertencentes aos grupos g4 (fago 25), g5 (fago 119)
e g6 (fago %2). Por outro lado, as demais linhagens ensaiadas
(52,4%) mostraram-se resistentes a fagos de todos os 6 grupos
liticos; essa percentagem foi maior que aquela de 10% observa-
da por NICHOLS e HOYLE (1949), e a de 31% obtida por HENN{ING
et alidi (1968). Estes Gltimos autores consideram que a ausén-
cia de fagos ativos contra 31% das linhagens que testaram era
devida ao fato das mesmas terem vindo de outras regioes e, por
tanto, nzo terem sido usadas nas fabricas onde os fagos tinham

sido isolados. isto pode adequar=-se ao caso presente, ja que

a maioria das culturas era proveniente do Brasil e todos os
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TABELA 1i1. Sensibilidade de estreptococos lacticos brasilei-

ros aos fagos virulentos da colegao do INRA.

Ne  fago

Cuiltura

N© 8 6 52 66 67 188

(g7])* {g2])* (g3)* (g3) (g3) (g3)

168 +
307 +
309 +
310 + + +
105 +
162 + + +
179 +

163 + +

16 +
262 +

*gl, g2, g3 = Grupos liticos.
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fagos isolados em indistrias de laticinios da Franga. Entretan
to, CHOPIN et afii (1976) consideram que as linhagens resis-
tentes obtidas poderiam ser sensiveis a um pequeno numero de
fagos raros ainda nao isolados, lisogénicas para a maioria de-

les ou mutantes resistentes a fagos.

O0s result ados obtidos com as culturas lacticas
brasileiras confirmam aqueles de CHOPIN et alAiL (1976), quanto
ao grupo litico g3, tendo-se verificado, também, que a maioria
das linhagens foi sensivel a fagos deste grupo, os quais agi-
ram, na maioria dos casos, sobre duas ou mais linhagens de es-

treptococos lacticos.

As 10 culturas lacticas que mostraram-se sensi-
veis aos fagos virulentos, nao apresentaram, porém, O mesmo ni
vel de sensibilidade. Assim, segundo a cultura indicadora uti-
lizada, a linhagem a ser classificada ou a «cultura normal de
propagacao do fago. 0 namero de fagos obtidos nao foi o mesmo.
Estes resultados estao representados pelos diferentes valores

de capacidade de multiplicacao dos fagos (eop) na Tabela IV.

Obtiveram-se, portanto, dois grupos de resultados:

(1) culturas apresentando igual sensibilidade a um determinado
fago quanto a sua cultura de propagacao (eop = 1), por exem-
plo, as linhagens 168, 179 e 163 em relacao as linhagens de

propagagao IL 10 (fago 8), it 5388 (fago 52), IL 5062 (fago 67)
e iL 823 (fago 1388) e 2 culturas apresentando sensibilidade me
nor gue as linhagens de propagagao dos respectivos fagos, por

exempio, as linhagens 307, 3G9, 16, 262, 310, 105 e 162 em



TABELA (V. Nivel de sensibilidade dos estreptococos lacticos

brasileiros aos fagos virulentos da colegao do INRA.

Cultura Eficiéncia de multiplicagao dos fagos ()

N 8 6 52 66 67 188

168 ]
307 3,010
309 1,3x10°

7,3x107°

310 5,7x10°
105 ~ 1,1x10 °
162 2,7x10 3,0x107° 1,2x107°
179 1
163 i ]

16 1,4x10"

262 1,5x10°°

n? de fagos multiplicados sobre a cul-
. tura brasileira a ser classificada
Eficiéncia de multiplicagao =

n? de fagos multiplicados sobre a cul-
tura de propagagao
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relagao as linhagens de propagacgao IL 10 (fago 8), IL 6 (fago
6), L 14083 (fago 66), IL 562 (fago 67) e 1L 823 (fago 188),
respectivamente. Para este Gltimo grupo, tentou-se identificar

o mecanismo de resistencia presente naquelas culturas.

De posse dos resultados de nivel de sensib{lida-
de aos fagos, procurou-se verificar se culturas que apresenta-
vam pergis de plasmidios analogos possuiam igualmente, a mes-~-
ma sensibiiiaade aos fagos liticos. Os dados obtidos foram po-
sitivos, determinando-se, dessa forma, que a eficiencia de mul
tiplicagdo do fago 8 sobre as culturas 166, 167 e 169 era iden
tica a da cultura 168, assim como a cultura 320 foi identica a
obtida sobre a cultura 173. Esses resultados confirmam aqueles
obtidos por CHOPIN e LANGELLA (1982) quanto a semelhanga de
perfis de plasmidios e espectro de sensibilidade idéntico a fa
gos virulentos. Confirmou-se, tambem, que o sistema proposto
por CHOPIN et alii (1976) pode ser aplicado para estreptococos
lacticos provenientes de outras regioes, tendo-se podido clas-
sificar as linhagens sensiveis da seguinte forma: grupo Gl: i
nhagem 168; grupo G2: linhagens 307, 309, It e 262 e grupo G3:

linhagens 310, 105, 162, 179 e 163.

5.4. Detenminagao de mecanismos de nresdistencia a bacterniofa

gos em estrneptococos Lacticos da colecao do ITAL

Verificou-se que as linhagens 310, 162, 105, 307, 16,

262 e 309, apresentaram um mecanismo de resistencia a determinados
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fagos virulentos ensaiados (Tabela IV). Estabeleceu-se poste-
riormente a existencia de um mecanismo de restrigcao e modifi-
cagao na linhagem 310 em relagao aos fagos 66, 67 e 183 de &
log e na linhagem 162 em relagao ao fago 66 de 2 log. Estes re

sultados estao sumarizados nas Tabelas V e VIi.

Apos propagacgao do fago 66 sobre a linhagem IL
1403, obteve-se um titulo de somente 1 fago sobre 10" sobre a
linhagem 310. Desde que este fago foi propagado sobre 310, ele
foi modificado, podendo, entao, multiplicar-se bem sobre esta
linhagem. Quando se propagou .novamente sobre IL 1403, ele per-

deu a modificagao adquirida sobre a linhagem 310, a qual pas-

sou a restringi-lo como anteriormente.

Desta forma, estabeleceu-se que a resisténcia da
linhagem 310 aos fagos 188 e 67 era devida a este mecanismo de

R/M (resultados nao apresentados) .

Observou-se, entretanto, que as placas de lise
formadas pelo fago 188 sobre as culturas 162 e 105 correspon-
diam a fagos mutantes. Assim, o fago 188 modificado quando de
sua propagagao na linhagem 105 conserva esta modificagao mesmo
apos sua multiplicagao em iL 823. Nao se trata, portanto, de
uma modificacao controlada pelo hospedeiro, mas de uma mutagao
(LURIA, 13953). Um exemplo destes resultados esta representado

na Tabela Vii.
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TABELA V. Evidéncia de um mecanismo de restricao/modificacao

presente na linhagem 310, ativa contra o fago 66.

Eficiéncia de multiplicacao do2

Linhagem
hospedeira Fago 66 Fago 66 Fago 66 {IL 1403-310
(L 1403)% (1L 1403-310)Y 1L 1403)Y
L 1h4o3 ] ] 1
310 5,7 x 10 1 3,2 x 10
a/ Eficiencia de _ n?% de fagos multiplicados sobre a cultura estudada
multiplicacao n® de fagos multiplicados sobre a cultura de propa-

gag¢ao
b/ 0 fago 66 foi propagado sobre a linhagem (L 1403,

c/ 0 fago 66 foi propagado sucessivamente sobre as linhagens IL
1403 ¢ 310.

g/ 0 fago 606 foi propagado sucessivamente sobre as linhagens IL

T403 e 310 ¢ 'L 1403,
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TABELA VI. Evidencia de um mecanismo de restricao/modificacao

presente na linhagem 162, ativa contra o fago 66.

Eficiencia de multiplicacao do2’/
Linhagem
hospedeira Fago 66 Fago 66 Fago 66 {IL 1403-162
(L 1k (i 1t03-162)Y 1L 1403)<
L 1403 ! 1 |
162 2,9 x 107" ! 2,7 x 107
a/ Eficiencia de _ _Nn% de fagos multiplicados sobre a cultura estudada
multiplicacao n? de fagos multiplicados sobre a cultura de propa-

gagao
#/ 0 fago 66 foi propagado sobre a linhagem IL 1403.

c/ 0 fago 66 foi propagado sucessivamente sobre as linhagens
L 1403 e 162.

d/ G fago 66 foi propagado sucessivamente sobre as linhagens
L 1403 e 162 e L 1403,



TABELA VIl. Evidencia de um mecanismo de resistencia
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apresen-

tado pela linhagem 105, devido a mutagSes sofridas

pelo fago 188.

Eficiéncia de multiplicacido do2

Linhagem
hospede i ra Fago lSE/ Fago 188 y Fago 188 (IL 83?*105
(1L 823)= (1L 823-105)= L 823)~
, -5
L 823 I 1,6 x 10 o ]
105 5,5 x 107" ] 1
a/ Eficiencia de _ _n? de fagos multiplicados sobre a cultura estudada
multiplicacao n® de fagos multiplicados sobre a cultura de propa-
gacao

b/ 0 fago 188 foi propagado sobre a linhagem IL 823.

c/ 0 fago 188 foi propagado sucessivamente sobre as

gens

L 823 e 105.

d/ 0 fago 188 foi propagado sucessivamente sobre as

gens

1L 823 e 105 e 1L 823.

linha-

linha-
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0 fago 6 causa provavelmente uma 1isogenizacao
nas culturas 307, 309, 16 e 262, as quais também apresentaram
resistencia ao mesmo, assim como o fago 67 sobre a linhagem
162 (Tabela tV). isto foi evidenciado pela impossibilidade de
multiplicacao deste fago naquelas culturas, além do aspecto
morfologico das placas de lise que apresentaram, ou seja, pla-
cas muito pequenas e turvas, de dificil visualizacao e conta-

gem. Entretanto, nao houve tempo habil para que se pudesse com

provar devidamente este fenomeno.

5.5 Vesddecacae de Casogenca  em estnepfococos da cole-

ta ULV

cac de  TTAL  per wmede de indugace com Luz ultraviole-

Os estreptococos lacticos podem ser uma possivel
fonte de fagos temperados, responsaveis por falhas na produgao
de acido lactico, durante o processamento de queijos (LAWRENCE
et alil, 1976). A incidéncia praticamente universal de lisoge-
nia nessas bactérias indica que as mesmas podem servir como um
reservatorio de fagos potencialmente capazes de atacar as ce-
pas que compoem cs fermentos lacticos mistos (HUGGINS e SANBI-
NE, 1977). Alem disso, ALLEN ot afi( (1963) demonstraram que

podem ocorrer trocas genelticas mediadas por fagos nas bactérias
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lacticas, sendo este um outro fator que pode contribuir para
aumentar a variabilidade das 1linhagens —correspondentes daqueles
fermentos. Por este motivo, o conhecimento de linhagens ]isogé
nicas e indicadoras, que possibilitem a multiplicacao dos fa-

gos liberados, e muito importante na escolha de uma cultura

componente de um fermento lactico.

Com este proposito, os 21 estreptococos lacticos

que apresentaram diferentes perfis de plasmidios, foram subme-

tidos a irradiagao por meio de luz U.V. (item 4.10.), no intui
to de induzir seus possiveis profagos ao ciclo litico. 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 inducao dos fagos temperados foi evidenciada
por um clareamento no meio de cultura contendo as culturas in-
duzidas, em comparacao com as testemunhas nao submetidas a ir-
radiacao U.V. Este clareamento ainda foi comprovado por medi-
das continuas em espectrofotometro da densidade optica (D.0.)
de todas as culturas. Esses resultados sao exemplificados pela
Figqura 6.

Todes as culturas sofreram lise entre 390 minutos
e b horas apos o choque com U.V. Procurou-se, em seguida, cul-
turas sensiveis aos fagos temperados presentes nos lisados ob-
tidos. Para tanto, testou-se a acao destes Gltimos sobre as mes-

mas 21 culturas estudadas e tambem sobre 6 culturas da colegao



(p.0.)

Densidade Optica

FIGURA 6.

—

Tempo (horas)

Evolugao da densidade oOptica da linhagem 96 com (T)

~ -2 .
e sem {(C} indugao com uma dose de 20 J.m de radia-



do INRA, que ja haviam se¢ roevelado boas indicadoras no  curso
de um trabalho antorvior (REYROLLE ¢ at{(, 1932). 0s resulta-
dos obtidos estao sumariados na Tabela VILIL.
TABELA VII11. Espectro }itico de fagos liberados apos inducao
com luz ultravioleta.
Linhagem induzida
Linhagem
. . 1 ] 10
indicadora 79 75 3
L 929 +++
L 920 +++ ++
L 408 T4+ +
96 +
163 4+
310 ++
97 +
+ 10" a 10% UFP/m% (Unidade Formadora de Placa)
++ 107 a 10" UFP/mQ
+++ 10" a 10° UFP/mQ
Os lisados obtidos foram, inicialmente, testados
pelo metodo de gotas, contra todas as 21 culturas em estudo,
alem de 6 culturas indicadoras pertencentes aos

grupos G1, G2 e
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3 (REYROLLE el alii, 1982). Guando obtinha-se um resultado po
sitivo testava-se, posteriormente, as mesmas culturas e lisados
pelo método de plagueamento em dupla camada. Dessa forma, obte
ve-se o titulo das unidades formadoras de piaca de lise (UFP)

de cada lisadc, para cada linhagem sensivel.

As cuituras indicadoras do INRA, pertencentes aos
Grupos 1 e 2, n2zo mostraram sensibiiidade a nenhum dos lisados
obtidos. Entretanto, pela Tabela V!i!i{ pode-se verificar que
apenas 3 linhagens indicadoras, L 929, ii 930 e iL 408, todas
pertencentes ao Grupo G3, assim como 19% das culturas em estu-
do, demonstraram sensibilidade a um ou mais fagos liberados por,
somente, 3 das culturas induzidas. Por outro lado, obtiveram-
-se 100% da indugao, medida peio clareamento do meio e pela cur
va de crescimento em biofotOmetro, indicando que todas as 21
culturas eram lisogénicas. Esses resultados foram superiores
aos encontrados por KOZAK et alAi (1973) com S. cremonis e S.
Lactis, os quais, apos inducao das culturas com U.V., verifi-
caram liberagao de profagos em apenas 8% das 87 culturas testa
das. Também HUGGINS e SANDINE (1977) e DAVIES e GASSON (1581),
utilizando-se de método similar, relataram gque 20% de um total
de 69 linhagens e 60% de 63 linhagens, respectivamente, eram

lisogeénicas.

DAVIES e GASSON (198L4) concluem que a maioria,
senao todos os estreptococos lacticos s2o lisogénicos e que as
variagoes ncs fregiéncias de aparecimento encontradas refletem,

srovavelmente: os diferentes critérios usados para determinagao
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da lisogenia, a subjetividade na interpretagao das quedas de
densidade Optica encontradas nas curvas de crescimento apos in

dug¢ao, e a dificuidade de se encuntrar linhagens indicado-

A rara freqgliencia de linhagens indicadoras ja ha

via sido discutida por LOWRIE e PEARCE (1971 b), LOWR!E (1974},

HEAP ef aliL (1978) e TERZAGH! e SANDINE (1981), apeser de
REYROLLE et alil (1982) terem encontrado que 25% das linha-
gens testadas serviram como indicadoras. 0 presente trabalho

vem reafirmar a dificuldade de dispor-se de iinhagens indicado
ras, pelo fato de nzo ter sido possivel detectar todos os fa-
gos liberados por meio das linhagens usadas. Por outro lado, a
existencia de linhagens lisogénicas pertenéentes somente ao gru
po G3 pode refletir, apenas, como discutido por REYROLLE et
alii (1982), o pequeno tamanho da amostra, além da nzo disponi
bilidade de uma linhagem indicadora esnecifica para os grupos

G4, G5 e G6.

Confirmou-se, também, uma especificidade na rea-
950 litica entre o fago temperado e a bacteria, pois, todos
os profagos originados de culturas do grupo G3 foram capazes
de lisar somente linhagens deste mesmo grupo, de acordo com a
classificagao anteriormente feita em relagao aos fagos virulen
tos. Dentre elas, a maioria trata-se de S. Lactis (310, 163, 175
e 1797, algumas nac tem espécie identificada sendo, portanto,
Streptococcus sp. (95, 97 e 105) e uma e S. Lactis subsp. ddia-

cetylactis (162) (Tabela 1X).



A liberacao de fagos foi, para a maioria das li-
nhagens sensiveis, muito intensa, situando-se entre 10% a 10°
particulas por mililitro. Estes resultados foram semelhantes
aos obtidos por REYROLLE o ali< (1982) por meio de inducao com

mitomicina C.

As linhagens gue ja haviam sido classificadas com
base na sua sensibilidade aos fagos virulentos sao lisogénicas,
sendo os fagos temperados liberados apos indugao com U.V. per
tencentes ao mesmo grupo de sensibilidade. Esta correlacao en-
tre fagos temperados e virulentos ja foi comprovada tambem a

nivel morfologico, por TEUBER e LEMBKE (1982). Ademais, confir
ma a hipotese de LAWRENCE ¢t al«¢ (1978) de que nao se deve mis-
turar, nos termentos lacticos, linhagens sensiveis aos fagos

das demais culturas componentes do mesmo.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos,

na elaboragao de fermentos multiplos ou mistos, a partir das
culturas aqui estudadas, nao se poderia misturar as linhagens
96, 163, 310 ou 97 com a 175 e a linhagem 163 com a 179. lsto
significa que as linhagens lisogénicas podem <constituir-se em
reservatorio de fagos virulentos, capazes de lisar as linha-

gens sensiveis, ou sofrer mutacao contra seu proprio hospedei-~
ro, podendo ocasionar problemas graves durante os processamentos
de queijo (McKAY e BALDWIN, 1973; LAWRENCE et alil<, 1976; HUG-

GINS e SANDINE, 1977 e REYROLLE ¢t aicc¢, 1982).

Finalizando, a indugao das linhagens lisogenicas
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e o espectro litico de seus profagos permitiram a «classifica-
¢ao das culturas 96, $7 r 175 no grupo G3 (Tabela {X), «coisa
que nao foi possivel fazer por meio do teste com fagos virulen
tos, assim como confirmou a classificacao anteriormente feita
por aquele método, para as culturas 310, 163 e 179. Este fato
corrobora a validade e aplicacao da classificagao proposta por

CHOPIN et afii (1976} para culturas lacticas provenientes de

diferentes origens.

TABELA IX. Agrupamento dos estreptococos lacticus pertenﬁentes
a colecao do ITAL, de acordo com a classificacao pro-
posta por CHOPIN ef aliL (1976) e REYROLLE et alid
(1982).

Grupo de N?

classificacao Cultura

] 168
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5.6. Estudos fedtod com o Streptococcus cremords, Linhagem
839, pentencente a colecao do INRA

.8.1. Evidéncia de um sistema de restricaoc/mo-

-

Foi COLLINS (1956) quem demonstrou pela primeira
vez a existéncia de sistemas de restrigao e modificagao nos es
treptococos lacticos. Por esses sistemas, gquando o DNA do bac-
teriofago penetra na célula bacteriana, esta o destroi, por meio
da agao de uma endonuclease capaz de cortar o DNA em sitios es
pecificos, a menos que os mesmos tenham sido previamente modi-
ficados pela agéo de uma metifase ou glicosidase e, assim, pro

tegidos da agao das enzimas de restrigao. Neste Ultimo caso,

o fago realiza seu ciclo 1{tico normal (KRUGER e BICKLE, 1983).

A evidéncia bioguimica da existencia dessas enzi
mas nos estreptococos lacticos foi fornecida por FITZGERALD et
alii (1982) quando do isolamento de uma endonuclease de restri

¢ao do tipo |1, em S. cremonis.

A existencia de sistemas de R/M nos =estreptoco-
cos lacticos ja esta bem estabelecida sabendo-se, atualmente,
Gue os mesmos estzo amplamente distribuidos neste género de
bacterias, podendo existir, mesmo, varios sistemas diferentes
de R/M na mesma linhagem (BOUSSEMAER et afidi, 1980; DALY e
FITZGERALD, 1982; DAVIES e GASSON, 1981, 1983; McKAY, 1983 e

CHOPIN et alidi, 1984).
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Evidenciou-se, neste trabalho (Tabela X), que o
S. cremondis linhagem fL 839, possuia um sistema de restricao
de 5 log em relacao ao fago 8, quando este era multipiicado so
bre 1L 835, sua linhagem original de propagacao. Quando o fago
era propagedo sobre L 839, esta modificava-o, nao mais res-
tringindo-o. Desde que propagado novamente sobre 1L 835, o fa-
go perdia a modificacao adquirida quando de sua passagem por
iL 839, a cual passava a restringi-lo novamente, tambem em §
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 iL 839.

5.6.2. Caracterizagio e determinagzo doc peso mo-

G
lecular dos plasmidios de S. cremonds tL &38

0 estudo da biologia de plasmidios tem se torna-
do - importante area de investigagao nas bactérias lactices
j@ que numerosas caracteristicas fermentativas e metabdlicas,
incluindo a resistencia a fagos, de grande instabilidade em al
guns desses organismos, estio ligadas a genes localizados em
plasmidios (KEMPLER e McKAY, 19814 McKAY, 1982, 1983; CROW et
alii, 19834 DAVIES e GASSON, 1983; GASSON, 198L4; DAVEY, 1984 e

McKAY e BALDWIiN, 1S5C4).

Assim, a fim de conhecer a constituicao de plas-
midios da linkhagem IL 839, o mesmo foi determinado por meio de

eletrocforese do DNA obtido por extracao alcalina (item 4.14.1.)

e confirmado por eletroforese bidimensional (item 4.16.) (Figura 7).



TABELA X. Evideéencia da presenca de um mecanismo de R/M em S.

cremores 1L 839, ativo sobre o fago 8.

Eficiéncia de multiplicagao do/

Linhagem
Fago 8 Fago 8 Fago 8 (iL 835 - IL
hospedeira (e 83s)Y (L 835 - 1L 839)Y 839 - 1L 835)Y
L 835 1 1 ]
-5 -5
L 839 2,0 x 10 ] 2,0 x 10
a/ Eficiencia de n® de fagos multiplicados sobre a cultura estudada
multiplicacao N n® de fagos multiplicados sobre a cultura de propa-
gacao

b/ 0 fago 8 foi propagado sobre a linhagem IL 835.

c/ 0 fago 8 foi propagado sucessivamente sobre as linhagens IL

835 e L 839,

d/ 0 fago 8 foi propagado sucessivamente sobre as linhagens IL

835, 1L 839 e IL 835.
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Apos sua extracao, os plasmidios que normalmente
estao sob a forma super-espiralada (CCC) sao, algumas vezes,
quebrados, podendo-se encontra-los, entao, sob a forma relaxa-
da (0C) ou mesmo sob a forma linear (L}). A eletroforese bidi-
mensional permite recuperar as bandas correspondentes ao DNA
plasmidial seb a forma CCC, as quais devem, inicialmente, ser
levadas em conta na determinacao de perfil de plasmidios da cul
tura.

A tecnica de extracao utilizada neste trabalho,
entretanto, nao altera o DNA: conseqﬂentemente, todas as for-
mas observadas correspondem a plasmidios sob a forma CCC. As-
sim, a cultura L 839 possui 8 plasmidios que foram denomina-

dos pilL 20 a pilL 27.

0s pesos meleculares dos eito plasmidios da 1li-
nhagem L 839 foram estimades por calculo, utilizando-se a me-
todolegia de MEYERS ¢t aldic (1976) (item L.17.). Para tanto,
feram incluidos ne mesmo gel de eletroforese, juntamente com
L 839, os seguintes plasmidios de pesos moleculares conheci-
dos: pBR 322, pVAF749A e pVA 856 (item 4.2.) e os plasmidios de
S. Lactis 1L 1437 (CHOPIN ¢t aldid, 1984). A Figura 8 mostra

0Os resultados ebtides.

Estimaram=-se os tamannes des plasmidios
ptL 20 a plL 27 come sendo, respectivamente, de 3, 5, 6, 9, 14,

15, 17 e 46 Kb.



Eletrofcorese do extrato

plasmidial de IL 839

FIGURA 7.

Eletroforese bidimensional (a)
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Perfil e eletroforese bidimensional dos plasmidios de S.
moass 1L 839. (a) Legenda: — DNA plasmidial sob a forma
super-espijralada (CCC); B DNA cromossomico.
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5.6.3. Localizacao dos genes que codificam o sis
tema de restricao/modificacao presente em

o

8. cremonis 1L 839

5.6.3.1. Plasmidios

fal Cutva de plasmaddos

Pesquisou-se, inicialmente, se o sistema de R/ M
presente em (L 839 era codificado por um dos 8 plasmidios pre-
sentes nesta linhagem. !{sto porque, de um lado, sabe-se que as
principais propriedades tecnologicas dos estreptococos lacti-
cos sao codificadas por plasmidios, como ja citado anteriormen
te e, por outro lado, ha diversas evidencias na literatura que
associam as perdas de sistemas de R/M a frequencias correspon-

dentes a perda de plasmidios (LIMSOWTIN et aldi, 1978; SAN-

v

DERS e KLAENHAMMER, 1980, 1981+ TEUBER e LEMBKE, 1983 e CHOPIN
et aldd, 198L4). Ja foi evidenciado, tambem,que alteragoes nas
propriedades de adsorcao dos estreptococos lacticos podem ser

devidas, em alqguns casos, a aquisicao ou perda de plasmidios

{SANDERS o KLAENHAMMER, 1983 e DE VO0OS et afic, 198L4).

A fim de determinar se o sistema de R/M de L 839
estava relacionadc a um ou a varios dos seus plasmidios, 0s mes
mos foram eliminacdos um a um, por meio da técnica de regenera-
cao de protoplastos (GASSON, 1983). Foram obtidos 16 tipos de
variantes, tendo todos perdido pelo menos um dos 8 plasmidios
(Figuras 9 e 10) presentes na linhagem original. Nao foi possi
vel obter, entretanto, a cura do plasmidio pltL 21 em nenhum

dos variantes.
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FIGURA 9. Perfis de plasmidios de variantes de S. cremonis 1L

839 obtidos pela cura de plasmidios.
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FIGURA 10. Perfis de plasmidios de variantes de S. cremords 1L

839 obtidos pela cura de plasmidios
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A tecnica de regeneracao de protoplastos ja uti-
lizada por CHOPIN ¢t aldic (19384) e GASSON (1984) resultou em
excelente método de cura de plasmidios pois, por meio dela, po
de-se estabelecer o papel de 7 dos 8 plasmidios presentes em
IL 839 em relacao a base genetica do sistema de R/M. Todos os
variantes obtidos apresentavam resisténcia identica a linhagem
original. lIsto indica que nenhum dos 7 plasmidios eliminados

codificava o sistema de R/M em 1L 839.

(b} Preparacao do plasmidio pIlL 21 por hecupeha-

cac a partin de um gef de agahrose

A fim de estabelecer se o plasmidio plL 21 tinha
alguma fungao no mecanismo de R/M linhagem IL 839, foi introdu
zido em Strepftococcus Lactes tinhagem 1L 1403 livre de plasmi-
dios (CHOPIN et alii, 198k4). Dessa forma, efetuou-se, inicial
mente, uma preparacao do plasmidio piL 21, a qual foi transfe
rida, posteriormente, para a linhagem IL 1403, pela tecnica de
cotransformacao juntamente com um plasmidio indicador, pHV 1301,

contendo marca de resistencia a eritromicina (item 4.2.).

0 ccnteudo plasmidial da linhagem IL 839 foi ex-
traido em grande cuantidade (item 4.14.2.) e submetido a uma
eletroforese preparativa em gel de agarose vertical (item 4.15.).
As Figuras 1l e 12 apresentam os plasmidios antes e apos recu-

peracao da banda referente ao plasmidio plL 21.

Pela Figura 11 pode-se observar que os diferentes

plasmidios estao presentes no gel, tanto sob as formas CCC como OC.
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FIGURA 11. Eletroforese vertical de uma extragao preparativa

dos plasmidios de tL 3839.



pll 24

FIGURA 12. Eietroforese verticak de uma extragao preparativa

dos plasmidics de IL 839, apcs recorte da banda re

letiva ao plasmidio pitL 21.
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0 piL 21 foi recuperado a partir da banda recor-
tada do gel de agarose (Figura 12}, a qual foi submetida a um

processo de cletro~gluig50 {item 4.19). Essa mistura de DNASs,

contendo as formas CCC do pllL 21 e as formas 0C de pilL 20 e
plL 21, foi utilizada para o experimento de transformacao (item
L.26.).

{¢) Transfencncdia de  plasmidio pIL 21 por  co-
{hans formagac

Muitos plasmidios encontrados em bactérias lacti
cas, como o pilL 21 de S. cremonds 1L 839, permanecem cripticos
pela impossibilidade de introduzi-los em linhagens adequadas
para investigagoes genéticas. Este problema tem sido resolvi-
do em outras especies de microrganismos por meio da aplicagao
do método de cotransformagao de uma linhagem bacteriana compe-
tente, utilizando-se dois plasmidios diferentes, sendo um de-
les selecionavel {KRETSCHMER ¢1? aQ((, 1975 e MACRINA et alid,
1980). Uma técnica similar, adaptada aos S. lactis por SIMON
et alic {(1985) permitiu gue se estudasse a funcao do plasmidio

plL 21 na base genctica do sistema de R/M de IL 839.

A transformacao de S. factis 1L 1403 foi feita
com 0,2ug/mf de phV 1301 e 0,03ug/mf¢ de piL 21, ou seja, a mii
tura de DNA obtide como descrito anteriormente. Foram obtidos
2,7 x 10° transformantes resistentes a eritromicina por micro-

grama de pHV 1301. Apos uma selegéo feita do contetdo plasmi-

dial de 100 transformantes resistentes a eritromicina (Emr),
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Gue possuiam o pHV 1301, obtiveram=-se: 73 transformantes que
continham apenas o pHV 1301; 2 transformantes gue continham o

pHV 1381 e pIL 215 | continha o prV 1301, piL 21 e ptL 20, e 24 transfor

mantes que possuiam pHV 1361 e piL 20. Estes dois Gltimos re-

sultados obtidos devem-se ac fato de que o plasmidio 'piL 23, mes-

I

03.

mo sob a forma 0C, transformou com alta eficiénciae a linhagem L |

0 plasmidio indicador pHV 130! segrega esponta-
neamente. Dessa forma, apos algumas repicagens sucessivas, iso

laram-se cotransformantes que haviam perdido o pHV 130! e con-

servado, unicamente, o plasmidio p!L 21 {(Figqura 13).

Os cotransformantes gue possuiam apenas O plasmi
dio piL 21 foram testados contra os fagos 66 e 67 (virulentos
contra a cultura transformante), observando-se que nao haviam
adquirido o sistema de restrigao/modificagao, mostrando-se, por

tanto, sensiveis aos bacteriofagos.

Estes resultados indicaram, portanto, que o pias
midio plL 21, assim como os outros testados,'também nao codifi
cava o sistema de R/M presente eﬁ S. cremondis iL 839, nzo sen-
do este ultimo, dessa forma, de natureza plasmidial, mas sim,
determinado por genes localizados no cromossomo. Estes fatos
evidenciam, pela primeira vez, um sistema de R/M sendo codifi-

cado por genes cromossomicos em bacterias lacticas.

5.6.3.2. Cromossomo

-
3
o
()
0]
O

A ar os genes cromossomais que codifi

cam o sistema cde R/M em S. cremonds (L 839 era necessario
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utilizar-se técnicas de engenharia genetica. Para tanto, deve-
ria éispor-se de: {i) um metodo que permitisse cortar e relj-
gar os DNAs de origens diferentes; (2) vetores de clonagem, ou
sejam; fragmentos de DNA capazes de replicarem-se na celula hos-
pedeira apos terem sofrido a insergao de um outro DNA estranho
a ele; (3) um método gue possibilite a penetragao do DNA hibri
do na célula hospedeira cdentro da qual possa replicar-se
como .a transformacgao e (4) uma técnica de detecgao das célu-

las gque continham e que replicaram aquele DNA recombinante em

estudo, contendo os genes procurados.

No caso das bactérias lacticas pode-se, a prio-
ri, pensar em utilizar os plasmidios vetores ja desenvolvidos
para outras bLacterias Gram +, como estreptococos, estafiloco-

L et alid, 197k, MACRINA et alil, 1980,

I

cos e BaceLllus (CLEWE
BEHNKE et afdd, 1982 e KOK et aliL, 198L4), alguns ja utiliza

dos com sucesso na clonagem de genes plasmidiais (KONDO e McKAY,

198L e CHOPIN et alil (Appl. Environ. Microbicol.), em publica-
¢ao) ou em construf-los novamente inserindo genes de resistén-
cia a antibidticos em pequenos plasmidios de bactérias lacti-
cas.

0 problema maior, até pouco tempo, situava-ge ao
nivel de introducao do DNA recombinante na bactéria por trans-
formacao. Os primeiros rendimentos de transformagao de proto-
plastos de S. Lactis obtidos por KCNDO e McKAY (1982, 1983), a
partir da técnica descrita por CHANG e COHEN (1979) foram da

ordem de 10 transformantes por micrograma de DHA. Eles eram muito



baixos para permitir a clonagem mesmo de genes plasmidiais. Os
mesmos autores (1984), assim como SIMON et alil (1985) conse-

Y4

guiram aumenta-ias para 10" transformantes por micrograma de

DNA. Estes uitimos rendimentos permitiaeam a clonagem de genes

piasmidiais sendo, entretanto, ainda insuficientes para objet

var a clonagem de genes cromossomicos.

Posteriormente, entretanto, o laboratorio de CHOPIN

(]

{informagao pessoal) obteve resultados de transformagao com
frequencias da ordem de 10° a 107 transformantes por microgra-
ma de DNA. Estes rendimentos permitiam a clonagem de genes cro
mossahicos (ou clonagem ”shofgun“), a partir do DNA celuiar
total;

/

(@) Extrace&o prepanrativa do DNA cromossomico de
S. cremoris IL 8§39

Para clonar os genes responsaveis pelo sistema
de R/M presente em S. cremonds IL 839 havia necessidade primed
ramente, de se extrair em grande cuantidade o DNA cromossomico
dagueta linhagem. Assim, o DNA cromossomico da linhagem IL 839
foi extraido de acordo com a metodologia descrita no item 4.22.
Efetuou~-se, posteriormente, uma eletroforese horizontal desse

DNA extraido, juntamente com o DNA do fago A, a fim de cuanti-

-h

fica-lo. Obteve-se, dessa forma, um extrato cromossomico con-

tendo 400ug/mg de DNA.

{(b) Digestao parcial do cromossomo de IL 839 pok

Hoa 11
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Para obtezr fragmentocs menores de DNA passiveis
de serem clonados, realizou-se uma digestao parcial do cromos
scmo. Escolheu-se a digestao parcial aumentando-se o tamanho

dos fragmentcs a serem clonados e aumentando-se, conseguente-
mente, a probabilidade de cionar o fragmento procurado. Ademais,

i

havia a possisilidade de cue os genes cocificando o sistema de

R/M do {L 833 possuissem um tamanho superior a

£

Kb, ou se

"
Sy

[,

o tamanho médio que se obtém quando de uma digestzo total do

DNA (MALCOM, 1881 e MANIATIS et alilLl, 1982).

Para digerir o DNA cromossdmico de L 839 utili-
zou-se a enzima de restri¢ao Hpa Il por ser a C(nica gue permi-
te efetuar-se uma digestao parcial, por meio do reconhecimento

-~

de uma segliéncia de & nucleotidios (MANIATIS et alfid, 1982).Por

outro lado, o vetor escolhido, pVA 7%9A possuia um sitio de

corte para esta enzima.,

Determinou-se, primeiramente, qual a diluigao con-
veniente de enzima a ser utilizada para obter uma digestzo par
cial do cromossomo (Figura 14). Através de eletroforese verti-

cal em gel de agarose, tendo como testemunha o DNA do fago A

digerido pela enzima Hind {1i!, pode-se determinar gue com 0,5

Ui de Hpa Ii por microlitro obtinha-se a digestao parcial de-
sejada do cromossomo de L 839. Objetivou-se, nesse caso, uma
digestao tal onde se obtivesse essencialmente fragmentos pos-

suindo entre 10 a 20 Kb. Efetuou-se, a seguir, a digestao, po-
rém de uma quantidade maior de cromossomo, ou seja, 250ug, uti

lizando-se 0,5 Ui de Hpa por microlitro.
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{c] Sele¢ao por Zamanho dos Ffragmenios cromosso-
mals de IL 839
Em experimentos preliminares, imediatamente apos a
digestéo parcial do cromossomo realizava-se a iligag¢ao com o
plasmidio vetor, sem resuitados positivos apds transformagao.
Assim, decidiu-se fazer ume selego por tamanho, em gradiente
de sacarose, cos fragmentos de DNA cromossdémico obtidos {item
L.24.). Foraem coletadas aliquotas de aproximadamente 100u2 e

“~

5uf, de caca 3 fragoes, foram submetidas a eletroforese verti
cai,‘a fim de selecionar os fragmentos de tamanho gesejado
{16 a 20 Kb), os quais foramutilizados na fabricagado do DNA
recombinante. A Figura 15 mostra alguns dos resultados obti-
dos.

fomo nzo se conhecia exatamente o tamanho dos ge
nes que codificam o sistema de R/M, os quais se desejava cio-
nar, seguiu-se orientacao baseada no trabalho de GINGERAS e
BROOKS (1983). Estes autores clonaram um fragmento de piasmf-
dio de Pseudomonas aeruginosa de 7,6 Kb codificando para uma
determinada atividade de R/M. Apds terem diminuido o tamanho
do mesmo para, aproximadamente, 5 Kb, obtiveram tanto os ge-
nes que codificavam o sistema de restricao, como aqueles de

mocdificacao.

A técnica utilizada no presente trabalho apresen
tou o inconveniente de selecionar fragmentos com tamanhos dis

persos, de 5 Xb a mais de 23 Kb. Assim, a selegao por tamanho

dos fragmentocs cromossémicos esta sendo feita, atualimente, no
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FIGURA 15. Eletroforese vertical dos fragmentos obtidos po:
digestéo parcial do cromossomo |L 839 apos passa-

gem por gradiente de sacarose.
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laboratorio do INRA, por meio de eletroforese preparativa, a
qual permite, cortancdo-se o gel, eliminar todos os fragmentos

de tamanho superior ou inferior a um determinado limite.

{d) Fabadicacao do DNA recombinante

O DNA recombinante utilizado para transformar iL
1403 foi faﬁricado 2 partir dos fragmentos de cromossomo oOb-
tidos como descrito no item anterior, e o plasmidio vetor pVA
7494 iguzsimente cortacdo com a enzima Hpa il (item k . 0
DNA recombinante obtido apds ligagdao (item 4.25.) poce ser ob

servadc na Figura 16.

0 DNA recombinante assim produzido foi utilizado

o
(o))
-
[0)]
o))
(&)
-1
o))
3
wn
“h

ormacao de S. Lacktds 1L 1403.

(e} Transformagdo

Ifetuou-se a transformagao de S. Laciis L 1403
com o DNA recombinante fabricaco como citado no item 4.25,,
seguindo-se metodologia descrita por SiMON et alil (1985).

Apdés incubac3o durante 7 dias, para regeneragao
dos protoplastos, 100 coldnias crescidas em placas contendo
17 + Cli + 5ug de eritromicina por mililitro foram repicadas
para tubos contendo o mesmo meio, na forma liguida.

A partir dai efetuaram-se dois testes: (1) plia-

PS

queamento das coldnias em presenga dos fagos 66 e 67, para

JOT]

verificacdo da possivel acuisicao dos genes responsaveis peio
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DNA recombinante formado pelo cromossomo de S. cre

moadls 1L 839 e pelo piasmidio pVA 749A. (a) DNA do

fago X digerido por Hind 111; (b) cromossomo IL 839
e pVA 749A digeridos por Hpa Il, antes de ligagao;
(c) cromossomo !L 839 e pVA 749A digeridos por

Hpa 11, apos ligacgao.
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sistema de R/ e (2) extragzo dos plasmidios de todos os clo-

nes para verificar se havia uma banda correspondente ao

Frag-

mento cromossémico inserido no DNA recombinante.

Observou-se que nenhum dos 160 clones havia ad-

guirido resisténcia aos fagos ensaiados, signiflicando que o

3

~h

ragmento cromossdmico contendo o gene gue codifica o sistema
de R/M em S. chiemordis 1L 839 nao havia sido transformado. Ade
mais, um exame do conteudo plasmidial dos transformantes
evidenciou gue menos de 1% dos clones.havia adguirido o plas-
midio pVA 749A, sendo que nenhum deles apresentava uma inser-
¢ao.

Experimentos realjzados por outros membros do

M. -C. CHOPIN, em Rennes, franga, mostra-

. . ~ .

laboratorio cde Or

9]

ram que a quséncia de uma inserg¢ao nao resulitava de um defei-
to na fabricacao do DNA recombinante, mas, que ela € devida
& natureza do vetor utiiizado. Cutros vetores como pHY 13301
ou pGK 12, manipulados nas mesmas condigoes permitiram obter-
-se, aproximadamente, 10% de clones que possuiam o DNA recom-

binante, sendo esta a frequéncia normal.

Conciuiu-se, 2ssim, que o vetor pVA 74SA n3o con

vém a este tipo de experimento, por nao poder se manter na |

i
nhagem iL 1403 gquando possui um Ffragmento de DNA a ele inse-

-
-~

rido. Até o momento nenhuma hipditese valida pode ser elabora

da para explicar o fato de que pVA 745A funcione bem em S.

sanguls {(Challis) e rngo em S. Lactdis,



G grupo da Dra. CHCPIN, portanto, construiu um
vetor, a partir do piasmidio pHA 1301 (13 Kb), possuindo um
tamanho reduzido para 5,5 Kb. Este vetor obtido transforma

S. 2acitis com rendimentos de 3,0 x 107 transformantes por mi

crograma de DNA. A este pequeno vetor foi inserido um ‘'‘poly

linker', ou seja, um fragmento de DNA contendo 82 pares de

™

bases que cont@m 12 sitios de restrigcao, aproximadamente, f

](‘J

cititando, enormemente, a técnica de clonagem.



s principais objetivos do presente trabalho fo-
ram: (1) caracterizagd3o de culturas pertencentes a Coleg3ode
Fermentos Lacticos do ITAL quanto a crescimento em diferen-
tes temperaturas, liberagao espontdnea ou induzida de bacte-
ricfagos e perfil de plasmidios e (2) estudo da base genéti-
ca de um sistema de restrigcao e modificagao em S. cremonis IL

839 com o propdsito de clona-lo.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se ti-

rar as seguintes conclusoes:

{(a} Somente 17 dentre 124 culturas lécticas do

- a ~ . L C -
ITAL ndo conseguiram crescer a 23 ¢ durante 18 horas, demons

J

tra

1o nao serem boas acidificantes
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(b) As culturas lacticas do {TAL mostraram maior
.o , s e - . ~ oA .
atividade acidificante apdos incubagao a 307 C durante 90 min
o . . . .
e 38°C durante mais 4 horas, evidenciando serem, na sua maio

ria, do tipo répidas ('ifastit);

(c) Apenas duas culturas, 166 e 280, liberaram
espontaneamente bacteridofagos, nao devendo, portanto, serem

utilizadas em processamento;

(d) De 58 culturas lacticas do |TAL, estudadas
quanto a biologia de plasmidios, 2%t apresentaram perfis di-
ferentes, com nimero variado de plasmidios e as restantes

apresentaram um dos 6 tipos de perfis analogos;

(e) Todes as 21! culturas apresentando perfis de
plasmidios diferentes sao lisogénicas, liberando profagos
apds indugao com luz ultravioleta. Pdde-se determinar por es
te método que nao se deve misturar, em fermento misto, ascul
turas 96, 163, 310 ou 97 com a 175 e a linhagem 163 com a
1793

(f) De acordo com a sensibilidade a fagos wviru-
lentos e profagos liberados apos indug¢ao, as culturas lacti-
cas brasileiras estudadas puderam ser classificadas da se-
guinte forma: grupo G, = 168; grupo G, = 307, 309, 16 e 262
e grupo G3 = 310, 105, 162, 179, 163, 96, 97 e 175;

(g) As culturas 310 e 162 apresentaram um siste-
ma de restricao de 4 log e 2 log, respectivamente, em rela-

cao aos fagos virulentos 66, 67 e 188 para a primeira e 66



para a segunda. A resisté@ncia apresentada pelas linhagens 105

e 162 em relacao ao fago 188 corresoonderam a mutacoes sofri-
& g { G

N

das por este Citimo;

(h) 0 S. cremondis L 839 apresenta um sistema de
restricao/mcdificacao de 5 log em relacao ao fago 8. Nenhum
dos 8 plasmidios presentes nesta iinhagem codifica este siste

ma de resisténcia, sendo o mesmo codificado por genes situa-

d0s nNOo Cromossoma;

(i) Na tentativa de clonar os genes cromossomais
de R/M de L 839 ({(cionagem “shotgun“) utilizando-se do vetor
pVA 7454, @pesar da transformagao do DNA recombinante ter ocor
rido, nao foi possivel isolarem-se clones transformantes pelo
fato do vetor nao se expressar em S. laceXdis L 1403, Tinha-

gem transformada, cuando iigacdo a um outro fragmento de DNA.
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/. SUMMARY

This work was done with two main purposes: (1

~—

to obtain a better characterization of lactic streptococci be-
longing to the Food Technology lInstitute (ITAL-Brazil) Colliec-
tion of Lactic Starters, and (2) to study the genetic deter-
mination of a phage resistance system found in S. CAeMONAS
strain L 839, belonging to a Collection of Lactic Cultures of

the National Institute of Agronomic Research (INRA-France), with

the objective of cloning it.

it was found that among 124 lactic bacferiai
cultures belonging to {TAL collection, only 17 failed to grow
during 18 hours at ZBOC, being this the first selection per-
formed with mesophyiic tectic cultures. These cuiltures resisted

weli to cooking temperature without aiteration of their



acidifing ectivities and only two strains, 1656 and 2803, spon-
tanse ig 1 raleacad their bhacterionosohaces a2and we - therefore not
LL\Y\—OL:‘./ reicased cnecii paciet 50}/..93&.3 alc were egrerore not

recommended as lactic starters.

Among the lactic cultures from this «collection,
2 out of 58 showed profiles of plasmids while in the remaining

IR cultures

e
=

37, 6 types of analogue profiles were observed.
that showed different profiies were found to be lysogenic, re-
leasing prophages after exposure to ultraviolet light. The lyc
tic sprectrum showed that based on virulent phages and on pro-
phages released, one can classify the cultures in three groups:

G, = strain 168; G, = strains 307, 303, 16 and 262 and G, =

strains 310, 96, 97, 105, 163, 175, 179 and 162. It was also
observed that the cultures 310 and 162 showed restriction and
modification systems of 4 log and 2 log, in relation to phages
66, 67 and 188 in the first case, and 66 for the second, res-

pectively.

The S. cremondls L 839 showed & restriction and

<

modification system of 5 log in relation to phage 3. It was

<

found that this strain had 8 plasmids termed piL 20 to plL 27,
with seizes of 2, 5, 6, 9, 14, 15, 17 and 46 Kb. The protoplas
tization method enabled the curing of plasmids and showed that
none were related to the R/M system. The plasmid piL 21, not
cured was cotransformed with the plasmid pHV 1301, used as a

or erythromycine resistence, in S. Lactis 1L 1403, not

provided with plasmids. it was found that the cotransformad



£
o

culture also failed to acguired the R/M system. it was conclu-

ded that the system was codified by genes present on the chro-

mosome.

A partial digestion of the chromosome was per-
formed with the restriction enzyme Hpa I}, selection of frag-
ments by size in a sucrose gradient followed by ligation to
the vector plasmid pVA 749A which harbours a resistant mark

for erythromycine, and was linearized by the same enzyme. Cells
of S. Lactis 1L 1403 transformed by this recombinant ©DNA had

h

only the vector plasmid probabiy because the fragment inser-

tion prevents it of surviving in this line.



ASD-EL-MALEK, Y. e T. GIBSON, 1S48. Studies in the bacteriology

of mitk. !. The streptococci of milk. Jouxrnal of Dairy Re-

seanch, 15: 233-2L48.

ACCOLAS, J.-P., D. HEMME, M.J. DESMAZEAUD, L. VASSAL, C. BOUIL-

LANNE e M. VEAUX, 19803. Les levains lactigues thermophiles:
propriétés et comportement en technologie laitiere. Une revue.

, ‘ - .

Lle Ladx, 60: L87-524,
ACKERMAN, H.-W., 1S63. Bacteriophages: proprietés et premieres

etapes, d'une classification. Revue genéraie. Pathologile-

-BiologLe, 17: 1003-1024.

ADAMS, N.H., 1550. Bacterlophages. New York, interscience Pu-

blishers, Inc., p. L454-L456.



ALLEIN, L.K., W.E. SANDINE e P.R. ELLIKER,

\L

63. Transduction in

Stneptococcus Lacitis. Jounnal of Dalrny Reseanch, - 30: 351-
Y e

- ; lactose
ANDERSON, D.G. e L.L. Mckay, 1977. Plasmids, loss of
metabolism, and eppearance of partial and full laciose-fer-
menting revertants in Stareptococcus chemohrdls B.. Jounnal
i

04 Bacterniology, 129: 367-377.

ANDERSQON, D.G. e L.L. McKAY, 1883. Simpie and rapid method for
isolating large plasmid DNA from lactic streptococci. Ap-

plied and Environmental Microbiology, L6: 545-552.

ANDERSON, D.G. e L.L. McKAY, 198L. in vivo cloning of Lac ge-
nes in Streptococcus Lactis ML3. Applied and Environmental

Micnobiology, L7: 2L5-2L49.

ANDERSON, D.G., D.H. OHLENDORF, Y. TAKEDA e B8.W. MATTHEWS, 1S3I.
Structure of the cro repressor from bacteriophage A and

its interaction with DNA. Natunrne, 290: 754-758.

ANTUNES, L.A.F., 1985. Caracterizacao da flora lactica de lei-

te cru. Campinas, UN!CAMP, 113 p. (Tese de Doutoramento).

ARBER, W., 197L4. DNA modification and restriction. Proghess 4Ln

NueledLc Acid Research and Molecular Biology, 1k: 1-37.

AUCLAIR, J. e J.~-P. ACCOLAS, 1983. Use of thermophilic lactic

wn
cr
jJ]
b
r
«©

1
wn
ot}

the dairy industries. Anfonde van Leeuwenhoek,

o
0
W)
d

1
w
N
N




149

~

m

AUSAVANCDOM, N., R.S. WH! G. YOUNG e G.H. RiCHARDSON, 1977.

tactic buik culture system utilizing whey-based bacterio-
phage inhibitory mecium and pH control. {i. Reduction of
shosphate regueriments under pH control. Jouanal o4 Dainy

Scedence, 60: 12k5-1251,

lep)
>
©
M

L, F.J., 1855. Slow acid production by lactic cultfures: A

review. Journal ¢f Dairy Science, 38: 705-733.

BABEL, F.J., 1558. New developments in the lactic cultures: cul
ture media and bacteriophage inhibition. Jouanal of Dalinry

Scedence, 4l: 697-698.

BABEL, F.J., 1962. Industrial utilization of lactic cultures.

(€3

Journal of Dainy Scdlence, L5: 1286-1290.

BAUER, H., E. DENTAN e T. S0Z2Zi, 1970. The morphology of some
Streptococcus bacteriophages. Jowwal of Microscony, 9: Eul-

-898.

BARKSDALE, L. e S.B. ARDEN, 1974. Persisting bacteriophages in

fections, lysogeny, and phage conversion. Anauual Review 04

Miicnoblology, 28: 265-299.

BEHNKE, D., M.S. GILMORE e J.J. FERRETTI!, 1982. pGB 301 vector
plesmid family and its use for molecular cloning in strep-

tococci. In: SCHLESINGER, D., Ed. MdLcrodbiology. Washington,



150

BELOVA, G.A., Z.P. MEDVEDEVA, A.N. KORNELYUK e T.F. TROFIMOVA,
1982. Study of some properties of lactic streptococci used

in cheesemaking. Dainy Science Abstracts, hh: 455,

BICKLE, T.A., 1982. The ATP-dependent restriction endonuclea-
ses. In: LINN, S.M. e R.J. ROBERTS, Eds. Nucleases. Cold
Spring Harbor Laboratory. New York, Cold Spring Harbor, p.

85-108.

BOLIVAR, F., R.L. RODRIGUEZ, P.J. GREENE, M.C. BETLACH, H.L.,
HEYNEKER, H.¥., BOYER, J.H. CROSA e S . FALKOW, 1977. Cons-
truction and characterization of new cloning vehicles. .

A multipurpose cloning system. Gene, 2: 95-113.

BOTTAZZ!, V., 1979. Microbiolfogia des fermenti Latticd. Futur-

graf, Reggio Emilia, 324 p.

BOUSSEMAER, J.P., P.P. SCHRAUWEN, J.L. SOURROVILLE e P. GUY,
1980. Multiple modification/restriction systems in lactic
streptococci and their significance in defining a phage-

-typing system. Journal o¢f Dadinry Research, 47: LO1-409.

BOYD, J.M. e H.L.A. TARR, 1355. tinhibition of moid and vyeast

development in food products. Food Technology, 9: Lil-412.

BCYER, H.W., 13871. DNA restriction and modification mechanisms

in bacteria. Annual Review ¢f Microbiology, 25: 153-176.

BRADLEY, D.E., 1963. The structure of coliphages. Journal of

General Micrnobiology, 31: 435.



151

BRADLEY, D.E., 1905. The morphology and physiology of bacte-
riophages as revealed by the electron microscope. Journal

of the Royal Microbiology Society, 8h: 257-316.

BRADLEY, D.E., 1957. A review: ultrastructure of bacteriopha-

eas and bacteriocins. Bacteniologlcal Reviews, 31: 230.
g Y > 24

BRADLEY, S.G. e L.A. JONES, 1968. Bacteriophages, their biology
and industrial significance. Proghess <n Industrnial Micro-

biokogy, 7: L3-75.

BRIGGS, C.A.E., 1952. A note on the serological classification
of Streptococcus dlacetylactis. Jounnal of Dairy Reseanrch,

19: 167-168.

BRIGGS, C.A.E. e L.G.M. NEWLAND, 1352. The serological classi-

fication of Stheptococcus cremonds. Journal of Dainy Research,

19: 160-167.
BR1GGS, C.A.E. e L.G.M. NEWLAND, 1953. Observations on the
serological typing of groups N ('lactic') streptococci. Jour-

nal of Dainy Research, 20: 189-197.

BUCHANAN, R.E. e N.E. GiIBBONS, Eds., 1975. Bengey's Manual of

Detenminative Bacteniology. Baltimore, Waverly Press, inc.
8t ed., 967 p.

CALAM, C.T., 196L. The selection, improvement and preservaticn

of microorganisms. Progress Ain Industrial Microblology, 5:

1-53.



152

CHANG, S. e S.N. COHEN, 1979. High frequency transformation
of BacLllLus subtilis protoplasts by plasmid DNA. Moleculaxr

and General Genetdics, lé§: t11-115.

CHEN, Y.L. e G.H. RICHARDSON, 1977. Lactic bulck culture system
utilizing whey-based bacteriophage inhibitory medium and pH
control. ttl. Aplicability to cottage cheese manufacture.

Journal of Dalry Sclence, 60: 1252-1255.

CHERRY, W.B. e D.W. WATSON, 1949 a. he Strepwtococcus Lactis
host - virus system. 1. Factors incluencing quantitetive
mesurement of the virus. Journal of Bacterniology, 58: 601-

-610.

CHERRY, W.B. e D.W. WATSON, 1949 b. The Strheptococcus Lactis
host - virus system. {i. Characteristics of virus growth and

the effect of electrolytes on virus adsorption. Jouinal o4

Bacterdiology, 53: 611-620.

CHOPIN, A.P. e P. LANCELLA, 1982. Analogies de profils plasmi-
ques chez les streptocoques du groupe N. Le Ladlt, 62: 705-

-719.

CHOPIN, A.P., M.-C. CHOPIN, A. MOILLO-BATT e P. LANGELLA, 1984.
Two plasmid - determined restriction and modification sys-

tems in Strepiococcus Lactis. Plasmid, 11: 260-263.



i53

1

CHOPIN, M.-C., 1980. Resistance of 17 mesophilic lactic Strep-
tococcus bacteriophages to pasteurization and spray-drying.

Jounnal of Dairy Research, 47: 131-139.

CHOPIN, M.-C., A. CHOPIN e C. ROUX, 1976. Definition of bacte-
riophage groups according to their lytic action and mesophi

1

lic lactic streptococci. Appliled and Environmental Micro-

biology, 32: 7hk1-74L6.

CHOPiN, M.-C. e M. ROSSEAU, 1983. Tubular heads in bacterio-
phages from lactic streptococci. Applied and Environmental

Micrhobiology, 45: 294-296.

CHOPIN, M.-C., A. ROUAULT e M. ROUSSEAU, . 1983. Elimination
d'un prophage dans des souches mono - et multilysogenes de

streptocoques du groupe N. Le Ladift, éi: 102-115.

CHOPIN, M.-C., A. MOILLO-BATT e A. ROUAULT, 19&5. Plasmid-me-
diated U.V. - protection in Streptococcus Lactis. FEMS Mi-

choblology Lettens, 26: 243-245,

CHRISTENSEN, V.W., 1972. Recent developments in starter tech-

niques. Dafry Industrny, 37: 655-671.

CiTT!, J.E., W.E. SANDINE e P.R. ELLIKER, 1965. Comparison of
show and fast acid producing Streptococcus Lactis. Journal

of Dairy Science, 48: 1h-18.



CLEWELL, D.B., Y. YAGi, G.M. DUNNY e S.K. SCHULTZ, 1974. Cha-
racterization of three plasmid deoxyribonucleic acid mole-
cules in a strain of Strepfococcus faecalis: identification
of a plasmid determining erythromycin resistance. Jouanal

04 Bacterniology, 117: 283-289.

COGAN, T.M., 1980. Le levains lactiques mésophiles. Une revue.

Le Lait, 60: 397-425.

COLLINS, E.B., 1955. Action of bacteriophage on mixed strain
cultures. ti1l. Strain domination due to the action of bactg

riophage and variations in the acid oroduction of secondary

growth bacteria. Applied Microblology, 3: 137-140.

COLLINS, E.B., 1956. Host-controlled variations in bacteriopha

ges active against lactic streptococci. Vinology, 2: 261-271

COLLiINS, E.B., 1958. Changes in the bacteriophage sensitivity

of lactic streptococci. Jouanal of Dalny Science, Li: hl-
-48.
COLLINS, E.B., 1962. Behaviour and use of lactic streptococci

and their bacteriophages. Jouxrnal of Dainy Scdience, b45: 552-

-558.

COLLINS, E.B., F.E. NELSQCM e C.E. PARMELEE, 1950. Acetate and
oleate requirements of the lactic group of streptococci. Jowt-

nal o4 Bacteniology, 59: 65-7k.



155

CORDS, B.R., L.L. McKAY e P. GUERRY, 1974. Extrachromosomal
elements in group N streptococci. Jouanal of Bacteriology,

117: 11hk9-1152.

COX, W.A., 1977. Characteristics and use of starter cultures in
tire manufacture of hard pressed cheese. Jouanal o4 the So-

ciety of Dainy Technology, 30: 5-15.

CROW, V.L., G.P. DAVEY, L.E. PEARCE e T.D. THOMAS, 1983. Plas-
mid linkage of the D-tagatose 6-phosphate pathway in
Strneptococcus Lactis: effect on lactose and galactose me-

tabolism. Journal of Bacteniology, 153: 76-83.

CZULAK, J. e B.P. KEQGH, 1957. Trials of phage resisting me-

dium. The Australian Journal of Dainy Technology, 12: 54-55.

CZULAK, J., D.J. BANT, S.C. BLYTHE e J.B. GRACE, 1979. A new

cheese starter system. Dadiny Industries International, bh:

17 -19.

DACRE, J.C., 1958. Characteristics of a presumptive Pediococcus
occuring in New Zealand Cheddar <cheese. Journal of Dadlhry

Reseanch, 25: L0o9-413.

]

DALY, C., 1983. The use of mesophilic cuitures in the dairy in

dustry. Antondie van Leeuwenhoek, 49: 297-312.



156

DALY, C. e G.F. FITZGERALD, 1982. Bacteriophage DNA restriction

it
VAL

m

R D d

rm

and the lactic streptococci. In: SCHLESSINGER, .

crnoblology-1982. Washington, D.C., American Society for

tficrobiology, p. 213-216.

DANfELL, S.D. e W.E. SANDINE, 1981. Development and commercial
use of a multiple strain starter. Jouanal of Dainy Sclence,

64: 407-415.

DAVEY, G.P., 1984. Plasmid associated with diplococcin produc-
tion in Streptococcus cremordls. Applied and Environmental

Microbiology, 48: 895-896.-

DAVEY, G.P. e L.E. PEARCE, 1980. The use of Sitreptococcus che-
Mmoris strains cured of diplococcin production as cheese
starters. New Zealand Journel of Dairy Science and Techno-

Logy, 15: 51-57.

DAVIES, F.L. e M.J. GASSON, 1981. Reviews of the progress of
dairy science: genetics of lactic acid bacteria. Journel o4

Dainry Research, L8: 363-376.

DAVIES, F.L. e M. GASSON, 1983. Genetics of dairy cultures.

Indsh Jounnel of Food Science and Technology, 7: L3$-60.



i57

DAVIES, F.L. e M.J. GASSON, 198L4. Bacteriophages of dairy lac-
tic-acid bacteria. In: DAVIES, F.L. e B.A. LAW, Eds.: Ad-
vances Ln the Microbiology and Blochemistry of Cheese and
Feamented M{Lk. London, Elsevier Applied Science Publishers,

p. 127-151.

DAVIES, F.L., H.M. UNDERWOOD e M.J. GASSON, 1981. The value of
plasmid profiies for strain identification in lactic strep-
tococci and the relationship between Strepfococcus Lactis 712,

MI_3 and CZ' Jounnal of Applied Bacterniology, 51: 325-337.

DAVIS, J.G., 1965. Cheese. Vol. I: Basic Technology. London, Chur

DE VOS, W.M., H.M. UNDERWOOD e F.L. DAVIES, 1984. Piasmid en-
coded bacteriophage resistance in Sftreptococcus cremondis

SK 11. FEMS Microbiology Letters, 23: 175-178.

DUTTA, S.M., R.K. KUILA, B.C. ARORA e B. RANGANATHAN, 1972.
Effect of incubation temperature on acid and flavour pro-
duction in milk by lactic acid bacteria. Journal of MLl

and Food Technology, 35: 2h2-2L44,

EDDY, D. e V. RAYFIELD, 1978. Frozen concentrated starters for
direct inoculation in the cheese vat. In: HULL, R.R., Ed.
Factory Dendved Cheese StarZers. Proceeding of a meeting or
genised by The Dairy Research Laboratory Division of Food
Research, CSIRO0 and The Austraiian Deiry Corporation. Hi-

ghett, Victorie, Australia, p. 35-38.



EFSTATHIOU, J.D. e L.L. McKAY, 1976. Plasmids in Streptococcus
Lactis: evidence that lactose metabolism and proteinase ac-
tivity are plasmid linked. Applied and Envinonmental Micho-

biology, 32: 28-Li.

EFSTATH!OU, J.D. e L.L. McKAY, 1977. lnorganic salts resistance
associated with a lactose fermenting plasmid in Stnepto-

coceus Lactis. Journal of Bacterniology, 1306: 257-265.

EHRLICH, S.D., B. NIAUDET e B. MICHEL, 1982. In: HOFSCHNEIDER,
P.H. e V. GOEBEL, Eds. Gene CLoning 4Ln Organisms Othen Than
E. coli. New York, Heidelberg, Berlin. Sprinéer-Verlag, p -
19-29. Apud: SIMON, D., A. ROUAULT e M.-C. CHOPIN. Proto-

piast transformation of group N streptococci with «cryptic

plasmids. FEMS Microbiology Lettens, 26: 235-241.

ELLIKER, P.R., 1951. The problem of bacteriophage in the dairy

industry. Jouanal of MiLk and Food Technology, 1h: 13-16.

ENGEL, G., K.E. MILCZWESK! e A. LEMBKE, 1875. Versuche zur
Differenzierung von Phagen der Sitreptococcus Lactis-und  cre-
mondis - Gruppe: Bakterianspektrum, serologische Beziehun-
gen und morpholigische Kriterien. Kdiel. MiLchwintsch. Fons

chungsben, 27: 25-47.

ERICKSON, R.J., 1980. Apud: DAVIES, F.L. e M. J. GASSON, 1981.
Reviews of the progress of dairy science: genetics of lac-

tic acid bacteria. Journal of Dadlny Reseanch, L8: 363-376.



EXTERKATE, F.A., 1¢75. The proteolytic system of a slow lactic-
-acid-producing variant of Streptococcus cremondis HP. Ne-

thentands MiLk and Dairny Journal, 30: 3-3.

FITZGERALD, G.F., C. DALY, L.R. BROWN e T. R. GINGERAS, 1382.
SerF!: a new sequence - specific endonuclease from Strepto-

coceud cremoris. Nucleic Acid Research, 10: 8171-8179.

FOSTER, E.M., F.E. NELSON, M.L. SPECK, R.N. DOETSCH e J.C. OL-
SO, 1957. Dalry Microbiology. Englewood Cliffs, Prentice-

-Hall, lnc., 43S0 p.

FRANKE, A.E. e D.B. CLEWELL, 1380. Evidence for conjugal trans-
fer of a Streptococcus faccalis transposon (TN 916) from a
chromosomal site in the absence of plasmid DNA. Cold Sprding

Hanbon Symposia on Quantitaiive BLolLogy, 45: 77-80.

FRYER, F.F. e M.E. SHARPE, 1966. Pediococci in Cheddar cheese.

Journal of Dainy Researnch, 33: 325-331.

FUCHS, P.G., J. ZAYDEL e W.T. DOBRZANSK!, 13975. Possible plas-
mid nature of the determinant for production of the antibio
tic nisin in some strains of Strepftococcus Lactis. Journal

04 Genernal Microbiology, 8S: 139-192.

GARCtA, S., 198k. tsolamento e selegao de culturas lacticas pa
ra a fabricacazo de queijos. Campinas, UNiCAMP, &89 p. (Tese

de Mestrado).

GASSON, M.J., 18380. Production, regeneration and fusion ¢’/ pro

toplasts in lactic streptococci. FEMS Microbiology Leittens,



GASSON, M.J., 1983. Plasmid complements of Streptococcus Lac-
446 NCDG 712 and other lactic streptococci after protoplast

induced curing. Journal of Bacterniology, 154%: 1-9.

GASSON, M.J., 198%4. Transfer of sucrose fermenting ability,
nisin resistance and nisin production into Streptococcus Lac-

48 712, FEMS Mdchoodology Letfens, 21: 7-10.

GASSON, M.J. e F.L. DAVIES, 1580 a. Prophage-cured derivatives
of Streptococcus Lactis and Streptococcus cremonis. Ap-
plied and Environmental Microbiology, h0: §6k-366.

GASSON, M.J. e F.L. DAVIES, 1980 b. Conjugal transfer of the
drug resistance plasmid pAMB in the lactic streptococci.
FEMS Micnobiology Lettens, 7: 51-53.

GASSON, M.J. e F.L. DAVIES, 1980 c. High = frequency conjuga

tion associated with Streptococcus Lactis donor cell aggre

gation. Journcl of Bacterdlology, 143: 1260-1264.

GASSON, ¥.J. e F.L. DAVIES, 1984. The genetics of dairy lactic-
* =-acid bacteria. In: DAVIES, F.L. e LAW, B.A., Eds. Advances
in the michobiology and blochemistrny of Cheese and Fermen-
ted MiLRh. London and New York, Elsevier Appiied Science Pu-

blishers, p. 99-125.

GEIS, A., 1982. Transfection of protoplasts of Strepfococcus

Lactis subsp. diacetylactLs. FEMS Microbiology Lettens, 15:

[3%]

tig-122.



lol

GEIS, A., J. SHING e M. TEUBER, 1983. Potential of lactic strep-
tococci to produce bacteriocin. Applied and Environmental

{icroblology, &5: 205-211.

GINGERAS, T.R. e J. BROOKS, 1963. Cloned restricticn modifica-
tion system from Pseudomonas aeruginosa. Proceedingsd of the

National Academy of Scdience, 80: L02-406.

GEORGHIOU, D., S.H. PHUA e E. TERZAGHI, 1981. Curing of a lyso
genic strain of Streptococcus cremondis and characteriza-
tion of the temperate bacteriophage. Journal of General ML-

choblology, 122: 295-303.

GORDON, J.F. e N. SHAPTON, 1877. Characteristics and wuse of
starters for the manufacture of yoghurt, cottage cheese, cul-
tured buttermilk and other fermented foods. Journal of +the

Society of Dadlry Techuology, 30: 15-22.

GRAHAM, D.M., C.P. PARMELEE e F.E. NELSON, 1952. The «carrier
state of lactic streptococcus bacteriophages. Journal 04

Dainy Science, 35: 813-822.

GUDKOV, A.V., G.D. PERFIL'EV, L.S. MATEVOSYAN, V.M. DOKURIN e
V.i. CHEPKOVA, 1980. Physiological and biochemical characte
ristics of lactic acid bacteria present in cheese starters.

Dainy Science Abstracts, L2: L6,

GULSTROM, T.J., L.E. PEARCE, W.E. SANDINE e P.R. ELLIKER, 1979.
Evaluation of commercial phage inhibitory media. Jounnal

of Dadirny Scdence, 62: 208-221.



162

HAMMOND, L.A., 1976. Starters and microorganisms in cheesema-

king. Food Technology, Australia, 28: 11-13.

HARGROVE, R.E., 1959. A simple method for eliminating and con-
trolling bacteriophage in lactic starters. Journal of Dairy

Sclence, &2: 906,

HARGRCVE, R.E., F.E. McDONOUGH e R.P. T{TTSLER, 1961. Phospha-
te heat treatment of milk to prevent bacteriophage prolife-
ration in lactic cultures. Jouwnal of Dainy Science, bk

1799-1810.

HARRIGAN, W.F. e E. McCANCE, 1976. Laboratory Methods in Food

and Dairy MLcrobiology. London, Academic Press, 452 p.

HARRIS-WARWICK, R.M., Y. ELKANA, S.D. ERLICH e J. LEDERBERG, 1975.
Eletrophoretic separation of BacilLlus subtilis genes. Pro-
ceedings of the National Academy of Scdence, USA, 72: 2207-

=221 4

HAYES, MW., 1968. The genetdcs of bacternia and theinr vlaubes.

New York, John Wiley & Sons, Inc.

HEAP, H.A., e A.W. JARVIS, 1980. A comparison of prolate and
isometric headed lactic streptococcal bacteriophages. New

Zealand Journal of Dairy Science and Technology, 15:75-81.

HEAP, H.A. e R.C. LAWRENCE, 19756. The selection of starter
strains for cheescmaking. New Zealand Journal of Dairy

Scdence and Technology, 11: 16-20.



HEAP, H.A. e R.C. LAWRENCE, 1981. Recent modifications to the
New Zealand activity test for Cheddar cheese starters. New

Zealand Jounnal o4 Dadiry Science and Technology, 15: 91-9k4.

HEAP, H.A., G.K. LIMSOWTIN e R.C. LAWRENCE, 1978. Contribution
of Strheptococcus Lactis strains in raw milk to phage infec-
tion in commercial cheese factories. New Zeafand Journal of

Dainy Science and Technology, 13: 16-22.

)

HENNING, D.R.W., W.EZ. SANDINE, P.R. ELLIKER e H. HAYS, 1965.
Studies with a bacteriophage inhibitory medium. Journal of

Food Techuology, 28: 273-277.

HENNING, D.R.W., C.H. BLACK, W.E. SANDINE .e P.R. ELLIKER, 1968.
Host-renge studies of lactic streptococcal bacteriophages.

Journal of Dainry Scdence, 51: 16-21.

HINTERMANN, G., H.M. FISCHER, R. CRAMERI e R. HUTTER, 1981.

=
1

Simple procedure for distinguishing CCC, 0C and L forms of

plasmid DNA by agarose gel electrophoresis. PLasmid, 5: 371-

L)

73.

HUGGINS, A.R., 1984. Progress in dairy starter culture tech-

nology. Food Technology, 38: 41-50.

HUGGINS, A.R. e W.E. SANDINE, 1977. Incidence and properties
of temperate bacteriophages induced from lactic strepto-

cocci. Applied and Envinonmental Microbiology, 33: 184-191.



i6L

HUGGINS, A.R. e W.E. SANDINE, 1979. Differentiation of fast
and slow miik = coaguiating isolates of lactic streptococci.

Jounnal of Dairy Science, 622 (Suppl. 1): 70.

HULL, R.R., 1§77 a. Methods for monitoring bacteriophage in
cheese factories. The Ausiralian Journal of Dainrny Technology,

32: 63-65.

HULL, R.R., ]377 b. Controil of bacteriophage in cheese facto-

ries. The Austrnalian Journal of Dainy Technology, 32: 65-66.

HULL, R.R., 1978. Methods of monitoring for bacteriophage in
cheese manufacture. In: Factory Denlved Cheese Startens.
HULL, R.R., Ed. Proceedings of a meeting organized by The

Dairy "esearch Laboratory Division of Food Research, CS{RQ,

and The Australian Dairy Corporation. Highett, Australia,
68 p.

HULL, R.R., 1983. Factory - derived starter cultures for. the
control of bacteriophage in cheese manufacture. Australian

Jounrnal of Dalry Technology, Dec. 149-154,

HULL, R.R. e A.R. BROOKE, 1982. Bacteriophages morec active
against Cheddar cheese starters in untreated milk. The Aus-

thalian Journnal of Dairy Technology, 32: 143-146.



HUNTER, G.J.Z., 1S43. Bacteriophages for Strepiococcus chemo-
a4 . Phage development at various temperatures. Journal o4

Dairy Reseahrch, 13: 136-1L5.

HURST, A. e J.M. STUBBS, 1969. Electron microscopic study of
membranes and walls of bacteria and changes occuring during

growth initiation. Journal of Bacteniology, 97: 1h66-1479.

INTERNATIONAL DAIRY FERMENTATION, 1980. Starters in manufactu-
re of cheese. 2. Factors affecting the results of an acti-

vity test of mesophilic cheese starters. Bulletin IDF (129):

5-9.

JARViIS, A.W., 1977. The serological differentiation of lactic
streptococcal bacteriophage. New Zealand Journal of Dalry

Science and Technology, 12: 176-181.

JARVIS, A.W., 1978. Serologicel studies of a host range mu -
tant of a lactic streptococcal bacteriophages. Applied and

Environmental Microbiology, 36: 785-789.

JARVIS, A.W., 1981. The use of whey derived phage-resistant
starter strains in New Zeealand cheese plants. New lealand

Journal of Dairy Science and Technology, 16: 25-31.

JARVIS, A.W., 1982. Mul

~t

inle lysogeny in lactic streptococci.

XXIzth Inteanational Dalry Conghess, Moscow, i: 31k,



JARVIS, A.W., 1984 a. Differentiation of lactic streptococcal
phages into phage species by DNA-DNA homology. Applied and

Envinonmental Microbiology, L7: 345-34S.

JARVIiS, A.W., 1984 b. DNA-DNA homology between lactic strepto-
cocci and their temperate acid lytic phages. Applied and

Envinonmental Microbiology, L7: 1031-1038.

KEMPLER, G.M. e L.L. McKAY, 1979. Genetic evidence for plasmid-
-linked lactose metabolism in Streptococcus Lactis subsp.
diacetylactis. Applied and Envinonmental Microbiology, 37:

1041-1043.

KEMPLER, G.N. e L.L. McKAY, 1981. Biochemistry and genetics of
citrate utilization in Streptococcus Lactis subsp. diace-

tylactis. Journal of Dairy Sclence, 6h: 1527-1539.

KEOGH, B.P., 1972. A re-assesment of the starter rotation sys-

tem. Australian Jounnal of Dainry Technology, 27: 86-87.

KEOGH, B.P., 1973. Adsorption, iatent period and burst size of
phages of some strains of lactic streptococci. Jowvanal of

Dainy Reseanch, L0: 303-2295.

KEOGH, B.P., 1S8C0. Appraisal of media and methods of assay of
bacteriophages of lactic streptococci. Applied and Environ-

mental Micrnobiology, 40: 798-802.



KEOGH, B.P. e P.D. SHIMMIN, 1969. ~n inducible antibacterial
agent produced by a strain of Stheptococcus cireimohis. Jour-

nal of Dadiry Reseahrch, 36: 87-93.

KEOGH, B.P. e P.D. SHIMMIN, 1974. Morphology of the bacterio-
phage of lactic streptococci. Applied Microbiology, 27: hll-

-415.

KEOGH, B.P. e G. PETTINGILL, 1983. Adsorption of bactericphage
eb 7 on Sthreptococcus chremorndis EB 7.Applied and Environmen-

tal Mdicrobiology, L5: 1946-1948.

KiNG, W.R., E.B. COLLINS e E.L. BARRETT, 1983. Frequencies of
bacteriophage-resistant and show acid producing variants of
Stheptococcus cremonis. Applled and Envirnonmental MLcrnobio-

Logy, k5: ik81-1L85.

KLAENHAMMER, T.R., 198L4. Interactions of bacteriophages with

lactic streptococci. Advances 4in Applied Michobiology, 30:

I-29.

KLAENHAMMER, T.R. e L.L. McKAY, 1976. lsolation and examination
of transducing bacteriophage from SZrepZococeus Lactis C,.

Journal of Dainy Science, 59: 396-40L.

KLAENHAMMER, T.R., L.L. McKAY e K.A. BALOWIN, 1978. Improved
lysis of group N streptococci for isolation and rapid cha-
racterization of piasmic DNA. Applied and Environmenital Mi-

crhobiology, 35: 592-600.



1638

Z.P. MEDVEDE

KEITMOVSKEY, 1.1., V.i. ZVYAGINTSEN, A.V. GUDKCOV

[©]

strains in the formulation of starters.

=

VA, 19732. Selection o

Dainy Science Abstrnacts, 35: 135.

KOK, J., J.M.B.M. van der VOSSEN e G. VENEMA, 1984, Construc-
tion of plasmid cloning vectors for lactic streptococci which
also replicate in Bacillus subiilis and Eschendichia coli.

Applied and Envinonmental Microbiology, L48: 726-731.

KONDO, J.K. e L.L. McKAY, 13982. Transformation cf Stheplococcus
Lacktis protoplasts by plasmid DNA. Applied an Envihonmen-
tal Micrhobiology, 43: 1213-1215

g 22 :

KONDO, J.K. e L.L. McKAY, 1983. Parameters affecting plasmid

transformation of Sitreptococcus Lactis protoplasts. Journal

4

04 Dathy Sclence, Suppl. 1, 86: 56.

KONDO, J.K. e L.L. McKAY, 1984. Plasmid transformation of Strep

tococeus Lactis protoplasts: optimization and use in mole-

cular cloning. Applied and Environmental MicrobLology, 48:

252-259.

KOSIKOWSK!, F., 1977. Cheese and fermented milhk foods. 2nd. ed.

Ann Arbor, Edwards Bros, inc.

KOZAK, W., M. RAJCHERT-TRZPIL, J. ZADJEL e W.P. DOBRZANSKI,

*

1573. Lysogeny in lactic streptococci producing and not pro

~

cucing nisin. Applled MdLcrobilology, 25: 3035-308.




)

KRETSCHMER, P.J., A.C.Y. CHANG e S. COHEN, 1975. indirect se-

m

&l

lection of bacterial plasmids lacking identifiable phenoty-

pic properties. Jouanal of Bacterlology, 12%: 225-231.

KRUGER, D.H., S. HANSEN e C. SCHROEDER, 1980. Hos t-dependent mo
dification of bacterial virus T3 affecting its adsorption

ability. Virology, 102: biLk-LLG.

KRUGER, D.H. e T.A. BICKLE, 1983. “a2cteriophage survival: mul-
tiple mechanisms for avoiding the deoxyrinonucleic acid
restriction systems of their hosts. M{crobiological Rev.iews,

L7: 345-360.

KuHLt, S.A., L.D. LARSEN e L.L. McKAY, 1979. Plasmid profiles
of lactose - negative and proteinase - deficient mutants of
Strneptococcus Lactis Ci0, ML3 and ¥i8. Applied and Environ-

mental MicrobiLology, 37: 1193-1195.

LANGELLA, P., 1982. Améelioralion des techniques de detérmina-
tion des plasmides de streptocoques lactiques mesophiles.
tarseille, Universite d'Aix-Marseille 11, Faculte de Phar-

macie, 25 p. (D.E.A. de Microbiologie).

LARSEN, L.D. e L.L. McKAY, 1978. lsolation and characteriza-
tion of plasmid DNA in Streptococcus cremoris. Applied and

Environmental Micrnobiology, 36: 94k-952.



170

LAW, B.A. e J. KOLSTAD, 1983. Proteolytic systems in lactic acid

bacteria. Antonde van Leeuwenhoeh, Lg: 225-245,

LAWRENCE, R.C., 1978. Action of bacteriophage on lactic acid
bacteria: consequence and protection. New Zealand Journal

0f Datry Science and Technology, 13: 129-136.

LAWRENCE, R.C. e L.E. PEARCE, 1972. Cheese starters under con-

trol. Datry Industry, 7: 73-78.

LAWRENCE, R.C. e T.D. THOMAS, 1979. The fermentation of milk
by lactic acid bacteria. 29%th Symposium 6§ the SocLety for

Genernal MicrobiLology, Cambridge University Press, 187 p.

LAWRENCE, R.C., T.D. THOMAS e B.E. TERZAGHI, 1876. Reviews of
the progress of dairy science: cheese starters. Journal of

Dainy Research, k2: 141-193.

LAWRENCE, R.C., H.A. HEAP, G. LIMSOWTIN e A.W. JARVIS, 1978.
Cheddar cheese starters: Current knowledge and practices
of phage characteristics and strain selection. Journal o4

Dairny Scdence, 61: 1181-1151.

LeBLANC, D.J.R., R.J. HAWLEY, L.N. LEE e E.J. St. MARTIN, 19738.
"Conjugal' transfer of plasmid DNA among oral streptococci.
Proceedings of the Natlonal Academy of Science USA, 75:

3L484-3487.



LeBLANC, D.J., V.L. CROW, L.N. LEE e C.F. GARON, 1979. Influen

ce of the lactose plasmid on the metabolism of galactose by

Streptococcus Lactis. Journal of Bacteniology, 137: 878~
-884.

LeBLANC, D.J., V.L. CROW e L.N. LEE, 1S80. Plasmid mediated
carbohydrate catabolic enzymes among strains of Sthepto-

coceus Lactis. In: STUTTAERD, C. e K.R. ROZEE, Eds. PlLasmids
and transposons. Environmental effects and maintenance wme-

chani{sms. New York, Academic Press, Inc., p. 3i-41.

LeBLANC, D.J. e L.N. LEE, 1984. Physical and genetic analyses
of streptococcal plasmid pAMB] and cloning of its replica-

tion region. Jouanal of Bacteniology, 157: kh5-453,

LEGG, W.M., 1973. The selection and maintenance of starters
for non cheddar cheese varieties. Dadiny Sclence Abstracts,

35: 5Lk,

LEMBKE, A., 7. WASSERFALL e G. ENGEL, 1972. Studien uUber Ka-
sereifung. 3. Phagentypisierung der fur die Kasehertellung
selektivierten hochwertigen Reinkulturen. Kiek, MilLeh-

wintseh. Fornschungsben, 24: Le#g-421.

LEMBKE, J., V. KRUSCH, A. LOMPE e M. TEUBER, 1980. isolation
and ultrastructure of bacteriophages of group N (tactic)
streptococci. Zentralblatt fun Bakteriologie Panrasitenhkden-
de InfektionsKnankheiten wund Hygiene. Ondiginalle Relhe  C,

1 79-91.



172

m

LEMBKE, J. e M. TEUBER, 1981. Setoryping of morphologiically
identical bacteriophage of lactic streptococci by immunoe-

lectron microscope. Milchwissenchagt, 36: 10-12.

LEMBKE, J. e M. TEUBER, 1982. XXI International Dairy Conghess,
Moscow, 1 (2): 33h. Apud: DAVIES, F.L. e B.A. LAW, Eds. Ad-
vances Ln the Microbilology and BLochemdistny of Cheese and
Feamented MAZLR, London, New York, Elsevier Applied Science

Publishers, p. 99-126.

LIMSOWTIN, G.K.Y. e B.

™

RZAGHI, 1976. Phage resistant mu-

7

tants: their selection and use in cheese factories. New Zea-

Land Jounnal of Dairy Science and Technology, 11: 251-256.

LIMSOWTIN, G.K.Y. e B.E. TERZAGHI, 1977. Characterization of
bacterial isolates from a phage - carrying culture of S.
chemondis. New Zealand Jounrnal of Dainy Science and Technolo

gy, 12: 22-28.

LIMSOWTIN, G.K.Y., H.A. HEAP e R.C. LAWRENCE, 1977. A multi-
ple starter concept for cheesemaking. New Zealand Jounnat

of Datry Science and Technology, 12: 101-106.

LIMSOWTiN, G.K.Y., H.A. HEAP e R.C. LAWRENCE, 1978. Heteroge-
neity among strains of lactic streptococci. New lealand

Journnal of Dainy Science and Technology, 13: 1-2.



LCOF, M., J. LEMBKE e M. TEUBER, 1983. Characterization of
the genome of the Streptococcus LactlLs subsp. dlacetylactis

bacteriophage P00 8 wide - spread in german cheese facto-

ries. Systemaiic and Applied Microblology, h: &13-L23.

I

LOWRIE, R.J., 1974. Lysogenic strains of group N lactic st

ct
-
o)
“Q
i

tococci. Applied Microbiology, 27: 210-217.

rm

LOWRIE, R.J. e L.E. PEARCE, 1971 a. The plating efficiency of
bacteriophages of lactic streptococci. New Zealand Journal

6f Dainrny Science and Techunology, 6: lo6-171.

LOWRIE, R.J. e L.E. PEARCE, 1971 b. Use of indicador strains
for the assey of bacteriophages of lactic streptococci. New

Zealand Jounnal of Dalrny Science and Technology, 6: 192.

LURIA, S.E., 1953. Host-induced modification of viruses. Cold
Spring Harborn Symposia on Quantitetive Biology, 18: 237~

-2hk

MACRINA, F.L., P.H. WOOD e K.R. JONES, 1980. Genetic trans-
formation of Sitrepfococcus sanguis (Challis) with cryptic
plasmids from Streptococcus fperus. Infection and Immunity,

28: 692-699.

MACRINA, F.L., C.L. KEELER, Jr., K.R. JONES e P.H. W0O0OD, 139E0.
Molecular characterization of unique deletion mutants of

the streptoceccal plasmid pAMBI. Plasmid, L: 8-16.



17k

MACRINA, F.L., J.A. TOB!AN, K.R. JONES e R.P. EVANS, 1982. HMo-
lecular cicning in the streptococci. In: HOLLAENDER, A., R.
DEMOSS, S. KAPLANWN, J. KONISKY, D. SAVAGE e R. WOLFE, Eds.

Genetic engineering of mlcroorgandisms for chemicals. New

\ri

-210.

York, Pienum, p. 19

MACRINA, F.L., R.P. EVANS, J.A. TOBIAN, D.

r
pu
pel
e
-
-
sl
=<
<
@

CLEDWELL e K.R. JONES, 1983. Novel shuttle plasmid vehicles
for Eschendchia - Streptococcus transgeneric cloning. Gene,

25: 145-150.

MALCOM, A.D.B., 1981. The use of restriction enzymes in ge-
netic engineering. In: WILLIAMSON, R., Ed. CGenetdc Enginee

hing 2. New York, Academic Press, p. 130-167.

MANIATIS, T., E.F. TRITSCH e J. SAMBROOK, 1982. MoLecular clo-
ning. A Laboratorny manual. Cold Spring Harbor Laboratcry.

New York, Coid Spring Harbor, 545 p.

{

MARCCS, A., M.A. STEBAN, J. ESPEJO, P. MARTINEZ e M.T. MUNCZ,
1977. “Screening' de las cepas proteoliticas del gueso tipo
Manchego y accion de las proteasas de las suspensiones de
ceiulas sobre la a e PB-caseina. Archivos de Zootecnia,

S

26: 189-13¢9.

MCCLELLAND, M., 1881. The effect of sequence specific DNA me-
thylation on restriction endonucliease cleavage. Nucleice
Acid Reseanch, 9: 5859-5866.



McKAY, L.L., 1982. Regulation of lactose metabolism in dairy

’

streptococci. Im: DAVIES, R., Ed. Developmenis Ln {food mL-
crnobiology-1. Essex, England, Appiied Science Publishers

Ltd. p. 153-182.

McKAY, L.L., 1583. Functional properties of plasmidis in lactic

streptococci. Antonie van Leewenhoek, L4S: 259-274,

McKAY, L.L., 1984. Genetic modifications of lactic acid bacte-
ria: plasmid directed functions and development of gene
transfer systems. In: S.F.M., Ed. Genetique des micro-orga-

nasmes Lndustriels. 9éme Colioque de microbiologie indus-

trielle et biotechnologie. Paris, p. 14i-154,
McKAY, L.L. e K.A. BALDWIN, 1973. Induction of prophage in
Strepltococcus Lactis C2 by ultraviolet irradiation. Applied

Micrnobiology, 25: 682-684,

McKAY, L.L. e K.A. BALDWIN, 1974. Simultaneous loss of protei-
nase and lactose =- utilizing enzyme activities in Strep-
Zococcus Lacitis and reserval of loss by transduction. Ap-

plied Micnobiology, 28: 342-34L6.

McKAY, L.L. e K.A. BALDWIN, 1975. Plasmid distribution and evi
dence for a proteinase plasmid in Strepfococcus Lactis Cy.

Applied Micrnoblology, 29: 546-548.



McKAY, L.L. e K.A. BALDWIN, 1984. Conjugative 43 - megadalton plas-
mid in Streptococews Lactls subsp. dlacetylactis DRC3 s
associated with resistance to nisin and bacteriophage. Ap-

plied and Envinonmenital Micioblology, 47: 68-7k.

McKAY, L.L., K.A. BALDWIN e J.D. EFSTATHIOU, 1976. Transduc-
tional evidence for plasmid linkage of lactose metabolismin
Streptococcus Lactis CZ‘ Applied and Environmental Microbio

Logy, 32: L5-57.

McKAY, L.L., K.A. BALDWIN e P.J. WALSH, 1980. Conjugal transfer
of genetic information in group N streptococci. Applied and

Envinonmental Microblology, L40: 8L-51.

MESELSON, M., Y. ROBERT e J. HEYWOOD, 1S972. Restriction and

modification of DNA. Annual Review of Biochemistry, bi: L47-

!, 7
-4gg .,

MEYERS, J.A., D. SANCHEZ, L.P. ELWELL e S. FALKOW, 1976. Sim-
ple agarose gel eletrophoretic method for the identifica-
tion and characterization of plasmid deoxyribkonucleic acid.

Journal of Bacterniology, 127: 1529-1537.

MCLSKNESS, T.A., W.E. SANDINE e L.R. BROWN, 1974. Characteriza
tion of lac™ transductants of Stheptococcus Lactis. Applied

oY

Micrnobiology, 28: 753-758.



177

MULLAN, W.M.A., C. DALY e P.F. FGX, 1981L Effect of cheesema-
kKing temperatures on the interactions of lactic strep-
tococci and their phages. Journal of Dairy Research, K
bo5-471.

MURRAY, K. e N.E. MURRAY, i975. Phage Lamdba receptor chromo-
some for DNA fragments made with restriction endonuclease
[l of Haemophilus Lnfluenzae and restriction endonuclease

i of E. cold. Journal o4 MolLecular Biology, 98: 551-564.

NiCHOLS, A.A. e M. HOYLE, 19439. Bacteriophages in typing lac-

tic streptococci. Journal of Dairny Research, 16: 167-208.

NOVICK, R.P., 1969. Extrachromosomal inheritance in bacteria.

Bacterndlology Revilews, 35: 210-263.

NOViCK, R.P., C. SANCHEZ-RIVAS, A. GRUSS e I. EDELMAN, 1580.
Invoivement of the cell envelop in plasmid maintenance: plas
mid curing during the regeneration of protopliasts. Plasmid,

3: 348-358.

NYTENDO, J., R.J. SEIDLER, W.E. SANDINE e P.R. ELLIKER, 1974,
Preparation and storage of high-titer lactic Stheplococeus.

bacteriophages. Applied Microbliology, 27: 72-77.

0XKAMOTO, T., Y. FUJITA e R. IRIE, 1983. Fusion of protoplasts
of Streptococcus Lactis. Agnicultural and BLologilcalk Che-

mistry, L7: 2675-2876.



17¢

CRAM, J.D., 1971. lsoletion end properties of a phage receptor
substance from the plasma membrane of Streplococcus Lactdls

ML3. Journal of General Yirology, 13: 59-71.

n

ORAM, J.D. e B. REITER, 1968. The adsorption of phage to group
N streptococci: the specificity of adsorption and the joca-
tion of phage receptor substances in celi-wali and plasma -
- membrane fractions. Journal of General Virnology, 3: 103~

-115.

ORBERG, P.K. e W.E SANDINE, 1984. Microscale method for rapid

£

isolation of covalently closed circulaer plaesmid DNA from
group N streptococci. Applied and Envinonmental Mlcroblo-

Logy, L7: 677-680.

0TTO, R., M. de VOS WILLEM e J. GAVRIELI, 1582. Plasmid DNA in
Streptococcus chremoris Wg 2: influence of pH on selection
in chemostats of a varient lacking a protease plasmid. Ap-

plied and Environmental Microbiology, L3: 1272-1277.

OVERBY, A.J., 1976. Starter problems. Dandish Industrial World,

1: 15-17.
PARADA, J.L., M.l. LA VIA e A.J. SOLAR{, 198%4. Isolation of
Strentococcus Lactis bacteriophages and their interaction

with the host cell. Applied and Envirnonmental Microbiology,

k7. 825-828.



PARK, €. e L.L. McKAY, 1975. Induction of prophage in lactic
strentococci isolated from commercial dairy starter cultu-

res. Journal of MiLk Technology, 38: 594-597.

PARK, Y.H, e L.L. McKAY, 1982. Distinct galactoses phosphoenol

pyruvate - dependent phosphotransferase system in Strepto-

coccus Lactis. Journal of Bacteniology, 1h9: L420-525.

PARMELLEE, C.E., P.H. CARR e F.E. NELSON, 1949. Electron mi-
croscope studies of bacteriophage active against Stheplo-

coccus Lactis. Journal of Bacteriology, 57: 391-397.

PEARCE, L.E., 1969. Activity test for cheese starter cultures.
New Zealand Journal of Dairny Science and Tecnhology, 4: 2b6-

-247.

PEARCE, L.E., 1978. The effect of host - controlied modifica-
tion on the replication rate of a lactic streptococcal bac-
teriophage. New Zealand Journal 0§ Dairy Science and Tech-

aology, 13: 166-171.

PEARCE, L.E., G.K.Y. LIMSOWTIN e A.M. CRAWFORD, 1970. Bacterio-
phage multiplication characteristics in Cheddar cheesemaking.
New Zealand Journal of Dairny Science and Technology, 5: 145-

-150.

PEARCE, L.E., MN.A. SKIPPER e B.J. JARVIS, 1S7L. Proteirnase ac-

tivity in slow lactic acid - producing variants o

-
%)
Y
&
IS

<
o~
Q

l

coceus Lactis. Applied Micrnobiology, 27: S33-937.



PECHMANN, H. e M. TEUZER, 1940. Plasmid pattern of group N

(lactic) streptococci. Zentrnalblatt furn Bakteriologie, 1C

PORTNOY, D.A., S.L. MOSELEY e S. FALKOW, 1881. <(Characteriza-
tion of plasmids and plasmid associated determinants of
Yensinda enterocolitica pathogenesis. Infection and ITmmuni-

ty, 31: 775-782.

PORUBCAN, R.S. e R.L. SELLARS, 1979. Lactic starter cultures
concentrates. In: PEPPLER, H.J. e D. PERLMAN, Eds., HMicro-
bial Technology, Vol. 1. Microbial Processes. London, Uk,

Academic Press, lnc., 2nd ed., p. 59-92.

POTTER, N.N. 197¢. Host - induced changes in lactic streptoco-

cal bacteriophages. Journal of Dairy Science, 53: 1358-1362.

POTTER, N.N. e F.E. NELSON, 1952. Effects of calcium on proli-

feration of lactic Streptococcus bacteriophage. !1. Studies

of optimum concentrations in a partially defined medium.

Journal of Bacteniology, 6L: 113-119.

POTTER, N.N. e F.E. NELSON, 1953. Role of calcium and related
ions in proliferation of lactic streptococcus bacteriophage.
Iowa Agricultural Expeniment Station, Ames, lowa, 66: 508-

-515.



REINBOLD, G.W., M.S. REDDY e E.G. HAMMOND, 1982. Ultrastructu-
bacteriophages active against Streptococcus theramo-
philus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus Lactis and
Lactobacillus helveticus. Journal of Food Protection, L5

119-124.

REITER, B., 1949. Lysogenic strains of lactic streptococci. Na

Lune, London, 164: 667-668.

REITER, B., 1956. Apud: SANDINE, W.E., 1980. Llacitic stanten cul
tunre techunology. Pfizer Cheese Monographs, Vol. Vi, Hew

1

York, Pfizer lInc., 38 p.

REITER, B., 1973. Some thoughts on cheese starters. Joutnal o4

the Society o4 Dairy Technology, 26: 3-21.

REITER, B. e A. MZLLER-MADSEN, 1963. Reviews of the progress

of dairy science. Section 2. (heese and Dairy Starters.

Jounnal of Dairy Reseanch, 30: 419-555,

REITER, B. e M. KIR!KOVA, 1976. The isolation of a iysogenic
strains from a multiple strain starter culture. Journal o4

the Sockety of Dainy Technology, 29: 221-225.

REYROLLE, J., M.-C. CHOPIN, F. LETELLIER e G. NOVEL, 1982. Ly-
sogenic strains of lactic acid streptococci and lytic spec-
tra of their temperate bacteriophages. Applied and Environ-

mental Microbiology, 43: 349-356.



RICHARDSGON, G.H., 1984. Proteinase negative cultures for chee-

semaking. Culfured Dalnry Production Jounnal, 19: 6-9.

RiCHARDSON, G.H., C.T. CHENG e R. YOUNG, 1875. Lactic butk cul
ture system utilizing whey - based bacteriophage inhibitory
medium and pH control. . Applicability to American style

cheese. Jounal o4 Datrhy Science, 60: 378-386.

RICHARDSON, G.H#H., G.L. HONG e C.A. ERNSTROM, 1980. Defined sin
gle strains of ifactic streptococci in bulk culture for
Cheddar and Monterey cheese manufacture. Jouanal o4 Dairy

Science, €3: 1981-1986.

RICHARDSON, G.H., C.A. ERNSTROM e C. DALY, 1983. Proteinase ne
gative variants of Streptococcus chemordls for cheese star-

ters. Journal of Dalry Science, 66: 2278-2286.

SANDERS, M.E. e T.R. KLAENHAMMER, 1980. Restriction and modifi
cation in group N streptococci: effect of heat on develop-
ment of modified Iytic bacteriophage. Applied and Environ-

mental Michobiology, L0: 500-506,

SANDERS, M.E. e T.R. KLAEZNHA “ZR, 1S81. Evidence for nlasmid
linkage of restriction and modification in Stneptoccecus
cremondsd Ki. Applied and Envirnonmental Microblology, 42:

Skk-y50.



SANDERS, M.E. e T.R. KLAENHAMMER, 1983. Characterization of
phage-sensitive mutants from a phage-insensitive strain of
ineptococcus Lactis: evidence for a plasmid determinant
that prevents phage adsorption. Applied and Envirhonmental

Micnobiology, Lb6: 1i25-1133.

SANDERS, M.E. e T.R. KLAENHAMMER, 1984. Phage resistance in a
phage-insensitive strain of Streptococcus Lactis: tempera-
ture-dependent phage development and host-controlled phage

replication. Applied and Environmental Microbiology, L7

SANDINE, W.

m

., 1977. New techniques in handling lactic cultu-
res to enhance their performance. Jourwnal of Dainrny Science,

60: 822-827.

SANDINE, W.E., 15838. lactic startern culiture technology. Pfizer

Cheese Monographs. Vol. V!. New York, Pfizer inc. 38 p.

SANDINE, W.E. e J.W. AYRES, 1981. Method and starter composi-

ions for the growth of acid producing bacteria and bacte-

et

4

rial compositions produced thereby. US Pat. 4,282,255,

SCHERWITZ, K.M., K.A. BALDWIN e L.L. McKAY, 1983. Plasmid lin-
kage of a bacteriocin-iike substance in Sfreplococcus Lacitds
subsp. diacetylactis strain VML: transferability to Sitrep-
tococceus Lactis. Applied and Environmental Microblology, BS:

1506-1512.

\Val



184

SHARPE, M.E., 1979. Lactic acid bacteria in the dairy incdus-

try. Jounnal of Lhe Society of Dairny Technology, 32: $-17.

SHARPE, M.E. e T.F. FRYER, 1966. identification of the lactic
acid bacteria. In: GiBBS, B.M., 1966. Identigication methods

jor michobiologists. London, Academic Press, 145 p.

SIMON, D., 1984. Transformation de protoplastes de streptoco-
ques lactiques per de 1'ADN plasmidique. Universite de

Rennes i, 2! p. (DEA de Biologie Cellulaise et Moleculaire).

SIMON, D., A. ROUAULT e M.-C. CHCPIN, 1985. Protoplast trans-

formation of grouns N streptococci with cryptic plasmids.

FEMS Mdichobiology Letterns, 26: 239-2L1.

SINRA, R.P., 1980. Alteration of host specificity to lytic bac
teriophages in Strepitococcus cremorisd. Applied and Environ-

mental Microbiology, h40: 326-332.

SMILEY, M.B., 1980. Bacterial genetics, molecular biology and

dairy cultures. Nesitle Reseanch News. p. 3S-53.

S0zzt, T., 1972. Etude sur la préparation de ferments lactiques

(ol

trés actifs. Le Ladit, 52: L5L-Lo65.

S0zzv, 7., 1573. The preparation of very active lactic cultu-

res. Le Ladit, 52: k5hk-Los5.



o
(@]
it

S0ZZi, T. e R. MARET, 1975. isolement et quelques caracteristi
ques des bactériophages de S. themmophilus et de L. helve-

ticus de  ferments diEmmental. Le LalZ, 55: 269-288.

s0zZzZt, T., R. MARET e J.M. POULIN, 1976. Study of plating ef-
ficiency of bacteriophages of thermophilic lactic acid bac-
teria on different media. Applied and Environmental Micho-

biolLogy, 32: 131-137.

s0zzi, T., J.M. POUL!N e R. MARET, 1978. Effect of incubation
temperature on the development of lactic acid bacteria and

their phages. Jounnal of Dalny Research, 45: 259-265. .

S0Zzt, T., H. BAUEZR, R. MARET e E. DENTAN, 1980. Some <charac-
teristic of fine phages capable of lysing a strein of

Stneptococcus Lactis. Milchwissenchadt, 35: 17-20.

SPECK, M.bL., 1982. Starter culture growth and action in milk.

Journal of Dairy Science, 45: 1281-1286.

St. MARTIN, E.J., L.N. LEE e D.J. Le BLANC, 1982. Genetic ana-
lysis of carbohydrate metabclism in streptococci. In: SCH-
LESSINGER, D., Ed. Microbiofogy. Washington, D.C., Ameri-

can Society for Microbiology, p. 232-233.

STADHOUDERS, J., 1974, Dairy starter cultures. Mdchwissenschagt,

29: 329-337.



STADHOUDERS, J., 1975. Microbes in milk acid dairy products.
An ecological approach. Netherlands Milk and Dairny Jouhnal,

29: 10L4-126.

STADHOUDERS, J. e F. HASSING, 1972. A standardized method of
determining the activity of cheese starters. Voedingsimidde-

Lentechnologie, 3: 130-193.

SWARTLING, P.F., 1951. Biochemical and serological properties
of some citric acid fermenting streptococci from milk and

dairy products. Jownal of Dairy Research, 18: 256-267.

TERZAGHI, B.E., 1976. Morphologies and host sensivities of
lactic streptococcal phages from cheese -factories. New Zea-

Land Journal of Dairy Science and Technology, 11: 155-163.

TERZAGHi, B.E. e W.R. SANDINE, 1875. Improved medium for lac-
tic streptococci and their bacteriophages. Applied Microbio

Logy, 29: 807-813.

TERZAGHI, E.A. e B.E. TERZAGHI, 1978. Effect of lactose concen
tration cn the efficiency of plating of bacteriophages on
Streptococeus cremords. Applied and Envinonmental MicroblLo-

Logy, 35: L71-4L78.

TERZAGH!, B.E. e W.E. SANDINE, 1981. Bacteriophage production

follcwing exposure of iactic streptococci to ultraviolet ra

b}

diation. Journal of General Mlicrnobilology, 122: 305-311.

[

@



-t
1y

Cis

i
(%

- L\ s gy 2y Qn . IV A 4 -~ -
ER, ¥. e J. LEMBKE, 199%2. In: Microblology-19&2. SCHLES-
SINGER, D., Ed. Washington, D.C

C., American Society for HMi-

crobiology. Apud: DAVIES, F.L. e B.A. LAW, 1984. Advances

in the Microbiology and Biochemistry of Cheese and Fermented

Milk. London, New York, Elsevier Applied Science Publishers,

p. 99-1

~

5.

TEUBER, M. e J. LEMBKE, 1983. The bacteriophage of lactic acid

bacteria with emphasis on genetic aspects of group N strep-

tococci. Antonie van Leeuwenrnhoek, 49: 233-295.

THOMAS, T.D. e R.J. LOWRIE, 1575. Starters and bacteriophages
in lactic casein manufacture. |

i e

Mixed strain starters. Jour

nal of MLLk and Food Technology, 38: 275-278.

THUNELL, R.K., W.E. SANDINE e F.W. BODYFELT, 1981. Phage-sensi

tive, multiple-strain starter approach to Cheddar cheese ma

king. Journal of Dalry Science, 2270-2277.

TIKHONENKG, A.S., 1970

. Ultrastructure of bacterial vinuses.

Mew York, Plenum Publishing Corp., 145 p.

- A : <
TSANEVA, K.P., 1876.

Eiectron microscopy of virulent phages

for Sirceptococcus Lactis. Applied and Euvironmental Michro-

biokogy, 31: 590-601.

-~

Coagulation of milk and pro-

In: WEBB, B.H. e A.H. JOHNSON. Funda-
mentals of Dadil

o Chemisiny. Westport, The AVI Publishing

Company, lnc. p. 536-672.



188

YANSG, N.L. e W.E. SANDINE, 187S8. Acid-producing activity of

i

actic streptococca} cheese starter concentra-

—

iyophilized

tes. Journal o4 Dairy Science, 62: 508-915.

YU, R.S.-T., T.V. HUNG e A.A. AZAD, 1982. Rapid screening of
highly purified plasmids in lactic streptococci. The Aus -

(4

thalian Journal of Dairy Technology, 37: 99-103.

YU, R.S.-T., T.V. HUNG e A.A. AZAD, 1983. Plzsmid complement
and sequence homology of some technologicai strains of lac
tic streptococci. The Australian Journal o4 Dairy Tech-

nology, 38: 10%-109.

YUAN, R. 1981. Structure and mechanism ¢of multifunctional res
) ) J
triction endonucieases. Annual Revdew vf BLochemisinry, . 50:

285-315.

WALSH, P.M. e L.L. McKAY, i1981. Recombinant piasmid asscciated

with cell aggregation and high-frequency conjugation of
Stheptococcus Lactis ML 3. Journal of Bactenlology, 1L6:
937-9h4.

WATANABE, K. e

(92]
-1
e
~
rm
W
[ v
m
X}
~
N

The requirement for calcium
in infection with Lactobacillus phage. Journal of Ciuneral

Virology, 17: 135-30.

WHITEHEAD, H.R., 1953. Bacteriophage in cheese manufacture. Bac

teriological Reviews, 17: 169-12

AR



WHIT EHEAD, H.R. e CG.A. COX, 1935. The occurrence of bacterio -
phage in cultures of lactic streptococci. New Zealand Joun-

nal of Dadlry Science and Technology, 16: 319-320.

WHITZHEAD, H.R. e G.A. COX, 1936. Bacteriophage phenomena in
cultures of lactic streptococci. Journal of Dairy Research,
7: 55-62.

WIGLEY, R.C., 1980. Advances in technology of bulk starter pro
duction and cheesemaking. Jouwnal of Zhe Soclefy of Dainy

Technology, 33: 24-30.

WILKOWSKE, H.H., F.E. NELSON e C.E. PARMELEE, 1954. Serological
classification of bacteriophages active against lactic strep

tococci. Applied Microbiology, 2: 2k3-2L43.

WRIGHT, S.L. e G.H. RICHARDSON, i1582. Optimization of whey-ba-
sed or nonfat dry milk-based media for production of pH con

trolled bulk lactic cultures. Journal of Dainy Science, 65:

[¢»]

1882-189%.

ZEHREN, V.L. e H.R. WHITEHEAD, 1954. Growth characteristics of
streptococcal phages in relation to cheese manufacture. Jour

nal of Dainy Science, 37: 209-219.

\C

ZOTTCOLA, E.A. e E.H. MARTH, 1966. Dry-blended phosphate-trea-

[l

ted mitk media for inhibition of bacteriophages active

against lactic streptococci. Jouanal of Dainy Sclence, 49:





