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SANOFI e SOCIETE NATIONALE ELF AQUITAINE

WPROCESSO PARA A OBTENCAO DE UMA MOLECULA DE ADN E PLASMIDEO COM-
PREENDENDO PELO MENOS UM MECANISMO DE RESISTENCIA A0S FAGOS,
BACTERIAS CONTENDO-O E SUA UTILIZAGAO"

MEMORIA DESCRITIVA

RESUMO

O presente invento diz respeito a um processo para a
obtencdo de uma molécula de ADN e plasmideos que sdo susceptiveis
de estar contidos nos transconjugantes saidos de um cruzamento de
uma estirpe dadora escolhida entre as estirpes:

- estirpes de Lactococcus lactis ssp cremoris depositada na CNCM
com os n® I-939 e I-943,

- estirpe Lactococcus lactis ssp lactis depositada na CNCM com o
ne I-940,

- estirpes Lactococcus lactis ssp lactis var. diacetylous deposi-
tadas na CNCM com os n¢ I-941 e I-942,

e duma estirpe receptora.

Estes plasmideos séo aplicados na obtencdo de bactérias
licticas mais resistentes aos fagos.

O processo para a obtencdo da referida molécula de ADN
consiste em se proceder a selecgdo das moléculas de ADN que con-
tém uma parte funcional do fragmento HindIII-HindIII de cerca de
3,3 kb do plasmideo pPFl44-1 presente na estirpe depositada na
C.N.C.M. sob o n? I-1070.



] f T
lactocoous pertencentes & esspécie Lactococcusz lactis, utilizagio
de cerias estirpes destes lectococus para transferir, principal-
mente por conjugscEo,  um mecanismo de  resistEncia a fapos para

#z bacterias lécticas estio implicadas na glaboragio e

conssrvagdo de  um grands  ndmseo de

i

imentares, tai

choorute.  Entre

s

i

stes o8 produtos de lacticinios ooupam u wgar  particularmente
impowiantes, & transformacdc  industria leite & Feita em

fermentadores cada ve: malorss, nos

necessidade impericosa de novos meice & novos mébodos qus permitam

tornar as bactériss lacticss mais resistentes ansg fagos.
0 invento diz respeito 8 uma nova molécula ds  DNG
compresndendo pelo menocs un mecanisen de  resist@nciz & fagos,
caracterizada por ser portadora de uma parte funcional do fragmen-—
by HindIII-Hindl1Il com cerca de 3,3 Eb o plasmidec pPF144-1

E]
presente na sstirpe Escherichis coli depositada em 9 de ahril  de

1991 na C.MNLC.M. com o n3 I-1675,



te fragmento HindIII-HindlII com cerca de 3,3 Ebh  foi
isplado a partir do plasmidec pPFi44 rontido na ss stirpe Lacto-

sep  lactis, depositada na C.M.C.M.  com o nomero

=945, a gual & um transconjugants  derivado do  cruzamento da

satirpe dadora Lachoooeorus

DeM.D.H. sn 12 de  Abril
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545, derivada da estirpe

Lactocorens lactis ssp  lachis O9-LL.  #e. Fay st &l., 1977, 3.

[
Bactericl. Z2E7-245). 0 fragmento & portador de um ou ;ais  meca-—
nizaos de resistincisz a fagos. Une partes funcional deste Tragmsrn~—

to agul designada como uma parte deste portadors de pelor menos um

maEcanismo de resistincia aos ?agagn

Esta molécula de INA £ um fraomento de DNS linear ou um

plasmideo.

0 invento diz assim respeitc & um  $ovo plasmideo
comprreendando pelo meEnos um mecanisoo  de resistincia o a fagos

caracterizado por ser susceptivel de  hibridar com 2 molécula  de
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DA definida anteriorments o por
tes derivados do crescimentoc  de  uma gstirpe dadora escolhids

entra as gstirpes gus S8 seguem:

- estirpes de Lactococcus lactis sep crempris deposita—
das na ONCM em 12 de Abril de 1999 com oz nd I-935 = I-943;

da na CMOM sm 12 de 8bril de 1998 com o

=~ a5 estirpes de Lactoccocus lactis san lactis  var.




na {Ery™) assim como A getraptomicina {(8tr™ ). Sabe-sz2 gus nos
=] 1 1

lactocoous a capacidade de  m actoss &  fransportads
por um plasmides ndo conjugativo, o 1 pods ser  transferido
para uma oulra estirpe na forma cointegrada com um outro plasmi-—-
dea conjugativo. £ portanto cémodo para a2 ssleccHo dos  transcon—

i
jugantes que a estirpe recepliors n¥o seis capas de metabnlizar =

p 2N §
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A
oot

toge (Lac ) & gue seia portadors  de um gene de res

e
pelo menos um destes antibisticos. Uma sstirpe recepto
& po exemplo a estirpe Lactocooous lactis ssp lact

pex!

. s s N 1 s s .
Ery’ (plasmidical & Btr {cromossdmical, a gqual parmite fazer a
seleccHo de  transconjugantes pela capacidade de metabolizar =
lactose @ pela resistincia & eritromicina, a resistSncia &

0 ou o= mecanismos de resisténcia acs fagos transporia-
dos por este  plasmides confersm s astirpes contendo sstes  uma
resistincia parcial ou total a2 ums tempersturs de I8°0C contra  os
fagos do grupo I de homologia 8 contra os fagos do grupo ITD de
homamlogia, fagos virwlentos de todos os suscepti-

vais de serem sncontrados nos acidentes de fermentacss {(RELAND P.
i

FEY) J. Ben. Microbicl., 133, 38S3-38&3),

A uma bempesratura de  48°0 alguns daguelss continuam &

conteriy uma resistfnci

a parcial ou total contra estes fagos.

1 o
receptora, & portador de um ou mals genes gque  lhe conferem  um
caracter conjugative. Ele & portanto suscentive

x . =

i t
rido por conjugacio, mecanismn natural, pars outras estirpes, por
=
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ste plasmides & sventualmente poriador de um ou  mais

genes que conferem & bactériz  lactica gue o contem a capacidades
de matabolizar a lactoss,

Fete plasmidec pode  igualments ser portador  de um oo

mais genss gue conferem & bactdria lactica guE

gue tem
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lactis spp lactie depositada na CNCH em 17 de Ak
I

- o plasmides pPFI87 contido na  estirpes La
4 1

sep lactis depositada na DNOR

lactis ssp lactis depositada na CHCH em 12 de abril de 199 Con O
ng I-944:

- 0 plasmideo Fi44 contido na estirpes Lactococcus




o cuja sequEncia apresenta um grau de homologia elevado com a de

um dos plasmideos abaiuo.

Lada um dos 3§ plasmidecs referidos zbaiun, resr

mentz de &&, T2, 187, 118 & 144 b, foi

i

z 2

o 1
snrimatica do DNS nomico 2 oanalise deste 4ltime por  2lectrofo-

rEsE por pulso de csmpo smogel de agaros
t

& 1
g ophitideo por orescimento de ums  sstirpe dado

Junan o ra sscolhids
entre as sstirpes  j& citadss, depositadas no Instituts  Pastsur

respactivamente com os n8: I-943, I-941, 1943, I-939 @ I-944 2 a

estirpe receptora Lactocoocous  lactis ssp lactis 545,

Estes plasmidens en gus uns sHo manifestamente produto

[
i

reconbinagdo gendtica, por exssplo os cointegrados, plasmideos

da estirpes dadora

padrdo de restricio

g sventuaimente pelo ssu maps de  restrigBo. Cada um  destes

plasmidens ¢ portador de pelo mencs um mecanismo de  resistSncia
aps Tagos, conferindo & bactéria  lactice gue o transporta  ums
resistincia parcial ou total s 38°%C contra o= fagos do grupg I ode

de homologis, esta resistEncia
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sando em geral
possuen slemsntos gendticos gues confe

P
quE OE possuen & capscidade de smestabolizar a

Ouircs plasmidens gque serd possivel isoclar noubros
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ir das mesmas sstirpss

Ju
dadoras terfo ums sequincia com um grau de homol ogia elevado com

(R}

apresentardo igualmente um oecanismeo de  resict@ncia ans fagos,

codificado por oubras ssquinoise difersntes destas gltimas.



0 invento itrata igualmenits de uma  bac
preferfncias p ente & ospécie
d

g DA oy

de DNA ou este
#rria lactica  por

ou por oum oubeo

F v
dugio, fus¥o de protoplastos ou um oubtro mstodo  de

=
tranaferic genes, um mecanismo de  resistincia aos fagos & uma

portado por um plasaidec ou por uma parte do genoms da  hactéris.

Logo gue seija bransporitado por um plasmideo
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Fi-lo por conjugacHo.

8 dnventn diz igualmsnte respeitoc &s sstirpes  de

i
interegsse industrial resistentes ans fanos azeim obtidss

W

invento diz  também  respeito A utilizagio d LR

0
gatirpe esscolhida  entre  as eztirpes Lactococcus 1g
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cramoris depositadas na CHOM com os n8 I-939 & I-943

"t
Y
i
]
fual
H .
-
wi
1



Lactococcus lactis ssp lactis depositada na CHOM com o o P
assim como estirpes de Lactococcus lactis sepn lactis var., disco—
tyvlous depositadas na CHOM com os nB I-941 & I-943, psra ss abber

o plaseiden definido atras.

2 invento ssrd melhor sntendido moa ajuda dos  sxem-
plos gue 58 menusm.,

Ums grande  parte  do condunto  de  técnicas  descritas
nestas secgfes, bem conhecidas dos familiarizados com 2 mabéria
estd suposta detalhadamente no manual de  Sambrook  Fritecrk =

Maniatis: "Molecular Cloning: a Laboratory manual” pubillicadn  =m

1987 pelas edigBes Colda spring Harbor Press sm Mova Iorgue {38

A descriglo gue =2 osegue serd melhor entendida com o=

its
bt
£
£3,
]

das Tiguras 1 3 4.

fxgd

fs figuras 1 & representan respectivaments oz mapas

de restriglc dos  plasmideos pFFid44, pFFie?, pFFas, pFF73E,

pEF1IG44.1 & pPF144.2, oz ndmeros frente  aos sitios de restriglo
o

simbolizam o ndmero de Eb & partir de um sitio parti

ular consi-

derado arbitrariamnste
sentados na messs direcg
dads do método de andl

& indicam de forma a

origem de  replicagdo de E. coli, designads oris, o gen

[

resigtEncis eritromicina, designad

mecanismos de resistEncia acs fagos, designado Rap.



muito resistentes g um laroo

gsnectro de hacter;
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Constituiv-=ssg una ocolac
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Environ.

o . tivy ga o g 1 - s o oo 2ok e
30 de bacteridfagos isclados  a

por FARADA J.L. et al. =m Appl.

por JARVIE AW, =t al., =m  Appl.

— fago 89356 descrito por  J8RVIE 46.H. et al., sm Appl.

Environ. Microbiol.,
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Milchwirtschafliche Forschungsberichts, 1975, 27, 25-48:
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. B44, 847, 054, 55, 054,

critos por BELAMDO P, = no J. Sen.

iscoBes privadas designados agui
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melecular: especiro de hospedeiro, morfologia ssiudada no micros-
copio slectrénico, composigHo proteica, perfizs de restrigdo deo

A & hibridac8o DNA-DNA.

Estes fagos periencentes aos  tr¥sz grandes grupos de

IV 2 {IIl}, com basze em estudoss ds hibridacio ds

5 Aicrnbind, 333 EBEE—-

Z@55y. Ds grupos {I) e (111} comprsendem wunicamsnt fagos

virulentos. O grupo (117 compresnds  fagos virdlentos e fagos

temperados. No  interior de um mesno grupo as  homologias  s3o

fortes & de um grups para cubtro 2s homologiss s¥o muito fracas.
Os fagos do grupo (1) t&m uma nucleccapside chlonga snouant

n
oz fagos do grupo (11 & (1117 £8m uma auclencdpside lsomdtrica.
Esta colecg¥o de Z2 fagos & altamenie representativa do

onjunic de bacteridfagos gque s&  pode encontrar em acidentes  de

fermentacdes na inddsiria de lacticinios.

21 Obtencio de um  novo stock de fagos a paritir de  um

i
a

stock de fagos mais antigo.

ti
sequinte mansira:

[o=Y
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11 do meEio de coltura da bactéris indicadso e
1o

2

densidards Ant

o
bx]

& &892 rm {daguil =m diante ﬁﬁ&x Yooom ceroa de
-

9.6 {(faze exponencial) foi resovido o colocado em DFESSNDa

%R
(1]

=
de

pl de um stock de fagos = de cloreto de cdlcio & 18 mM. & adsor—
CHo do fago & bactéria & efectuada durante 19 minutos a IETL de

aLOFron mom g bactéris considerads.,

1w

Depoiz a mistura diluida
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qualtro vesss com meio al. (1973}, dppl. Environ
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Microbipl. 3%, B87-813) contendo

forma gus 2 e oa D,
Torma pls uE & Gmﬁ@
colocado na estuta a 369
stock de  fagos  fol em =

resuiltados: obbam

fagossml. Caso a liss n¥o

mese 199 gl do spbre

ratirs
¥ da

adsorglo do Tago

I3} Lisotin

14 estirpes
19 matirpes

derivadas de cols

Culturas crescid

meisn M7 servivam para

uma fase puponencial de ¢

uma das culturas  Fforam omiz

clorets de cilicic 2 19 mM.

O conjunto foi

gelosado contends clorsto

fagos em mein de culturs

caixas Yoram depositadas

SEmER

final n¥o suxoeds ©,15. O conjunto foi
atg sz obiter lise barctsriana. Este nove
eguidas cantrifugsdo & o sobrenadants
& de algumss gotas de clorofdérmioc com a
envolvimento de bactérias. Este mdtodn
-E&  sm gsral entree 11? g 58 ¥ 1€i§
gia conseguida apds & b de  incubag¥o,

nadante a manipulac¥o & recomecada a
& bactér iz,

iactoroous wubilizadas:

de Lactoroccus lactis ssp cremoris

de Lactooorous lactis ssp lactis

de Lactooocrous lacti=z ssp lackis var,

25
ubhoe de

{3

rescinentn {

"

turados com

&5
=)

£
ml

um

dg calocio &2 16
foram  depositados
na  sstufs 32 Z86°C

noaite de

mein Mi7

lactococus an

de forma a haver
3,5y 368 ul de cada
de agar  mou MI7 e

&

ﬁ’i 2

Fi17
de

caixda de mein

ul de stock

i
i

neste tapete. Estas

durantes ums noite.
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T ul de stook

1
tado. Duando ndn se obhservs lise nesks

= Ffagos s3o misturados directamente

com 388 pl de cultura bacteriana em fass ssponsncial de cresci-

mEnto e olioe

eto de calcin

gelosado contendo cloreta d

coloradas na

avantual ds

para fazse o

de um filtro de 9,45 o

Bacherias como um stock

e

win fol detersinads em

18 oM e sspalhados numa caizs de meio
caloio.  As caixas foram em  seguida

ums noite: chssrva—se o

4

aparecimento

& culiura da hacidria tends sesrvide

de liss)

s 2
L e

2 L. lactis ==np

de fagos inibem o desenvolvimento das

guenvolvimento

depasitadas sob a  forma de uma  gota

siveis a pelo menos



Transferdncia oor coniupscio de elspentos nendlticos implicadns na

A} Principais técnicas experimsntais utiliradas:

L conjugacHo {primsiro ciclo de conjunacHol:
~ estirps recepiorar Laciococous lactis ssp lactis §545,

ane ® 134
oo Ery . Str oo

-
]

al. {(1%983F, Ge&ne, 19, 345-353) gue & portador
R icas 2 resistEncis &

b
1

gritromicine Ery ™ & 2} ums marcs  orosossomi
R

setreptomicina St .

.,.1.

A pstirps B4% fol obt pe Zi24  (ela
X tir

ir
prapria obtida a partir da es Lo lactis ssp lactiz C2 como

'Tf]!.....

descrito no exemplo 3) coms s ssgus.

pe sobhre as
n Eﬁ Won F{;i-"

=213} gelosadop contendo ug/ml de sstrepto- -

micina & 9,574 de glucoss. Un clons resi te & essirepiomicina

fol transformade pelo plasmiden pVa 838 segunds uma técnica seme—
thante & descrite por POWELL I.B. st al. (POWELL I.B. =t al. 1938
Appl. Environ. Microbiol., 5S4, &45%). O profocolo detalbado ubili-

s seguir. & sstirpe obtidas & 3 ==

%3]

545,

N*
(%N

2=
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Pratoogls de btransformacia

12 ml de meic MI7 a 268 oM de DL trecnina foram semeados  com
289 gl de uma culiura crescida durante a2 noite. 8 incu ihardo  foi
realizada a Z0°C atd uma densidade dobtica 3 4868 nm de um valor de
B,4. Depois ssta cultura  fol centrifugada. 0O sedimento  fo
ressuspensc em 18 sl de fampdoe  BMF {sacarcse 24 oM, Mgll, 1 mM
tampEn de fosfatos 7 mf pH 6,5). 0 conjunto foi centrifugado. 0
sediments fol ressuspenso  em 7989wl de tampic SHF. B8@ gl de
tlas Toram colhidas 3= guais =e adicionou 5 ul de wsa gquarnti-

51t
wie conhecida e DHS colocsdo numa cuvete de

i3
't
0
2
;::; .
pe
i
tu
wdy
[}
S

da
gléctrodo g deixado 2 min & +4°0. O choous eléctrico foi realiza—

do com 25pF e 2,3 KV {"Bene pulser®, Bio Rad). Az c&lulas  foranm

eixadas 18 minutes a +4°C, depois adicionou-se ©,8 ml de HML17 = 2
contends glucose & ©,4% s & mistura foi  colocadas  num hlale
Eppendorf. A incubagZo fol efectusds durante 1 hora a 3890
depuis as células foram centrifugadas. D sedimento foi FESSUSE-
s ono liguido residual, misturado com  meio gelosado, glucose a

2,85 g antibistics

L

i

vthado numa caixa
mEic geloasado tibistico. & incu-

bag3o Toi sfectuads
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& estirpe 891 possul

“Coe a 4850 am mels MI7, mas

to em presenga de 4% des Mall a

orescimento 3

574 = B9S p

S0 em meio MIT. A 4990, sste crescimento & muito fraco, o mesmo

guE en presenga e 4% de Hall s 38°%C oo meic HIT.
¥ As estirpes 877 & 5114 L8m uma cindtica fraca de crescimento a
SR oen meio MIT. MEo se chssrva crescimento s 470, nem nesmo ns

dos transconjugantes faz-se pela capacidads

fac
de fermentar a lactosse & pela resistfncia & gritromicina,

i

(13

PFrofooolo de coniunacis

& paritir da  culiur: noite mm mei

o

aoordo com s
= dabo

M17, com wma guantidade de
sstirpe considerada, misturar

&4 pl da estirpe receptora

bactérias foram smn seguidsa

r1
0
s
e
1
£,
"3

+ leite desnatado a 11%, glucose & ©,4% & agar. &  incuba—

gEo realizou-se durante 16 horas  a I8°C, pErE & coniuvgso
1 &

de lactose fol espalhado & depois colhido o lsite contends  as
bactérias. Finslmente fraccSes de 200 #l ou diluicBes forss
sapalhadas em caixas de Pébtri com meioc Bili 1. meiog Elliker
modificado {(de composicdo = preparagdo: bactotriptona 29 g,

o
sxtracio de levedura 5 g, peptona 2,5 g, DI+] lactpse igg, HMNall
t o o

« agar 13g, H 0 g.s.p.



®

11, pH 46,8, ssterilizacis 15 min. a #1369 - cof. ELLIEER P.E. =t
a2l., (19363, J. Dairy Boi., 3?3 Eéiiwiél??a adicionads estrepto-

Microbiol. 23, 1898-1£94) com & finalidade de reEcuperar sntre as
+ -

receptoras os bransconjugantes Lac de cor amarela. Estas  eups—

rifncias pereitem principalmente detserminar a eficdcia tedrics da

conjugas®o definida como a raz3o sntre

tes obitides o o ndmsro de o as c

inicio da experifncia de conjugacBco assim como caloular a s=ficd-
o

ciz real da conjugscHo multiplicadas pelo inverso  do

muiltiplicacss das receptoras durante a conjugaco.
Ziletecgdo de btransconiuganies resistentes ans fagos.

Cada wn dos  conjugantss derivado

]

do crescimento  poe
JugacHo entre uma estirpe dadora 2 uma sstirpe receptora foi
oo B ougdiml de

lado numa caixa com meio Elli-i & gues se adi
Eritromicina 2 & tinturs de bromocresc]l com  a

iono
finalidade de se
obter uma cultura pura. Depois tima =m fase

gxponencial de crescimento (D - 2t E sspalhados

diluigdes deste stock de fagos o z=obre sste
tapete de células. A mesma experifnoia foi realizsds com &

estirps receptora testemunha 845, a tnica difersnga sendo o facto

de s2 adicionar glucose & 8,4% ac meio de culturas. £2 caisas

foram colocedas na sstufa a 38°C durante ums noits. Um mBCanisnn

de resist¥ncia a um  fago particulsr no kb

kA
ot
W

-
sualizado pela diferenca do titulo de fagos entre o transconju-

gante & a estirpe B45 para este fago & igualments oela diferenca



das placas de lise para este fago. O titulo de fagos T, almer-
te designado  tituleo fiégico, gue repressnta o nomers  de fagaz
activos na estirpes testads por ml de stock de fagos depositsdos

apste de células, expresso sm PFU/mI (FFU = Flagus Forming

t
limit) foil calculado com a siuda da foemula

P Ty
.:.1.&_:

T=Hz 2 x 16" na qual N representa o ndmero de placas de lise
obtidas na diluig8o 18 7, » sendo o par3metro  de diluicido. O
Y wmtro da

difimetro das placas de liss ol assie medido. Este parims
cacgies guantitativas sobre o rendisento unitario, ntmero de

bhidos apds um ciclo de sultiplicac¥o fa

i}
Pt

i o
=cta uma bactéris. Buanto msior & placa de lise maior o

1 ol
rendimento unitério. Os fagos utilizados para pdr em svidincia os
mecanisans de resistin =X {

o
I de homologia assim como o fago 859 (grups I

B) Fesiiltados.

cruzamsntos efectuados no primeire ciclo de conjugas®o, s& 4
2383

tos deram i?ansuunjugaﬁtegg £ com as sstirpes L. lactis

ggn lactis BBB e 8%91), 2 com as estirpes L. lactis 580 oremoris

8797 = Bli4, assim como as 2 estirpes L. lactiz szp lactis  var.
i q

wia Iedrica Et de itransferinciz da capacidads de  fermsntar a

2

lactose, definide comp a raz8o entre o mamero de transconjugantes

e

ohtidnes

nx‘

al

g2 o nameEro inicisl de  rec

lﬂ

sptorss, para as & estirpes

!31

S
bhaing., A testemunha era constituids pela gatirpes 243 apenas



Eficdcia tedrica da transfer@nciz por conjugsacqo da capacidade ds

fernentar a lactose.

Estirpe dadors Et

877 5,5 x 100]
591 4 % 18 -
894 1,5 » 18 o
sag 4w im_ -
&894 1,2 % 1077
5114 4 1@:3
545 8 x 19

For outro lado, verificou-se por estracc¥o do  conteddo

plasmidico dos tramzconjugantes = andliss por glectroforsss so

aw:.ﬁ

campo continuo {(of. swemplo 3) & presenca em cada um deless  do

plasmides pYABEISE.

Um 84 dos & fransconiugantes, o derivado do  cruzamesnto
i

de BEE » B45, =e revelouw ssnsivel

y
[y
i
£,
i
]
]
1“1"
fit
=
E
=
e
it
frie
o
.‘“

parece gue hinuve transferdno
ndo conis gativo, o

:{
conjugante fol eliminado.

Buardou-ss para andlise posterior os 5 bransco onjuganies
derivados dos cruzamentos §77 54%, B9l %4 x B4A5, =94 ¢

tm
@
o
]:‘r-
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S
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s
i



2) Pesguisa de transconiugantes resistentes asos fagos:

ResistEncia aos fagos dos transconjugantes Lac 3 uma temperatura

T
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P
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{grupn I3 fgrupsc 13 fgrupoe II13
Q; k7ol D»& (U S . 4 a4 - '3 s ? r 5™ B
54591 clons 3 G55 4 ¥ I8 748,35 G/
B45~-24 plone 1 5 g &8
DA FF o £ = = o 16 £ %
G577 clone & B e SN N = DR & I 5]
Fal; X —JE I . SR % s -7 X
245~114 clome 1 2« 2 on 18748, 35 g
ST A i % F 7 L =
545-24 clons 1 S5 o I e sPg3
D.{;_:' &4 s -t -t -"..E?:'ﬂ -3-@ 7
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aquando da

fermantar

24577
dos nag

Doteno®

&
Este provavelssnis presen

FEesnte no

plammiden

clong 1 = 345-24 clone 1
parcialmente resistentes an
da estirpe testesunha e

clonse 1
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clone 1, BAS-%& clone 1,
74 clone 1 foram deposita-
Culiure de Microorganismes

e Com os nl I-745, 1-947,

mecanizmos de resistEncis o

fagns.

i
ot



e

Constituiu-se uma gama de concentracBes em novobiocins

no meio M17  contendo glucose & 9,4%. Cada um  destes tubos  foi

=
rma & fter 187 células/ml. & incubacH3o foi  sfectuada

i
L

]
1]

ras a 970, Depois o conteddo dos dois tubos
¥ & mals prowima da  concentrao¥o mini inibidora
CHMI} fol espalhado com ansa de plating sobre meic MI7 contendo
glucoss a 9,4%. Apds incubacBo, os clones  foram testados para

diferentes caracteristices comp sz ssgus:

2y Teste dazm rcarschesr

"“.
fin
]
JJL Tk

Mas placas de microtitulac3o ({94 cavidades de= So6 uly
COSTARY 109

11 de meio MI7 contendo glucose 2 um clone semsado

“t

com & ansa de platina foram colocs o
GHo fol realizads de forma a2 ter-se uma fase suponencial  de

Ccrescimento.

cultura foram depositado

i
1]
B

cailxas de Pébtri contendo dif 1 . mEions para testars

- meio E111 + pa de wroeocrescl (§,884%Y: testar a

3

capacidade de fermsntar a lactoses

eritromicina + glucose (8,.4%) &

de esztreptonicina + glucose

(2, 4%) ¢ teste de resisténcia a gsbreptomicinag



— meio MI7 + CaCl, + 187 fagos 459

3 e, e T ea sue LR me  gmi sm awe  amn s
) Ewtraco¥o dos plasmideos das sst

alcalina. Uma culiturs crescida durants a
realizada em 3 oml de meic de cultura HI7 na
de glucose 3 $.4% {(pesnivol
de meio MI7 2 2 foi adicic

MOra .

i
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£
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e
%
i
pu
i
m
o

satdimente fol ressuspensc no neio ldguido  r
tritfugado nums centrifuga para tubos E

dante foi rejsitado 2 o0 ssedimento FESSUSDen
1 T

contendo lisorime & 4 mgdmls wna incubac3o fo
FP depois az células foram centrifugadas

sedimento fol ressuspenso em

.13 M na ponta de ums

i
T
(=3
lfz
b
i
m
i
[
o
1
1
i
foite
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3

seguida adicionou-se 225 pul  de acetato de sd
min. a 4%0. 0 conjunto foi centrifugado & 1o
a 4*C. 0 sobrenadante foi tratado con igual v
cg ?Eﬁ&;f&ﬁﬁiSféiimgi ispamilico (24:23:1) de
1 omin a +2590. foi
T A

min. & 4%C, o =sedimento lavado

stanol durantsg

liofilizsado & ressuspenso em 598 1l de

is 19 @M, EDTA 26

lgrups 111 espalha—
t

wma tdonica de liss

fﬁ
i
i
i
o
o
u
=%
i} | aadl

prEs

wmEl. O mesmo volums

ppendorf. O sobrens—

=z na ponta de uma

gurantse 1 min. o
43 Flisturou-se  NaOH
minutos a Z%L. Em

<8

16

zn

£,
ot
i
i
e
-

E
-{lﬂ-

F23 g durants 18 min
olume de uma misturs
pois centrifugado =&
pracipitads com 2,5
o4
i

mistura fol centri-
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icados num gel de agarose. Este DN es suficisn-

i
ara sgr tratado por snzimas de resiri

LK)
i
b
®

4) Segurddo ciclo de condupac¥os

i
l'[i

stirpe receptoras lLackorocoous  lactis

mn
i
T

et
1

e}

i
fote
i

Leotoroccus zspn la

L ol S
b-\—: 4 =

c
&3 como =582 sgus.

H-malil-Mi-nitro-H-nitrosogus

L o
353

I.'..s

Tt 5
seus colaboradores (1978), {(LL. Mo, EAY st al.., J. Bacteriol.
T

ﬁ'l

—E&

ohy
o

= Ao ok B
Fil. A5 oelu

w©

-
R N

ml--'

L
E1li-1 + p& de womoores + @,3% de lactose para selscoionar  as

}

Lac . Uma sstirpe Lac ,

N

a sutirpe 02, Toil transforss

com o protocolo de transformacio sxposto no Examplm 2« A nova
1

satirpe obiida fol designada S

- Estirpes dsdoras: — certas wetirpes iLransconjugantes
div primgire ciclo de conjugac3o portadoras de  un mecanis smn  de
resistincia aos fagos, sem plasmiden oVARER,

A selecgdo dos transconjugantes fez-ze pela  capacidads
de fermentar a lactose = pela resistincias & eritromicina, a

reziztfnoia & eritromicin
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das receptoras.

O protocolo de conjugasio & o utilizado no exseplo 1.



1} Limpeza de plasmidecs dos transconjugantes:

2  uma caracteristica  desaparscs apss

[lu
]
m
%
]
it
fx
0
i [
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i
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il
111
i
g

gEne ou Varios genes responsdvels por es

provavelmenie transporiados por um ou mais

- a =segregacdo da capacidade de  fermentar a  lactoss
relativamente & resisténcia acs fagns, indspendents ou dependen-
te, ooxde  indicar-nos ue Ot 0OE QEnEs responsdvels por esstes
fenstipos n¥o  =¥0  ou s3Ho, respectivaments transportados  pelo

mesng plasmiden.

¥ capacidade para fermentar a lactose,
¥ resisténcia & eritromicina transportada pelo glasmideo
igrups 111 de homologiad.
A resisténcia & eritromicina ssrve de testemunha

irtarna de limpsza.

Uz resultado

neconivgantes  guarda-
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i
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dos, a sstirps 545 (testemunhal = as ezstirpes dadoras, tratadas

com novobiooina {(of. b)Y est3o descritas na tabels 4 aus =g Segue:



Peroentagenm do ndims

il
novobiocina um fendtipo partic lar relativaments so ntmero

g o)

tots

i

M
i
i
e
5
T
H
T
1]
o
[iw
o
ft
A

eyl
W
gl
+
-
W
[
.+,
B
Tl
-
i}
i1
ek}
w
u]
-
in
[
™
by
)
-
i
1
I
-y
i

E

Ty

54521

clone 1 £8 52 & & o 260
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efeito
trataemsnto  Ccom
noviabiocina. A eficdcia da novobiocina n¥o  pode ser  posta  am

£

causs pEle limpezs do plasmideo pVYABIE =& ter sfectuado nas  boas
PFDROrDS {

553

- 0= transconjugantes 54521 clone 1, S45-77 clone &,

L

limpeza, numa cerita proporolo, 2= duss caracteristicas. Estes
1
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183
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o
Fowd
w
i
i

wndlics provavel pars as  caracte—
risticss Lac 2 Rap nestes § transconjugantes.

- Os transconjugantes 34574 o 845114 dEo apds limpmea
e 3 3 g proms S et F: Ty o= E2 : :
gslirpes Rap Lac e/ou Rap Lac . Esta segregsg¥o indica gque os
genes responsavels pelas caracteristicss Lac & Rap n¥3o =30

transportados pelo meson plasmiden.

z

A5 estirpes 591, 594 & 594 podem perder por limpeza -
parscendgo de forms parcial- dade des Termentar a3 lactoss

gtamente perdida pois apds 34

horas de  incubac¥o a2 399 o clones Lac desenvolvem uma  cor

o
amarelo padlido no meio El1li-1: subsiste pois uma actividade Lae’



— =7
residual nestas esstirpes) mas slas conssrvam 2 sua  resistincia

i
transconiugantes & andlise por slsctroforese.

glectrofar

A p&rmitiram vigsualizar os plasmidscs responssvels pElas
caracteristicas Lac & Rap (estes resultados syplicam—se pElo
grands tamanho dos plasmideos, os gusis n3so podem ser  analisados

sendo pela técnica de pulso de campo exposta no Exemplo 4).

4} Transfer¥ncia por conjugas¥o da  capacidads te
fermentar a lactose no segundn ciclo de conjunsc3o.
o

quadro I a ssguir  desscreve a eficicis tedrics EX  de

transferincia da capacidade de fermentar a la

& razdo entre o ndmero  de transconjugantes obtidos & oo ntmers
]

imicial de receptaregy AEBLM COmo g Termesntar a
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)
Eficaci tedricas e resis da fransferfncia  por conjugacdo  da
capacidade de fermentar a2 lactoss.
Estirpe dadors EL Er
A — . P - -1
84577 clones & i A R 5
54571 clone 1 2.4 w 1@ * 2.3 x 1@ ¢
oo s - ] .
54526 clone 1 T3 # 1 T ox 18
- 7 e
S45-F4 clone | .1 w 1w 5.7 w18 =
~ . - - =]
545~-114 clone 1 .8 % ia 4 x ia
—- 5= . .7
o 124 S8 w14
Constata—-zes
- A Tregu¥ncia da transferdnciz da  ra pacidads de
Fermant a laciose & consideravelmer mais importante com sstes
transconjugantes do gues com as estirpes dadoras do orimeiro ciclo

g
de conjugaco, resultadeo particulsrmente claro com oo transconiu-

gantes 84577 clons &, 34591 clone 1 = 54594 clone 1. Verifi-
cou-se gue nos 2% clones destes  transconjugantss 3 resistEncis
aus Tagos 929 (assim como & sensibilidades & sstreptomicins
caracteristica transportads pela estirpe receptora 5124, &

Avamente raro: a formacHo de um cointe-

wose 8 oo oulro de um mscanismo de resistincis aos fagos.
£



mais fregusnte & dai uma malor eficdcia de  transferfncia  nc

zegunds cicleo de conijugascHo.

- # sficacria real da transferSncia destas caracteristi-

£ entre 2 & 20% para o= transconjugantes 845-77 clone &,

clonge 1 8 B45-94 clons L.

portadores dos  nmose

o com um LEmpo
de pulsagdo e uma duracHeo de miigracHo detesrminadas praviaments
&

ragmentos de DHNA.

2} Freparasgdo de marcadorss de ftamanho.
O oligomeros de DMA do fago lambds foram prEparanos
comz descorito por Waterbury e Lans (WATERBURY F.E. = LANE

g P Ty Y ] on. @ e P - s o et
T19B7) Mucleic Acids Res., 15, 3938,



Um stock de fagos ambda purificados s clorsto de

réEzin Tol dossado

i}

268 nm. Considerando gus uma DO, . de valor 1
corresponde & 39 pgiml de DNA, 75 ug de DNG ressusper

de tampdo THN  (Trisz-HD1 56

‘,J
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ot
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pre-agquecido & 370, foram misturados com 599 pl de sgarose  de
=

haiuo ﬁanta de fus3o a soA nuam tamoSo THN mantido a 45°0: =

Comnas ta FHaR

4 £ et o5 - o ke guan S Fes ens spa o e P = 3
i mM pH 9, durants 4 horas a3 55°C com  uma

fraca, as "insergBes” foram em seguids dialisadas contra

Tris-HC1i2 mH pH 2, EDTA 18 oM, 2 » 1 h a +2590,

mas por uma téonics derivads dests Gltims supost:
seguir, permitindo

minads volume deg  agaross de  baiuxe ponto  de fusZc do gue sshe

mEtodo:
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noite  dag
de glucoss 2
de culitura

3

M7 numa proporoBo de 2% (volume/volume). A& incubacdo fol resli-

zada em sstufa até ter uma densidades spticas de 8.5 a 8,8 a 4Lo8
nm. Em seguida & cultura fol centrifucada. O sedimento foi lavado
I vez com © ml de tamplo SHD {(sacarose .5 : mals

cloreto de cadloio @,99M; pH 4,37, As células foram  cend

g o asdimentc fol ressuspenso em 15 ml de  tampdo SHO contendo



lisozima 2 4 mog/ml durante 2 h a 379, &8s células foras cenbtrifu-
&1

gadas & 0 sedimentc  fol ressupensc =m 458 pl de tampioc SMOC.
i C depois  retirou-se
izoc ponto de

usdo & Sk oem taspdEo BMC, mantido fundido a 56°C. Imsdiatamente,
1 o

o para este

afeito, em guantidades de 125 pl. & agarose solidifica durante 15
min & 4%C. Az “insercHes® assinm obitidas foram colocadas em 2.5 ml

de tampdo de lise {(Tris-HCl i8¢ oM pH?, EDTS 16a mil, EBTS 13 mM,
1% BIE, proteinase H 1 mg/ml) durante 24 horas a2 559 com uma
agitacio fraca. As "inssrcHes" foram em sequida dialisadas =m 56
ml de tampdHo (Tris-HC1 16 oM pH B EDTA 18 oMy com 256 #l de PHEBF

tFrenilmstilsulfonilfiuoreto) a 26 oM durants 1 h & +259. Fize-
ram-se em sequida mais duss diidlissse nas meomas condictes, mas
=2m FHEF. Az “insercBes® podem também ssr assim conservadas sl
mEnos & meses & 4°C em TE {(Tris-HOL 18 oM pH 5; EDTA 1d mMi.

O método de M

Clelland et al. (I987! consiste, por seu
i t

lado, e inclus3o das as na fase sunonencial de crescimen
na agarose de baixo ponto de fusfo = =2m seguida fazer o bratamen-
to com lisozima mals proteinass K g BOB. O tratamento das células
com lisozima antes da zua  inclusH3o no agar parmits aumentar =

.J

concentracis de DMA na agaross.

Um terco ou um guartc de uma inserc¥o foi colocade  num
tubo Eppsndorf na presenca de 1 ml de tamp8o de hidréliss indica—

do pelo fabricante. As “inszercle
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8! o
2m banho-marisa. Em ssguida 808 a2 858 il de tampd3o foram retirados

de acordo com o tamanho da "insercio® & adicicnadaz 25 unidades



h L—’?—EQ“

de enzima de restric¥o an  restante tampZo. 83 Yinserc8ssY foram
- >
incubadas 24 horas & temperaturs de actividade normal da snzima.

com a béeoni
Apss higrdlise do DMNS & migraclo sm opulso de campo, 08 fragmentos

de DHA  foram retirados do gel de agarose. Estes pedacos de

sgarose foram em seguida tratados  com enzimas de restric¥o como

&) ResolugHo dos plasmideos de forms circular om pRisn

de campo.

o

0 NA hideo

i
direcg#o inicial apds  irradisclo com  ultraviolstas durante 5
vada de um méiodo clissico {(Hintermann
2t &l., (1981) Flasmid 3, 3I71-373) permite por owm lado reparar o
DA na forma super-sorolads gque  migra de forma diferente do DHG
linear, 2 por outro lado libertars do plasmidec na forma circular

rElathada.
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B} Resultados

17 Andlise dos DHAz gendmicos dos transconiugantss limpos

2 nido limpos:

0 interesse principsal

e
'nh
-

nica de slectroforese em
gel de agarose em pulso de campo € de  permibic a separacdo de
fragmentos de DNA de grande tamanho, s particular de um  tamanho

supsrior a 298 Eb.

Oz DMAs  itoltais dos  transconjugsnites 54591 clone 1,
B45-96 clone 1, B45-77 clons &, 545~114 clone 1 = S45-94 clons 1
assim como da estirps receptora {(testemunhal, limpos & ndEo limpos
foram hidrolizados com a2 ajuda da  enzima de restricdo Apal 8 os
fragmentos de grandes tamanho chtidos foram snalisados por glectro—

forese em pulso de campo num gel de agarcsa. Conssguiu—se assim
i

gvidenciasr fragmenics supranumerdricos, pressntss nos transconiu-—
gantes & ndo na estirpe receptora.

# tabela & a seguir descreve para os tr ansconiugantes o
tamanho aproximado {em Kb} destss fragmentos supraRnumsEririos:
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:tipos obtidos antes & apds limpera com
=

&
novobiocina s os fragmentos supranumsririos visiveis apds migra—

Transconjugante Fandtipo Fragmento supranumsririo
(R

545-91 clone 1 n¥o limpe | Rap Lac 144
L

limp Rap ac &

B45-%4 clone 1 ndo limpo Hap A 187

B45-77 clone 1 ndEo limpo Rep_ Lac_ iig
Timpo Rap & &

345114 clonsi

= . S + ;
ndHo limpo Rap_  Lac_ L
limpo Rap, Lac 3
. N - .
limpo Rap_ Lac_ e
limpo Rap iLac &
[ — a . + ¥ - i
54524 clone 1 n¥o limpo fFap Lac 57 0+ FI
limpo Rag+ L.ac &
limpo Hap Lac TE
Constata-se gue:
- 0= transconiugantes 545-%1 clone 1 & 545-77F clone &
e + + .
apresentam o fendtipos Rap Lac na presengs de um fragmento s

pranumerdrio de 144 Fb & {respectivamente! de um fragmento supra-
numeraric de 118 ¥b. Apds limpeza eles apresentam o fendtipo

Fap Lac na aus@ncis do fragmento sumranumerdrio. A3 caracterdis—
ticas Lac » Rap s8%0 portanto  transportadas por cada um dos  dois

fragmentos supranumeririos atris.,
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- U transconjugante 545-94 clone 1 apresentz o fendtino

e

presenga  de  um fragmenic supranumsraric  de

& pode limpar com novobiocina. Ecte & portanto

portador das caracteristicas Rap & Lac.

= 0 transconicgante 545114 clone 1 Eup ‘Lac” apresents

um fragmento supranumerdric de 45 Eh. Pode-se correlacionar o

desaparecimento do

&
o

fan impEza com a deste fragmen-
Lo supranumerdric. Este & portanto portador de un oecanisme  de
resistincia ags fagos (a3 caracteristica Lac & provavelments

transpovrtada por um outre fragmenic supranumerdrio n¥o  detecta—

= {1 transconjugante 845-94 clome iap Lac aprasanta
dois fragmentos supranumerédrios de 57 & 77 Eh. Fode—so correla—
cionar o desaparecimento do fendtipo Rap’ apds limpesza com a do

=

fragmento supranumerdric de 57 K}

& oa

T

M

Eh crtador de  um

]
Y

0 fragmento supranumeraric de
{3

fragmento supranumsrario

Us fragmentos supranumerdrios de 144 Fh, 187kb, 118 kb,
b Eb e 72 Kb s¥o portanto portadorss de oum mECcanisms de  resi
tE¥ncia aos faq55= Em ssguida ser¥o  designados respectivamente

pFF118, pFF&é = pRF7Z.
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Daracterizag8o dos fragmentos de DHNS sUpanumeri-

Os fragmentos supranumesrarios pEFi44, pPF167, pPFLi8,
pFFSs 2 pPF72 foram hideolissdas pela enzima de restriclo Apal e



tratamento descrito em 4 &Y. Esta

] &
iv mostrar gue est3o recuperados todos linearss nos pEdasos

H"

&) Mapzs deg restrigBc dos fragmentos  suo woranumerarios

pFF144, pPFid7, pPFad & pFF73:

Com o fim de sstabelecer maps cHo, os fragmen—

= i
tos suptranumerdrins pPFi44, pRFia7, pFFa&s e pFF?72 foram submeti-

dog & digestZss simples, duplas oo triplas com & ajuda de  dife-
rentes enzimas de  restrigdo, prircipal

mente  as  enzimas  Apal,

BamMI, Bglil, Sa entos ochitidos  foram

i1
el
A
i
]
B
el
e
i
£
forert
el
14
o}
it
"""l
]
His
]
=

analisados em gel de sgarose com pulso de campo. Guanndo isto foi
possivel, o DNA gendaico dos transconjugantes foi poy outro  lado
digeride com a ajuda de oubras snzimas  difersntes de fAmal  para
linearizar os fragmentos supranumsrdrios numa  outra direcgio =
snalizado por electroforese em campo de pulse.  lsto pErmitin
contirmar os mapas de restric¥n = demonstrar para o= fragmentos
i

44 @ pPFas & caractsristica circular

Az tabelas B, 7, 18 & 11 pgus se sgquen descreven  om

is de restriclio obtidos para os  fragmentos pPFi144, pFF187,



Enzimas de restricHo Namero de fragmentos Tamanho em Eb

Apal BamHI = 84, SO

Apal Bgll = o8, 59, 44

fipal Ball Z TE, &G
Apal Sacll 2 Bb, T8

Jod
]
it}
tod
[2xi
]
i
i
fod
et
P
i

Sacll Bgll 3 94, T4, 14

Sacll fApal 2 25, o8
Sacl &pal = iz, 41
Zacl BamHI i i44

i} & & utilizada para
lingarizar o plasmidso pPFi44, guanda da digestEo do DMNS total do
transconiugante. A segundas  snzima foi utilizada para digsrir o
fragmento obtido obtideo guands da digestio com a primesira snzi—

MR .
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Fragmentos de restriglc

azminsn pPFIGY .,

Enzimas de restrigdoe Namero de fragmentos Tamanho em Eb
fpa 1 8all = &8, 7, 16
Apal BamHI = 7i, 27, ¢
fApal Boll = F7, 27, Z
Apal Bmal 3 i, 1&
fpal Sacll = B, 17, 18
Bgll Sall 2 &1, 43
BEogli BamMI = FH. 4
Bgll &pal 2 7. 27
Bgll Smal P 1,43
Bgll Sacll 2 827, 17

{8

rizar o plasmides

HimEira
linss
transconjugante. & seg

chtido guando ds digssd

I

§

srnzima {Apal
PR 187, guands ds

1

>

unda foil

80 com a primeirs

srizima

utilizadsa para digerir o fr

Y
F



Tabs=ia 18
Fragmentos de restrigls obtidos com o plaseidec pPFés.
I
Erizimas de restricio Mumero de fragmentos Tamanho =m Kb
fipal Sall & i, B&, T, 2
Anal RamHI 2 45, 2i
\j fpal Bgll 2 SEHa B3
HamHI 2all 4 2h, 19, 12, 7
BamHI Apal b 45, 21
BamHI Bgll 2 54, 12
{A primsira snzima {(Hpal ou BamHI} & & wtilizada para
lingarizar o plasmidec pFFéé, guando da digest¥3o do DNA total  do
transconjugante. A sequnds snzima foi ubilizada para digsrir o
fragmento obtido apds digestdo com s primeirs enzimal.



Enzrima de restrigdo Muamsro de fragmentos Tamanho sm Eb
Aozl Ball = ooy 4 Ei, EH, 11,
2.0z
2, 2
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Apal Sack 2 £2:5: F.5
Egtes perfis de restricBoc perasitiram rirmipalmente

BEF167,

o i
g Pl

1l
i
]
i
o
o
=
i
B
o
i

gm frente aos sitios de restriclo simbolizam o
=

nomera de Eb a partic do sitic Apal, con rado arbitrariaments

ide
CoEng origem. Hes Tiguras szifo repressntadas na mesma direcolo
bilid

a8 satios gus a sensi ade  do método de sndlise nZ¥o permitic

SEEDENAT .

bl FPerfil de restrigdo do fragmenito supranumeririo oFF11E,

N 0O fragmento supranumsridrio pPFF1IB j& dig

wm

Tol submeiide 2 uma digestdHoc simp
BamHl, Xhol, Bglll & Sall. & tabsl:

perfis de restric3o chitidos.



Tamanho dos  fragmentos (Eb)  obtidos por digest¥o do fragmenio
pRFLLIE (j& digerido por Apals.

Pind
n
=)
o
fund
-
W]
g
s
£
fond
=
1y}
th
oot
foed

it 7o 71 44

Rt 24 B8 2

14 17 Sh
ia 2=
L

) Caracteristica plasmidica dos fragmentos pPF72 e pFPF118:

Foli possivel limpar as estirpes 545-94 ci
clons & dos  fragmentos pPFF72 e pFFLIB  (cf. tabels 3 acima  do
sxamplo 2, o qgue mostra a caracteristica suxt
destes fragmentos. Por outro lads
ajuda da tédonica de slectroforese em pulso de camps & ausincia do
fragmento linear no DNA gendmico nio digerido destas estirpes = a
entos lingares pPF72 & pFFLLIBE no DHA genamico

ragm
destas estirpes digerido por fpal. Estes dois fraomentos sutra
2

Oz fragmentos supranumerdrios pPF72 = pFFLig =20 por-
tanto iguslmente plasmideos,



-~

d?
pFF144

sEncia do mesmc nos plasmidens pPR&s

metabol
pPF144
Clonadn

araliza
# pPF1a7

3 gens

ismn da

= pFFigT,

por B

acan do gens

- Pressngs deste

gala

po
BOIZET et al.,

al., (1988} Bens, Z49-2&1). Ests dltimo foi utilizado como  sonda
para localizar por hibridag¥o o gens  da PeB-galactosidase nos
plazadideos referidos.,

ladao ve
pFF1ig

Exen

rificar

2 8 Blia

ig S

ou—-ss asnsis que o gens da F-B-galactosidaze ssts
smidens pPFFild = pPF187 na parte gus compresnde o

resultade n¥o & de espantar pois & ssquincia
gene (B, BOIZET et al., {1988) Bens, &2, 249-2413
icagdo da  técnica descrita atrds  ao  fragmento
asmidecs pFFLé sssim como pPFF72 permitiu por outro

P 3

f-galactosidaze no plasmidec

mideos ofFad e pFF7Z.

1

roc-zensibilidade dos mecanismos de resistfpncias



Com a finaglidade de detsrainar a resistdncia 3 tempera-
tura destes difersntzs nmecanismos de  resistinciz aos fagos,
realizou-se o teste seguinte nos transcornijugantes:

i
i

Az bactérias & testar Tforam crescidas atd uma  fa
Depni

gxponencial de crescimento (D0 = £,

e 2. Deppis estas  bhactdrias
Toram aguecidas &  tesperaturas gue se gqueria  testar durante 15
minutos assim  como as  caixas do meio gslosado.  Em segquids um
tapets destas bactérias fol colsdo com gelose mole contendn Calil,
12 mM & gotas de  fagos & diferentes diluigies foram cmlucaﬁaﬁ

subre sste tapete. & caiuxas de Petri o tids imsdiataments

fode
m
=
W
1

i)
-

colocada & femperatura a testar numa estufa adequada

& tabsla 13

w
i
I

1]
i
!—.l
]
i
1}
m
=
i’ﬁ
et
or

i

i
i
oW
B

resul tados
phtidos para os  titulos Figicos para os 5 transconjugantes
retidos em 1) 8 para a sstirpe testenunha 545 (festosmunhal a2 uma

temperatura de I0°C e de 4890,
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Constata-se que pela leitwrs da tabs Es =t

=0
5
i
£1
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= A gstirpe B45-94 clone 1, totslmente resistente aos

fagos &  temperatura de 38°Ctorna-se praticasente  tHo  sensivel
comi & estirpges testemunha a uma temperatura de 4670, 0 secanismo
da resistincia aos fagos em guestlo & portanto termosensivel.

= Az estirpes B45-%71 clone 1, 84577 clone & 2 545-114
ia

clong 1 t¥m uma resist¥ncia {parcial) aos fagos a uma temperatura
de 48°C inferior & gue t8m & ums tesperaturs de 38°C. Oz mecanis-—
mos de resistincia aos fagos transporiados por sstas ssti aes sdo
portante medianaments termo-sensiveis.
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tes tipos de mecanismos, alguns mais termo-sensiveis qus  oubtros,
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H
Dapoiz num tubo Eppendorf deitam—se:

O conjunto fol deixado na sstufa a ante exacta-
meEnte 12 min, depois a adsorgloc foi parada ool ndo o tubo



Eppendort em gslo. 0O tubo foi  centrifu wgado nmuma “microfuge”  de

.-.-'
H

tubos Egppendort durants 5 min a 490 para  separsr bactdrizs =

i

fagos adsorvidos. O sohrensdante foi retirade, diluido a8 4753 o
namers de Tagos n¥o adsorvidos fol assim determinadoss tapetes da

estirps 345,

oo

i

=4

1]
if
4]

zado =m 3 transconjugantes  goarda
hal  com os fagos 853 {(grupo I de
homologial, fago contra o gusl os trans sronjuganiss 8o parcial-

ments resistentss e com 859 {grupn 1II de homologial, fago contra
+

o ogual os transconjugantes s¥o resist

[

srites {of. tabela 2 zbris

adsorodo
S&NDERS

=t al.,

12511335 5 DE YOB W.FM. =t

A oadsorc¥o fagica n¥o  estd  portanto implicada nos
cia

transportados por estas estirpes,

e

cus possuindo ums

inibem o desenvolvimento de bactérias contaminantss. Frocorpu-ss
o

portanto actividades bhactericidas nos transconjugantes guardados,



:‘i:
al) Protoocolo
7ul de uma ouliurs crescida durante & noites da stirpe
setudada foram depositados numa caixa de  meic gelosado sob 3

Torma de  uma gata“ a incubagdo durou 16 R & uma  temperatura

aptima de crescimsnto. Depois neste me

fo

o fol sspalhada a2 eatirg&
i sturada

1
com gelose molea D9°0, meic 8 glucose a 8,4%. A 1ncu%5g§a ¥

I
L
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bacterians sensivel, Lactococcus lactis zEn

o
realizada novaments durante 15 horas. 0 aparecimento de um  haln
m

clarc & volta da  gota de cul tur

5‘1.'.

delva supor a mressenca de oo

Van BELKUM st al., {1989} éppl. Environ. HMicrobiol.
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ctooolo  descritc atrds foi  realizado nara &

]

0

-
sstirpes gue se seguem:

= o transconijugants limpo 845114 clone 1 apresentando

cns - . +
oe fendtipos Rap Lac ., Bap Lac e Rap Lac
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limpo 845-94 clone 1 apresentando  os fendtipos Rap Lac e  Rap

Lacﬁg

- a5 sstirpes dadoras 571, 2924, 59%, S1i4 = 577

—~ & gstirpe receptora 845 {(testemunhal.

= sstirpess  gus S22 ssguem apressntam uma  actividade
bactericida: as estirpes dadoras 594 2 S118, o= transco ugantes



B45-%4 clone 1 2 545114

;m.t

o

84574
clong 1 apresentando o fendtipo qu Lac . Estes transconjugantes
1

fis
Jomd
fute
-
]
X
ti ]

one 1, o transconjugants

4..1

limpos ou n¥o contendo todos um  ou outro dos p

pFFad. Cada um destes possul portanto uma actividade bactericida.

Experi¥ncias complemsntarss mostraram gus as  est

possuidoras do  plasmides pPFas  s8o  resistentss & act

bacterivida das estirpes possuidoras  do plasmides pPFF72 & wvic

-VEFEaA. Dabe-se que as bactériss sX¥o resistentes iz bacteriocinss

gue elas préprias produzem. Ds  modos de acc¥o dos mecanismos  de
i

ia as bacteriocinas s¥o portanto vizinhos.
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Clonacen de um fraomenic do plasmides o Eh
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portador de um ou mais smscansismos de resistncia a facos

Li’l

1} Clonagem de  um fragmenic do  plasmidecs HEFI44 com

cerca de 3,3 Kb supostoe portador de um ou mais mecanismos  de

ransconiugante BAS-91 clone 1 {deposita na
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£
C.M.C.M. com o nSg I-245 foi gxtraida, hidrolisado pela  sndonu
E

tido & uma slectroforess em pulsc de CAmBG Na

i

ot

ritas no sxenplo 4. Em seguida o DNA linearizado do
44 fol extraido a partir do gel de slectroforese

om o ajuda do kit "gensclean® {(Bio 18i-La Jolla - Califor-



eliminando o sobrenadants & pdr o DNE aa salucdo com a8 ajud
uma sclucHo de Tris: 18 oM, EDTA ¢ 18 mM, pH B. Este DN& foi em
seguida hidrolisado pelas enzisa 1l

enzimas que previamente se constatou cortarem o plasmides o=F
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num grande ndmesroe de fra

fragmentos de DMA obtido fol desionado mistura 4.

For conseguints, o plasmides nd¥o clivado pVOB38, 54
idoy gque & poritador de uma origsm de replicacio em E.  coli,
ricy; & uma origem de replicac¥o nos  lactococus,
como: um gene de resist®ncis & eritromicina,

lizado por estas duss snzimas, ecoRl &
» libertando assim 3 fragmentos: um  fragmento HindIII-
o ;7 th, designado  fragmento B, contendo

wisn & Ery , um  fragmenitc EcoRI-HindIIl com cerca  de 1,5 xh,

L

dasignado fragmento © contendo oric = um fragmento EcoRI-HindIII

com cerca die 2 Eb. Estes I fragmentos foram separados num gel de
t

=
kit "gensclesan®. Estes dois fragmentos B e © nlp poden  ligsr-se

.
it Ll
™
3]
]
o
ok

= sxiregmida

&
=30 compativels. Fara dar um plasmiden funcional &
fi o

gstes dois fraomentos se  associen a um ke

fragmento com extrssidades EcoRl = HindIII: =sta abordagem & uma
estrategia de clonagem orientada: apenas os plasmidecs possuido—
res de um novo fragmento EooRI-Hindr zerdo ssleccionados.

B el assis come & mistura 8 Foram
cHEo do coniunto com a ajuds da DRA-1i~-

gacs, depods uma transformacio  por eleciropora agdo da sstirpe  de

E. toli DBRli{ssleccHo em meioc L+ eritromicina a 23ugimid.
hiveram—se 3400 clones,



apds extraccdn do  DHA
digestlo com EcoRl & HindilI, 18 de entre les possuem os Fragmen-
tos B e O 2 um terceiro fragmento 1 a

O 3488 clones  foram misturasdos o DRA de plasmidess total
=

i
iiraido 8 serviu para transformar a entirpe de Laciooocus 1
=2

lactis B45 limpas do plasmidec pVABIE, desi
de acordo com a téonica de transformacHo poy formacHo & regenera-
o de protoplastos descrita  por Yon Wreight st s

H
Env. Microbiol. 59, 1100-1182. 0 protocolo utilizado estsd descri-

ik

o

i

sEguUir.

Frotocolo de transformacio dos lactocoous por formacHo = regens—

tag pl de uma cultura crescids durante a noite servio
para semear 3 ml de meio MI7 glucosado a2 4 pfl & o conjunto  foi
&

celulas foram centrifugadas & colocadas  am suspensdo en O ml  de

1

colooads na estufa std ums densidade

l i
3«
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35 nmode 5,5, 4=

tampHo designado SMC: sacarose 8,5 M; maleato 76 mfty Calll,, S8 oM
pH 6.5 & gue =g agdic
realizads durante duas
centrifugadas a 2570,

novansEntse = colocadasg

constitul a preparagido de protoplastos. Em seguida adicionou-ss
por esta ordem num tubo Eppendorf sstérile misturou-=s sntre cads

adigdo:

i
]
[
W
b
.u."::
p
m

e Agus desmineralizsdas
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olecular médio de 000 z 397 =m t&mﬁ§5 =
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U conjunto foi  incubado durants 18 min a 2590 dapois
adicicnou—ss 1 ol de tamp¥c BMD pars parar a m

=
cando docemsnte). As c#lulas foram centrifugad

LEm & {1
fol reieitado & adicionado 1 ml de meic MI7 (descritoc  anteri
1 23
realizou-se durante 1 h a2 38°C. A= células foram centrifugadas. D

i
pensc no liquide  residusl e misturado com agar  mole  fundideo

ta 4 a § dias. O clones comecam a aparscer ao fim de dois a
rEs dias de incubagio.

Dhtiveram—se gles foram todos testa-

dos guanto & resistEncia de acordo com oa  técnics

descritae ante

ormeEn e Um Gnico clone mostrou—so

r
resistents a este  fago. & resi agous  dests clone &

clone 1: resistEn-—

id¥ntica & observada no transconjugants S45-
cia total ao f t

fapn

#5035 do grupo I. sEhir—

&
pe, designado pla FFE 144-1, foi feito o seu mapa de  reg-
s

vdy

trigﬁa“ Ele m=td aprasent: TSy om sligarizsmos fare =os
2o

rhir  de

simbolizam o nimero de bilobases 2 o

3

Sui o sitio Hiﬁﬁiiig considerado arbitrariaments  cooo origem.

onstata-se a presenga dos fraomentos B e O provenientes do vero—
tor pYAEEE de um fragmento HindIII-HindIIl com cerca de Fe% Kby
designade fragmento D, suposto poriador de um oy mais  mecanismos

de resist¥ncia ams fagos, =s
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2} Verificac#o de gus o fragmento O & portador de um ou
mais mecanismos de resistincis aos fagos

1. Para confirmar gues o plasmideo pPF144-1 confere
resist¥ncia aos  fagos, este plasmides  foi esxtraide megundo 3
teacnica descrita no sxemplo 4, depois sorviuy para transformar por
glectroporagio & estirpe E,  coli DRI, & eztirpe transforaada
obtida fol designada estirpe DBEL] pPF144-1. Muma zagunda fass,
g=te plasmidec fol extraide da  estirpe DRI pFF144-1 & servig
para bransformar a estirpe 545d: confirmou~se sntio que a sstirps
transformads apresents a mesma resisténcia aos fagos.

2. Com & finalidade de confirmar gque o fragmento D
contfere resisténcia  acs fagos, fragmente T foil  inssride no
plasmideo pVAB38 da seguinte formar o plasmides oVAEIE  foi
hidrolizado com 2 siudas  da endonuclsass HindIll; adicionou-sg o
fragmento D aos dois fragmenitos obtidos, efectuou-ss sntdo  uma
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O DNA de cads um dos b snsconjugantess phtidos  foi
gxtraido, hidrolizado pels snzims de =tricHo épa§§ depniyg

submeteu-se & uma slectroforess em  pulso de campo Domo desorit

1 o]
no exenplo 4. Apds desnaturaclo deste DHA com a2 siuda de sods e

sevages do gel, efectuou-se & hibridac¥o com o fragments D nas
condigies clidssicas de Southsrn Blot {(Maniatis, referido atras).

Constatou-se assim  gue cada um dos  plasmideos pFFid44, pPFia?,

pFFLi8, pFF72 e pFF&& hibrida com o fraomento D (o sinal obtido
i



REIVINDICACOES

12, - Processo para a obtengdo de uma molécula de ADN
compreendendo um mecanismo de resisténcia aos fagos, caracteriza-
do por se proceder & selecgdo das moléculas de ADN que contém uma
parte funcional do fragmento HindIII-HindIIT de cerca de 3,3 kb

do plasmideo pPFl44~-1 presente na estirpe depositada na C.N.C.M.
sob o n2 I-1070.

22, - Plasmideo compreendendo pelo menos um mecanismo
de resisténcia aos fagos, caracterizado por ser uma molécula de
acordo com a reivindicacédo 1.

32, = Plasmideo compreendendo pelo menos um mecanismo
de resisténcia aos fagos, caracterizado por ser susceptivel de
estar contido nos transconjugantes derivados do crescimento de
uma estirpe dadora escolhida entre as estirpes:

- estirpes Lactococcus lactis ssp cremoris depositadas na CNCM
com oS n® I-939 e I-943,

- estirpe Lactococcus lactis ssp lactis depositada na CNCM com
0 n? I-940,

- estirpes Lactococcus lactis ssp lactis var. diacetylous
depositadas na CNCM com os n® I-941 e I-942,

e de uma estirpe receptora.

482, - Plasmideo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado por ser susceptivel de hibridar com a molécula de

ADN de acordo com a reivindicacgédo 1.
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52, - pPlasmideo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado por © ou os mecanismos de resisténcia aos fagos
conferir(em), a uma temperatura de 30°C, uma resisténcia parcial
ou total contra os fagos do grupo I de homologia e os fagos do
grupo III de homologia.

62. - Plasmideo de acordo com uma das reivindicagdes 3
a 5, caracterizado por compreender igualmente um ou mais genes
que conferem & bactéria lactica que © contem uma actividade
bactericida.

72, - Plasmideo de acordo com uma das reivindicagdes 3
a 6, caracterizado por ter as caracteristicas de um plasmideo

escolhido entre:

- o plasmideo pPF66 contido na estirpe Lactococcus lactis ssp
lactis depositado na CNCM com o n® I-948,

- o plasmideo pPF72 contido na estirpe Lactococcus lactis spp
lactis depositado na CNCM com o n° I-946,

- o plasmideo pPF107 contido na estirpe Lactococcus lactis ssp
lactis depositado na CNCM com o n® I-947,

- o plasmideo pPF118 contido na estirpe Lactococcus lactis ssp
lactis depositado na CNCM com o n® I-944,

- o plasmideo pPF144 contido na estirpe Lactococcus lactis ssp
lactis depositado na CNCM com O n® I-945.

g2, - Plasmideo de acordo com uma das reivindicagbes 2

[+)]

7, caracterizado por compreender igualmente um ou mais genes
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que conferem a bactéria ldctica que © contem, uma actividade
bactericida.

92, - Plasmideo, caracterizado por a sua sequéncia
apresentar um grau de homologia elevado com e/ou compreendendo

uma parte importante da sequéncia de um plasmideo de acordo com a
reivindicagédo 7.

10:. - Plasmideo de acordo com uma das reivindicagdes 3
a 7, caracterizado por a estirpe receptora ser a estirpe Lacto-
coccus_lactis ssp lactis S45.

113, - Bactéria ldctica resistente aos fagos, caracte-

rizada por conter pelo menos um plasmideo de acordo com uma das
reivindicagdes 2 a 10.

125. - Bactéria lactica de acordo com a reivindicagao

N

11, caracterizada por pertencer & espécie Lactococcus lactis.

142, - Bactéria lactica de acordo com a reivindicagéo
12, caracterizada por ser escolhida entre as estirpes Lactococcus

lactis ssp lactis depositadas na CNCM com oOs n?® I-944, 1I-945,
1-946, I-947 e I-948.

158, - Processo para a utilizagdo de uma estirpe
escolhida entre as estirpes Lactococcus lactis ssp lactis deposi-
tadas ha CNCM com os n® I-944, I-945, I-946 e I-948, as estirpes
Lactococcus lactis ssp cremoris depositada na CNCM com o0s n°®
I-939 e I-943, a estirpe Lactococcus lactis ssp lactis depositada
na CNCM com o n@¢ I-940 e as estirpes Lactococcus lactis spp
lactis var. diacetylous depositadas na CNCM com os n® I-941 e
I-942, para conferir um mecanismo de resisténcia aos fagos a uma
estirpe de interesse industrial, caracterizado por a transmisséo
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e Y

do mecanismo de resisténcia aos fagos & referida estirpe de
interesse industrial ser efectuada por conjugagao, transformagéo,
transdugdo, fusdo de protoplastos ou outro método de transferén-
cia de genes.

162, ~ Processo para a obtengdo de uma estirpe com
interesse industrial resistente aos fagos, portadora de um
mecanismo de resisténcia aos fagos transferido segundo um proces-
so que utiliza uma estirpe escolhida entre as estirpes
Lactococcus lactis spp lactis depositadas na CNCM com os n¢®
I-944, I-945, 1I-946, 1I-947 e I-948, as estirpes Lactococcus
lactis ssp cremoris depositadas na CNCM com os n® I-939 e 1I-943,
a estirpe lactococcus lactis ssp lactis depositada na CNCMcom O
ne I-940 e as estirpes Lactococcus lactis ssp lactis var.
diacetylous depositada na CNCM com os n® I-941 e I-942, caracte-
rizado por a transmiss8o do mecanismo de resisténcia aos fagos a

referida estirpe de interesse industrial ser efectuada por

conjugacdo, transformagdo, transdugéo, fusdo de protoplastos ou
outro método de transferéncia de genes.

17:. - Processo para obter um plasmideo de acordo com
uma das reivindicacdes 2 a 10, carcaterizado por se utilizar no
referido processo uma estirpe escolhida entre as estirpes Lacto-
coccus lactis ssp cremoris depositadas na CNCM com os n® D77 e
D114, a estirpe Lactococcus lactis ssp lactis depositada na CNCM
com 0 n° D91 assim como as estirpes Lactococcus lactis ssp
lactis var. diacetylous depositadas na CNCM com os n¢ D94 e D9%6.

Lisboa, 12 de Abril de 1991

——

—

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial

RUA VICTOR CORDON, 10-A 32
1200 LISBOA
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Plosmideo pPF66
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Plasmideo pPF 72
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