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SUMMARY 

The composition of the lipopolysaccharides from E. cob KI2 P678 and from a mutant strain PM61 was investigated. No difference 
was found between the lipopolysaccharides of both strains. These bacteria belong to the CR34 serologic type in the group ofE. coli 
K12. 

1. Introduction 

Plusieurs types de lipopolysaccharides ont 6t6 
caract6ris6s chez Escherichia coli. Le groupe de E. coli 

K12 a 6t6 6tudi6 avec les souches CR34, D21, W300 
et avec des mutants obtenus ~ partir de ces souches 
[ 1 - 6 ] .  On distingue plusieurs types s6rologiques 
l'int6rieur du groupe K12. Le lipopolysaccharide de la 
souche CR34 renferme le glucopyranose, le galactose 
et le L-glyc6ro-D-mannoheptose, ces deux oses sont 
sous les deux formes pyranique et furanique; la gluco- 
samine n'est pr6sente que darts le lipide A. Les 
souches D21 et W300 renferment les m6mes sucres, 
sous forme pyranique seulement, avec en plus le 
rhamnose [5,6] ; d'autre part la glucosamine est 
pr6sente dans le polysaccharide du noyau. 

Starka et al. ont isol6 ~ partir de la souche sauvage 
P678 de Escherichia coli K12 un mutant PM61 pr6sen. 
rant des anomalies dans la morphologie et la division 
cellulaire [7,8]. La composition en phospholipides 
est diff6rente pour les deux souches, la souche 
mutante est caract6ris6e par un pourcentage tr6s 
61ev6 en diphosphatidylglyc6rol [7,9]. Par aiUeurs ce 
mutant pr6sente une sensibilit6 h la p6nicilline, ~ la 
D-cyclos6rine et gtla rifampicine sup6rieure ~ celle de 
la souche parente [7].  

Nous avons 6tudi6 la composition des lipopoly- 
saccharides des deux souches P678 et PM61, d'une 

part pour rechercher une relation 6ventuelle entre la 
sensibilit6 aux antibiotiques et une modification de 
la structure de l'enveloppe lipopolysaccharidique, 
d'autre part pour pr6ciser le type s6rologique de ces 
souches dans le groupe de E. coli K12. 

2. Mat6riel et m6thodes 

2.1. Isolement du lipopolysaccharide et obtention du 
polysaceharide 

Les conditions de culture ont 6t6 d6crites pr6c6dem- 
ment [10].  Les bact6des sont recuefllies en fin de 
phase exponentielle, lav6es/l l'eau distill6e puis lyophili. 
s6es. Le lipopolysaccharide est extrait par le m61ange 
ph6nol/chloroforme/6ther de p6trole (2/5/8, en vol.) 
scion [ 11 ] ,  fl est purifi6 par centrifugation 
100 000 × g pendant 4 h. 

Le polysaccharide est obtenu par traitement du 
lipopolysaccharide avec une solution fi 1% d'acide 
ac6tique pendant 45 min fi 11.0°C. I1 est purifi6 sur 
colonne de Sephadex G-15 avec 61ution par le solvant: 
pyridine/acide ac6tique/eau ( 125/18] 1500, en vol.). 

2.2. Analyse des acides gras 
L'hydrolyse acide du lipide A est effectu6e par 

HC14 N pendant 5 h ~ 100°C [12],  les acides gras sont 
extraits ~ l'6ther. Ils sont 6tudi6s par chromatographie 
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en phase gazeuse apr6s m6thylation par le diazo- 
mdthane, les pourcentages de chaque ester sont cal- 
cul6s par mesure de l'aire des pics. Les chromato- 
graphies sont r6alisdes ~ 160°C sur une colonne 
(200 × 0,3 cm) de di6thyl6ne glycol succinate 10% 
sur chromosorb W 80-100 mesh. 

2.3. Analyse des sucres 
Les m6thodes analytiques ont 6t6 d6crites 

prdc6demment [2]. L'analyse quantitative des sucres 
a 6t6 r6alis6e soit par colorim6trie, soit par chromato- 

.graphie gazeuse des ac6tates d'alditols ~ 170°C sur une 
colonne contenant 3% de ECNSS-M sur chromosorb 
G 80-100 mesh [13]. La recherche des esters phos- 
phoriques d'oses a 6t6 effectu6e par 61ectrophor~se 
sur papier h pH 5,4 dans le solvant: pyridine/eau/ 
acide acdtique (2,5/1000/9, en vol.). 

2.4. Analyse des sucres mdthylds 
Les lipopolysaccharides et les polysaccharides sont 

m6thyl6s selon la m~thode de Hakomori [14] et 
Hellerqvist et al [ 15]. Ils sont ensuite purifi6s par 
passage sur colonne de Sephadex LH-20 dans le 
solvant 6thanol/chloroforme (2/1, en vol.) puis hydro- 
lysds. Les sucres m6thyl6s sont r6duits en alditols par 
le borodeutdrure de sodium en pr6sence de 2HzO puis 
ac6tyl6s. Les ac6tates d'alditols partiellement m6thyl6s 
sont analys6s par chromatographie gazeuse. 

2.5. Mdthodes sdrologiques 
Les tests d'hdmagglutination et d'inhibition de 

l'hemagglutin~ition sont r6alis6s selon la m6thode 
d6crite par Beckmann et al. [16] et modifide selon 
Ruschmann et al. [17]. 

3. R6sultats 

Le lipopolysaccharide reprdsente 2,6% du poids 
sec de E. coli P678 et 1,7% de 17. coli PM61. 

3.1. PropridtOs immunologiques des lipopolysaccharides 
L'hdmagglutination de l'antis6mm 17. coli K12 

CR34 avec le lipopolysaccharide homologue est 
inhib6e par les lipopolysaccharides des souches P678 
et PM61 ~ la concentration de 40/sg/ml. La structure 
de ces lipopolysaccharides est donc voisine de celle du 
lipopolysaccharide de la souche CR34. 

3.2. Composition des lipopolysaceharides et des 
polysaeeharides 

L'analyse quantitative des sucres du lipopoly- 
saccharide et du polysaccharide des souches P678 et 
PM61 a 6t6 r6alisde soit par chromatographie gazeuse 
des ac6tates d'alditols [ 13 ],  soit par dosage colori- 
m6trique, les rdsultants sont indiqu6s dans le tableau 1. 
Les lipopolysaccharides des deux souches sauvage et 
mutante, referment le galactose, le glucose, la gluco- 
samine, le L-glyc6ro-D-mannoheptose et l'acide 3- 
d6soxyoctulosonique. La glucosamine est absente du 
noyau polysaccharidique, elle se trouve dans le lipide 
A. Le glucose et le galactose poss6dent la configura- 
tion D, ils sont oxyd6s respectivement par la D-glucose- 
oxydase et la D-galactose-oxydase. Le L-glyc6ro-D- 
mannoheptose est identifi6 par chromatographie 
gazeuse de l'ac6tate d'alditol. 

3.3. Analyse des acides gras du lipide A 
Le lipide A est hydrolys6 et les acides gras sont 

6tudi6s apr6s m6thylation par chromatographie en 
phase gazeuse. La composition en acides gras de 

Tableau 1 
Composition du lipopolysaccbaride et du polysaccharide des souches P678 et PM61 de E. coli K12 

Compos6 Composition (%) du 
lipopolysaccharide polysaccharide lipopolysacchaxide polysaccharide 
P678 P678 PM61 PM61 

Galactose 2,8 7,4 3,2 6,9 
Glucose 9,6 21,8 10,3 18,6 
Heptose 19,7 28,6 16,8 31,7 
Acide 3-d~soxy- 

octulosonique 9,8 5,0 8,7 7,8 
Phosphore 3,5 3,4 3,0 3,0 
Glucosamine 6,8 0,4 7,7 0,4 
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Tableau 2 
Composition en acides gras des lipopolysaccharides de E. coli K12 P678 et PM61 

Constituant Composition (%) de 
E. coli P678 E. coli PM61 

December 1977 

Acide laurique 6,8 30,8 
Acide myristique 30,5 18,7 
Acide palmitique 29,3 2,8 
Acide st~arique 9,0 - 
Acide ol6ique 5,5 - 
Acide/3-hydroxymyristique 18,7 47,7 

chaque lipopolysaccharide est indiqu6e dans le 
tableau 2. Les acides laurique, myristique,/~-hydroxy- 
myristique et palmitique existent dans des propor- 
tions diff6rentes dans les deux souches, les acides 
ol6ique et st6arique sont absents dans le mutant. 

3.4. Analyse des lipopolysaccharides et polysaccharides 
mkthylks 

Les acetates d'alditols partiellement m~thyl6s 
provenant des lipopolysaccharides et polysaccharides 
m6thyl6s sont analys6s par chromatographie gazeuse 
[18,19]. Les compos~s ont 6t6 identifi6s d'apr~s leur 
temps de r6tention par rapport au 2,3,4,6-t6tra-O- 
m6thylglucitol. Les lipopolysaccharide m6thyl6s des 
deux souches renferment 1 e 2,3,4,6-t6tra-O-m6thyl- 
galactose correspondant au galactofuranose et des 
traces de 2,3,5,6-t6tra-O-m6thylgalactose corre- 
spondant au galactofuranose. Le galactose n'est pas 
substitu6 dans les lipopolysaccharides. Le glucose se 
retrouve sous la forme de 2,3,4,6-t~tra-O-m~thyl- 
glucose, de 3,4,6- et de 2,3,4-tri-O-m6thylglucose. 
Dans la r6gion des heptoses, deux penta-O-m6thyl- 
heptoses, l'un furanique et l'autre pyranique, sont 
caract6ris6s; chez le mutant, la forme furanique est 
pr~dominante. Les polysaccharides m~thyl~s con- 
tiennent les m~mes sucres que les lipopolysaccharides 
m~thyl6s mais on observe une diminution du taux des 
formes furaniques partiellement ~limin6es par 
l'hydrolyse ac6tique. 

3.5. Identification des oses-phosphates 
Les polysaccharides sont hydrolysis par HC1 N, 

2 h ~ 100°C et les hydrolysats sont soumis ~ l'~lectro- 
phor6se sur papier. Apr~s r6v61ation par le nitrate 
d'argent en milieu alcalin, on observe la pr6sence de 

compos6s anioniques dont la mobilit6 61ectrophor6- 
tique est voisine de celle du glucose-6-phosphate 
t6moin. Ces compos6s sont 61u6s et soumis & l'action 
de la phosphatase alcaline ; la chromatographie 
gazeuse effectu6e sur les ac6tates d'alditols permet 
l'identification de l'heptose et du glucose. 

I1 existe donc, fi c6t6 des heptoses phosphates, du 
glucose-phosphate dans la chaine polysacchandique du 
noyau des deux souches sauvage et mutante. Un 
r6sultat identique avait 6t6 obtenu avec le lipopoly- 
saccharide de la souche CR34 de E. coli K12 [2]. 

4. Conclusion 

Aucune diff6rence n'est observ6e dans les 
propri6t~s immunologiques des souches P678 et 
PM61. Les diff6rences d'ordre structural ne portent 
pas sur la composition du noyau mais seulement sur 
la r6partition des acides gras du lipide A. Ce r6sultat 
pourrait ~tre en relation avec une modification du 
m6tabolisme lipidique d6j~ observ6e chez le mutant 
PM61 au niveau des phospholipides [9]. Les acides 
gras ayant 12 et 14 atomes de carbone repr6sentent 
56% des acides gras totaux du lipide A de la souche 
P678 et 97% de ceux de la souche PM61. Si des 
differences analogues se retrouvent au niveau des 
phospholipides membranaires elles peuvent 6ven- 
tuellement expliquer les changements de morphologie 
et de sensibilit6 aux antibiotiques observes chez le 
mutant. 

Par ailleurs il existe une grande similitude de com- 
position entre les lipopolysaccharides des souches 
P678 et PM61 et celui de la souche CR34 6tudi6 
pr6c6demment. Ces trois souches peuvent donc ~tre 
class~es dans le m~me type s~rologique. 
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