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All the H,0,-destroying activity was abolished by boiling the cells for 3 min.
Catalase and “‘peroxidase” activities' could be separated cleanly by treatment with
toluene and sodium azide, respectively. Exposure to toluene abolished the “peroxidase”
activity without affecting the catalase, whereas 10~ M azide at pH 7 inactivated
the catalase without influencing the “‘peroxidase” activity. The latter was inhibited
32 % by 1073 M azide and 839 by 1072 M azide; these values are appropriate
for peroxidases containing heme®. A ‘trichloroacetic acid extract of Rps. spheroides,
prepared as described by VERNON?, showed negligible peroxidase activity with guiacol
and cytochrome ¢ as hydrogen donors. Aeration or addition of H,0O,, sufficient to
induce a 10-fold increase in catalase content during 1 h, did not alter the “peroxidase”
activity of the initial cells. Thus it is possible to induce wide variations in the relative
magnitudes of catalase and “peroxidase” activities in Rps. spheroides.

In studies of the effects of H,0, (e.g., in radiobiology), catalase is generally
assayed by methods in which the H,O, concentration is millimolar or higher. The
destruction of H,0, at much lower concentrations is then predicted from this assay.
Such an extrapolation, from the kinetics of peroxide destruction at high concentra-
tions of H,0, to the kinetics at low concentrations, is not justifiable. With Rps.
spheroides, and perhaps with many other systems, the extrapolation would be grossly
in error.
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Obtention du substrat du lysozyme contenu dans la
paroi ectoplasmique d’Eberthella typhi

Nous avons précédemment montré! que la paroi ectoplasmique de Salmonella
pathogénes pour ’homme, contient un substrat du lysozyme, qui parait—au moins
partiellement —responsable de sa rigidité puisque l'activité de 'enzyme se manifeste
par sa totale dissolution. Ce substrat, dont on a pu penser qu’il pouvait s’identifier avec
l'antigéne somatique?, n’est accessible au lysozyme que si les bactéries ont subi au
préalable un traitement approprié dont I'action parait étre d’arracher des constituants
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parié¢taux superficiels riches en lipides. Nous avons cherché & isoler ce substrat, & ie
purifier et a I'identifier.

La bactérie étudiée est la souche O-gox d'Eberthella tvphi, que I'cn sait exempte
d’antigéne Vi, peu riche en antigéne H et dont la constitution antigénique O est IX,
XII. Elle est culiivée a 37° en milieu agité et oxygéné contenant z % d’hydrolysat de
caséine et 1 2, de glucose. La récolte est faite au bout de 24 h par cmtnfngntton, le
culot est remis en suspension en tampon phosphate 0.066 A1 de pH 7.2. Cette suspension
est ajustée de telle manicre que diluée 23 fois, clle ait une extinction de 0.97 & 720 myp,
puis elle est répartie a raison de 20 ml en ampoules de 25 ml que 'on scelie.

La méthode choisie pour obtenir les parois ectoplasmiques fait appe] 4 unc digestion
par la trypsine. Par ce procédé en effet, on peut espérer se débarrasser au mienx dc-:
fractions protéiques sans modifier Jes constituants de nature polysaccharidique, parn:i
lesquels doit se trouver le substrat du lysozyme. Cependant, pour obtenir vne honre
dissolution du proteplasme des bactéries et modifier suffisamment Iz, parol pour que
celle-ci puisse étre par la suite solubilisée sans que V'on fasse appel & un traitement
violent, il est nécessaire de chauifer les bactéries avant de Jeur faire subir I'action de Ja
trypsine. Cette opération est réalisée en plongeant pendant ¢ min les ampoules
scellées, dans de I’eau houillante. On centrifuge, les bactéries sont remises en suspension
dans le méme tampon, Vextinction est ajustée 4 0.97 4 720 mp puis on ajoute une
solution 4 5 mgiml de try psme tres vure de fagon 4 obtenir une concentration finale
de 0.5 mg/ml. On incube 4 37" pendant 12 h. Les parois récoltées par centrifugation,
remises en suspension dans le méme tampon, sont soumises quatre fois encere & une
digestion trypsique identique. Apris ces opérations, le microscope électronicuc permet
de contréler que le protoplasme a entic 'omcnt disparu et quij ne persiste plus que
les parois isolées. Celles-ci sont enticrement détruites si on les sou mef. a I'action du
lysozyme en tampon trihydroxyaminométhane en présence d’acide éthyléne-diamine-
tétracétiquel. En faisant agir dans un volume de r ml pendant 2 h, i mg de lysozyme
sur 21.5 mg de parois siches, on constate une augmentation du pouvvoir réducteur
correspondant & 0.104 mg de glucose, ce qui correspond 4. 7.9 %, du pouvoir r¢ducteur
total libéré par I'hydrolysc acide.

L’étape suivante consiste & obtenir la dissolution des parois en faisant 2ppel a un
traitement aussi peu traumatisant que possible. Dans ce but, on ajoute a la suspension
de parois dialvsée contre de ’eau distillée et ajustée 4 I'extinction de 0.97 & 720 mu,
un dixiéme de son volume de Teepol commercial (solution aqueuse a 21 %, du sel de
sodium d’alcoylsulfates secondaires). Cette substance tensioactive de pH neutre suffit
4 détruire entidrement la structure des parois trypsinées dont les constituants passent
en solution 3 Pexception d’une fraction trés riche en lipides que Fon écarte par centri-
fugation.

Il convient alors d’éliminer le Teepol. On y parvient, en le précipitant par le BaCl,,
mais les constituants hydrolysables par le lysozyme se trouvent également prou sités.
Aprés centrifugation, le culot est agité en présence d’Amberlite XE-66B qui, fixant Ie
baryum, fait passer le Teepo! en solution sous la forme acide. Une extraction par
I’éthanol permet de se débarrasser de celui-ci. L'insoluble qui contient le substrat du
lysozyme est soigncusement lavé a I'éthanol puis traité par I'acide éthyléne-diamine-
tétracétique. Une fraction sur laquelle le lysozyme est sans action se dissout, et le
substrat du lysozyme demeure insoluble sous forme de complexe barytique. Ii repré-
sente 3.7%, du poids sec des parois, soit 0.64%, du poids sec des bactéries. Son
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insolubilité n’empéche pas le lysozyme d’agir; celui-ci fait passer en solution 24 9%
des glucides totaux titrés aprés hydrolyse acide.

Ce substrat contient 6.1 %, d’azote, 0.49 % de phosphore et 11.3 % de baryum.
11 est de nature glucidolipidopolypeptidique comme I’antigéne somatique. La fraction
lipidique représente 15.4 % du poids total dont 10.7 % de lipides trés fermement liés,
extractibles par le chloroforme, ne sont libérés qu’aprés hydrolyse acide prolongée.
La fraction polypeptidique représente entre 36.3 (dosage des acides aminés libérés par
fa méthode de KEMBLE ET Mac PHERSON® aprés hydrolyse acide) et 54 % (dosage des
acides aminés par la méthode colorimétrique a la ninhydrine aprés hydrolyse acide). La
fraction glucidique exprimée en glucose est de 9.13 % quand elle est estimée par le
pouvoir réducteur aprés hydrolyse acide (dosage par la méthode de Somocyrd) et de
13.9 % quand elle I’est par la méthode 4 I’orcinol (methode de TILLMANS ET PHILIPPL
modifiée par RiMminGgTON?). En réalité, comme cette fraction contient beaucoup d’oses
aminés (10 % du poids total exprimé en glucosamine), et que ceux-cine sont totalement
libérés quaprés une hydrolyse par HCl 6 N pendant 8§ h a 100° (méthode de
BELCMER ¢f al., modifiée par MONTREUIL ET SCHEPPLERS}, ce traitement brutal détruit
beaucoup d’autres glucides et il est vraisemblable que les chiffres précédents sont
inférieurs a la réalité.

Dans la fraction polysaccharidique, on a identifié par chromatographie sur papier,
la glucosamine et I'acide muramique. Les autres constituants s’ils existent, ne doivent
se trouver qu’en trés faible quantité.

Dans la fraction polypeptidique, on a identifié I'acide diaminopimélique, l’acide
glutamique, 'acide aspartique, la lysine, le glycocolle et I’alanine.

Il résulte de cette composition que le substrat du lysozyme ne parait pas
identique a lantigéne somatique puisque la composition de la fraction polysacchari-
dique est trés différente. En revanche, le fait que celle-ci soit riche en hexoses aminés
et en acide muramique cadre bien avec ce que I’on sait de la spécificité du lysozyme”.
De plus, cette composition, ainsi que celle de la fraction polypeptidique, correspond
tout-a-fait a celle prétée par E. Work?® au “‘constituant fondamental de la structure
pariétale”, de qui dépendraient les propriétés mécaniques des parois et notamment la
rigidité. Mais I’existence d’une fraction lipidique solidement liée a ces constituants est
assez inattendue.
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