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ABslRAcr 

After conversion by phage 50 l(40) S Johannesburg 5 58 (40) acqurres a new 

spec1clt.y which cross reacts vvlth all Factors 1 present on other Salmonella The 
structure of the spectic polysacchandes, obtamed from both wild (polysacchande R-) 
and conferted (polysacchande Rc) strams, was estabhshed by deternunatxon of the 

component sugars and by methylatlon and penodate oxldatlon of the polysaccharides 
and a few ohgosaccharrdes obtained after partral hydrolyses The spectfic cham of 

polysacchande R- contams residues of D-glucose and D-mannose, and a tetrasub- 
stttuted residue of 2-acetarmdo-2-deoxy-D-galactose on which two residues of 2- 
acetamido-2-deoxy-D-glucose and -D-galactose are lmked The specific cham of 

polysacchande R+ apparently d&em only from that of polysacchande R- by the 
addition of an cr-D-glucose residue to the 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose residue 
The termmal disaccharide residue a-D-Glc-(1+6)-D-GalNAc of polysacchande R* IS 
snrular to the residue c+D-G~c-(~-+~)-D-G~~ which carrres the specificrty of Factor 1 

in other Salmonella Both the very small quantities of 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D- 
glucose obtamed after methylation and the resistance of the terminal residue of 
2-acetamtdo-2-deoxy-D-glucose to penodate oxrdatton cannot be explained by the 

structure proposed for polysacchande R’, unless by a special conformation which IS 

dlscussed and is presently tested by rmmunochermcal analysis 

SOMMAIRF, 

L’Ctude par mCthylatlon et oxydation par le periodate des polyosides R- et Rf 
extraits respecuvement de SaZmoneZZa~ohaw.zesburg 5 58 sauvage (40 et convertie par 

le phage q l(40) amsr que des ohgosldes en denvant apres hydrolyse partielle a 
pernus de proposer une structure comprenant des restdus de D-glucose, D-mannose 
et 2-acetauudo-2-desoxy-D-galactosetetrasubstitue sur lequel sont greffees deux resrdus 

de 2-acCtamido-2-dCsoxy-D-glucose et -D-galactose Les structures des deux polyosldes 
ne semblent differer que par l’additton sur le polyoside R+ d’un residu de a-D-glucose 

*D&he au Professor Jean-&rule Courtols B l’occanon de son 65&me aruuversarre 

Carbohyd Res 24 (1972) 457-473 



458 R GIRARD, A M STAUB 

a l’extremrd-d’une chaine laterale Le drosrde termmal cr-D-Glc-(1 +6)-D-GalNAc prC- 
sent sur Rt (1,40) rappelle le droside cc-D-Glc-(1 +6)-~-Gal responsable de la sptcrficrte 
1 sur d’autres SaZmoneZZa Certams resultats, obtenus avec le polyoslde R*, sont 
drffictles 5 Interpreter et ne pourrarent s’exphquer que par une conformatton spatiale 
partrcuhere qur a et& drscutee et fart actuellement I’obJet d’analyses rmmunochumques 

INTRODUCTION 

La souche 5 58 de SaImonelZa Johannesburg (symbohsee par SJ 5 58 dans ce 
travail) appartlent au groupe sCrologrque R du tableau de Kauffmann-White’ et 
possede Ie facteur 40 L’mfectron de cette souche par Ie phage cp 1(40), suwe ou non 
de lysogbmsatron, fart apparaitre & sa surface un nouveau determmant antrgemque 
d&cd par agglutmatron avec des ant&rums an&l, d’oh la formule I,40 donnee 5 
la souche lysogCmsCe2 On a demontre dans d’autres systtmes que les determmants 
antigemques 0 ont pour support une macromoltcule polysacchandrque su.uCe au 
niveau de Ia paror bactenenne On a done essay6 au tours de ce travarl de determiner 
la structure du polysaccharrde extract de la souche SJ 5 58 non lysogemsee, due 
sauvage, et du polysacchande extrart de la souche SJ 5 58 iysogemsce par le phage 
cp l(40) en vue de locahser les modrficattons apportees par le phage et d’etabhr la 
structure chrmique des facteurs antlgemques 40, 1 et l,, (propre a la souche lyso- 
gemsee) 

PARTIE Ewl?RIhlENTALE 

Pr&paratrcn des polyosrdes - 11s ont CtC extrarts des bactenes entreres par 
I’acrde acetrque O,lhf a 100” pendant 1,5 h, punfies par le techmque de Freeman3 et 
1yophthsCs 283 g de germes sees SJ 5 58 souche sauvage ont fourm 4,5 g (ca 1,6 %) 
de polyosrde FPS R- et 270 g de germes sets de SJ 5 58 1ysogCmsCs par 40 l(40) ont 
four-m 3,s g (ca 1,3 %) de polyosrde FPS R+ 

Identrfcatlon des oses constrtutlfs des polyosldes - Les polyosrdes sont hydro- 
lyses pendant 4 h a lOGo par I’acrde sulfunque O,~M ou par I’actde chlorhydnque 4~ 
Les hydrolysats sont chromatographles sur papler Schleicher 2043 b Mg I ou sur 
plaques de cellulose (t 1 c )4 dans les solvants (A) I-butanol-pyndme-eau (9 5 4, v/v), 
(B) 1-butanol-pyndme-eau (6 4 3, v/v), (C) I-butanol-acrde acetrque-eau (4 1 1, v/v), 

(D) I-butanol-Cthanol-eau (2 1 1, v/v), (E) Cthyle acetate-pyndme-acrde acetrque- 
eau (5 2 4 3, v/v) Les composes sont revtICs par le reactrf de Trevelyan et al 5 au 
mtrate d’argent, par la nmhydnne 0,l % dans Pacetone et par le reactrf d’Elson- 
Morgan’ 

Les hydroiysats sent chromatographres en phase gazeuse (G p g ) sous forme 
d’alditols acetates avec un apparel1 Packard de ia sene 7400 avec enregrstreur Honey- 
well sur ECNSS-M 3 % adsorb& sur du GasChrom Q (100-120 mesh) pour les oses 
neutres’ et OV-17 3 % adsorbi sur du GasChrom Q (100-120 mesh) pour la gluco- 
samine et Ia galac;tosamineg 
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Les osammes IsoICes sont egalement IdentlfiCes par oxydatlon par Ia mnhydnne 
selon la technique de Stoffyn et Jeanloz” 

Dosages des oses neutres et osammes - Le D-glucose est dCtermmC par la 
glucose oxydase , I1 le D-galactose par Ia galactose oxydase 1 ‘, le D-mannose par la 
mannose isom&ase l 3 1 s, pour ces deux dermers dosages, 11 a fallu temr compte des 
mterf&ences de la D-galactosamme pour le D-galactose et de l’heptose pour ie D- 

mannose Les osammes totales sont determmees par la techmque d’EIson-Morgan’, 
alors que la galactosamme etalt do&e spCclfiquement par Ia technique de Ludowleg et 
Benmaman’ ’ ’ 6 Les osammes sont egalement sCparees sur colonnes echangeuses 
d’lons Dowex 50 W X 8 et dosees par Ie procCdC de GardeIll’ amsl que par Ia methode 
au Techmcon de Monslgny ’ 8 Le L-glyc&o-D- martmo-heptose est do& par Ia mCthode 
d’Osbornlg, et I’aclde 3-dCsoxyoctulosomque (KDO) par la methode B I’aclde 

thlobarbltunque” 
PrPparutton des oirgosrdes - L’hydrolyse partielle des polyosldes Rt et R- est 

effectuee avec I’aclde suIfurlque O,%Z pendant 30 mm ii 100” sur des solutions de 5 ii 
10 mg de polyoslde par ml afin de redulre au maximum Ies phCnom&nes de trans- 

glycosylatlon’ ’ Les hydrolysats sont neutralIs% ii l’aide de rCsmes echangeuses 
d’amons IRA 400 (HCO;) 

La sCparatlon des ohgosldes est riahsee par passage des hydroIysats sur une 
colonne de charbon-Cehte selon la techmque de WhlstIer et Durso22 L’elutlon est 
falte dans un premier temps avec de l’eau bldlstiIl6e pms avec un gradlent exponentlel 
d’alcool de 0 B 40 %, v/v’ 3 Les groupes d’ohgosldes obtenus ont ttC ensuite sCpar& 
par chromatographle sur papler dans les solvants A ou B Les fractions tides de la 
colonne de charbon sont caractirlsees par des Iettres maJuscules pour Ie polyoslde R-, 

et mmuscules pour le polyoslde R’ Ces lettres symbohsent la nature de 1’Cluant 

utlhse E pour eau, A pour alcool Les fractions eIuCes par I’alcool, A et a, ont ete 
reumes en lots numerotCs de I & XII pour Ie polyoslde R-, et de 1 ii 8 pour le polyoslde 
Rf (Fig 1) Chacun de ces lots est d&g& par Ia Iettre A (ou a) accompagnCe d’un 
mdlce rappelant le numCro du lot, et d’un exposant d’autant plus Cleve que l’ohgoslde 
mlgre plus vote en chromatographle sur papler dans le solvant A Amsi l’ohgoslde 

A&, appartient au systeme R-, a et6 elue par I’aIcooI dans Ie lot N” XII et nugre plus 
rapldement que l’ohgoslde A&, 

DPternrmatlon de la skqllence et des types de Larson des oses dans Ies olrgosrdes 

&ad& - La ditermmatlon du r&du termmal riducteur s’effectue en dosant Ies 
oses avant et apres riductlon par le borohydrure de sodmm24 L’electrophorcse en 
tampon moIybdate25 permet egalement de detecter I’osltoI L’oxydatlon perlodlque26 
avec caIcu1 de la consommatlon de penodate et de la IlbCratlon d’aclde formlque 
s’effectue selon la technique de FIeury et Lange” ou la mlcrotechmque de Schlffman” 

L’Ctude du comportement des osldes en mlheu pyndme a chaud s’effectue selon 
Whistler et BeMiIler2Q L’utlhsation d’cc-D-mannosldase extralte de I’epldldyme de rat 
s’effectue selon la technique de Conchle et aI 30, celle de I(l-D-glucoadase selon Mage 
et Kabat3 1 Les polyosldes R+ et R- sont mCthylCs selon Ia techmque d’Hakomon32 
et Ies modlficatlons de Sandford et Conrad33 et de Hellerqvlst ef al 34 Chaque polyo- 
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side a sub1 deux cycles de mCthyIatlon Les oses mCthylCs sont xdentlfiis par c p g 

sur une colonne en verre (2,4 m x 3,l mm) d’ECNSS-M 3 % adsorb6 sur GasChrom 
Q (100-120 mesh) 5 150” Isotherme, InJection B 250”, dCtecteur 2 iomsatlon de flamme 
230”, dtblt de I’azote 35-40 ml/mm Certams ohgosrdes oni Cte methyles selon une 
modticatlon de la techmque de Diner et al 35 dans laquelle le mlheu de mCthylation 
est constltue par du N,N-dlmethylformanude anhydre, de I’hydrure de sodnun et de 
l’lodure de m&hyle 

Identzfcatzon et dosage des oses contztzztzfs des polyoszdes R- et Ri - L’hydro- 
lyse par I’aclde sulfunque 0,5h% ou par I’aclde chIorhydnque 4~ pendant 4 h B 100” 
swvle de c p g des osltols acCtates rCvi?lent la prisence de glucose, gaiactose, 
mannose, gIucosamme et galactosamme dans les deux polyosldes Le polyoslde 
R- renferme en outre un constltuant dont le temps de retention correspond ZL cehu 
d’un methyl pentose absent du polyoslde R c Cet ose rmgre comme le rhamnose en 
chromatographle sur papler et, apr&s Isolement, donne une rCa&on positive avec le 
reacti de Dlsche et Schettles spicfique des 6-dldCsoxyhexoses36 De plus le poIyoslde 
R- contlent des quantltCs plus Importantes d’ammes et de L-gz’)c&ro-D-mama- 

heptose que le polyoslde Rt (Tableau I) 

TABLEAU I 

NATURE !ZT DOSAGE DES SUCRES CONSTITUTIFS DES POLYOSIDES FPS R+ ET FPS R- = 

Donnees analytrques en % Polyosldes 

FPS R- FPS R’ 

Azote total 
D-Glucose 

n-Galactose 
D-Mannose 

OS-es 
2-Ammo-2-d&oxy-D-ghxose 
2-Ammo-2-desoxy-n-galactose 
Groupes 0-ac&yl& 
KDO 
Rhamnose 
Heptose 
Ammes 

525 4 
12-14 22-2s 

7-8.5-@ 7-8 2-3b 
7, 4, 2-Sb 8-8,5,7-8~ 

20 30-32 
8 7-10 

II-10 22-25 
01 0 

2s 03 
+ 0 
10 495 

+-I- f 

“L’azote a Ct6 dose par la techmque de KJeIdahl s’ les sucres amm& par la techmque d’Elson- , 
Morgan modlfiee par Relsslg, Strommger et Lelolr 38, les groupes 0-acBtylt% ont ete recherches par la 
techmque de Kotelko3g Les oses neutres sent dosb apres hydrolyse des polyosldes R+ et R- par 
I’aclde sulfunqLe 0.5~ a 100” pendant 4 h Les sucres arnmks sont dos& aprks hydrolyse par I’aclde 
chlorhydnque 4ht pendant 4 h & 100’ ‘Pourcentages corng&s en tenant compte de l’mterfkence au 
tours de ces dosages colonmetrlques avec d’autres oses 
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Le polyosxde Rf contrent enwon deux fols plus de glucose et de galactosarnine 
que Ie polyoslde R-. D’autre part le polyoslde R- est plus nche en sucres sp&fiques 
du noyau basal (KDO, heptose, galactose) que le polyoslde Rf Le dosage de I’azote 
par la mkthode de KJeldha13’ montre que le polyosrde R- est plus nche en azote 
total (5,5 “A) que le polyoside Rf (4 %) Or l’azote correspondant aux hexosamines du 
polyoslde R- reprkente 1,3 %, alors que l’azote des hexosammes du polyoslde Ri 
reprksente 2% Le pourcentage d’azote plus 61ev6 dans le cas du polyosxde R- 
s’exphque par I’extraction, avec le polyoslde R-, de plus grandes quantmk d’ammes 
(putrescmes, spermldmes par exemple), enwron 20 A 25 % , dans le cas du polyoslde 
Rt on en extrat enwron 10 & 12% 

Cette analyse chlmique montre que le comportement des deux polyosldes Rf 
et R-, au cows de l’extractlon et de la pwfication par la mCthode de Freeman, est 
dfl&ent extractlon plus falble d’ammes et d’oses du noyau basal dans le cas de la 
souche SJ 5 58 1ysogCmsCe que dans le cas de la souche SJ 5 58 

Le polyoslde R’ semble done posskder solt des chaines 0 spkifiques plus 
longues solt un plus grand nombre de chaines que le polyoslde R- La tr& fable 
teneur du polyoslde R+ en galactose (2 B 3%) permet de supposer que cet ose 

TABLEAU II 

POURCENTAGE DES OSES CONSTITUTIFS DES POLYOSIDES R- ET R+ ENTRANT DANS LA COMPOSITION 

DU NOYAU BASAL ET DES CHA?NES 0 SPECIFIQUES 

Donnees analytrques en % Potyosrdes 

R- R’ 

Zone des chaines specdiques 
D-Glucose 7 21,5 
D-Mannose 4,2-5 S-83 
2-Ac&anudo-2-dtsoxy-D-glucose 5-7 8-9 
Z-Acktamldo-2-desoxy-D-galactose 11 22-25,23,5 

Zone du noyau basal 
2-Acetamldo-2-dtsoxy-D-glucose 2,5-3 l-1,5 
D-Glucose 5-6 2-3 
D-Galactose S-6 2-3 
Heptose 10 4 
Phosphatd I,16 024 
KDO 2,5 0,25 

Structure adnuse pour une r&or; du noyau basaF_” 

II I 
~)-D-G-(I~2)-D-Gal-(l~3)-D-G-(f~3)-Heptose-Heptose-K0 

2 I I 
t t PO, PO4 
1 I I I 

D-GNAc D-Gal 

“Phosphate dose selon la methode de LOW&~ 
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n’est pas prksent dans les chaties et n’appartlent qu’au noyau basal II est aiors 
possible de calculer, en se basant sur la structure de ce noyau basa140-42, le pour- 
centage des dtiikents oses entrant dans la composltlon du noyau basal et des chaines 

0 spiafiques (TabIeau IQ Ces dermkes sont composCes de D-giucose, D-mannose, 

2-acktanudo-2-dCsoxy-D-glucose et 2-acCtamldo-2-dCsoxy-D-galactose dans les propor- 

t~ons approxlm 1.1 1 2 aIors que celles-cl sent d’enwron 2 1.1 2 pour Ies chakes 0 
spiafiques du polyoslde Rt 

TABLE_4U III 

SUCRES CONSl-ITUTIFS DES POLYOSIDES R+ ET R- RESISTANT A L’OXYDATION PERIODIQUE 

Sucres PoIyosldes 

R- R+ 

Non oxide Oxyde Non oxyde OrJde 

2-Ac&armdo-2-desoxy-n-galactose lo-11 A&.5 22-25 119 
2-Ac&armdo-2-desoxy-D-glucose IO-8 Z-0 10 8 

D-Glucose 12-14 535 22-25 3 
D-Galactose 5-6 0 3 0 
D-Mannose 4,2-S += 8 f’ 

“Le D-mannose resant apres oxydatxon penodlque n a pu Stre dose, car Ie dosage par la D-mannose- 
=om&ase est pertarb6 par la presence des lons penodate 

Le dosage des oses aprk une oxydatlon penodlque de 96 h des polyosldes R’ 
et R- (TabIeau lTI) montre que 50% du 2-a&tanudo-2-dksoxy-D-gaIactose est 

dttrwt Iors de cette oxydatlon, aussl blen dans Ie cas du polyoslde Rf que dans Ie cas 

du polyoslde R- Done Ia mottle de ces r&ldus sont solt sltuCs 2 I’extrCmltC d’une 
chafne laterale, solt MS en (146) dans Ies chaines 0 spiclfiques (Ies deux proposltlons 
pouvant coexlster) Le D-ghCOSe restant correspond de faGon trk satlsfalsante au 
D-glucose du noyau basal (Tableau II) ce qul slgmfie que :ous les rkdus de D-glucose 
des chaines la&ales sent d&ruts par I’agent oxydant La perslstance du D-mannose 

apri+s I’oxydatlon suggere que cet ose est IrC en C-3 dans Ies deux polyosldes ou qu’11 
est tnsubstituk La dlspantlon du D-galactose est en accord avec la structure connue 
noyau basal (Tableau IL), quant & celle du 2-adtanudo-2-dksoxy-D-glucose dans Ie 
cas du polyosxde R-, eIIe peut s’exphquer par sa posItIon & I’extremlte d’une chaine 
la&ale ou par I’exlstence d’une hason (1 +6) SI eIle est engagie dans Ia chaine 
pnnclpale On constate que, a I’opposC de ce qu’on observe avec le polyoslde R-, 
Ies rCsldus de 2-ac&tarmdo-2-disoxy-D-$ucose du polyoslde Rf ne sont pratrquement 
pas d&ruts au tours de cette oxydation (la fraction dktrmte correspond aux rbldus 

des chaines IatCraIes du noyau basal) 

l?tablrssement de la &quence des rhdus oszdlques dans les polyoszdes R- et Ri - 

La chromatographe sur charbon-Cehte des hydrolysats patiels, obtenus par 1’acIde 

sulfunque, des polyosldes R* et R-, (Fig 1, fractions e1,2 et al_-8, EI II et AI_xII, 
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F1g 1 Chromatographle sur colonne de charbon-Ckhte (longeur 50 cm, dlam mt 2,5 cm) des 
polyosldes R+ et R- hydrolysts par I’aclde sulfunque 0,5hr 2 100” pendant 30 mm, volume des 
fractions 10 ml, temp E-4” 

respectwement), smvie de chromatographle sur papler dans Ie solvant A et d’CIution 
par I’eau distllMe a pernus dkoler toute une gamme d’ohgosldes (Tableau IV) 

L’analyse quahtatlve des sucres constltutlfs des ohgosldes obtenus en quantltCs 
assez Importantes a perrms de classer ceux-cl en - ohgosldes ne contenant que des oses 
neutres (Groupe I), ohgosldes renfermant des oses neutres et un type d’osamme 
(galactosanune ou glucosamme) (Groupe II), et ohgosldes renfermant des oses neutres 
et les deux types d’osarmnes 

La grande majonti de ces ohgosldes ne nugrent pas en Clectrophor&e en 
tampon pyr&ne-aclde acktique-eau (5 2 43, v/v, dduC 4 fols) B pH 5,4 Done la 
fonchon ammie des osammes est substltuee par des groupements acktyles, comme le 
Iasse penser 1’~solement des 2-acCtamtdo-2-dksoxy-D-glucose et -o-galactose des 
frations A1 et a, (Fig 1); en outre, les oses de ces ohgosldes ne poss&dent aucune 
fonchon alcool subswuCe par des groupements charges positivement ou negahvement 
f~ e PO:-, CO,, efc ) 

Olrgoszdes dtr Groupe I, AZ et A& RGal 0,53 Ces ohgowdes renferment des 
rkidus de D-mannose et de D-gIucose dans les msmes proportions La rkduction par 
le borohydrure de sodmm entrake la transformation totale des rkdus de D-glucose 
en r&ldus de D-gluclto1, m&quant que ces ohgosldes sont des dlosxdes mannosyl- 
glucoses La stab&k du hoside Ag en rmheu pyndme & 100” pendant 1 h exclut la 
possIblht6 d’une haison (l-3) D’autre part, ce &oslde est retrouve apr&s hydrolyse 
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partlelle du tnoslde O-Man-(1 -+4)-O-G-( l-4)-GalNAc &u&t cl-dessous Le dloslde 
A: a done la structure 

0-D-mannosyl-(1 d)-D-ghCOSe 

Ohgosrdes du Groupe II, A& et a:, Ron, 0,39-0,40 L’analyse quahtatwe et 
qua&l&we des oses prisents dans ces deux ohgosldes, confirm& par I’examen du 
spectre de masse de leurs composis permtthylb, mdlquent que ce sont deux tnosldes 
constltuCs de rkdus de D-mannose, D-glucose et D-galactosamme La D-galactosamme 
occupe la posltlon termmale riductnce, et l’absence de migration en Clectrophorke 
montre que la fonctlon armne est bIoquCe probablement par un groupement acCtyle 
L’actlon d’une D-mannosldase, contenue dans un extralt d’ipldldyme de rat, sur 
ces deux tnosldes a IlbCre du D-mannose Ce r&du occupe done la posrtlon termmale 
non rtductnce dans I’ohgoslde, le resldu de D-glucose occupant la poslhon mkdlane 
L’oxydatlon de chaque tnoslde consomme trols moles d’aclde penodxque et hbkre 
I,22 mole d’acide formlque L’hydrolyse de ces ohgosldes oxydCs et rCdults fourmt 
de I’&ythrltol et du glycCro1 L’hydrolyse de A& permethylk hbke du 2,3,4,6-tCtra- 
O-mkthyl-D-mannose et du 2,3,6-tn-O-methyl-D-glucose Tous ces rksultats condm- 
sent 2 proposer pour ces deux tnosldes la structure 0-D-mannopyranosyl-(1+4)-O- 
D-glucopyranosyl-(l+4)-2-ac~tamido-2-dCsoxy-D-galactose L’absence de formatlon 
de chromogke au tours de la rkactxon d’EIson-Morgan effectuCe sur ces deux 
tnosldes non hydrolysis est Cgalement en accord avec la hsuson (I-4) entre Ies 
rksldus de D-gIucose et de 2-acCtanudo-2-desoxy-D-galactose 

Otrgosrdes du Groupe II, AZ,, et a$ Ron, ca 0,30 Ces deux ohgosldes sont des 
tktraosldes constltuk par un rCsldu de D-glucose, un rkdu de D-mannose et deux 
rkdus de 2-adtanudo-2-dksoxy-D-galactose La rCductlon par le borohydrure de 
sodmm mdlque qu’un des risldus de galactosamme est en posltlon termmale rCduc- 
tnce La nkstance du rksldu de D-mannose B i’oxydatlon perrodrque prouve que 
cehu-cl est substltue en C-3 L’hydrolyse partlelle de cet ohgoslde a fourm le trloslde 
A& et les dlosldes A? et a; Le deuxl&me rCsldu de 2-acCtanndo-2-dCsoxy-D-galactose 
est done en posltlon terrnlnale non rkductnce et he au C-3 du resldu de D-mannose 
La structure proposCe pour ce tetraoslde est 

D-GalNAo(1 +3)-D-Man-(l~4)-G-(1+4)-GalNAc 

Ohgosrde du Groupe II, A&, Ron, ca 0,20 Cet ohgoslde est cons.tituC de 
rCsldus de D-glucose, D-mannose et 2-acktarmdo-2-dksoxy-D-gaIactose dans Ies 
proportlons 2 1.2. Un rksldu d’hexosamme est en posltlon termmaie r&ductrlce 
L’hydrolyse partlelle a hbCr6 les ohgosldes A&,, A&, a: et A? 11 s’aglt done d’un 
pentaoslde comportant un resldu de D-glucose dont Ia posItIon reste mdetermmee 
Toutefols la proportxon des oses dans Ie polyoslde R- (D-glucose-D-mannose-2- 
acktarmdo-2-dkoxy-D-galactose 1.1 2) est mcompatlble avec I’exxstence d’une chaine 
IatCrale de D-glucose II faut done attnbuer ?L I’ohgoslde A&, Ia structure 
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Ollgosrde du Groupe II, (A$&, RGal 0 Cet ohgosrde a etC punfie par filtratron 
sur colonue de Biogel P2 (100-120 mesh) 11 est constrtue de resrdus de D-glucose, 
D-mannose et 2-acCtamrdo-2-desoxy-D-galactose dans les proportrons vorsmes de 
1,3 1 4 La reductron par le borohydrure de sodium mdrque qu’un des rksrdns d’hexo- 
samme est en posmon termmale rCductnce L’hydrolyse partrelle de eet ohgosrde a 
foumi les ohgosrdes A_$,, A&, , A&, ai et A? et un ohgosrde mrgrant comme a: En 
outre la methylanon par l’rodure de methyle en presence d’hydrure de sodmm dans la 
NJV-drmCthylformarmde et l’analyse des oses methyl& en c p g sur la phase statron- 
narre ECNSS-M 3 % adsorbee sur du GasChrom Q (100-120 mesh) a 160” a revelk 
l’exrstence de 3 p~cs maJeurs correspondant au 2,3,4,6-t&ra-O-mkthyl-D-glucose ou 
-D-mannose (3,5 mm), au 2,4,6-trr-0-methyl-D-mannose (6,5 mm) et au 2,3,6 D-r-O- 
methyl-D-glucose (8 mm) 

La hberatron de l’ohgosrde A$,, au tours de l’hydrolyse partrelle suggere que 
les deux r&dus de galactosamme supplementarres trouves dans ce polyosrde forment 
des chdnes la&ales Celles-cr ne peuvent Ctre hCes a aucun des deux rtsldus d’hexose 

pmsqu’rls donnent des denvCs tnmethyles apres methylatron de l’ohgosrde, 11 reste 
alors la possrbrhte de 2 embranchements portes par chacun des r&dus de D-galactosa- 
mme ou d’une seule chaine laterale contenant 2 resrdus de D-galactosamme En se 
rapportant anx proportions trouvCes dans le polyosrde (2-acetamido-2-desoxy-D- 
galactose-D-glucose-D-mannose 2 1 1) on est ameni B conclure ii l’exlstence de deux 

chaines lat&ales, et & attrlbuer & l’ohgosrde (A&l2 Ia structure 

(~-G)-(l-t4)-~-GalNAc-(i~3)-~-Man-(l~)-~-G-(l~)-~-GalNAc 
f t 
1 1 

D-GalNAc D-GalNAc 

La proportron de 1,3 resrdu de D-glucose pour 1 resrdu de D-mannose serart alors due 
a la coexrstence dans (.4&J, de deu xohgosldes possedant ou non le resrdu de D- 

glucose termmal non reducteur 
Ohgoslde du Grortpe II, (as), RGill 0,79-0,80 Cet ohgosrde est constrtue de 

D-glucose et de 2-acCtanndo-2-dksoxy-D-galactose dans les proportrons 1 1, la reduc- 
Don entraine la destructron totale de I’osamme, celle-cr est done en posrtron termmale 
reductrrce et a; est un D-glucosyl-Zacetarmdo-2-dCsoxy-galactose 

L’ohgosrde est rkstant & l’acuon de la P-glucosrdase La stab&C de a: en 
mrheu pyndme a 100” et la farble hberatron de chromogitne au tours de la reactron 
d’Elson-Morgan effectuee sur le drosrde total excluent la possrbrhte d’une lnuson 
(l-3) Une consommatron de 3,87 moles de penodate avec formatron de 2,l moles 
d’acrde formique par mole de drosrde est en accord avec la structure 

O-~-glucosyl-(l-,6)-2-acCtam~do-2-dCsoxy-D-galactose 

Ohgosrde drr Grorqe II, (&‘R,,, ca 0,97. Cet ohgosrde est forme d’un resrdu 
de D-glucose et d’un rCsrdu de 2 acetarmdo-2-desoxy-D-galactose dans les proportrons 
l-l, le rCsrdu de D-galaetosamme est en position termmale reductnce D’autre part 
ce droslde est retrouve lors de l’hydrolyse partlelle des trrosrdes A$ ou a: de structure 
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Man-( 1+4)-G-( 1+4)-GaINAc Le peu de chromogcke hb&i par la reaction d’Elson- 
Morgan effectue sur cet olrgosIde avant hydrolyse est CgaIement en accord avec la 
StrUCtUre O-D-gIucosyl-(l-+4)-2-acetam1do-2-dCsoxy-D-gaIactose 

Ohgosrde da Grorrpe iZ, (a:), Ron, ca Cl,15 Cet ohgoslde renferme du D-gIucose, 
du D-mannose et du 2-acetamldo-2-dQoxy-D-galactose dans Ies proportIons 2 1 1 
Un resldu de D-glucose occupe Ia posltlon termmale rCductnce L’hydrolyse partlelle 
de cet ohgoslde fourmt essentleilement Ie dloslde 0-D-mannosyl-(I +4)-D-glucose, 
trts peu de dloslde O-D-gIucosyl-(l~4)-2-acetarmdo-2-dCsoxy-D-gaIactose et un 
dloslde 0-D-glucosyi-(1+4)-2-ammo-2-desoxy-D-gaIactose ayant son osamme d&a&- 
tyI&e (ohgoslde A$‘, Tableau IV) On peut proposer pour cet ohgoslde la structure 

D-G-( l-+4)-D-GaINAc-(l-3)-D-Man-( 1+4) D-G 

Ohgoslde da Groupe II, (cI~)~, RonI 0 Cet ohgoslde, punfie par filtration sur une 
colonne de BlogeI P,, est constltue de D-glucose, D-mannose, 2 acetamldo-2-desoxy- 
D-galactose (plus des traces de 2-adtamldo-2-dksoxy-D-glucose) dans Ies proportJons 
2 1 3 La reduction par Ie borohydrure de sodmm montre qu’un des resldus d’hexosa- 
mme est en posltlon termmaIe rCductnce L’hydroIyse partlelle de cet ohgoslde a 
hberk Ies ohgosrdes AzIl, A&, A:,” et a: Ces rCsuItats suggtrent pour cet ohgoslde, 
en anaIo@e avec I’ohgosrde (A$,& du polyosrde R-, Ia structure 

D-GalNAc 
6 

1 

D-G 

La posltlon de la harson du r&du D-G-(1 +6)-D-GaINAc sur I’une ou l’autre des deux 
gaIactosammes reste mdCtermmCe 

Ohgosrdes du Grorrpa III, A&, A& et a:, RGa, ca 0 97 Ces ohgosldes sont 
constltuk de D-glucose, 2-acCtamido-2-dtsoxy-D-galactose et 2-acetarmdo-2-dksoxy- 
o-glucose dans Ia proportlon de 1 gIucose pour 2 osammes Apres reduction par Ie 
borohydrure de sodium Ia quantk de D-glucose est mchangke alors qu’on note 
une dlspantlon presque totale des osammes On peut done conclure que Ie rbldu de 
D-glucose n’est pas en posmon termmaIe reductnce L’hydroiyse partleIIe de A& par 
I’aclde sulfunque 0,25~ pendant 15 mm 5 100” donne narssance a 3 composks 
pnnclpaux (AZ,), , (A& et (A&)3 separk en chromatograptie sur papler dans Ie 
solvant A (Fig 2) L’rsolement de ces 3 composes et I’Ctude de Ieurs constltuants 
indlquent que (A;,), est compose de D-glucose et D-galactosamme, (A&), de D-gluco- 
samme et D-galactosamme et (A& de D-glucose D’autre part l’analyse en spectro- 
graphle de masse de A& permCthyk-5 revGIe la nature tnosldrque de cet ohgoslde 
(sortie du p~c mokulalre B 709) La liaison entre Ies rckdus de D-glucose et D- 
gaIactosamme ne peut k%re que (l-4) pmsque A& a ett trouvt dans R- qul ne 
possgde pas de dloside D-G-(1 -+6)-GaINAc La halson (1+3), labile en mlheu alcalm, 
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Mm 0 
G 0 

GN 0 
GalN Q 0 

0 
0 

00 

MCIC 0 

T A& A&x A&+ -f A&,,; 

Fig 2 Chromatographle sur papler de l’ohgoslde A&,, A:,, ohgoslde natif, A& ohgoslde 
oxydk par I’aclde penodlque, AMH+ ohgoslde hydrolyse par l’aclde sulfunque 0,5&l pendant 4 h a 
10@“. A?u~tp olrgoslde hydrolyse par I’aclde sulfunque 0,25nr pendant 15 mm a loo”, T, temoms, 
M&, m&cltose 

entre les deux restes d’hexosammes est suggeree par la dlspantlon des deux hexosa- 
mmes lors de la rkductlon par le borohydrure de sodmm L’etude cm&que de la 
consommatlon de penodate par le trIosIde A& montre qu’envlron 3 moles de penodate 
sont consommCes par mole d’ohgoslde Cccl n’est compatible qu’avec la prksence 
d’un rkdu de D-glucosamme sur une chaine laterale Ces resultats suggkent la 
structure 

O-D-glucosyl-( 1+4)-C O-2-acitarmdo-2-dksoxy-D-glucosyl-( l-+3)]-2-acttamldo- 
2-dCsoxy-D-galactose 

MPtfzylatron des polyosrdes R- et RC - Les temps de rktentlon (TJ des p~cs 
(Fig 3) par c p g des oses methylk sous forme d’acetates d’aldltols sont dCtermm6s 

par rapport au 1,5-d~-U-ac~tyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-gluc~tol44 
La methylation du polyoslde R- a fourm le 2,3,4,6-tCtra-U-methyl-D-galactose 

(p~c B, 7’, 1,29) correspondant au rksldu de D-galactose du noyau basal l& (146) ii un 
rCsldu de D-glucose I (Tableau II) Les plcs G et H ont des T, de 3,6-3,8 et 4,02-4,03 
correspondant & ceux du 2,4-dl- O-methyl-D-glucose (T, 3,6) et 3,6-h- O-methyl-D- 
glucose (T, 4,l) Ces r&dus tnsubstltues correspondent vralsemblablement A ceux de 
D-glucose I et II du noyau basal (Tableau II) Les p~cs F et D (T, respecttfs de 2,50 
et 1,98-2,08) correspondent aux derives tnmCthylCs des oses neutres des chaines 
spkfiques, respectwement le 2,3,6-tr&O-mithyl-D-glucose (T, 2,85) et le 2,4,6-in-U- 
methyl-D-mannose (T, 1,95) de@ trouvks lors de l’etude de l’ohgoslde (A&J2 Toute- 
fols 1’mtensltC tr& forte du p~c F par rapport au PIG D lalsse supposer que celul-cl 
renferme Cgalement du 3,4,6-tn-O-mtthyl-D-glucose (T, 2,85) Ces dCrrvCs trlmCthylCs 
du D-glucose pourraient correspondre aux rtsldus de D-glucose II (Tableau II) du 
noyau basal non substituks par les chaines polyosldlques spicfiques Le p~c C a un 
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Fig 3 Separation par chromatographle en phase gazeuse des oses mCthyIes obtenus a partlr des 
hydrolysats des polyosldes R- et R+, methyl& sulvant la technique d’HaLomonJ2-34, sous la 
forme d’aldltols acetates Chromatogramme obtenu avec le polyoslde R- (-----), alec le polyo- 
side R* ( ); I InJectIon Les plcs sent dkcrlts dam Resultats 

T, (1,52) volsm de celul du 2-O-mkthyl-L-rhamnose (1,6) ou d’un denvC mCthylC du 
L-g~~cPro-D-l?zanno-heptOSe, or le polyoslde R- est nche en heptose (10 %) et contient 
un peu de rhamnose (Tableau I) 

Le chromatogramme des derw5s mCthylCs obtenus du polyoslde R+ r&Ye 
deux PIGS maJews (d, 2,4,6-tn-U-mkthyl-D-mannose, r, 1,98-2,08, f, 2,3,5-trl-U- 
methyl-D-glucose, T, 2,50) L’mtensltC falble des plcs b, g et h correspond B l’extrac- 
tron moms importante des oses du noyau basal dans le cas de la souche SJ 5 58 
1ysogCmsee (Tableau I) Le p~c mmeur a (Tr 1) correspond au 2,3,4,6-tCtra-O-methyl- 
D-&COSe (ou -D-mannose) (T, 1) 

La colonne d’adsorbant utiste en c p g ne permet pas d’ldentlfier les d&&s 
methyles des osammes (T, trop longs) 

DISCUSS!ON 

Polyosrde R- - Pour la chaine spicfique de ce polyoslde (Schkma I), on 
retrouve la structure proposbe pour I’ohgoslde (A$&, sur laquelle a ete aJoutCe la 
ranuficakon d’un rCsldu de 2-acCtanudo-2-disoxy-D-glucose trouvC dans les ohgosldes 
A& et A& Ce rkdu Ctant attach& an C-3 du rkdu de 2-acktamldo-2-dksuxy-D- 
galactose de la cha?ne prmclpale, 11 ne reste plus que le C-6 hbre pour fixer la ranufica- 
bon d’un r&du de 2-acitanndo-Zd&oxy-D-galactose 

Cette structure rend compte des propotions des oses trouvees dans le polyoade, 
de la destruchon par oxydation periodlque des rkdus de D-glucose 11Cs aux chaAmes 
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spklfiques des rCsldus de %acCtarmdo-2-desoxy-D-glucose, et de la destruction par 
oxydation peno&que de 50% des Aldus termmaux non rkducteurs de 2-aktarmdo- 
2-dkoxy-D-galactose Les halsons entre les sucres de la chake prmclpale, tant de 

certains oligosldes que du polyoslde entler, ont iti Ctablies par mkthylation ou par 

oxydatlon penodlque ou par les deux pro&d& Les hasons des ranukatrons restent 
plus sujettes B caution 

Unite bmlogtque 

Schema I 

L’absence de 2,3,4&i-tetra-O-methyl-D-glucose ou -D-mannose dans l’hydrolysat 
du polyoside R- permethyl est en accord avec cette structure; elle suggke de plus 
que I’extr&mltC non reductrlce des chaines seralt constltuCe par un resldu de D- 
galactosamme et que 1’umtC blologque du polyoslde serait con&t&e par l’ohgoslde 

mdlquC sur le SchCma I 
La presence d’un resldu de 2-acetamido-2-dksoxy-D-galactose tCtrasubstltuC, 

est mhabltuelle. On auralt pu penser que le polyoslde R- Cmt constltut de deux 
populations de ma~OmOl&kS ayaM la meme chaine D-mannosyl-D-glucosyl-(2- 
ac&amldc% %dCsoxy-D-galactosyle mzus dent l’une possederalt uniquement des 
ramticatlons de D-galactosamme et l’autre posstderalt umquement des raticatlons 

de D-glucosamine Dans cette perspectwe on devralt avow dew fols plus de rksrdus 
de D-glucose dans les chaines 0 spklfiques que de rkdus de 2-ac&anudo-2-dCsoxy- 
D-glucose, ce qm n’est pas le cas, les proportions Ctant de 1 1 Le rCsldu de Zatita- 
mldo-2-desoxy-D-galactose est done vrarsemblablement tCtrasubstituC 

Outre ces chaines sp&fiques le polyoslde R- contlent une forte proportlon du 
noyau basal qm, d’aprb les r&ultats de la mkthylatlon, semble ldentlque ou t&s 
semblable 8 celw de Salmonella d’autres groupes Nous ne savons pas B quo1 rattacher 
les t&s petltes quamites de rhamnose trouvkes dans ce polyoslde, peut-@tre s’agt-11 

du rhamnohplde trouvC dans la par01 d’autres bactCnes Gram-nkgatlves46. 

Polyosrde R+ - On retrouve dans la chaine spkcrfique de ce polyoslde (SchCma 

lT) la structure de l’ohgoslde (a:), et celle de l’ohgoslde a;. Comme pour le polyoslde 
R-, la hason de la D-glucosamme sur le C-3 de la D-galactosamme prtsente dans la 
chaine prmclpale ne lasse que le C-6 hbre pour fixer la seconde ran&cation Cette 
structure rend compte des proportions des oses trouvCes dans le polyoslde Rt, et de 

la destruction par oxydation penolque des r&dus de D-glucose des chaines sptcs- 
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fiques et de 50 % de ceux de la D-galactosamme (II&e en 1+6) Elle n’exphque pas la 
r&stance des rksidus de D-ghCOSaIIim2 au tours de cette oxydation. 

a-D-G 

i 
D-GalNAc 

a--D-G 

1 
D-GaINAc 

- 41-D-GalNAc-Cl-3)-D-Mm-(1 -4~-o-G-~l-4~-D-GalhAc-(l-3l-D-Mon-(1-4)-D-G---- 

Sch&na II 

Toutes les lwsons sauf celIes qm rehent la D-galactosamme de la chaine 
pnnclpale aux deux osammes des ranufications ont CtC Ctabhes par mCthylatlon ou 
par oxydatlon penodlque ou par les deux pro&d& 

L’exlstence d’un 2,3,4,6-tttra-0-methyl-D-glucose apr&s methylation du 
polyoslde est en accord avec l’exlstence d’un rtsldu de D-glucose terminal non reduc- 
teur, absent du poIyoslde R- Mals on ne s’exphque pas la t&s falble quantltC de ce 
sucre La conliguratlon a de ce rkdu de D-glucose terminal a CtC prtkke lors d’etudes 
immunochumques en tours 

La quantltk de noyau basal present dans le polyoslde Rf est enwron deux fols 
plus fable que dans le polyoslde R-, on n’y a pas decele de rhamnose 

Cotnpararson em-e les polyosldes R- et R+ - En rapprochant les resultats 
trouves pour les polyosldes R- et Rf on constate que (a) R* posskde un rCsldu de 
D-glucose termmal absent de R-, (b) Rf posdde environ moltk moms de noyau 
basal que R- et (c) le rkdu de D-glucosamme present dans ies rarmfjcatlons de R+ 
n’est pas oxydable par I’lon periodate, B 1’opposC du resldu prksent dans R- 

L’addlkon d’un r&ldu d’c+D-glucose terminal rappelle les resultats obtenus 
avec d’autres phages convertlsseurs et d’autres Sabnonella On remarque en outre que 
la structure du nouveau dloslde termmal 0-cc-D-glucopyranosyl-(l-+6)-2-acktarmdo- 
2-dkoxy-D-galactose est trk volsme de celle du dloslde 0-a--D-glucopyranosyl- 
(l-+6)-D-galactose qm Porte la spkficlte des Facteurs 1 prkents sur d’autres Salmo- 
nelles40-42 

Dans le polyoslde R+ les oses de la chaine spklfique repkentent envuon 60 A 
61%; 11s n’en representent que 29 A 30% dans le cas du polyoslde R-. L’hypothese 
la plus simple conslsteralt & penser que le polyoslde R- a CtC extralt B partlr d’un 
melange de bactkes smooth et rough Neanmoms, l’absence de prkclpitatlon entre 
ce polyoslde et un unmundrum anti-R,, semble exclure cette CventuahtC Ce polyoslde 
peut alors posskder des chaines spklfiques plus pebtes que celles du polyoslde R+, ou 
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avoir des chaines 0 spCcAques aussl longues rnas mains nombreuses. Dans cette 
&entuaM un certam nombre de rhdus de D-glucose 11 (Tableau II) du noyau basal 
ne devralent pas k?tre substituk par des chaines sp&Aques et 1’011 devra& lors de la 
mCthylation du polyoslde R-, retrouver du 3,4,6-tn-0-mtthyk-glucose L’mtensltb 
assez forte du p~c F (Fig 3) correspondant 8 du 3,4,6-try-0-m&hyI-D-ghxcose peut 
fare pencher pour cette hypothese 

La construction d’un modble du polyoslde R+ d’ap& le Schema II montre la 
posnblht& d’un rapprochement ttroit entre le rkdu de 2-acktarrudo-2-dCsoxy-D- 
glucose et c&n de D-glucose terminal des deux ratications La contrgtitC des 
groupes H et OH prksents en C-3 et C-4 pourrat exphquer la r&lstance des rkdus 
de D-glucosamme de Rf Q I’oxydation perIo&que Cette posItion st&&ochnnlque trk 
particuhbre pourrait peut-Etre aussl exphquer la fable mtensltk du pxc de tttra-O- 
mithyl-D-glucose observk apres mkhylation du polyoslde R+. I1 faut admettre 
solt que I’hydrolyse du polyoslde mCthyl6 R+ a &tC tres mcompEte, particulkement 
au mveau de la kuson D-G-(l-,6)-GalNAc, IrbCrant t&s peu de D-glucose t&a- 
mCthyIC, solt que la mCthylafion du D-glucose n’a CtC que pamelle 

Des 6tudes mnnunochnmques en cows tendent B montrer que le rCsldu de 
D-glucose ItC B la ramukatlon de gaIactosamme (2-acCtarmdo-2-dkoxy-D-galactose) 
pourrat mochfier la spCafktC mnnunolog~que du rkdu de 2-acCtanudo-2-dCsoxy- 
D-glucose, ce qur serait en faveur de la proxlrmtk dans l’espace de ces dew sucres. 
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