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CHROM.4019 

Influence de la tempQrature sur Mlution de Vet-toxine staphylococci$ue d’une 
colonne d’hydroxylapatite 

En 1963, JACKSON~ a montre que l’a-toxine adsorbee sur hydroxylapatite en 
tampon phosphate 0.03 M, pEI 6.8 etait 81uee & 0.075 M, sans specifier cependant la 
temperature & laquelle il travaillait. Pourtant, le facteur temperature fi laquelle est 
effectuee la chromatographie joue un r81e decisif dans ia molarite d’elution de cette 
substance. l-I JERTEN~ avait deja note l’influence de la temperature sur l’augmentation 
d’adsorption des proteines du serum humain normal avec l’abaissement de la tempb- 
rature. Toutefois, ce facteur revBt ici une importance particuliere. 

Le present travail montre en effet, que, pour purifier de man&e optimale 
l’a-toxine sur hydroxylapatite, il est absolument necessaire d’effectuer la chromato- 
graphie &. temperature ambiante (+ 20')) car a +4”, une partie de l’a-hemolysine 
reste fortement adsorbee sur le phosphate de calcium et n’est Bluee qu’avec un tampon 
phosphate 0.25 lk?, pEI 6.8 en mQme temps que d’autres substances contaminantes. 

Mat&ieZ et m&hodcs 
Pnfparation de Z’a-h&aolysine (soztche WOOD 46) 
La souche WOOD 46 cultivee a +37” dans un milieu a base de digestion 

papai’nique de viande de veau et d’hydrolysat de gdlatine, produit des titres reguliere- 
ment 61evBs d’a-toxine (de l’ordre de 20 U.I./ml)n dans le milieu de culture. L’a-toxine 
ainsi preparee, debar-a&e des corps microbiens, nous a et6 fournie sous forme liquide 
par le Docteur PILLET de l’lnstitut Pasteur de Garches. Apr&s 4 dialyses successives 
de 12 h chacune, les deux premieres en tampon phosphate de potassium 0.1 M, 
pH 6.8, les deux dernitkes en tampon phosphate de K+ 0,005 M, pII6.8, le dialysat 
est conccntre par lyophilisation. Au moment de l’application sur la colonne, la poudre 
lyophilisee est redissoute dans une quantitd appropriee d’eau distill&e et dialysee 
24 h contre un tampon phosphate de K+ 0.05 M, pH 6.8. 

Titvages de I’a-fox&e 
La toxine est diluec de I/Z en I/Z en solution saline a 8.5x0, sous un volume de 

0.5 ml. Dans chaque tube, on ajoute r/20 de ml d’une suspension de globules rouges 
de lapin. Les tubes sont mis au bain marie a +37” pendant I 11, avec agitation toutes 
les 20 min, puis laisses au repos pendant encore I 11 sur la paillasse, afin de kisser 
sedimenter les hematies. Le dernier tube totalement hemolyse donne la Dose Minimale 
Hdmolytique (DMHe), qui est chiffree par l’inverse de la dilution. 

Les globules rouges sont lavds trois fois en eau physiologique et I ml de culot 
d’hdmaties est ensuite remis en suspension dans 24 ml d’eau physiologique. Le culot 
de globules rouges est conserve & + 4” en Alsever, tandis que la suspension de globules 
rouges au r/25 6tait refaite chaque jour. 

T&age de la S-toxiqae 
11 est effect& de la m&ne maniere clue pour l’a-toxine, avec la seule difference 

que les hematies utilisees sont d’origine humaine. L’unite de titrage est la Dose 
Minimale I-IBmolytique Delta, traduite par l’inverse de la dilution, 
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Clarow3atograj?&e 
Deux sortcs d’hydroxylapatite ont et& utilisdes a titre de comparaison: l’une a 

8tB preparee au laboratoire selon la technique de TISIXIUS et al.“, l’autre Btait le 
procluit commercial Bio-Gel HTP (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif.). 

Les colonnes etaient de IO 5 II cm x z cm, dquilibrees en tampon phosphate 
de I<+ 0.05 M, pH 6.8. 

Deux stocks de tampon phosphate de I<+ a pH 6.5 ont ete prepares: l’un a 
0.1 M, l’autre & 0.5 M. Une dilution de moitie de ces deux tampons a donne les 
tampons 0.05 M et 0.25 M. 

Les chromatographies Btaient effectuees en paliers avec des vitesses d’elution 
de 18 ml/h. Un collecteur de fractions nous permettait de recueillir des fractions de 
5 ml. 

Mh?!hodes analytiqates 
Adsor;htion ultra-violette. Les lectures de densites optiques Btaient faites a 280 

rnp, avec un spectrophotometre Beckman DB. . 

Agzalyses imlnzclao-~Zectro~~oy~t~~~~es (A.I.E.). Les analyses ont et& realisees 
suivant la technique de GRABAR~, sur des plaques de IO x 4 cm en tampon veronal- 
veronal sod& 0.05 M, pH 8.2. La tension appliquee aux plaques dtait de 6 V/cm 
pendant go min. L’immun-serum Btait du serum de cheval anti-alpha de 1’Institut 
Pasteur. 

Chronzatogra$hzie de l’a-lzEmolly.si~ze. L’etude comparative des deux chromato- 
graphics (Fig. I et 2) realisees, l’une a +4”, l’autre a +20”, montre nettement la 
diffdrence du mode d’elution de l’a-toxine en fonction de la temperature. A +20”, 
la majeure partie de l’a-hemolysine est Bluee avec le tampon phosphate 0.1 M, 

&L.-,,,,JI =4! 
5'0 

+- Tampon 0.1 M pH= 6.6 

Y1--...am- ..a 

150 
mpon 0.5M pW6JJ4 

.O 
NQ des tractions 

Fig. I, Chromatographic cl’a-toxine sur hydroxylapatite i i-4”. Colonnc clc 30 x 2 cm. Vitcsse 
cl’dlution, IS ml/h; volume clcs fractions, 5 ml: volume mis en chromstographic, 3.5 ml, avcc un 
titro total clc 18 ooo DMl-Io (soit environ 250 V.I.). (0-O) D.0, Q 2~30 in,u; (A- ---A) 
titrc a-toxinc en DMHc/ml; ( $ 3; ) fraction prise pour 1’A.I.E:. (voir Pig. 3b). 
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l?ig. 2. Chromatographic cl’a-toxine sur hydroxylapatitc i +20°. Colonnc clc I I x 2 cm. Autrcs 
caractdristiqucs ct volume mis on chromatographic iclentiques S la Fig. I. ( $ $ ) Fraction prisc 
pour 1’A.T.B. (voir Fig, 3c). 

pE1 6.S ; tandis qu’a +4”, une trQs faible partie seulement de la toxine est Bluee a la 
mQme molarite. Le pit majeur d’activite hemolytique se trouve au palier 0.25 M. 

On notera cependant, que quelle que soit la temperature, un peu d’a-h&nolysine 
est Bluee a chaque molarit& et ceci particuli&rement & +4’. Des titrages pour la mise 
en evidence de la B-toxine ont BtQ realis& A. plusieurs reprises sur chaque pit d’activite, 
mais ils sont toujours rest& negatifs. D’autre part, une hdmolyse due & la y-tosine 
est exclue puisque GUYONNET et ~1.0 ont montr& clue cette toxine est Bluee a + 20~ en 
deux pits & 0.25 M et 0.45 M, non hemolytiques sbparbment. 11 semble done bien que 
l’activite hemolytique enregistree soit due uniquement & l’a-Mmolysine. 

Des A.I,E. realisees avec les differentes fractions (Fig. 3a, b et c) montrent 
que l’a-hemolysine Bluee A. +20° presente un clegrc! de purification bien superieur A 
celui obtenu par chromatographie de la m&me toxine ;I +4”, 

Enfin, nous devons signaler clue nous n’avons decele aucune difference de 
compbrtement de l’cu-toxine, en fonction du support utilise: hydroxylapatite fabriquee 
au laboratoire, ou commerciale Bio-Rad Laboratories. 

COULTER' a montre clue l’a-toxine de Stu$&ylococc~~s azcyezcs Btait constituee, 
entre autres, d’un nombre relativement 81eve de residus amines de l’acide aspartique 
et de l’acide glutamique. En cela, notre experience peut venir confirmer les resultats 
obtenus par BERNARIX ET KAWASAKI~, qui ont montre que seules les substances 
contenant des groupes carboxyliques pouvaient &tre adsorb&es sur hydroxylapatite. 

Le rang d.‘Qlution Btendu de l’a-toxine semble montrer l’h&&ogeneite de cette 
toxine, ainsi clue l’a deja signale COULTER 7. Cependant, a ce stade de purification, 
nous n’avons pas cherchd A. localiser la fraction 12 S inactive de l’a-toxine, naturelle- 
ment presente dans les milieux de culture de la souche WOOD 46 (Bibl. I)). 11 est 
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Fig. 3. Immune-dectro&hor&ses h’a&xi& aknt et &p&s chro&atograpl 
pdrstures. A.I.E. sur plaques de 10 x 4 cm, gdose on tampon VBronalo.05 
clc Q V/cm pendant go min. Immun-s&urn de chaval de 1’Institut Pastel 
avant chromatographic. Dans lcs gouttikcs: sdrum pur en haut, s&w 

(b) = u-toxine apr&s chromatographie & i-4’; totalitd clu palicr 0.25 A 
chromatographie 3, -k zoo : totalit clu palicr o, I IL/r. 

lie aux cliffdrentes tem- 
lk?, ~33 8.2, avec tension 
w. (a) = n-toxinc brute 
n cliluci au alo. en bas; 
I; (c) = a-toxme aprds 

possible que cette fraction 12 S soit representee par le pit d’adsorption proteique 
0.1 AL? dud juste avant le pit d’activite alpha, ou encore que cette fraction 12 S ne 
soit pas retenue sur hydroxylapatite et soit done 6luee dans le palier de lavage B 
0.05 M. Dans un cas comme dans l’autre, cela signifierait que la polymerisation de 
l’a-toxine entrainerait une configuration sterique telle que les groupes carboxyliques 
seraient masques par le reploiement de la chaine proteique. Un fait est certain cepen- 
dant, c’est que la toxine 12 S ne sort pas en m+me temps que le pit d’activite alpha 
a 0.1 111, car le passage de cette fraction active en urcSe 8 M n’entraine aucune augmen- 
tation de l’activite h6molytiquer0. 

Done, le passage de l’a-toxine staphylococcique sur ‘hydroxylapatite, dans les 
conditions de temp8rature que nous avons determine, permet d’obtenir d&s les 
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premiers stades de purification la fraction active de cette hemolysine caracterisee 
comme &ant 3s par divers auteurs 7~0& debarassde de nombreuses substances conta- 
minantes et en particulier de la fraction polymeris& nature& 12 S. 

Nous remercions Monsieur le Docteur PILLET de l’lnstitut Pasteur de Garches, 
qui nous a fourni les lots d’a-toxine utilises dans ce travail. 

Centre de Rccherches VEt&imaires et Zootechkp~es, 
Station de Pathologic de la Reproduction, 
37-Noztzilly (Frame) 
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