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par  

V. B O N I F A S  ET E. K E L L E N B E R G E R  

Institut d'HygiOne et Insti tut  de Physique, Universitd de GenOve (Suisse) 

INTRODUCTION 

Le choc osmotique, provoqu6 par la dilution rapide de bact6riophages T2 en sus- 
pension dans une solution saline concentr6e, s@are deux constituants de ce virus: La 
membrane et son contenul,2, ~. Une certaine proportion des membranes,  qu'h l ' instar 
des auteurs am6ricains nous appellerons des killers, sont capables de tuer les bact6ries. 

Dans ce travail, nous avons mesur6 le nombre de membranes m;cessaires pour tuer 
une bact~rie, la vitesse d'adsorption des killers et ~tudi6 l'effet produit par cette ad- 
sorption sur les nuel6oides baetfriens. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Le phage T 2 r +  provient  d 'un  stock obtenu par  lyse d 'une  culture de E. coli B e n  bouilkm, 
centrifugal ~ 25,ooo g pendant  3 ° minutes,  lav6 deux Iois dans un t a m p o n  isotonique (NaCI o. 4 %, 
KH2PO 4 o.3°.0, Na~HPO 4 o.j~°'/(,, MgSOa o.o2%) et resuspendu dans ce m~me tampon.  Le titre 
6tail, au d6but, de 5-IOt2; il est mont6, en six mois, it 9 '  Io1~. 

Le membranes  ont  6t6 obtenues par  la indthode dScrite par  ANI)EgSOXl: o.L ml du stock de 
T2 est dilu6 dans une solution 5 M de chlorure de sodium. Apr~s 45 minutes,  un aliquot de cette 
dilution est placd dans un tube off l 'on verse io ml d 'eau distillde. 

E. coli B e s t  cultiv6 en milieu liquide a6r6 (Tryptone "Difco" ~"o, NaC1 o . 5 o  ). Pour  obtenir 
des bact6ries carenc~es, nous avons centrifugal la culture (5" IOS B/mI) aprbs l 'avoir refroidie h o ° C, 
lav6e deux lois en t a m p o n  et a6r6e en t am pon  pendan t  2 heures ~t 37 ° C. 

La  num6rat ion  bact6rienne avan t  l 'adsorpt ion a dt6 faite au moyen d 'un  hdmocytom~tre  
modifiO. 

Les techniques relatives aux bactdriophages et aux num6rat ions  sont  celles qu'ADAMS a ddcrites 5. 
Pour  l 'observat ion des nucl6oides, nous nous sommes servis du microscope 61ectronique en 

uti l isant la technique ddcrite par  l 'un de nous6: Les nucldoides apparaissent  en clair sur le fond 
sombre  du corps bact6rien. 

Pour  l 'observat ion des suspensions de membranes ,  nous avons utilis6 la technique de flottation 
sur  ni t ra te  de Lan thane  A 2% dans l 'eau, qui 6vile le passage de l 'eau ~ la face supdrieure du collodion. 
Cette m~me m6thode permet  leur comptage en pr6sence du latex de polystyr6ne**. L 'ombrage  est 
fail au moyen  d 'un  alliage A u - P t - P d .  

Certaines prdparat ions ont  6t6 faites par  la m6thode de "freeze-drying" ddcrite par  \VILH.aMS t°. 

EXP]~RIENCES 

1. Adsorption des membranes de 7"2, observ~e au microscope dlectronique. 

A deux aliquots de I lnl d'une suspension de membranes,  on ajoute respectivement 
I ml de tampon et I ml d'une suspension dense de bact6ries (5"Io9 B/m1) de fa£on h 

* Ce t rava i l  a 6t6 ex6cut6 grhce ~ une subvent ion  accord~e par  la Fondat ion Fritz Hoffmann 
La Roche pour  l 'expansion en Suisse du travail  scientifique exdcut6 par  6quipes. 

** Echanti l lon gracieusement  remis par  Dow Chemical Company,  Midland (Mich.) USA. 
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6viter les mul t ip l ic i t& 61ev&s qui produisent  la lyse par  l 'ext6rieur.  On place k 37 ° C 
pendan t  IO minutes ,  on centrifuge L 5,ooo g pendan t  IO minutes ,  on aj oute une quant i t6  
d & e r m i n &  de latex ~t un  al iquot de chaque suspension surnageante  et on pr@are pour  
le comptage au microscope ~lectronique. Pour  chaque suspension, nous avons compt6 
les membranes  et les boules de latex sur IO micrographies. Les r6sultats figurent au 
Tableau  I. 

TABLEAU I 

Comptage Calcul 
latex membranes membranes/ml 

S a n s  a d s o r p t i o n  78 12oo  6 .1o  1° 
A p r ~ s  a d s o r p t i o n  81 6 3. i o s 

D'apr~s le nombre  de phages qui ont subi  le choc osmotique, il devrai t  se t rouver  
8.1o l° membranes /ml  dans la solution. Le comptage au microscope 61ectronique donne 
6.1o l°, valeur  satisfaisante si l 'on t ient  compte de la pr&ision de 4- 30% de la m6thode s. 
Apr~s adsorption,  la concent ra t ion  des membranes  n 'es t  plus que de 5.IO -a de la valeur  
initiale.  Malgr6 les erreurs d '&hant i l lonage  et de comptage on peut  assurer qu ' au  moins 
99% des membranes  ont 6t6 adsorb6es. 

2. Nombre de membranes de T2 ndcessaires pour tuer une bact~rie. 

Lorsqu 'on  adsorbe des membranes  de T2 sur des bact6ries, u n  certain nombre  de 
celles-ci sont tubes. Pour  savoir  si une fraction seulement  des membranes  sont actives 
comme killer, ou si toutes  le sont, nous avons mesur6 la survie des bact6ries en fonction 
de la mult ipl ici t6 des membranes .  Comme contr61e, nous avons aussi mesur6 la survie 
des bact6ries ayan t  adsorb6 sur T2 intact .  Les r6sultats sont  repr6sent6s dans la Fig3LI. 

Fig. i. Survie de E. coli B e n  fonction de la 
multiplicit6 de T2 ou de membranes de T2. On 
pr6pare une suspension de membranes et une 
dilution de T2 en tampon, ayant la mdme 
concentration. A une s6rie de dilutions de ces 
suspensions on ajoute une m6me quantit6 de 
B carenc6. On laisse adsorber 3 ° minutes ~ 37 ° 
et on mesure la survie des bact6ries. Nous avons 
inscrit les r6sultats de ces mesures sur le 
graphique qui comporte, en ordonn6es, le 
logarithme de la proportion des bact6ries survi- 
vantes et, en abscisses, les concentrations des 
membranes ou de T2 (mesur6es par les dilutions). 

1.3 26 3.9 5.2 6.5 ZO Multip#c~te 

{ o o 
emb~anes T2 

g o 
o :~ ~ c t s  adsorbds Q. 

On voit  que les deux courbes sont du type  "single-hi t" ,  d 'oh  l 'on  conclut  qu ' une  
seule part icule de T2 et qu 'une  seule membrane  est suffisante pour  tuer  une bact~rie. 
Mais toutes  les membranes  ne sont  pas des killers: la diff&ence de pente  entre  les deux 
courbes mont re  qu ' i l  y a un  killer pour 2.7 phages ayan t  subi le choc osmotique. Diff ' -  
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rentes pr@arations  de membranes  se comportent  diff~remment.  La proportion de T2 
survivants  au choc a vari~' entre o.5 tt IO pour mille,  mais, le plus souvent,  elIe cst  de 
I ~ 2 pour mille.  La proportion des killers a vari6 entre I killer pour z.5 membranes  et 
I killer pour 5 membranes .  Le plus souvent  on obt ient  I killer ponr 2 on 3 membranes .  

3. Vitesse d'adsorption des membra~ws-killers 

La vitesse  d'adsorption des killers peut ~tre dfiterminde "~ l'aide de la courbe de 
survie des bact6ries en fonetion du temps.  
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60 c ~ 
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o 

fO L . . . . . .  

La Fig. 2 (a) montre  la survie des bactfiries en 6chelle semilogari thmique en fonction 
du temps.  On voit  que pour des valeurs 61evfes de t, la proportion des bact~ries sur- 
v ivantes  tend vers une valeur constante  b. On peut supposer que cela est dfi au f l i t  que 
les killers ont tous ~t6 adsorb@s. Comme l 'expfrience pr~c~dente l'a montrd, uu killer 
adsorb6 est suffisant pour tuer la bact6rie. On peut donc appliquer la loi de Poisson, qui 
donne pour la proportion b des cellules n'ayant pus adsorbd de killer 

tb o 
b e - t o o  - -  e -  B 

n,, ~tant le nombre initial des killers, B le nombre des bactdries et mo la multipl ieit6 en 
killers ~ t - oo. La mesure de b permet  done de caleuler mo et, connaissant B, d'en 
dfiduire ,no. Pour ehaque point experimental  de la Fig. 2a, on peut calculer de eette  fa~on 
la valeur de la multiplicitfi  en killers et donc le nombre de killers adsorbfis au t emps  t. 
I1 est  alors facile, connaissant no, d'en d~duire la proportion des killers l ibres en fonction 
du temps.  On voit  que les points  exp6r imentaux  dfiterminent une droite. On peut done 
~crire 

~ ~b o" e kBt  

d'oh l'on tire pour k la valeur z.43" Io -9 ml /min.  Cette valeur de la eonstante d'adsorp- 
t ion est du m~me ordre de grandeur que eelle que l'on trouve pour T2 intact 9. Les 
killers s'adsorbent done sur les baetdries avec une vitesse  sensiblement 6gale ~ celle 
avee laquelle les particules de T2 intactes  le font. 

4. Stabilitd des killers 

(a) A + 3 ° C. Une suspension de membranes  de T2, conserv~e k + 3 ° C, adsorbfe 
sur B carenc6 au cours de la conservation,  a montrd tes concentrations en killers suivantes  : 

Vig. z. (a) Survie des bact6ries en fonc- 
t ion du temps.  (b) Killers fibres en  
fonction du temps,  o. 5 ml d'une sus 
pension de membranes  de T2 duns d u  
t a m p o n  sont  ajout~s ~ 2 ml de B carencd 
(concentrat ion finale - -  I.  3 .  lO 5 B / m l ) .  
A des t emps  d~terlnin6s, o . i  ml  du 
m61ange est dilu~ i o o  fois en ta mp o n  
pour arrater l 'adsorption,  puis  des all 
quots  de di lut ions  convenables  sont  
6tal~s sur agar pour compter  les bact~ries 
survivantes .  La Fig .  2(a) montre ,  en 
abscisses, le temps,  en ordonn~es,  le 
logar i thme de la survie  des bact~ries, en 
pourcent .  La Fig .  z(b)  montre  le l oga -  
r i t h m e  du pourcentage  de k i l l e r s  libres 
(en ordonn~es) en fonct ion du temps  

(en abscisses). 
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J~mrs ~' ,~ 4 ~' l o  

N o m b r e  de  k i l l e r s  , Iog /ml  2. 4 2. 5 2. 5 1.8 1.8 

I1 pa r a i t  donc possible de conserver  une suspension de membranes  "l froid pendan t  
quelques  jours  sans va r ia t ion  apprdciable  du nombre  des killers. 

(b) A 37 ° C, el en prdsence de ddsoxyribonucldase 

L ' e x a m e n  des micrographies  61ectroniques de suspensions de membranes  de "1"2 
rdv61e l ' ex is tence  d ' un  r6seau de fibres d ' ac ide  ddsoxyr ibonucldique  (DNA) p rovenan t  
des phages  (Fig. I I ) .  Un cer ta in  nombre  de membranes  semblent ,  en outre,  contenir  
des granules.  

On pour ra i t  donc penser  que les killers sont les membranes  qui eont iennent  encore 
du  DNA,  ou encore qne le r6seau de D N A  main t i en t  en amas  cer ta ines  membranes ,  ce 
qui pour ra i t  expl iquer  que le nombre  des killers soit  inf6rieur au nombre  des membranes .  

TABLEAU II 

S ans  D N A  ase A vec D2vA ase 

T e m p s  

o I 

3 o~ 
6o ~ 

9 ( /  

nombre de nombre &" nombre d~ 
colonies % survie ~ colonies % survie in colonies 

565 25 I. 4 2300  
047 28 1. 3 052  28 I "3 2320  
8t4 35 I 865 37 i 218o 

9 °0 39 o.9 2650 

Nous avons  ajout~ de la d@soxyribonucl6ase (DNAase)* ~ une suspension de mem- 
branes  de T2 ~ 37 ° C. A des momen t s  d6termin6s,  nous avons ajout6 o . i  ml de cet te  
suspension ~t o. 9 ml de B carenc@. Apr~s 15 minu tes  d ' adsorp t ion ,  nous avons dilu6 
et 6tal6 sur agar  pour  comp te r  les bact@ries surv ivantes .  Comme contr61es, nous avons  
adsorb6 aux m~mes momen t s  des membranes  conserv~es ~ 37 ° C sans DNAase ;  de plus, 
nous avons  mesur6 comment ,  ~ cet te  tempfi ra ture ,  B carenc~ se ma in t e na i t  p e n d a n t  

l 'exp6rience.  
La  premiere  eolonne mont re  que, meme  sans DNAase ,  le nombre  des killers diminue  

l en tement  ~1 37 ° C. La  pr@sence de DNAase  n ' a  aucun effet sur l ' ac t iv i t6  et sur  le nombre  
des killers. Ceci confirme les r6sul ta ts  de HERRIOTT a, qui a observ~ que la DNAase  ne 
modif ia i t  pas  i ' ac t iv i t~  ly t ique  des membranes  de T2 sur E. coli B. Les killers ne sont  
donc pas  les membranes  qui cont iennent  encore du D N A  et ils ne sont  pas  en nombre  
inf6rieur ~ celni des membranes  k cause du  r f seau  de D N A  qni les re t i endra i t  en amas.  

5. E.ffet de l'adsorption des membranes de T2 sur les nucldoides de E. coli B. 

Normalement ,  E. coli B pr6sente  des nucl6oides du t ype  "chromosomique"  d6crit  
ent re  au t res  pa r  ROBINOW 11. KELLENBERGER 6 les a 6tudi6s au microscope 61ectronique 
(Fig. 5). Lorsque  E. coli adsorbe  du  phage  T2, les nucl6oides subissent  une t r ans fo rma t ion  
tr+s carac t6r i s t ique  d@crite pa r  LURIA ET HUMAN 12 et  pa r  MURRAY, GILLEN ET HEAGY 13 

(Figs. 3 et 4). 

* U n  p e u  d e  p o u d r e  p r61ev6e  5. l ' a n s e  d e  p l a t i n e  e s t  d i s s o u t e  d a n s  l a  s u s p e n s i o n :  l a  v i s c o s i t 6  
d i m i n u e  e n  q u e l q u e s  s e c o n d e s  5. l a  t e m p 6 r a t u r e  d e  l a  c h a m b r e .  
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Lorsque E. coli adsorbe des membranes de T2, les nucl6oides prennent un aspect 
tout k fait diff6rent de cehfi qui est dfi au phage intact : les noyaux occupent une plage 
diffuse au centre de la cellule ou bien prennent une forme vfsiculaire (Figs. 6, 7 et 8). 

Les exp6riences, dans lesquelles des multiplicitfs croissantes de membranes T2 ont 
6t6 adsorbfes sur E. coli, ne nous ont pas permis d'ftablir  une relation entre le nombre 
de killers et la transformation des nucldoides. En effet, le nombre des bact6ries pr6sentant 
des nuclfoides normaux est toujours inffrieur h celui des bact6ries survivantes, mais il 
est fr6quemment plus 61ev6 que celui des bact6ries qui n 'ont adsorb6 aucune membrane. 

Cela indiquerait que les membranes incapables de tuer les bact6ries appartiennent 
h deux cat6gories: les unes n'agissent apparemment pas sur les nncl6oides, tandis que 
les autres le font. 

La transformation observfe, sous Faction des membranes de T2, n'est pas spfcifique. 
La forme v6siculaire s'observe aussi sons l 'action d'antibiotiques du groupe de l'aur6o- 
mycine ~,14, tandis que la forme diffuse r6sulte d 'un arr6t du mftabolislne. 

6. Surin/ection, par 1"2 intact, de bact~ries ayant adsorbd des membranes de 1"2. 

Si l'on adsorbe, en bouillon, pendant 15 minutes, des membranes de T2 sur des 
bact6ries, on observe la transformation diffuse ou v6siculaire des nucl6oides. Si on 
surinfecte ees bact4ries par du T2 intact, on n'observe pas la transformation nucl6aire 
caraet6ristique de T2, mais, au eontraire, les noyaux conservent l'aspect qu'ils avaient 
pris lors de l'adsorption des membranes vides. En effet, les bact6ries atteintes au moins 
5 minutes auparavant par des killers, ne multiplient plus le phage T2 surinfectant. Par 
contre, une lyse par l'ext6rieur se produit facilement, d 'autant  plus importante que la 
multiplicit6 des membranes fitait plus 61ev6e. I1 est facile d'observer cette lyse par 
turbidim~trie ou par le microscope 61ectronique (Figs. 9 et IO). 

D I S C U S S I O N  

Les observations au microscope 61ectronique d6crites ci-dessus ont montr4 que 
99% des membranes de T2 s'adsorbent sur les bactfries sensibles. Par contre, FRENCH 
et al2 ont observ6 que, lorsque l'on adsorbe des membranes marqu4es par asS sur des 
bact4ries, on retrouve 25 % de l'isotope dans le liquide surnageant apr~s centrifugation. 
Ces auteurs ont donc pens6 que 25 % des membranes ne s'adsorbaient pas. La contra- 
diction entre nos observations et celles de FRENCH pourraient s'expliquer par l'existence 
d'un constituant du phage, qui contiendrait 35S et qui, se d6tachant de certaines mem- 
branes au moment du choc osmotique, resterait dans le liquide surnageant: les mem- 
branes restfes completes pourraient 4tre des killers. Oll pourrait aussi imaginer qu'une 
partie des prot6ines de la membrane T2 entreraient dans les bact6ries; lors de la lyse 
d'une partie des bact6ries infectdes, ces mati6res prot6iniques seraient lib6rfes dans le 
milieu. 

La mesure de l'effet de l'adsorption des membranes sur la survie des bact6ries 
montre qu'une partie seulement des membranes sont des killers. L'allure de la courbe 
de survie en fonction de la multiplicit6 sugg6re un effet "one-hit", un killer 6tant suf- 
fisant pour tuer la bactfrie sur laquelle il s'est adsorb& Toutefois, nos exp6rienees 
n'exeluent pas la possibilit6 qu'une petite proportion des membranes soient capables 
de tuer lorsque deux ou plus d'entre elles sont adsorb6es sur une bact6rie. 

L'effet des membranes sur les nucl6oides des bactfries n'est pas sp4cifique (la forme 
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Fig. 3. E. c o l i B i n f e c t 6 p a r T 2  (m = lo, 2 5 m i n  
a 3 7 ' C ) ,  montrant  les vacuoles  marginales  

caractdristiques (5ooo ~ ). 

) ~!i~ ~ 

Fig. 4- M~me sujet que Fig. 3, mais  pho to -  
g raphi6  au  mic roscope  ordinaire apr~s h y d ro -  

lvse et co lora t ion  au Giemsa  (5ooo , ) .  

Fig.  5. E. coli B p e n d a n t  la phase exponent ie l le  
de croissance,  montrant  la fo rme "ch rome>  

s o m i q u e "  des nucl~oYdes (7ooo < ). 

Fig. 6. E. coli infect6 par des membranes  de T2 
(t• 15, soi t  5 killers par bact6rie) depuis  4 ° 
minutes  /t 25:' C. On voi t  les deux formes que  
peuvent  prendre les nucldoYdes: diffuse ou 
vOsiculaire. On w)i t  aussi quelques rares Ivses 

(7000 ~). 

v6siculaire s'observe sous l'action de l 'aur6omycine entre autres, la forme diffuse r6sulte 
d'un arr~t du m~tabol isme) .  On constate que beaucoup de bact6ries survivantes  pr& 
sentent un noyau modifi& Par ailleurs, FRENCH el al. 9, mesurant  la respiration de bae- 
t~.ries infect~es par une forte multipl icit6 de membranes  de T2, ont eonstat~ que la 
respiration 6tait bloqu~e imm6dia tement  apr~s l 'adsorption pour une dur6e de 2o 5L 
80 minutes .  Ce bloquage affecte toutes  les bact~ries qui ont regu des membranes .  Les 
membranes  inaet ives  e o m m e  killers exercent done un effet physiologique r6versible, qui 
est visible au niveau du nucl60ide dans nos exp6riences. Nous ne savons pas, toutefois  
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l : i / .  7- 1"~.~o/i 1~ in fec t ( '  p a r  des  m e m b r a n e s  de  
"1"-' (m 1.2. soi t  o. 3 /,'il/~'r p a r  b a c t d r i c )  d c p u i s  
2 5 m i n u t e s  i/ -'5 ( ' .  ( )n  \ ' o i l  q u ' i l  p / ' u t  6 t r e  
diflScile de? d i s t i n ~ u u r  les cc l l u l c s  qu i  n '~mt  p a s  
dtd infec t i ;es  des  ce l lu les  qu i  n ' ~ m t  i tas r e g u  d~" 

/ , , i / /cr~ (5ooo ) 

l:ig. 8. I ' .  c~li V, i n f e c t d  p a r  des  m e m b r a n e s  du 
T 2  (m 2. 4. soi l  o.fl/¢i/l~'r p a r  I t a c t d r i e ) . . \ p r b s  
2 5 m i n u t e s ' a  2 5 ( ' , ~ m n e v o i t p l u s t l U e t l u e l q u e s  
ce l lu les  l l O r l l l a l e s ,  Ies  a u t r e s  l l l o l l t r ; l n t  llI] 

n u c l ~ i ' d e  v d s i c u l a i r e  ~m d i f fu s  (5oo{~ • 1. 

Fig .  9. S u r i n f c c t i < m  de  I- .  co l i  B ( i n f ec td  15 
I l l i l l l l t e S  ~ttlt)~lI'~l\'~/lt~: })~tr 2. 4 ii101]ll)l '~/iio~ d e  
"1"2, en  nl ( lyc l /nc)  1);/r T2  i n t a c t  (m 4). 
. \ p r b s  3 ° m i n u t e s i ~  2 5 (7, ~nl \ o i t  4 cc l lu les  
qu i  l l l i I l l t I ' O l l I  los  V a c u o l e s  n l a r g i n t t h ' s  cHi~/c-  
t d r i s t i t l u e s  de  I ' i n l e c t i o n  t /a r  T 2 ;  les a u t r e s  
cc l lu l e s  o n t  till nucld(l~de de  fl~rnle \ ' d s i cu -  
h d r e  ou  d i f l u sc .  Si s / 'u l s  los /e i l /crs  e x c l u a i c n t  
*['2 J l l t i / ¢ I ,  Ill1 / ] e v r n i t  c q ) s e r x e r  ]es  v i t c t l ( t l t ' s  
~]};ll-~i]l~[ ]()s (];] ]]s 5, ~ IJ , (l(,s c ( d l t l h , s  {5{~c~f~ 1. 

V 

Fig.  Io .  1.2. coli 13, i n f e c t d  d ' a b o r d  a v e c  des  m e m b r a n e s  
de  3"2 (m q.(/), p u i s  p a r  T2  i n t a c t  (m 4). : \prg 's  
3 ° m i n u t e s  ~ 2 5  ° C, o n  ne p e u t  p a s  t r o u v e r  de  ce lh l les  
d o n t  les nucldo~'des s o i e n t  t r a n s f o r m d s  en v a c u o l e s  
m a r g i n a l e s .  P a r  c o n t r c ,  p lu s  de  5 o ' I ,  de s  b a c t t ' r i c s  ~mt 
sub i  la lyse  p a r  l ' e x t d r i e u r ,  t a n d i s  q u e  les a u t r e s  
m o n t r e n t  u n  n u c l d o i d e  d i t t u s  ou  v d s i c u h d r e  (5ooo :." ). 
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l"ig. i ~. a. M e m b r a n e s  de  T -  o b t e n u e s  p a r  ]e choc  o s m o t i q u e  e t  t~r( 'pardes p a r  la m d t h ~ d e  (le f i l t rat i~m 
Un p h a g e  s u r v i ~ a n t  i n t a c t  m o n t r e  sa  forme p o l y h d d r i q u e  c a r a c t d r i s t i q u e .  Les m e m b r a n e s  \ i d e s  el 
a t~lat ies  s ~ n t  e n t o u r d e s  d ' a c i d e  d d s o x y r i b o n u c l d i q u e  f o r m a n t  un  rdseau  d e n s e  (7o,00o . ). b. I.a sus- 
p e n s i o n  de m e m b r a n e s  a 6td t r a i t d e  p a r  la d d s o x y r i b o n u c l d a s e ,  p u i s  d i a l y s d e  p o u r  d lo igne r  les produi t~  
d 'hvdr (~ lvse  e t  les sels. I.a s t l s t )ens ion a q u e u s e  de  m e m b r a n e s  ~t 6t6 al(~rs p r d p a r d e  p a r  " f r eeze  d r y i n g '  

selo11 \\'11.I.I XMS; (7o,0o0 " ). 
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si les bac t~r ies  qui ne m o n t r e n t  pas  de mod i f i ca t i on  nucKeaire p e u v e n t  avoi r  subi  un(! 

a t t e i n t e  phys io log ique  on nucl{~aire, car  le d~lai qui s 'dcoule  e n t r e  l ' a d s o r p t i o n  et  la 

f ixa t ion  p a r  l ' ac ide  osmique ,  d a n s  la t e c h n i q u e  d ' e x a m e n  clue nous  a v o n s  uti l is6e,  a t t e i n t  

ou d£,passe les 2o m i n u t e s  qui c o n s t i t u e n t  la dur6e m i n i m u m  du  bloeage  r e s p i r a t o i r e  

observ~ p a r  FRENCH. 

Les  bac t~ r i e s  surinfect{,es pa r  T2 i n t ac t ,  apr6s  avo i r  adsorb(,  des  m e m b r a m e s  de "1"2, 

ne m o n t r e n t  pas  la t r a n s f o r m a t i o n  ca r ac t6 r i s t i que  de T2. Les m e m b r a n e s  ex c l u en t  done  

le p h a g e  h o m o l o g u e .  P a r  con t r e ,  it l ' i nve r se  de ce que  VISCONTI 1~ a observ( '  lors de la 

s u r i n f e c t i o n  de c o m p l e x e s  B - T2 pa r  T2, la lyse  p a r  l ' ex t~ r i eu r  n ' e s t  pas  exclue .  El le  

est  m&me d ' a u t a n t  p lus  for te  que  la mul t ip l i c i t~  des  m e m b r a n e s  est  p lus  61ev(,e. Ce t t e  

o b s e r v a t i o n  do l t  6tre  r a p p r o c h ~ e  de celle de DOERMANN TM qui,  u t i l i s an t  des  lvsa t s  de 13 

pa r  T6 p o u r  ouv r i r  des  bac t6 r i e s  au cours  du  d ( ' v e l o p p e m e n t  de T 4, a co n s t a t 6  que  cer-  

t a ins  lysa t s  p o u v a i e n t  for t  b ien  lyser  les c o m p l e x e s ,  t a n d i s  que  d ' a u t r e s  en ( ' ta lent  in- 

capab les .  Ce t t e  a c t i v i t (  - p o u r r a i t  &tre mise  en r a p p o r t  avec  la p r o p o r t i o n  de m e m b r a n e s  

dc T6 c o n t e n u e s  d a n s  ces  1vsats. 

I(I:~S / :M I:'. 

Parmi les membranes obtenues par choc osmotique du phage T2 on trouve des killers capables 
de tuer les bactdries. Leur vitesse d'adsorption est 6gale /~ celle du phage intact. Un seul killer suffit 
g t u e r  une bact(~rie. Les membranes adsorbdes ont une action sur les nucl6oides bactdriens qui est 
totalement diffdrente de celle des phages T2 intacts. 

SITMMARY 

Membrane preparations of "1"2 obtained by osmotic shock contain at proportion of killer particles 
in which one particle can kill one bacterium. The rate of adsorption of these killers is the same as 
for the intact phage. The adsorbed membranes produce a transformation ~f tile bacterial nucleus 
which is totally different from the action of intact T_,. 

ZI,q.XMMF, NI:ASSITN(; 

1)urch osmotischen Schock erhaltene Membranen des l'hagen T2 enthalten hillers, v(m denen 
einer geniigt, um ein Bakterium zu tBten. Die Adsorptionsgeschwindigkeit dieser killers ist dieselbe 
wie die yon aktiven Phagen. Die Bakteriemlukleoide werden durch die adsorbierten Membranen 
veriindert, aber in ganz anderer \Veise als wie dureh die intakten T2-1)hagen. 
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