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was o b t a i n e d  fa i r ly  read i ly  in  response  to m e c h a n i c a l  
s t i m u l a t i o n  alone,  a n d  m u c h  more  r ead i ly  in response  
to m e c h a n i c a l  an d  o l fac to ry  (p robab ly  phe romona l )  
s t i m u l a t i o n  combined ,  t he  e x p e r i m e n t s  sugges t  t h a t  t h e  
female ' s  a ccep t ance  response to a live, cou r t i ng  male  m i g h t  
s imi la r ly  be  m e d i a t e d  b y  m e c h a n i c a l  s t i m u l a t i o n  alone,  
b u t  more  read i ly  b y  m e c h a n i c a l  and  p h e r o m o n a l  s t imula -  
t ion  combined .  
In  t he  course  of a t t e m p t s  to  ref ine t he  m e t h o d  of s t imula -  
t ion ,  so l i t a ry  females  and  females  in g roups  were b o t h  
t r e a t e d  w i t h  t he  air  jet .  Surpr i s ingly ,  no  accep tance  
responses  were recorded  d u r i n g  41 obs e r va t i ons  of so l i t a ry  
females,  a l t h o u g h  10 of these  females  showed t he  ' ful ly  
r ecep t ive '  pos tu re .  Dur ing  57 obs e r va t i ons  of ' g roup '  
females,  however ,  15 a c c e p t a n c e  pos tu re s  were recorded,  
14 of w h i c h  were o b t a i n e d  f rom a t o t a l  of 37 females  
d i sp lay ing  t he  ' fu l ly  r ecep t ive '  pos ture .  These  a n d  s imi lar  
da t a ,  a n d  de ta i l ed  obs e r va t i ons  of t he  diel a c t i v i t y  

r h y t h m s  of so l i t a ry  a n d  ' g roup '  females,  sugges ted  t h a t  
so l i t a ry  females  were genera l ly  less l ikely t h a n  group  
females  to  a s sume  the  ' fu l ly  r ecep t ive '  pos tu re  a n d  were 
more  l ikely to  locomote  s p o n t a n e o u s l y  as well  as in  
response  to s t imu la t i on .  The  presence  of n e i g h b o u r i n g  
females  e v i d e n t l y  exe r t ed  a p r o f o u n d  inf luence  on the  
b e h a v i o u r  of ind iv idua ls ,  in  such  a w a y  t h a t  so l i t a ry  
females  seemed u n s u i t a b l e  as c a n d i d a t e s  for t he  ex- 
p e r i m e n t a l  t r e a t m e n t .  
I n  a n y  case, these  e x p e r i m e n t s  descr ibe  the  bas is  of a n  
a s say  for t he  i den t i f i ca t ion  of ma le  sex p h e r o m o n e s  in 
t h i s  a n d  s imi lar  species. The  female ' s  response  is iden t i ca l  
w i t h  t h a t  w h i c h  n o r m a l l y  leads  to  m a t i n g ;  i t  is o b t a i n e d  
fa i r ly  readi ly  in  t he  absence  of l ive ma les  b y  m e a n s  of 
eas i ly  appl ied  m e c h a n i c a l  s t imu l i ;  i t  is easy  to  comb ine  
o l fac to ry  s t imul i  w i t h  t h e  m e c h a n i c a l  s t imu l i ;  a n d  male  
wing  scent  scale p h e r o m o n e  appea r s  to  a c c e n t u a t e  t he  
female ' s  response.  

Isolement d e  d e u x  chlamydiales  (r icket ts ies )chez  un arachnide: L'araign6e Pisaura mirabilis e l .  

Two chlamydiales  (rickettsias) in an arachnida: The spider Pisaura mirabilis CI. 
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Summary. 2 ch lamydia - l ike  mic roo rgan i sms  are associa ted  w i t h  f a t a l  diseases of t he  sp ider  Pisaura mirabilis C1. The  
genera l  cha rac t e r i s t i c s  of these  o rgan i sms  are  ind ica t ed  and  p lace  t h e m  inside t he  genus  Porochlamydia (order  Ch l amy-  
dimes).  

Lors  de l ' 6 tude  de la f r6quence  chez l ' a ra ignde  Pisaura 
mirabilis C1. d ' u n e  m a l ad i e  A Baculovirus 1, 2 types  de 
pa r t i cu les  d ' a l l u re  r i cke t t s iennes ,  d i f f6rentes  de celles 
not6es  p r 6 c 6 d e m m e n t  chez ce t t e  esp~ce s, o n t  6t6 observ6es  
chez pros  de 10% des ind iv idus .  Elles v o n t  faire l ' ob j e t  de 
ce t t e  c o m m u n i c a t i o n .  
Mdthodes. Les formes  infect ieuses ,  n6cessaires  a u x  infec- 
t ions  exp6r imenta les ,  son t  o b t e n u e s  p a r  b r oyage  des 
cadaNres d ' a ra ign6es  dans  de l ' eau  distill~e. El les  son t  
concentr6es ,  apr~s une  c la r i f ica t ion  de 20 ra in  s 1000 •  
p a r  c e n t r i f u g a t i o n  ~tu s u r n a g e a n t  A 5000 •  d u r a n t  20 
min.  P o u r  l ' 6 tude  au microscope  61ectronique, les formes  
infect ieuses  concent r6es  son t  con t r a s t6es  n 6 g a t i v e m e n t  
sur  grilles p a r  du  p h o s p h o t u n g s t a t e  de sod ium n e u t r e  
2%.  L ' 6 t u d e  h i s to log ique  es t  rdalis6e sur  des coupes  de 
mat~r ie i  fix~ p a r  le l iqu ide  de He l ly  ~, apr~s  co lo ra t ion  
selon la t e c h n i q u e  de Marm-Domin ic i  3. P o u r  la microscopic  
~lect ronique,  les coupes f ines color6es p a r  l ' ac~ ta te  d ' u r a -  
ny le  e t  le c i t r a t e  de p l o m b  son t  r6alis6es ~ p a r t i r  de 
f r a g m e n t s  de t i ssus  inclus  d a n s  le m61ange de Spur r  4 
apr~s doub le  f i xa t ion  p a r  du  g l u t a r a l d6 r yde  k 3% et  de 
l ' ac ide  osmique  ~ 2% duns  u n  t a m p o n  cacody la t e  de 
sod ium (0,2 M, p H  7,2) add i t i onn6  de saccharose  (3%).  
Rdsultats. 2 types  de r icke t t s ies  ( r icket ts ie  de t y p e  I e t  de 
t y p e  II)  son t  r econnues  au microscope 61ectronique lors de 
l ' e x a m e n  des formes  infect ieuses  con t ras t~es  n 6 g a t i v e m e n t  
(figures 1 e t  2). Celles de t y p e  I son t  ovoides,  d ' a s p e c t  
homog~ne  e t  m e s u r e n t  en  m o y e n n e  560 n m  de long sur  
240 n m  de large (figure 1) ; celles de t y p e  I I ,  de p lus  g r a n d e  
tai l le  (en m o y e n n e  950 n m  de long sur  300 n m  de large),  
on t  un  aspec t  h6t~rog~ne (figure 2). Les araign~es,  in- 
fect6es e x p 6 r i m e n t a l e m e n t  p a r  voie bucca le  avec  l ' une  
ou l ' a u t r e  des  r icket t s ies ,  c o m m e n c e n t  ~ m o u r i r  4 se- 
m a i n e s  ap rbs  l ' infec t ion .  On no t e  a lors  la pr6sence  de 
microcolonies  d a n s  les cellules de l ' h~pa topanc r6as .  E n  

microscopie  61ectronique, ces microcolonies  a p p a r a i s s e n t  
compos~es de d ivers  t ypes  de pa r t i cu les  qui  t r a d u i s e n t  
l ' ex i s t ence  d ' u n  cycle de d ~ v e l o p p e m e n t  in t race l lu la i re  
i d e n t i q u e  ~ celui  des Ch lamydia les  5. Au cours  de ce cycle, 
les fo rmes  infect ieuses  (corps 61~mentaires) se t r a n s f o r m e n t  
e n  formes  de m u l t i p l i c a t i o n  (corps in i t i aux)  d o n t  les 
cellules filles ~vo luen t  vers  de n o u v e a u x  corps  ~l~men- 
t a i r e s  en  fin de cycle en  p a s s a n t  p a r  des  formes  de  t rans i -  
t i on  (corps in te rm6dia i res ) .  
Les  corps  616mentaires (figures 1-6). Chez la r i cke t t s ie  
de t y p e  I, ils o n t  la fo rme d ' u n  ovoide  ap l a t i  de 600 n m  
de long sur  200 n m  de large e t  70 n m  d '6pa i s seur  (figures 
3 e t  4). Chez la r i cke t t s ie  de t y p e  I I ,  de morpholog ie  
p lus  complexe,  les sect ions  t r a n s v e r s a l e s  son t  p i r i formes  
(figures 5 e t  6) ; ils m e s u r e n t  j u s q u ' ~  1100 n m  de long  sur  
250 n m  de large e t  leur  gpaisseur  va r i e  de  70 n m  duns  la 
zone mince  5. 150 n m  dans  la r~gion la plus  ~paisse. Ils 
son t  dans  les 2 cas l i m i t , s  p a r  un  ensemble  p e n t a l a m i n a i r e  
form5 pa r  2 m e m b r a n e s  un i t a i r e s  accol~es. Cet  ensemble  
p r~sen te  parfois  u n  aspec t  perform, i d e n t i q u e  ~ celni  
signal~ chez d ' a u t r e s  mic roo rgan i smes  d ' a rachn ides6 ,  L 
Le matSr ie l  nucl~aire  en tou re  le c y t o p l a s m e  chez  la 
r i cke t t s i e  de t y p e  I (figures 3 e t  4) ; il le longe en o c c u p a n t  
la p a r t i e  ~troi te  des pa r t i cu les  chez la r i cke t t s ie  de t y p e  I I  
(figures 5 et  6). Duns  le cy top lasme ,  les r ibosomes  sont  
r~gul i~rement  a l i gh t s  (figures 4 et  5). U n e  s t r u c t u r e  mem-  
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Fig. 1. Ricket ts iose  de type  I. Sus- 
pension de formes infectieuses ou 
corps 616mentaires (ce). 

Fig. 2. Ricket ts iose  de type II .  
Suspension de formes infectieuses 
ou corps 616mentaires (ce). Le 
sys t~me membrana i r e  in terne  (m} 
est  visible. 

Fig. 3. Rieket ts iose  de type  1. Sec- 
t ion d 'une  microeolonie renfer- 
m a n t  des corps in i t iaux (ci), des 
corps in term6diai res  (ct) et  des 
corps 616mentaires (ce). 

Fig. 4. Ricket ts iose  de type  I. 
D6tai l  d 'un  corps 616mentaire 
(ce) en section longi tudinale .  Le 
matdriel  nucl6aire (n) entoure  le 
cy top lasme  (c) qui renferme les 
r ibosomes (r) align~s. 

Fig. 5. Ricket ts iose  de type  I I .  
Sect ion d 'une  mierocolonie ren- 
fe rmant  des corps in i t i aux  (ei), 
des corps in term~diai res  Ict) e t  
des corps ~Mmentaires (ce). r, 
r ibosomes. 

Fig. 6. Ricket ts iose  de type  II .  
Sect ion d 'un  corps 61~mentaire 
m e t t a n t  en 6vidence le syst~me 
membrana i r e  (m) dans  le mat4- 
riel nucl6aire (n). Le ey top la sme  
(c) oecupe la pa t t i e  large de Ia 
par t ieule .  

Fig. 7. Rieket ts iose  de type  II .  
Corps g4ant  (cg) e t  corps 414men- 
ta i re  (ce). 
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b r a n a i r e  exis te  dans  le mat6r ie l  nucl6aire.  Elle es t  d6cela- 
ble sur  les c o n t r a s t e s  n6gat i fs  (figure 2) de la r i cke t t s i e  
de t y p e  I I  chez laquel le  elle est  tr~s d6velopp6e (figure 6). 
Les corps  i n i t i a u x  (figures 3 e t  5). Les corps  i n i t i aux  de la  
r i cke t t s ie  de t y p e  I (figure 3) son t  coccoides, d ' e n v i r o n s  
400 n m  de d i a m 6 t r e ;  ceux  de  la r i c k e t t s i e  de t y p e  I I  
(figure 5} son t  baci l I i formes,  de 1200 p m  de long sur  
450 n m  de large. Ils m o n t r e n t  c e p e n d a n t  la m~me organi -  
s a t i on :  l im i t , s  p a r  2 m e m b r a n e s  un i t a i res  s6par6es, ils 
on t  un  c y t o p l a s m e  clair  aux  61ectrons au sein d u q u e l  
son t  vis ibles  de n o m b r e u s e s  fibri l les denses  ainsi  que  des 
granules  r ibosomiens .  
Les corps in t e rm6d ia i r e s  (figures 3 et  5). Fo rmes  de t r ans i -  
t i on  en t re  les 2 formes  pr6c6dentes ,  on  y obse rve  une  
dens i f ica t ion  la t6ra le  c o r r e s p o n d a n t  au r e g r o u p e m e n t  du  
ma te r i e l  nucl~aire  et  une  r e s t r u c t u r a t i o n  progress ive  des 
l imi tes  cellulaires.  Len t icu la i res  chez la r icke t t s ie  de t y p e  I 
(figure 3), les corps  in te rm6dia i re s  son t  baci l l i formes  chez  
la r i cke t t s ie  de t y p e  I I  (figure 5). 
Chez la r icke t t s ie  de t y p e  I I ,  des corps g6an ts  son t  vis ibles  
(figure 7). Pa rasph6r iques ,  ils a t t e i g n e n t  2,5 ~xm d e d i a -  
m~t re  e t  r e n f e r m e n t  des s t r u c t u r e s  Mlong~es c o n s t i t u t e s  
de f ibres accol6es. E n  sect ion t ransversa le ,  ces s t r u c t u r e s  
p r d s e n t e n t  une  mai l le  cr is ta l l ine,  

Discussion. Le cycle in t race l lu la i re  des 2 mic ro0 rgan i smes  
p e r m e t  de les p lace r  darts l ' o rd re  des Ch lamydia les  5. 
Leurs  carac t~res  u l t r a s t r u c t u r a u x ,  en pa r t i cu l i e r  ceux  des  
corps  6Mmentaires ,  t r a d u i s e n t  leur  a p p a r t e n a n c e  au genre  
Porochlamydia 7 qui v a  donc  s ' en r i ch i r  d ' u n e  ou de deux  
esp~ces nouvel tes .  I1 n ' e s t  pas  en  effe t  ce r t a in  que  Ia 
r i cke t t s ie  de t y p e  I soi t  une  nouvel le  esp~ce. Trouv~e  chez 
les ara ign6es  dans  des s t a t i o n s  tr~s vois ines  de celles oil les 
scorpions son t  infect6s p a r  Porochlamydia buthiT, elle ne  
pr6sente ,  avec  ce mic roorgan i sme ,  que  de l~g~res diff6- 
rences  morpho log iques  au n i v e a u  des corps  i n i t i aux  et  des  
corps  in te rm6dia i res .  Son 616vation au  r ang  d 'esp~ce es t  
donc  subo rdonn6e  X la mise en 6vidence de ca rac t~res  
sp6cifiques,  d ' o rd re  i m m u n o l o g i q u e  p a r  exemple,  e t  aux  
r6su l t a t s  d 'essais  d ' i n fec t ions  crois6es m o n t r a n t  la sp6- 
cificit6 d ' h 6 t e  des 2 microorganismes .  E n  ce qui concerne  
la r i cke t t s i e  de t y p e  I I ,  qu i  poss~de des  carac t~res  u l t r a -  
s t r u c t u r a u x  or ig inaux,  on  p e u t  en r e v a n c h e  la consid6rer  
d~s ~t p r6sen t  c o m m e  une  nouvel le  Porochlamydia. L '~ ta -  
b l i s s emen t  de la d iagnose  de ce t te  esp~ce n~cessite un  
c o m p M m e n t  d ' i n f o r m a t i o n  sur  ses aff ini t~s i m m u n o l o -  
giques ainsi  que sur  son cycle off l 'on  no te  la pr6sence de 
corps  g6ants ,  j u s q u ' a l o r s  i nconnus  dans  l 'o rdre  des  
Chlamydia les .  

N e u t r o p h i l s  are  m e d i a t o r s  of  a n t i v i r a l  i m m u n i t y  I 
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Summary. The  p a p e r  p re sen t s  ev idence  t h a t  p o l y m o r p h o n u c l e a r  neu t roph i l s  upon  s t i m u l a t i o n  w i th  he rpesv i ru s - induced  
an t i gens  release a m a t e r i a l  i n h i b i t o r y  to v i rus  infect ion.  The  m a t e r i a l  does  n o t  a p p e a r  to  be  iden t ica l  to t y p e  I or I I  
in te r fe ron .  

I t  h a s  been  c u s t o m a r y  to cons ider  the  p o l y m o r p h o n u c l e a r  
n e u t r o p h i l  (PMN) as an  effector  cell p r i m a r i l y  i n v o l v e d  
in a n t i b a c t e r i a l  r a t h e r  t h a n  in a n t i v i r a l  defense. R e c o v e r y  
f rom v i ra l  in fec t ions  seemS to be the  d o m a i n  of t he  
macrophage ,  t y p e  I i n t e r f e ron  p roduced  b y  v i rus - in fec ted  
ceils and  severa l  c o m p o n e n t s  of specific i m m u n i t y  2-e. 
A m o n g s t  these  l a t t e r  specific componen t s ,  an t i v i r a l  cy to-  
toxic  T ceils and  t he  l y m p h o k i n e  t y p e  2 in t e r f e ron  are 
a s sumed  to  be t he  m o s t  i m p o r t a n t  effector  m e c h a n i s m s  
of recovery.  A l t h o u g h  P M N  could  p l ay  a role in a n t / v i r a l  
defense  b y  p h a g o c y t o s i n g  opsonized  v i rus  par t ic les ,  t he  
i m p o r t a n c e  of th i s  process  in con t ro l l ing  v i rus  d i s semina-  
t ion  in v ivo  has  n o t  been  defined.  Since P M N  produce  

Table 1. Stimulants examined which failed to cause bovine Ileutro- 
phils to release virus inhibitor 

Vesicular stomatitis virus infected GBK cells 
Bovine rotavirus infected BSC-1 cells 
Bovine virus diarrhoea infected GBK cells 
Parainfluenza II1 virus infected GBK cells 
Newcastle disease virus infected GBK cells 
Herpes simplex virus infected VeRo cells 
Canine distemper virus infected dog kidney cells 

Heat aggregated bovine gamma globulin (500 txg/ml) 
Purified protein derivative of human tuberculin (500 b~g/ml) 
Antibody and complement opsonized zymosan particles 

l i t t le  or no  in t e r f e ron  7, *, t h e y  m a y  n o t  be invo lved  in 
r ecove ry  f rom v i ra l  infect ions .  However ,  some r ecen t  
obse rva t i ons  h a v e  sugges ted  a p a r t  for P M N  in a n t i v i r a l  
i m m u n i t y  0-12. Fo r  ins tance ,  P M N  were shown to ac t  as 
effector  cells in a n t i b o d y - d e p e n d e n t  cell c y t o t o x i c i t y  
(ADCC), wh ich  in t u r n  was  a s sumed  to p rov ide  a n  in 
v i t ro  model  of a n t i v i r a l  defense  e,13,14. In  fact ,  in t he  
b o v i n e  species, P M N  were t h e  mos t  eff ic ient  of all  cell 
t y p e s  t es ted  a t  m e d i a t i n g  a n t i v i r a l  ADCC lo. F u r t h e r m o r e ,  
PMN,  in t h e  p resence  of a n t i b o d y ,  could  p r e v e n t  v i rus  
d i s s emina t i on  when  added  to  v i rus - infec ted  m o n o -  
layers" ,  15. W e  now r e p o r t  f u r t h e r  ev idence  t h a t  P M N  
m a y  be invo lved  in a n t i v i r a l  i m m u n i t y  b y  showing  t h a t  
the  P M N ' s  are induced ,  b y  exposure  to  he rpesv i ru s  
an t igens ,  to  release subce l lu la r  m e d i a t o r s  which  can  
r ende r  cells r e s i s t a n t  to  v i rus  infect ion.  
Materials and methods. B o v i n e  P M N  f rom a n i m a l s  wi th  
no k n o w n  exposure  to t he  v i ruses  u n d e r  inves t iga t ion  
were isola ted f rom the  m a m m a r y  g lands  b y  m e t h o d s  
r epo r t ed  p rev ious ly  16. These  cells cons i s ted  of 9 8 - 9 9 %  
P M N  and  were c o n t a m i n a t e d  b y  macrophages .  The  cells 
were suspended  in Eagles '  base  m i n i m a l  essent ia l  m e d i u m  
(MEM) c o n t a i n i n g  1% fe ta l  calf  se rum a t  a cell concen t r a -  
t ion  of 5 • 106/ml. 
P r e p a r a t i o n  of cell and  v i ra l  s t imu lan t s .  The  fol lowing 
cell l ines were cu l tu red  in 100-mm pe t r i  dishes (approxi-  
m a t e l y  8 • 106 cells) in  M E M  c o n t a i n i n g  5% FCS - Georgia  
bov ine  k i d n e y  cells (GBK),  2 m o n k e y  k i d n e y  cell l ines - 
BSC-1 and  VeRo  and  dog k i d n e y  cells. T h e  vi ruses  s h o w n  


