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ABSTRACT 

A quantitative relationship has been established between the number of par- 
ticles, for example bacteriophages, counted in ultrathin sections of bacteria and 
the total number present in the whole bacterial cells. The factor F relating parti- 
cles counted per section with the total number of these particles per entire bac- 
terium could be arrived at by two methods, which proved to give results in close 
agreement. The first involves knowledge of the average volume of a bacterial 
section in proportion to the average volume of a whole bacterium; if the mean 
number of appearances of the same particle on consecutive sections is also known, 
F may then be calculated. The thickness of sections and, therefore, their vol- 
ume, as well as the average number of times a single particle is sectioned could 
be learned by examination of serial sections. By counting the relative number of 
T2 phage particles which had been intersected once or twice, and relating this 
proportion to the known phage dimensions, the thickness of the sections was de- 
termined to be about 400 A. 

The second measurement of F could be made in a particular case of late phage 
development where the number of particles per cell was countable or titratable 
directly in the bacterial lysate, this number being compared with the number 
seen in sections of the bacteria just before lysis, 

The different sources of errors are discussed. The statistical error is under 20 
per cent, while the systematic errors are higher and cannot yet be indicated pre- 
cisely. After a very cautious estimation of the upper limits, we can state, how- 
ever, that  the counts made with this method are certainly reliable to well within 
a factor of two. 

I N T R O D U C T I O N  

Depuis  que des mfithodes sfires de fixation et  
&inclusion de bact~ries ont  ~t6 dfivelopp~es (14), 
les coupes ul traminces sont appel~es g fournir 
d 'ut i les  renseignements sur la mult ipl icat ion in- 
tracellulaire du bactfiriophage (8). Lorsque des 
bact~ries infect~es par  des bacteriophages sont  
ouvertes  artificiellement g diff~rents stades de 
d~veloppement  du phage, elles fournissent  des 
lysats qui cont iennent  des phages et diff&ents 
cons t i tuants  phagiques en quanti t~s d~pendant  
du stade de dfiveloppement. Ces lysats on t  fit~ 

* Ces recherches ont dt~ effectudes grace ~ l'appui 
du Fonds national suisse pour la RecheJche scientifique. 

fitudi~s quan t i t a t i vemen t  aux points  de vue phy-  
siologique, chimique et morphologique (4, 5, 9). 
Certains des const i tuants  phagiques, comme les 
t~tes de phages vides, posaient cependant  un  
probl~me. Existaient-ils tels quels dans la bact&ie,  
ou ~taient ils produits  par  la rupture  de phages 
immatures  fragiles (9)? Les coupes ultrarninces 
devaient  permet t re ,  et nous ont  permis, de clari- 
tier ce point  (10). Mais pour pouvoir  associer des 

particules visibles sur les coupes ~ certains cons- 

t i tuan ts  du lysat,  il nous fallait connaitre  la rela- 

tion quant i t a t ive  qui existe entre  le nombre  de 

particules contenues dans les bact~ries entiSres et 

leur nombre  visible sur les coupes de ces bact~ries. 
Dans  le present  t ravail  nous exposerons deux 
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m6thodes employees pour  obtenir  cette relation 
num{rique. Ces mfithodes prfisentent un  int~r~t 
plus g~n~ral car dies sont susceptibles d 'etre  
appliqufies g d 'aut res  syst~mes. 

Au d@ar t ,  nous devions considfirer deux fairs 
impor tants  : 1 °, le hombre  des phages form,s  
dans une bact~rie varie beaucoup d 'une cellule 
l ' aut re  (3), ce qui implique l 'observation d 'un  
nombre  sufi isamment filev~ de cellules qui seule 
donnera  une moyenne significative; 2 °, le d~nora- 
brement ,  ~t l 'aide de coupes s~rifies, de toutes les 
particules contenues dans une cellule posait  un 
probl~me technique p ra t iquement  insoluble car 
il cot fallu des rubans  d 'une cinquantaine de 
coupes suceessives pour  saisir le volmne entier  de 
la bact&ie. Nous avons alors d&id~ d 'aborder  ce 
probl~me par  un  fichantillonnage. Un "~chan- 
til lon" est form~ de plusieurs bonnes coupes, 
choisies au hasard, et prfisentant chacune 20 g 30 
bact~ries. Sur cet "&han t i l lon"  nous pourrons 
dfiterminer un  nombre  rnoyen de particules par  
coupe de bact~rie. Pour  obtenir  ensuite la rela- 
tion num&ique  entre cet fichantillonnage sur 
coupes et le nombre  moyen de particules conte- 
hues dans les bact&ies enti~res, nous avons suivi 
deux voles diff&entes. La premiere vole est le 
calcul des volumes moyens respectifs d 'une  coupe 
de bactfirie et d 'une bactfirie enti~re. En fitablis- 
sant  le rapport  de ces deux valeurs, on peut  
dfiterminer la relation cherch~e si l 'on connait  
le nombre  moyen d 'appari t ions  d 'une m~me 
particule sur des coupes successives. Pour  mesurer 
ce dernier, et pour calculer l'fipaisseur moyenne 
des coupes, dont  d~pend leur volume, nous avons 
fait une ~tude stat ist ique sur des coupes s~ri~es. 
La seconde vole, to ta lement  ind~pendante de la 
premiere, est un fitalonnage expfirimental, pra- 
ticable seulement si l 'on peut  connaitre d 'une 
autre  fagon le contenu moyen des cellules; on 
relie alors directement  ce contenu g la valeur 
donn~e par  l '&hant i l lon.  Nous l 'avons suivie en 
choisissant un  stade tardif du dfiveloppement du 
bact6riophage, off l 'on t rouve dans le lysat  une 
grande quanti t~ de phages complets et, propor- 
t ionnellement,  peu d 'aut res  const i tuants  phagi- 
ques. Le problSme de l ' identification de ces 
cons t i tuants  est alors nfigligeable 

La dfitermination de l'fipaisseur de la coupe 
pr~sente un int~r~t en soi-m~eme, puisque sa 
connaissance est impor tan te  pour certaines in- 
terpretat ions.  Pa r  deux m~thodes physiques, 
l'elllpsomfitrie (12) et l ' interffirom~trie (1), on 

arrive g des valeurs sensiblement plus ~lev~es que 
celles admises jusqu 'g prfisent. Notre  m{thode 
statist ique,  qui est une extension de celle d~erite 
par  Morgan et al. (11), apporte  une confirmation 
de ces valeurs plus filev{es. 

Mat&iel et m~thodes 

Les bactdries Escherickia toll souche B-Berkeley, le 
bact&iophage T2r, ainsi que les mdthodes et milieux de 
culture ont d~j?l dt~ d&rits (8). 

La pr@aration des lysats pour le comptage des 
particules au microscope 61ectronique a dt~ effectude 
par filtration sur g~lose collodionnde avec une suspen- 
sion de particules de latex de polystyrene de concen- 
tration connue comme rdfdrence (7). 

La fixation et l'inclusion dans un polyester (vestopa[ 
W) ont dtd faites suivant les conditions standard 
Otablies par Ryter et KelJenberger (14). 

Des rubans de coupes ont dt~ recueillis sur des grilles 
Athene type Sj6strand ou New 100, recouvertes d'un 
film mince de formvar (0,25 pour cent en chloroforme 
sur lame de verre) doubl~ d'un film de carbone tr~s 
mince obtenu par ~vaporation. On trouve facilement 4 
ou 5 coupes eonsdcutives dans le m~me champ. 

Le microtome utilisd a dte" fabriqud dans notre 
laboratoire (6). Nous avons emp|oyfi un microscope 
dlectronique RCA type EMU-2D avec diaphragmes 
Canalco dans ]e eondenseur (260/z) et l'objeetif (50 #). 

Pour d&alquer les micrographies des coupes suc- 
cessives de bactdriophages, on s'est servi de feuilles de 
celluloid g4latin~es utilisdes darts les arts graphiques 
("typafoil", Typon, Berthoud, Suisse), ou de film 
photographique vierge fix~5. 

RI~SULTA'rS 

(1) Thgorie el dgfinitions: 

Consid~rons des coupes successives d%paisseur 
d et une sphere de diam~tre a (Sch~ma 1). 

Si (n - l) d < a < nd, des t ranches de sphere 
apparaRront  sur n ou sur (n + 1) coupes. Par  
exemple, si a < d, la sph8re sera visible sur 1 ou 
2 coupes; si d .,< a < 2d, la sphere sera visible 
sur 2 ou 3 coupes. 

Quelles sont  les probabili t6s respectives de la 
sphere d 'apparMtre  s u r n  et  (n + I) coupes? Le 
Sch~ma 1 permet  de rfipondre immfidiatement.  
On constate  en effet que le centre de la sphere, 
qui peu t  se t rouver  avec la m~me probabilitfi 
n ' impor te  off de 0 g d, dolt se t rouver clans la 
bande blanche de largeur n d -  a pour que la 
sphfire ne soit visible que sur n coupes La pro- 
babilit6 Pn de ce dernier ~v~nement est donn~e 
par  le rappor t  des cas favorables aux cas possi- 
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Si main tenant ,  nous d~sirons d~terminer  le 
hombre  Y de ces sphSres se t rouvan t  dans un 
volume V en connaissant  le nombre  moyen y de 
spheres appara issant  sur une coupe de surface s 
( a v e c s  - d = volume d e l a c o u p e  < V), il nous 
faut  6tablir  la relation suivante:  

Y ~ F . y  

F d~pend du rapport  entre  le volume V qui 
nous int6resse et le volume de la coupe; il d~pend 
~galement du nombre  moyen m de fois off appa-  
ra i t ra i t  la m~me sph&e sur des coupes pr6sentant  
le volume V en entier. Une sphSre appara issant  
sur n coupes avec la probabil i t~ p ,  et sur (n + 1) 
coupes avec la probabil i t6 p,+~, on a 

n d  - -  a 
m =  p , ~ . n + p ~ , + ~ .  ( n + l )  = - - -  n +  

d 

- ( n -  1)d 
- - ( n +  1) 

d 

SCH£~A 1. Repr6sentation de coupes parall~les 
d'6paisseur d g travers des spheres de diam~tre a, avec 

a compris entre (n - 1) d et nd.  Si le centre d'une 
sphtre se trouve dans une r~gion hachurde, la sphere 
sera visible sur (n + 1) coupes. Si le centre se trouve 
dans une r4gion blanche, la sphere se rencontrera sur 
n coupes. 

d + a  
m 

d 

Finalement ,  on obt ient :  

V 1 V d 
V ~ - -  . - -  ~ _ _  _ _  . 

s . d  m s . d  d + a  

bles et  vau t  donc 

n d  - a 
P ,  

d 

De m~me, la sphere est visible sur (n + 1) 
coupes si son centre se t rouve dans les r6gions 
hachur6es et l 'on a 

a -- (n -- 1)d 
P(n+l) 

d 

Le rappor t  des probabili t~s p , + ~ / p , ,  est 6gal 
la l imite du rappor t  R du nombre  de sphfires 
visibles sur (n + 1) coupes au hombre  de sph&es 
visibles sur n coupes, lorsque le hombre  de spheres 
consid&6 devient  suffisamment grand. 

P,+I a - (n - 1)d 
R 

p ,  n d  - -  a 

De 1~, on tire d, qu 'on  peut  ainsi calculer apr~s 
avoir mesur6 a et  R. 

a(R + 1) 
d =  

n R  n t- (n  - -  1) 

Si F peut  ~tre dOtermin~ exp~rimentalement ,  
cette formule permet  de calculer d: 

V 
d a 

F . s  

Pour appliquer ces calculs g la r6alit6, il faut  
se souvenir que la th~orie considSre qu 'un  mor- 
ceau de n ' impor te  quelle 6paisseur est visible sur 
une coupe; ce qui n 'es t  cer ta inement  pas le eas en 
prat ique.  I1 y a une 6paisseur limite, que nous 
appellerons e, et qui d~pend cer ta inement  du 
contraste  relatif de la particule et  p robablement  
de l '6paisseur de la coupe. Les calculs res tent  
valables, ~ condition de remplacer a, diamStre 
r~el de la sphere, par  a - 2e ,  diam~tre efficace. 

Comme nous allons le voir, le phage T2 qui  
&ai t  ~ notre  disposition ne cadre pas exactement  
avec la th~orie; la t~te du phage est oblongue. 
Une th~orie est possible pour ce cas; elle nficessite 
de nombreux calculs. Nous verrons plus loin 
qu'i l  est inutile de faire cet effort main tenant ,  car 
certaines donn&s  doivent  encore ~tre acquises 
exp~rimentalement.  
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TABLEAU I 

Apparition des m~mes Pha 

P h a g e s  v i s i b l e s  

Sdrie 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
" 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

~ o m m e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Proportion du total . . . . . . . . .  

1 lo is  

12 
5 

12 
26 
4 

59 4- 8* 

0,37 4- 0,05 = U 

es sur des Coupes successives 

2 lo is  

17 
6 

20 
31 
15 

89 4- 10" 

0,56 4- 0,06 = V 

3 fois 

6 

3 
3 

12 4- 3,5" 

0,07 =t= 0,02 = W 

Les sdries 1, 2, et 3 6taient formdes de 4 coupes successwes, les sdries4 et 5 de 5 coupes successives. Les premiere 
et derni~re micrographies de chaque s6rie n'ont servi qu'h ddterminer le nombre d'apparitions des phages se trou- 
vant sur les coupes m6dianes. 

* La d~viation standard indiqude est donn~e par V/N. 

(2) Epaisseur  des coupes: 

Pour 6tablir l'6paisseur des coupes, nous avons 
examin6 des s6ries de 4 ou 5 coupes successives 
de bact6ries E.  coli B contenant des bacterio- 
phages T2, et dftermin6 si un phage se retrouve 
ou non sur plusieurs coupes. 

Nous avons montr~ ailleurs (13) que le matfriel  
coupfi en polyester ne fair ni saillie ni d6pression 
g la surface de la coupe; il n 'y a donc pas d'arra- 
chement ni de perte de mat6riel, qui auraient pu 
fausser notre dfitermination. 

Les coupes constituant le peti t  ruban parais- 
saient toutes grises fi. la surface de l 'eau de flot- 
tage et peuvent donc ~tre considfir6es comme 
des coupes fines; elles permettaient  des micro- 
graphics de haute rfisolution (Fig. 1). 

Si les phages sont en g~n6ral facilement visibles 
sur les micrographies, l 'identification d 'un m~me 
phage d'une coupe ~t l 'autre s'av~re par contre 
tr~s difficile. Le seul proc6d6 utilisable consiste g 
d6calquer g l 'encre de couleur chaque micro- 
graphic fortement agrandie sur une feuille trans- 
parente de cellulo~'d g61atin6e (2). Les caiques de 
couleurs diff~rentes ainsi obtenus permettent  par 
superposition de suivre les phages d 'une coupe A 
l 'autre et de d6terminer d'apr~s la couleur r~sul- 
tante le nombre de coupes sur lesquelles apparalt 
un phage donn6. 

Nous avons constat6 (Tableau I) qu 'un phage 
se retrouve souvent sur 2 coupes et parfois sur 3. 
II se trouve aussi assez souvent sur 1 seule coupe, 
ce qui s'explique par la forme poly~drique oblon- 
gue de sa t~te; nous ne pouvons doric pas appli- 

quer directement la th6orie d6velopp~e plus 
haut. Cependant, les dimensions extremes, me- 
sur6es sur des phages indus dans le polyester, 
sont 710 et 525 A; le rapport de ces dimensions, 
710/525 = 1,36, ne d6passe pas beaucoup l'unit6; 
ceci rend admissible la r6solution du problfime 
par des approximations. 

En premiere approximation et en admettant  
= 50 A, on peut d6duire que l'6paisseur des 

coupes est comprise entre 610 et 425 A. En effet, 
le fait que des phages puissent ~tre contenus dans 
une seule coupe nous donne la limite inf6rieure et 
le fait que le m~me virus peut se trouver sur 3 
coupes exige que l'6paisseur soit inf6rieure ?t 
610 A. Mais e, qui est l'6paisseur minimum don- 
nant un contraste juste perceptible n'est que 
mal connu et pourrait ~tre plus fort. Les limites 
de d calcul6es pour d'autres valeurs de e se trou- 
vent dans la derni~re colonne du tableau II.  

Pour des calculs plus precis, nous avons essay~ 
plusieurs voies. E tan t  donn~ les deux dimensions 
extremes du phage, la meilleure voie semble con- 
sister en une s6paration du total des phages en 
deux populations de particules de diam~tre moyen 
diff6rent. Une premiSre population, repr~sentant 
la fraction q du total, n 'apparait  que sur une ou 
deux coupes. La seconde population--fraction 
1 - q du to ta l - -apparai t  sur 2 ou 3 coupes. Nous 
nous sommes arr~t6s ~ q = 0,9, ce qui veut dire 
que la premiere population comprend tous les 
phages dont le grand axe est inclin~ de moins de 
70 ° par rapport au plan de coupe. En mesurant 
graphiquement les dimensions correspondant aux 
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TABLEAU II  

Valeurs de d calcul~es pour d~ffgrentes valeurs de 

0 
50 

100 
150 
200 

Pr6cision :k9,5% 

da d~ da 

980 1270 420 
810 1020 360 
635 780 300 
470 575 240 
295 350 185 

± ~ 7 % i + ~ 2 %  

Limites 

525 < d < 710 
425 < d < 610 
325 < d < 510 
225 < d < 410 
160 < d < 310 

Les valeurs d~, d~, et d~ ont 6t6 calculges A partir des 
frdquences U, V, et W indiquges dans le Tableau I, 
au moyen de formules donndes dans le texte. La prd- 
cision indiqude a dt~ calculde par propagation des 
ddviations standard de U, V, et W. Les limites sont 
donndes par les conditions suivantes: 

525 - 2~ < d < 710- -  2e 

710 - -  2~ 
et - -  < d  

2 
Toutes les dimensions sont en A. 

difffirents angles, nous avons calcul~ une dimen- 
sion moyenne A~ = 575 A pour  cette dasse.  
Pour  l 'autre ,  qui comprend donc les phages 
formant  un  angle sup~rieur ~. 70 ° avec le plan de 
coupe, nous avons posfi le diam~tre maximum 
A= = 710 A. GrAce g l 'artifice des 2 populat ions 
de particules sph6riques diff6rentes, on peut  
employer les formules calcul6es plus haut .  

En  d6signant  par  u, v, et  w les probabil i t6s 
d 'appara i t re  sur 1, 2, ou 3 coupes, et par  at et a= 
respect ivement  A~ - 2e et As - 2e, on obt ient :  

d - a~ 

d 

a~ 2d - -  a.- 
v = q a  + (1 - q) - - -d -  - 

a ~ -  d 
w = (1 - q) - -  

d 

q " d~l 

q -- u 

q "  a l - -  ( l  - -  q)ae 
d~=  

v -  2(1  - q )  

(1 - -  q)ao 
d ~ -  

w +  (1 - -  q)  

E n  int roduisant  dans ces formules q = 0,9, et 
pour  u, v, et  w respect ivement  les fr~quences U, 

V, et  W dgtermin6es d'apr~s les donnges du 
Tableau I on obt ient :  

& = 1,7 al 

9a l  --  a2 
d~ 

3,6 

& = 0,59 a~ 

Le Tableau I I  donne les valeurs num6riques 
de dr, d2, et d3 calcul6es pour  des e va r ian t  de 
0 g 200 A. 

Darts ce tableau, nous pouvons comparer les 
valeurs de d calcul~es pour  les diff~rents e avec 
les limites indiqu6es dans la derni~re colonne. 
Nous  voyons alors que e doit  8tre ~gM ou supfi- 
rieur ~ 150 A. En  effet, pour  e = 150 A, les va- 
leurs de dl et de d~, compte tenu de la pr6cision 
de leur ddtermination,  se t rouvent  tout  juste ~t 
l ' int6rieur des limites. L'6paisseur de la coupe 
serait  doric d 'environ 400 A ou m~me inf~rieure. 

(3) Relation num¢rique entre le hombre moyen de 
particules visibles sur une coupe de bactOrie, 
d~termin~ au moyen d'un &'hantillon, et le 
hombre des particules contenues dans les ba- 
tgries enti~.res: 

L'  "~chant i l lon" que nous allons utiliser pour  
d6terminer le hombre  moyen de particules par  
coupe de bactfirie est formfi de 5 micrographies 
faible grossissement, m o n t r a n t  chacune 20 £ 30 
bact~ries et prises chacune sur des coupes et  sur 
des groupes de bactbries diff6rents. Nous comp- 
terons les bact~ries et les particules pr6sentes dans 
les bact6ries sur 5 micrographies et calculerons le 
hombre  moyen de particules par  coupe de bac- 
t~rie. La premiSre chose i connaitre  est la repro- 
ductibilit6 de cet fichantillonnage. Un calcul 
simple dans le cas de particules sphfiriques montre  
en effet que le nombre  de particules visibles est 
di rectement  proport ionnel  ~ l 'dpaisseur, qui 
pourrai t  @idemment  varier d 'une coupe ~ l 'autre.  
Le Tableau III ,  expdrience 2, nous montre  que 
pour des dchantillons formfis d 'une seule coupe, la 
dispersion des valeurs est  de 14 pour  cent, ce qui 
donne une dispersion d 'environ 6 pour cent  pour 
la valeur moyenne obtenue avec un ~chantillon 
de 5 coupes. Nous constatons ainsi que l '~paisseur 
des coupes choisies comme bonnes est trSs cons- 
tante.  Cette mani~re d 'bchanti l lonner est donc 
parfa i tement  utilisable; de plus, il est justifi6 
d ' a t t r ibuer  g ces coupes l '~paisseur que nous 
avons d~termin~e sur d 'autres  de m~me apparence. 
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TABLEAU III  

Echantillonnage 

Exp. 1 
Total sur 8 micro- 

graphics 

Exp. 2 
Micrographie 1 

2 

Total 

Coupes trop @ais- 
ses 1 

2 

Total 

Nb. de Nb. 
coupes Itotal de 
de bact. I phages 

f 

162 12263 

I 

29 I 426 
29 383 

3 28 394 
4 39 I 401 

/ 

5 19 258 

31 654] 
16 415 

Ph. in- 
Phages/coupe fectieux/ 

de bact. bact. 

~14  160 

14,7 
13,2 
14,1 
10,3 
13,6 

12,9 4- 0,8* 1 8 0  

21 
26 

4- 2,6* 

1 
Ph. mor- J Surface 
phologL Doughnuts/i totale des 
quement 

complets/ , bact. 
bact. 

- - i  

200 

J 

I 

30 

coupes de 
bact. 

~'~24 tz 2 
23 
26 
30 
17 

Surf. moy. d'une 
coupe de bact. 

0,83 #2 
0,79 
0,93 
0,77 
0,89 

-(50~:) ~ 1 2 0 g  ~ 0,83 4- 0,03* 
i 

- - I  

Les micrographies de diff6rents groupes de bactdries, prises sur des coupes diff4rentes, ont ~td faites hun grossis- 
sement 41ectronique de X 4,000. Les comptages et l'~valuation de la surface ont 4td faits sur des agrandissements 
photographiques A N 16,000. 

Exp. 1: ,~14 phages visibles par coupe de bact(rie correspondent ~. 230 ~ 70 particules, dont 1 phage visible 
correspond ~. ~16  phages/bact~rie. 

Exp. 2:12,9 4- 0,8 phages visibles par coupe de bactdrie correspondent A 230 4- 70 particules, donc 1 phage 
visible par bact~rie couple correspond ~ ~18 phages/bactdrie. 

* La variation indiqu~e est la d(viation de la moyenne ~' = ~ I /  A~ 

/ 

T n ( n -  1) 
o 

2~ Nombre moyen de doughnuts obtenu par de nombreuses experiences. 

Le jugement ~ vue, sur l'6cran du microscope 
61ectronique, de coupes "bonnes," qui est tr~s 
constant pour un op6rateur, variera peut&tre 
quelque peu d'une personne £ l 'autre. Pour ob- 
tenir des indications sur l'influence maximum de 
ce choix sur les rfisultats, nous avons fair des 
mesures sur des coupes jug6es net tement  trop 
~paisses par plusieurs observateurs, et que tous 
auraient rejet6es £ coup stir lors d 'un choix de 
coupes dans des conditions normales. Nous ob- 
tenons alors une valeur seulement 1,8 fois plus 
61ev6e qu'avec de "bonnes" coupes (Tableau III) .  
Cette observation nous montre que m6me lors 
d 'un choix tout ~ fair d6favorable et bien au-del~ 
des variations imputables au facteur subjectlf, 
l '6chantillonnage reste encore valable bien en 
de~a des limites d 'un facteur de deux. 

Dans la relation 

Nombre de particules Nombre de particules 
= F .  

bact~rie enti~re coupe de bact~rie. ' 

l '6chantillon nous donne le nombre de particules 
par bact6rie coup6e, i1 reste ~ d6terminer F. 

(a) D~termination de F par le calcul.--On peut 
arriver au facteur F e n  calculant quelle partie du 
volume bact6rien apparalt  sur une coupe. Pour 
cela il nous faut connaitre le volume moyen des 
bact6ries d'une culture faite dans des conditions 
bien d6finies. La coupe ne permet pas de d6ter- 
miner facilement la longueur moyenne des bac- 
t~ries parce que nous devrions consid6rer non 
seulement la distribution des longueurs r6elles 
des bact6ries, mais 6galement l 'orientation de 
l 'axe des bactfries par rapport A la coupe. Par  
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contre, le diamStre est facile & d~terminer sur les 
coupes quand on admet que le corps bact6rien est 
cylindrique. Par cons6quent, nous avons mesur6 
la longueur des bact6ries au contraste de phase, 
sur des pr6parations entre agar et couvre-objet; 
l'influence du flou optique est ici n6gligeable 
(0,2 # sur environ 3 /~). Darts l'exp6rience con- 
sid&6e (Tableau III) ,  la longueur moyenne des 
bact6ries 6tait de 3,4 #, et le diam~tre moyen 
d'environ 0,7 /~. Le volume moyen sera done, en 
assimilant la bact6rie g un cylindre terrain6 par 
des demi-sph&es, 

V = 7r 4 L - -  ~ -~1 ,  2#  a 

La surface totale de 144 coupes de bact6ries, 
dans l'exp6rience 2 du Tableau III ,  d6termin6e 
par mesure des diamStres des ellipses dessin6es 
par les bact~ries coup6es, 6tait d 'environ 120 #=. 
Done une coupe de bact6rie a une surface mo- 
yenne d'g peu pr~s 0,8 #2. Son 6paisseur 6tant 
pos6e 6gale ~ 400 A, son volume vaut environ 
0,03 #a. Cette coupe repr6sentera donc g peu 
prSs 1/40 du volume moyen d'une bact6rie. 

Pour obtenir F il faut encore tenir compte du 
hombre moyen m d'apparitions d 'un m~me 
phage sur des coupes qui repr6senteraient le 
volume entier de la bact6rie. Dans le cas des 
phages T2, m dolt 4tre d6termin6 ~ partir des 
donn6es du Tableau I en posant 

m = U.1 + V.2 + W.3 

on obtient 

m = 1,65 

Donc : 

1 1 
F = 40 .--m = 4 0 " 1 , 6 5  = 24 ceci pour d = 400A 

Si d est plus petit, la valeur de F augmente de 
fa¢on proportionnelle. 

(b) D~termination de F par un ~lalonnage ex- 
p&imental.--Si nous 6tudions des bact6ries con- 
tenant  une grande quantit6 de phages finis, nous 
pouvons comparer le hombre des phages dans le 
lysat  avec le hombre de phages par bact6rie 
coup6e donn~ par l'6chantillonnage et obtenir 
ainsi une valeur exp6rimentale de F. 

On effectue 2 pr61~vements dans une culture 
de E. coli B-B infect6e depuis 45 minutes par du 
phage T2r (avec inhibition de lyse), dont Pun est 

fix6 et indus et l 'autre lys6 artificiellement au 
moyen de chloroforme (15). Le lysat a 6t6 analys6 
quanti tat ivement en d6terminant le nombre de 
particules capables de produire une plaque dans 
un gazon de bact6ries et en comptant  au micros- 
cope ~lectronique les diff6rentes esp~ces de par- 
ticules de nature phagique. 

Le Tableau I I I  montre les r6sultats de deux 
exp4riences ind6pendantes. Dans la premi&e 
nous avons consid6r6 seulement le total obtenu 
sur 8 micrographies prises sur 6 coupes diff6rentes, 
paraissant toutes de la m4me bonne qualit6. 
Nous trouvons qu'un phage visible sur une bac- 
t&ie coup& correspond en moyenne ~t 16 phages 
par bact~rie, donc F = 16. Dans la seconde ex- 
p6rience, off nous indiquons les valeurs obtenues 
pour chaque micrographie, prise chacune sur une 
coupe diff6rente, nous trouvons F = 18, ce qui 
est 16g~rement inf6rieur ~t la valeur calcul6e de 24. 

(c) Pr&ision de la d~terminalion de F . - - L a  pr6- 
cision des valeurs obtenues d6pend de deux fac- 
teurs: les erreurs statistiques, qui affectent la 
r6pbtition des mesures sur un m~me objet et les 
erreurs syst6matiques qui proviennent de l 'objet 
et des m~thodes d'6tude eux-m6mes. 

Le calcul de F pr6sente une erreur statistique 
de 5 pour cent environ qui est la dispersion de la 
valeur moyenne de la surface des coupes bact6- 
riennes (Tableau III) .  L'erreur statistique sur 
la d6termination du volume moyen est certaine- 
ment faible et n6gligeable vis-/t-vis des erreurs 
syst6matiques. Celles-ci sont dues tout d'abord 
~t l'6paisseur de la coupe que nous ne pouvons 
pas d6terminer directement, mais dont nous 
j ugeons subjectivement d'aprSs la ressemblance avec 
des coupes que nous avons mesur6es. Nous avons 
d~jg vu que l'erreur introduite par ce jugement 
subjectif ne peut certainement pas atteindre un 
facteur de 2. Une autre erreur syst~matique est 
due ~t la mesure de la longueur moyenne des 
bact6ries d4shydrat6es et incluses. La contraction 
au cours de l'inclusion pouvant  atteindre 20 pour 
cent (8), l 'erreur sur le volume est 4galement de 
20 pour cent. 

Pour la d6termination de F par 4talonnage 
exp6rimental, il faut tenir compte comme erreur 
statistique des 6 pour cent de dispersion de la 
moyenne des phages par bact6rie coup6e et de la 
dispersion des comptages du lysat, qui at teint  

15 pour cent (7). L'erreur statistique de la m6- 
thode est donc d'environ 16 pour cent. Quant aux 
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erreurs syst~matiques, il y e n  a deux: la premiSre 
est cdle de la concentration en spheres de latex 
dans la suspension de r6f6rence, qui est d6ter- 
mince £ 15 pour cent prbs, ceci g cause du diambtre 
des spheres qu'on ne peut garantir g mieux que 
5 pour cent (7). L'autre erreur d~pend des pertes 
possibles durant l'obtention du lysat, par r~ad- 
sorption ou r~tention sur ou dans les parois bac- 
t6riennes, ou par vidage de phages immatures et 
trSs labiles lors de la lyse. La r~adsorption dans 
un lysat non dilu6 semble ~tre faible; le nombre 
de phages qui pourraient ~tre rest6s emprisonn6s 
dans les d&bris bact&iens est difficile gt 6valuer 
mais ne d6passe certainement pas quelque 20 ~t 
30 pour cent, v u l e  rendement ~lev~ dans les ex- 
p6riences consid~r6es ici. Quant au vidage proba- 
ble de phages immatures, qui donnerait les t~tes 
de phages rides ou "doughnuts," nous en avons 
tenu compte en prenant comme particules con- 
tenues dans les bact6ries la somme des phages 
morphologiquement intacts et des doughnuts. 

En consid~rant les erreurs, surtout syst6mati- 
ques, de la d6termination exp6rimentale de F, 
nous pouvons affirmer qu'elle est valable bien 
l'int6rieur d'un facteur de deux. I1 est g pr6voir 
que la valeur r6elle soit plut6t plus 61ev6e que la 
valeur d6termin6e, tout d'abord parce que la 
suspension de latex de r6f{rence conduit g des 
titres plut6t bas comme il semble ressortir des 
comparaisons entre nombre de phages morpho- 
logiquement d&ermin6 et nombre de particules 
actives; et ensuite parce que le hombre de parti- 
cules phagiques trouv6es dans le lysat--s'il n'est 
pas juste--peut ~tre seulement trop petit puis- 
qu'il n'a pu se produire que des pertes. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Par ellipsombtrie, Peachey (12) a mesur~ une 
~paisseur d'environ 500 A pour des coupes de 
m~thacrylate grises sur l'eau. Par la m6thode de 
Tolanski, Bachmann et Sitte (1) obtiennent une 
valeur un peu plus faible. Ces valeurs sont en 
accord ~galement avec les estimations de Bergold 
effectu6es sur des coupes de virus d'insectes (com- 
munication personnelle). Par les estimations gt 
partir des phages T2, nous arrivons g une valeur 
de 400 A environ. Dans ce cas, l'{paisseur mini- 
mum d'une portion de phage ayant encore suffi- 
samment de contraste pour ~tre visible serait de 
150 A. Que cette valeur ne soit pas beaucoup 
trop ~lev~e ressort du fait que la queue du phage, 

~galement prot~ique, et d'un diam~tre de 180 A, 
n'est jamais visible sur des coupes de phages 
intracellulaires. 

Si l'on calcule le facteur F g partir d'une ~pais- 
seur de 400 A, on obtient 24, valeur sup6rieure 
de peu aux valeurs de 16 et 18 d&ermin~es exp& 
rimentalement. Avec une ~paisseur inf6rieure g 
400 A, le Iacteur calcul~ serait encore plus ~lev& 
Or une limite sup6rieure de F est fournie par la 
pr6cision de la d6termination exp{rimentale, qui 
exdut pratiquement un F atteignant le double de 
la valeur d~termin~e, soit 36. Ce F = 36 corres- 
pondrait ~t une 6paisseur d'environ 260 A; cela 
impliquerait une valeur d'environ 200 A pour e, 
qui est encore compatible avec l'exp&ience, mais 
qui parait peu vraisemblable quand on la com- 
pare avec l'~paisseur de la coupe dle-m~me. 

Une pr~cision plus ~lev~e de la d6termination 
de d par l'analyse statistique sur des coupes 
s&i&s devrait 8tre obtenue avec des particules 
sph6riques pour lesquelles la th6orie d6velopp6e 
pourrait ~tre appliqu& sans restriction et sans 
employer des approximations quelque peu arbi- 
traires. Des &udes au moyen du phage T5 sont 
actuellement en cours. 

Le comptage de particules sur les coupes nous 
apprend incidemment que l'appr&iation subjec- 
tive au microscope ~lectronique d' "une bonne 
coupe de polyester" nous fait choisir des coupes 
ne variant pas de plus de 15 pour cent dans leur 
~paisseur, I1 semble que ce choix d' "une bonne 
coupe" doive d~pendre de certaines conventions, 
de l'op6rateur, et peut-~tre du microscope em- 
ploy6. N~anmoins des coupes qui ont environ 
1,8 fois l'6paisseur "standard" ont ~t6 jug~es 
"trop 6paisses" par tous les op6rateurs du la- 
boratoire, unanimement. I1 ressort de cela que la 
distribution des 6paisseurs normalement em- 
ploy6es est peu 6tendue. Les coupes utilis6es dans 
notre laboratoire, dans le cas du polyester, doivent 
se situer entre les limites de 300 g 600 A. L'6pais- 
seur "standard" utilis6e devrait donc 6tre dd- 
termin6e par chaque op6rateur ou chaque labora- 
toire au moins. La dispersion autour de cette 
6paisseur serait ensuite ~ peu pros n6gligeable. 

Quant g la relation quantitative F = 16-24 
que nous avons 6tablie entre le nombre moyen de 
phages visibles par coupe bact6rienne et le nom- 
bre de phages par bact6rie entiSre, die n'est 
valable &videmment que pour des phages T2 ou 
d'autres particules de dimensions identiques se 
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t rouvant  dans des bact~ries de dimensions ~gales 
ce que nous avons mesur~. Cependant la formule 

g~n~rale indiqu~e permettra de calculer F dans 
d'autres conditions pourvu que les particules 
consid~r~es soient sph~riques. 

Nous avons vu que les erreurs statistiques de 
la m6thode ne d6passent pas 15 g 20 per cent. 
Cette m6thode est doric du m~me ordre de preci- 
sion que les m~thodes usuelles employees pour 
l '~tude des phages. Les erreurs syst6matiques, 
cependant, sont plus importantes. 

En  tenant  largement compte de ces impr~ci- 
sions, nous pouvons affirmer qu 'un  comptage 
effectu6 par 6chantillonnage sur coupe est juste 
l 'int6rieur d 'un facteur de 2. Que ce faeteur soit 
net tement une limite sup~rieure prudente est 
d6montr~ par la concordance des valeurs de F 
obtenues par le calcul et par l'exp~rienee d'6ta- 
lonnage. I1 s'avSre 6galement que la valeur de F 
d~termin~e est plut6t trop petite que trop grande, 
puisque nous nous sommes servis de l'~paisseur 
maximum compatible avec nos mesures. 

La precision obtenue est en tout cas suffisante 
pour certaines investigations du d~veloppement 
du bacteriophage que nous dficrirons ailleurs 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE 207 

F~(;. 1. Coupes successives d'E. coli B-B infect~es par du bact6riophage T2r 30 minutes avant fixation. X 27,000. 
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FIG. I 

(Sdchaud et el.: Bactdries infectges par bact4riophage) 


