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ESTUDIOS SOBRE EL CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS

III. - La formacién capsular
Por P. NEGRONI v €. A. LANATA

En esta serie de investigacionés nos hemos propuesto
verificar: 19) la influencia de las fuentes de carbono y
de nitrdgenso schre la formacidn de la cdpsula; 29) la ac-
cién enzimatica de las amilasas de origen animal y vegetal,
asi como la de la hialuronidasa extraida del testiculo de
toro: 39) extraccidén de la substancia capsular en medio
acido y alealino para su estudio ulferior; 4) tentativas
de inmunizacién de cone:os con células totales y decapsu-
ladas con el objeto de estudiar la constitucién antigénica
de las diversas cepas.

12 Serie de experiencias. — Influencia de las fuentes

de C.y de N.
METODOS Y TECNICAS

Las cepas utilizadas en este trabajo son lag siguien-
tes: N° 714 aislada de un caso de torulopsis generalizada,
en Buenos Aires; y N° 1653, 1 procedente de “Northern
Regional Research Laboratories (cepa N° 381), EE. UU.

Empleamos los medios sélidos de Lodder adicionados
de 1 % de las diferentes fuentes de carbono y de 1 por
mil de las de nitrégeno repartidos en tubos de ensayo de
18 mm. de didmetro e inclinados en pico de clarinete. Las
siembras se efectuaron con células de un cultivo de 48
horas en medio sélido, previamente lavadas con solucidén
fisiolégica y las lecturas se hicieron a las 48 horas, 7 y
15 dias de incubacién a 28° C. con los resultados que se
consignan en los cuadros adjuntos. Las cruces indican la
amplitud de la capsula segin la apreciacién subjetiva de
las observaciones efectuadas en las preparaciones mon-
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adas con linta china. E] material se tomd, en todos los
casos, de la parte media de los tubos.

La reaccién de Molisch utilizando una solucién al-
cohdlica de naftol ~ da resultados hncﬁ'ﬂmc £on uUna sus-
pensién de células en solucién salina isotdnica. Emplean-
do material de los diferentes cultivos comprobamos que
la intensidad de la reaccién guarda cierta relacién con la
amplitud de la capsula observada en los exdmenes micros-
cHpicos.

Como notaramos gue en el medio con glicerol Ia for-
macién capsular era escasa, efectuamos 15 pasajes (un
transplante cada 48 hs. de incubaﬂién a 28%2 C.) en el medio
mineral adicionado de 5.8 % de glicerina, al final de los
cusles sembramos en caja de Petri, conteniendo el mismo
medio de cultivo, por diseminacién. Obtuvimos, asi, 1a for-
macidn de dog tipos de colonias: a) brillante y himeda,

v b) opaca v algo rugosa. Los caracteres del tipo b}
d saparecieron en los transplantes sucesivos y el examen
microsedpico no revelé reduccién alguna en la formacién
capsular.

Igualmente irfrua‘tuosas
tuadas para obtener la formacién
N¢ 1682,1 en el medic mi‘ﬁe‘fal

Ve s,

fueron las tentativas efec-
h de seudomicelio. La cepa
con Ohcerol plodmo un
h
i

lios ¢ 1
getalés, asi como con el correspondiente medio hquldo adi-
cionada de Tween 80 (0,05 ¢ ) con los resultados mas arri-
ba comsignados.

Como se puede apreciar en los cuadros adjuntos, la
manosa y su alcohol correspondiente, el manitol, asi como
la; trehalosa v 1a dextrina favorecen la formacidn capsular
en presencia de 5 por mil de sulfato de amonio como fuente
de nitrégeno. Es probable que la manosa y el manitol sean
precursores utiles en la sintesis del polisacarido capsular.
En presencia del 1 9% de glucosa, la formacién de la cap-
sula ha sido mayor en los cultivos con peptona.

22 Serie de experiencias. — Accién enziméatica de las
amilasas y hialuronidasa.

Utilizamos en estas experiencias la amilasa producida
por el Aspergillus oryzae en los cultivos en afrecho (15)
v la amilasa pancredtica preparada con péncreas de cer-
do (14) disolviendo el polvo obtenido en agua glicerinada
cuya concentracién final en glicerina es 29 %. Respecto

T. XV, N° 3
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a la hialuronidasa utilizamos en unag experiencias la en-
zima cruza (11) y en otras ia enzima purificada por el

Efectuamos una suspensién densa de las células bien
capsuladas de un cultivo de 48 hs. en agar miel de Sa-
bourzsud en las siguientes soluciones: 1)amilasa pancrea-
tica, 2) amilasa aspergilar de titulo igual a 2,5 unidades
por mililitro.

3) hioluronidasa prificada a razén de 5 mg./ml ;
43} solucidén salina isotéunica, 5) agua glicerinada al 29 %,
llevando estas soluciones la misma concentracién de célu-
las de Cryptococcus, cuya opacidad correspondia a la del
tubo N® 7 de la escala de Mc Fariand.

Las lecturas se efectuaron mediante preparaciones mi-

s
nrAnnA
LLURDLY

de 1 v de 24 horas de contacto a 379 C., comprobando la

ausencia de toda accion litica de las amilasas ensayadas y
™ r R

a3 del sedimento montadas en tinta china al cabo

PN

. \
de la hialn ) sirvieron

de testigos.

Efectuamos igualmente 15 pasajes (uno cada 48 horas
de incubacion a 28° C.) en el medio sélido de Lodder con
sulfato de amonio, glucosa, 10 microgramos de tiamina por

ml. adicionado de 1/3 de amilasa pa 16161‘1

el objeto de comprobar si conseguiamos reducir la forma—
c¢ién capsular. Los resultados fueron negativos en este
sentido. En el medio con glicerina el C. neoformans se
desarrollié formando un barniz mate en tanto que era
himede y brillante en el medic adicionado de amilasa pan-
creatica. Los exdmenes microscépicos revelaron, en oca-
siones, que la capsula era mas amplia en los medios con
amilasa debido, probablemente, a la presencia de fuentes
nitrogenadas favorable para su formacién.

32 Serie de experiencias. — Extraceién de la substan-
cia capsular.

Efectuamos estas operaciones en medio alcalino y en
medio acido. En la primera utilizamos células lavadas de
un cultivo en agar miel de 48 hs. de incubacién a 30° C.,
extrayendo con una soluciéon N/106 de OHNa 24 h. en la
camara fria. El liquido sobrenadante fué llevado a pH. &
y precipitado con 3 volimenes de alcohol acetato de sodio,
operacidon que se repitié varias veces previa disolucién del
precipitado en agua destilada.
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Para la extracciéon en medio acido seguimos la téenica
de Kligman, 1947. Las células de un cultivo de 2 semanas
fueron lavadas 4 veces v luego extraidas a 759 C. durante
35 minutos con una solucién 0,5/N de ClH. El liquide
sobrenadante fué llevado a pH 7 v precipitado en la misma
forma que el lote anterior.

La identificacién de los polisacaridos obtenidos esta
alin en estudio. Podemos sin embargo adelantar que las
reacciones de Millon, Biuret y Xantoproteicas son negati-
vas. Dan reaccién de Molisch positiva y solamente reducen
el licor de Fehling previa hidrolisis acida.

42 Serie de experiencias. — Produccién de anticuer-

pos circulantes.

Inyectamos, en estas experiencias, conejos de 1.500
a 2.000 g. con los inateriales siguientes: 1) células vivas,
2) células muertas por el calor, 3) células decapsuladas por
el OHNa N/10, 4) células tratadas por la hialuronidasa,
5) células decapsuladas y rotas v 6) fraccién proteica. Se
utilizé, frecuentemente, las vias intramuscular y venosa
combpinadas, comenzando con la primera o la via venosa
solamente prolongando el tratamiento de los animales du-
rante 2 a 3 meses. ’

Las fracciones 5) y 6) fueron preparadas en la si-
guiente forma: El sedimento celular obtenido de la extrac-
cién capsular en medio acido (con una solucidén 0,5/N de
ClH) se colocd en un molinillo provisto de bolag de agata
de Z cm. de didmetro, haciéndolo actuar durante 3 a 4
dias con interrupciones de & a 12 horas diarias. KEse mate-
rial suspendido en solucién salina isoténica y centrifugado,
permitié comprobar que el sedimento contenia regular can-
tidad de células rotas. Kl liquido sobrenadante tratado
por una solucién de acido tricloroacético al 10 % hasta
obtener la precipitacién &ptima, proporcioné una subs-
tancia soluble en agua que fué precipitada dos veces mas
con acido tricloroacético. Kl precipitado obtenido en la
ultima operacién fué lavado con alcohol éter y se disolvié
a razon de 400 mg. de peso himedo por 25 mil. de agua
destilada a pH 7 dejando sin embargoe un pequeiio residuo
insoluble. Este material di6 positivas las reacciones de
Molisch y xantoproteicas.

Hasta el presente no hemos logrado la formacién de
aglutininas y precipitinas en los animales asi tratados.
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formacién capsular, hemos comprobado que la manosa, el
manitol, 1a trehalosa y la dextrina, favorecen su formacién
en presencia de 5 por mil de sulfato de amonio y que la
peptona ejerce la misma influencia en presencia de 1 por
ciento de glucosa.

Mo hemos notado que exista siempre relacién entre la
amplitud del desarrollo (multiplicacién celular) y la de la
formacién capsular.

Mediante los examenes microscépicos de las células
montadas en tinta china no hemos observado que se logre
axtra, forma apreciable la substancia capsular
diante las amilasas pancreaticas o aspergilar (moldy-
bran), la hialuronidasa, la solucién N/10 de hidrato de
sodio o la 0,5/N de Acido clovhidrico. Tampoco hemos lo-
grado obtener, hasta el presente, una mutante sin capsula.

Los conejos inyectados por las vias intramuscular e
intravenosa combinadas, con células muertas o vivas, con
células tratadas por las amilasas, hialuronidasas, solucién

ayxtraecr en

N/10 de OHNa o 0,6 de HCL con células parcialmente
rotas por accién mecénica o con la fraccidén proteica, no

0
han revelado la formacién de anticuerpos circulantes (pre-
cipitinas y aglutininas).

SUMMARY

We have tried auxanographic Lodder’s media with
different carbon and nitrogen sources in order to investi-
gate their influence on the capsule-formation and we have
observed that mannose, manitol, trehalose and dextrin
enhance capsular-formation in the presence of 5 per mil
SO, (NH,), and so does peptone in the presence of 1 per
cent dextrose. We could not verified any regular relation
beteween amount of development and the degree of capsule-
formation. We could neither appreciate any striking re-
duction of the capsule in cells treated with amylases (pan-
creatic or moldy-bran), hyaluronidase, 10/N OHNa solu-
tion or 0,5/N HCI solution.

Rabbits treated during several months by intramuscu-
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lar and intravenous injections (combined) of dead and
lived cells or cells treated with amylases hyall uronidase,
10/N OHNa. 0,5/ClH ti

mechanical action, and t
precipitinsg and agglutinins.
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Aspecto que presenta la capsula en medio de cultivo adicionado con
peptona. (Aumento 1.050 x ).

Aspecto que presenta la cdpsula en medio de cultivo adionado con
histidina. (Aumento 1.050 x ).



