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DIFFERENCES MORPHO-BIOCHIMIQUES OBSERVEES
SUR DEUX LOTS DE SOUCHES SAUVAGES DE
CRYPTOCOCCUS ALBIDUS : V. ALBIDUS ET V. DIFFLUENS

H. SAEZ et T. L. NGUYEN

RESUME. Une investigation a été menée sur 115 souches sauvages de Cryptococcus albidus,
comprenant 61 isolements de la variété albidus et 54 de la variété diffluens. L’étude morphologique
est basée sur I'observation : de 'aspect muqueux des colonies, de la pigmentation, du développe-
ment en milieu liquide, de la forme des blastospores et de la filamentation. Quant aux caractéres
physiologiques, il a été rapporté les résultats concernant : la fermentation, I'assimilation de 24
produits hydro-carbonés et du nitrate de potassium, le développement en fonction : de la tempé-
rature, de deux taux d’actidione (cyclohexamide) et de cinq taux de tétrazolium. La discussion a
porté sur I'atypicité et les variations intra-spécifiques, la distinction des deux variétés et la valeur
taxonomique des deux entités.

Morpho-biochemical differences observed on two wild strains groups of Cryp-
tococcus albidus: V. albidus and V. diffluens.

SUMMARY. The morpho-biochemical characteristics were studied on 115 wild strains of Cryp-
tococcus albidus: 61 isolates of the variety albidus and 54 of the variety diffluens. The mucous
aspect of the colony, the pigmentation, the development on liquid medium, the cells’form and the
filamentation were the morphological characters observed. As for the physiology, were reported
the results concerning: the fermentation, the assimilation of 24 carbohydrates and the potas-
sium nitrate, the development according: the temperature, two rates of actidione (cycloheximide)
and four rates of tetrazolium. Were discussed: the atypicity and the intra-specific variations,
the differenciation of the varieties and the taxonomic value of the two entities.

Les Cryptococcus sont des levures asporogenes dont les frontiéres avec les Toru-
lopsis et les Rhodotorula furent 1’objet de nombreuses discussions. L’introduction
d'un critére physiologique, 1’assimilation de I'inositol, dans la définition générique,
est, tout au moins sur le plan pratique, une initiative heureuse de Phaff et Spencer
(in 5). Encore faut-il savoir que I'élection de ce produit par certaines souches peut étre
faible ou tardive.

Le C. diffluens, considéré encore comme une espéce par Lodder et Kreger-Van
Rij (4), a été rétrogradé au rang de variété par Phaff et Fell (5). Parmi les trois variétés
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de C. albidus retenues par ces Auteurs, A savoir v. albidus, v. aerius et v. diffluens,
seules d’eux d’entre elles vont retenir notre attention ; jusqu’ici, en effet, nous n’avons
jamais rencontré aerius dans nos prélévements.

L’étude comparée des variétés albidus et diffluens repose sur les résultats de
deux lots, respectivement de 61 et 54 souches sauvages, toutes isolées au laboratoire
et examinées aussitot aprés purification des colonies apparues en primo-culture, sans
passage pendant un certain temps sur milieux de conservation.

Pour ces 115 levures nous rapportons, successivement, nos observations sur : la
morphologie, la fermentation, 'assimilation de 24 produits hydro-carbonés et du
nitrate de potassium, la température maximale de développement, la croissance sur
milieu & l'actidione (cycloheximide) (2 doses testées) et sur milien au triphényl-
tétrazolium (4 doses croissantes).

Matériel et méthode

L’échantillon albidus renferme : 32 isolements de mammiféres et 21 d’oiseaux
sauvages captifs, 1 de 'homme et 7 de I'atmosphére en trois endroits du Parc zoo-
logique de Paris ; quant & celui de diffluens : 27 de mammiféres, 16 d’oiseaux et 11 de
I’atmosphére du Parc.

A propos de la différenciation de C. neoformans d’avec deux autres Cryptococcus
voisins (7) nous avons décrit notre méthode de travail. Aussi rappelons-nous seule-
ment ici que :

— les souches sont conservées 30 jours, a I'obscurité, a la température d’incubation
de 250 ;

— sauf indication d’un autre milieu, les résultats morphologiques sont ceux obtenus :
sur la gélose de Sabouraud a 2 9%, de glucose ou en eau peptonée a 1 9, et glucosée
a2%;

— la fermentation, selon la technique de Guerra (bouchon de paraffine a la surface
du milieu liquide), est recherchée avec les 9 produits : glucose, galactose, saccharose,
maltose, cellobiose, tréhalose, lactose, raffinose et inuline ;

— l’assimilation des produits hydro-carbonés et du nitrate de potassium est étudiée
en tubes, sur milieu gélosé-vitaminé ;

— la température maximale : en tubes, sur la gélose de Sabouraud ; résultats aprés
10 jours d’incubation ;

— T’action de ’actidione a 0,50 g et Ig/litre : sur la gélose de Sabouraud, en tubes, en
présence d’un tube témoin sans actidione ; résultats aprés 10 jours & 259 ;

— T’action du tétrazolium & 1/10 000, 2/10 000, 5/10 000 et 1/1 000 : sur la gélose de
Sabouraud, en tubes, en présence d’un tube témoin sans tétrazolium.

Afin de mieux faire ressortir les différences ou les similitudes de ces deux variétés
de C. albidus les résultats seront souvent indiqués en pourcentages.
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Résultats

1 — CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES. (tableau I)

1 — Le caractére muqueux. Il est des souches dont la culture coule plus ou
moins rapidement au fond du tube ; d’autres & colonie mucoide mais non coulante ;
d’autres enfin dépourvues de ce caractére. Cet aspect macroscopique s’observe en
milieu solide et, quelquefois également, en milieu liquide quand le Cryptococcus se
développe en surface et forme des ilots ou un voile épais. Le caractére muqueux varie
non seulement avec la souche, mais encore avec le milieu de culture et la température
d’incubation.

2 — Le développement a la surface du milieu liquide. Pour la variété albidus
on note dans environ 50 9, des cas : soit I'absence de développement ou la présence
d'un anneau parfois incomplet, soit la production d’ilots ou de voile quelquefois épais.
Tlots et voile sont un peu moins fréquents dans la variété diffluens (40,8 9%, des souches
contre 49,2 %,).

3 — La filamentation. L’absence de filamentation est de régle pour les deux
variétés ; la formation de pseudo-hyphes, exceptionnelle, n’a été vue que chez albidus.
Entre ces cas limites il arrive de découvrir a I'examen microscopique, tantét des tubes
mycéliens rarement ramifiés, tantot des ébauches de pseudo-filamentation.

4 — La forme des cellules. Les blastospores varient de la forme ronde a ovale
en passant par les formes intermédiaires suivantes : sub-sphérique, ovoide, courte
ovale, longue ovale, plus rarement cylindrique. Dans la majorité des souches des deux
variétés on trouve, en proportions différentes, des cellules rondes et ovales; cependant,
c’est dans la variété diffluens que la forme ronde prédomine.

TaABLEAU 1. — Caractéristiques morphologiques (Pourcentages).
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5 — La pigmentation inhabituelle. Une pigmentation brun noiratre, tendant a
diffuser dans la gélose, a été remarquée uniquement dans la variété albidus, dans un
petit nombre de cas (9,5 %). Elle apparait, généralement tardivement, sur les milieux
de : Sabouraud, Gorodkowa, acétate de sodium ; elle n’a jamais encore été constatée
sur une gélose au malt.

2 — FERMENTATION.

Absente chez les 115 souches testées.

3 — ASSIMILATION DES PRODUITS HYDRO-CARBONES (Voir tableau II).
D’aprés leur mode d’utilisation on distingue trois groupes de produits :

1 — Les produits ne permettant aucune distinction entre les deux variétés :

— assimilation par 100 9, des souches : 10 produits, a savoir : glucose, saccharose,
maltose, cellobiose, tréhalose, mélézitose, D xylose, L arabinose, D sorbitol et
inositol ;

— mnon assimilation par 100 9, des souches : I'inuline.

Il faut néanmoins souligner que l'utilisation peut n’étre que faible et (ou) tardive
parmi ces 10 produits assimilés. Par conséquent, méme au niveau des réactions glo-
balement communes, les deux variétés se particularisent ainsi :

— 0. albidus, réaction -} faible et ( ou) tardive ; produits rangés selon I'ordre décrois-
sant des pourcentages :

tréhalose 14,7 %, des souches
mélézitose 11,5:9, —
cellobiose 9,8 % —
L arabinose 6,6 % -
D sorbitol 5,0 9% -
inositol 1,6 % —

— . diffluens, réactions - faible et (ou) tardive :
tréhalose 50,0 %, des souches
mélézitose 371 9, -

D sorbitol 24,1 % —
cellobiose 14,8 %, .
inositol 5,49, —
maltose 3,6 % —
saccharose 1,8 % —
L arabinose 1,8 % -—
D xylose 1,8 9% —

2 — Les produits permettant une distinction relative entre les deux variétés :
— groupe de 12 produits pour lesquels la réaction est + ou 4 /— dans 'une et I'autre
variété, a savoir : érythritol, raffinose, mélibiose, alcool, alpha méthyl-D-gluceside,
D mannitol, adonitol, galactose, L rhamnose, dulcitol, ribose et sorbose.
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TABLEAU II. — Caractéves communs et distinctifs de C. albidus : v. albidus
et v. diffluens, rangés d’aprés I'écart cvoissant de pourcentage obtenu entre
les deux échantillons étudiés.
Ecart v. albidus v. diffluens
1) Caracteéres Assimilation :
communs 0 9% - Glucose +alo0 9% +alod 9
« — Saccharose - « + «
« — Maltose + « + «
« — Cellobiose - « - «
« — Tréhalose 4 « + «
« — Mélézitose i « -+ «
« — Inuline — « — «
« - D Xylose -+ « + «
« — L Arabinose + « - «
« — D Sorbitol - « e «
« — Inositol -4 « + «
« - NO3K -+ « + «
Tétrazolium :
« - 1/10 000 -+ « + «
« —2/10 000 + « + «
Actidione :
« -1 —_ « - «
« - O,g&/:l/L — « — «
2) Caracteéres dis- Assimilation :
tinctifs relatifs 1,8 9% — Erythritol —al00 9% —a 98,29
2,6 % — Raffinose +a 91,89% +a 9449,
3,6 9% — Mélibiose —a 9649 —aldd 9
4,5 9%, ~— Alcool +a 9189% +a 9639,
17,8 9%, — Alpha méthyl-D- +a 9829% +a 8049
glucoside
29,6 % — D Mannitol +a100 % +a 7049
39,6 % — Adonitol +a 9519% 4+ a 5559
Tétrazolium :
48,3 9% - 5/10000 +a 9,49% +a 48,19
Assimilation :
51,9 % - Galactose +2a100 9% +a 48,19
Te maximale :
57,5 % — entre 30° et 34° +a 96,49% +a 3899
- > 35° +a 369% +a 61,19
Assimilation :
69,8 % — L Rhamnose +a 90,29% +a 2049
73,9 % — Dulcitol +a 8,99% +a 13 9
76,9 9% - Ribose +a 91,89% +a 1499
83,6 % — Sorbose +a 9299% +a 939
Tétrazolium :
94,6 % —I/1000 +2a 9649% +a 189
3) Caractere dis- Assimilation :
tinctif essentiel 100 9, - Lactose +al00 9% —alod 9

La distinction est d’autant plus significative que I'écart de pourcentage entre
les deux échantillons est d’autant plus large. Ainsi 1'écart, 1.8 9, est faible avec
Pérythritol : 100 9, de réactions négatives avec la v. albidus et 92,2 %, avec la v. dif-
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Sfluens ; I'écart majeur, 83,6 %, s’observe avec le sorbose assimilé & 92,9 %, par la
v. albidus et seulement A 9,3 Y, par la v. diffluens.

3 — Le produit permettant la distinction entre les deux variétés :
— le lactose, qui n’est assimilé que par la v. albidus, mais 11,4 %, de ceux-ci n'ont
donné qu’une réaction faible et (ou) tardive.

4 — ASSIMILATION DU NITRATE DE POTASSIUM

Le nitrate de potassium est, fortement et précocement, assimilé par la totalité
des souches de la v. diffluens et par la majorité de celles de la v. albidus dont 'utili-
sation a été faible et (ou) tardive dans 4,9 9, des cas.

5 — TEMPERATURE MAXIMALE

Les températures maximales de développement varient a l'intérieur de l'inter-
valle suivant :

— v. albidus : 300-37° : 96,4 %, poussent entre 300-34°

3,6 9% s 350-370
— v. diffluens : 320-38° : 38,9 9, — 320-340
61,19, — 350-380

6 — DEVELOPPEMENT SUR MILIEU ACTIDIONE

Aucune des 115 souches étudiées ne s’est développée sur milieu contenant
0,5 g/litre et Ig/litre d’actidione.

7 — DEVELOPPEMENT SUR MILIEU TETRAZOLIUM

Aprés 5 jours d’incubation a 25° les souches des deux échantillons ont eu le
comportement ci-apres :
— sur milieu contenant 1/10 000 et 2/10 000 de tétrazolium : toutes les souches se
développent ;
— sur milieu contenant 5/10 000 de tétrazolium : v. albidus se développe dans 96,4 %,
des cas et v. diffluens dans 48,1 %, ;
— sur milieu contenant 1/1 000 de tétrazolium : v. albidus se développe encore a
96,4 9, tandis que v. diffluens ne le fait plus qu’a 1,8 %,

Discussion

Nos résultats concordent, dans I’ensemble, avec ceux de Phaff et Fell (5), a ceci
prés, par exemple, que le raffinose et I’alcool, rapportés comme toujours utilisés, ne
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le sont pas par quelques-unes de nos souches ; nous revenons sur cette question a
propos de l'atypicité. C’est sur la valeur accordée aux critéres distinctifs relatifs
(assimilation du : galactose, méthyl-D-glucoside et mélézitose) que nos points de vue
divergent quelque peu. Nous allons discuter successivement de :

1 — Tatypicité des souches ;
2 — la distinction des deux variétés ;
3 — du bien fondé de la séparation taxonomique des deux entités.

1 — Plusieurs publications ont été consacrées, ces derniéres années, a des
levures « atypiques ». Quand on isole un grand nombre de microorganismes d’habitats
naturels divers il faut s’attendre a en trouver certains qui, par un caractére morpho-
logique ou biologique, ne cadrent pas entiérement avec la description classique de
I’espéce donnée. Entre les variations intra-spécifiques, 'atypicité et la mutation qui
s’accompagne, parfois, d'un bouleversement de I’équipement enzymatique, il existe
divers degrés de différences d’ordre quantitatif et qualitatif. Nous considérons plu-
tét comme des variations, parfois limites, mais intra-spécifiques, les résultats ci-
dessous obtenus chez 1 %, a 10 9%, de nos souches sauvages :

a — variations de l'ordre de 10 9%, des souches :

— formation de tubes mycéliens ou de pseudomycélium rudimentaire : dans les
2 variétés ;

— production de pigment brun noirdtre : dans la v. albidus ;

b — variations de 'ordre de 124 5 9, des souches :

— formation de pseudomycélium : dans la v. albidus ;

— assimilation du mélibiose : dans la v. albidus ;

— assimilation de I'érythritol : dans la v. diffluens ;

— non-assimilation du raffinose : dans les 2 variétés ;

— non assimilation de 1’alcool : dans les 2 variétés ;

— croissance sur milieu au tétrazolium a 1/1 000 : dans la v. diffluens ;

— croissance au-dessus de 35° : dans la v. albidus.

En 1965 nous signalions la possibilité de filamentation chez certains Cryplococcus
(6). S’agissant de l'utilisation du mélibiose, nos résultats sont proches de ceux de
Widra et Long, pour lesquels la réaction est négative avec les deux variétés. Dabbagh
et coll. (1, 2), considérent comme une croissance résiduelle celle observée a 37° en
particulier chez C. diffluens ; parmi les Cryptococcus dits saprophytes nous avons
observé (6, 7), des signes de croissance a 37°, 380, voire, tout récemment, a 39°
chez un C. laurentii v. laurentii ; Uden et Do-Carmo-Sousa (8) ont isolé du caecum de
bovidés un C. diffluens se développant a 37,

2 — Avant d’aborder la discussion des caracteres distinctifs proprement dits,
il nous faut attirer ’attention sur les résultats concernant l'inositol et le nitrate de
potassium :
— l'assimilation de l'inositol est un critére générique des Cryptococcus ; or, chez
1,6 9%, des souches de la v. albidus et 5,4 9, de celles de la v. diffluens nous n’avons
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obtenu qu'une réaction faible et (ou) tardive ; une telle assimilation pourrait passer
inapergue au cours d'une diagnose rapide ;
— Jl’assimilation du nitrate de potassium est un critére spécifique de C. albidus ;
chez 4,9 9, des souches de la v. albidus la réaction a été faible et (ou) tardive.
De méme que Kreger-Van Rij (3) nous pensons qu’il est hasardeux d’asseoir
une distinction sur les seuls caractéres morphologiques. Notons cependant que :
— le pigment brun noiritre n’a été rencontré jusqu’ici que dans la v. albidus ;
— la forme ronde des blastospores se voit plus fréquemment dans la v. diffluens.
Quant aux tests physiologiques, les écarts de pourcentages supérieurs a 50 9,
vont en augmentant ainsi :

— assimilation du galactose : 51,9 %
— croissance au-dela de 350 : 57,5 %
— assimilation du L rhamnose : 69,8 %
— assimilation du dulcitol : 73,9 9%,
— assimilation du ribose : 76,9 %,
— assimilation du sorbose : 83,6 %,
— croissance sur tétrazolium a 1/1 000 : 94,6 9,
— assimilation du lactose : 100,0 9,

En se référant aux chiffres ci-dessus et aux tableaux II et III on s’apercoit que :
— I’élection du lactose constitue le seul critére vraiment distinctif : 100 9, d’assi-
milation par la v. albidus, 100 %, de non-assimilation par la v. diffluens ;
— néanmoins, le critére tétrazolium a une valeur voisine de celle du lactose : un
C. albidus ne se développant pas sur milieu & 1/1 000 de tétrazoliuma 98,2 chances sur
100 d’appartenir a la v. diffluens ; nous citerons encore le sorbose, pour ses probabilités
encore fortes : ce produit est assimilé par 92,9 9, de nos souches de la v. albidus et non
assimilé par 90,7 9, de celles de la v. diffluens.

TaBLEAU III. — Caractéristiques morpho-physiologiques comparées
de C. albidus : v. albidus ef v. diffluens

v. albidus v. diffluens

1 En milieu liquide :

— anneau + [— +[—

=Jlots = +/—

— voile + [— +/—
2 En milieu gélosé :

— colonie muqueuse + [— +/—

— pigmentation brun noiratre —/+ —
3 Cellules ovales ou rondes rondes ou ovales
4 Filamentation :

— absente + [— +/—

— tubes mycéliens — ) —/+

— ébauches de pseudomycélium —/+ —/+

— pseudomycélium —/+
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TaBLEAUE III. — (Suite)

v. albidus v. diffluens

5 Fermentation absente absente
6 Assimilation :

— Glucose + -

— Galactose +/+£ —[+1/+

— L Sorbose + [+f/— —/+1

— Saccharose - +[+f

— Maltose B +[+£

— Cellobiose + [+1 +/+1

— Tréhalose +/+£ +/+£

— Lactose +/+1 =

— Mélibiose —/+1 —

— Raffinose + /41— + /41—

— Mélézitose +/+1 + /41

— Inuline - -

— D Xylose - + /41

— L Arabinose +/+1 +/+£

— D Ribose + /41— —/+f

— L Rhamnose + 41— —[+1[+

— Alcool + /41— + [+f/—

— Erythritol —_ —/+1

— Adonitol + [+£/— —[+f]+

— Dulcitol + [+f)]— —/+1

— D Mannitol +/+1 + [+f]—

— D Sorbitol + [+1 +/+£

— Alpha méthyl-D-glucoside +[+£— 4£/+ —

— Inositol +/+1 4 /41

— Nitrate de potassium +/+1 -
7 Température maximale 300-370 320-380
8 Sur milieu actidione a 0,5g/L :

— développement — —
9 Sur milieu tétrazolium :

—a 1/1 000, développement + [— —/+

~+{ = réaction faiblement positive

3 — La séparation en deux espéces, C, albidus et C. diffluens (4), est moins
fondée depuis les approches nouvelles de ces microorganismes. La réunion des deux
entités en une seule est défendable, eu égard aux levures décrites avec un grand
nombre de caractéres variables. Néanmoins, la distinction en deux variétés, option
de Phaff et Fell (5), nous semble, pour lors, préférable.

Une polyphagie et une résistance au tétrazolium plus grandes chez albidus, une
tendance a I’arrondissement des blastospores et une thermotolérence plus élevée chez
diffluens, distinguent généralement les deux variétés. Chez ces deux Crypfococcus,
qui ont probablement la méme origine, dont le profil assimilitif demeure encore assez
instable, il existe une différenciation morphologique nuancée et une divergence
physiologique plus nette.
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