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Estiadios sobre el Coccidioides immitis
Rixiord et Gilchrist

VIII. Estudio citolégico

Por P. R

Iiste trabajo vepresenta uwno de los aspectos del estudic (e las
cepas autéctonas de Coceidioides vmmatis que hemos emprendido
desde hace un par de aflos ¥ que nos permite aliora ampliar los datos
aportados por Baker, Mrak v Smith ® y por Emmons.®®

Dividiremos este estudio en: a) Citologia del hongo en
vos, v b) en la vida parasitaria, sea en las lesiones cxperimentales
del cobayo o en las espontaneas deil hombre; pues es sabido que en
fos medios comunes de cultive el €. fmmitis presenta un aspecto
co diferente del que ofrece en los tejidos parasitados.
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a) Ciloloyia e los cultiv ara efectuar estas cobservaciones
hemos utilizado, por regla general, el material de eultivos en medios
sOlidos, en el de Baker y Smith @ que es un medio mineral con
cloruro de amonio como fuente nitrogenada y glucosa o en agar cal-
do. Como va lo hemos expuiesto en trabajos anteriores Y5 el des-
arrollo del micelio de fructificacién aparece mis precoz y exuberan-
temente en el primero, favoreciendo, en cambio, el agar caldo, el
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crecimiento vegetativo.

a

En algunas oportunidades hemos veewrrido a

medios lquidos correspondi
téenica utilizada por Orskov en el estudio de ios Acitnomyces a ia
cnal hemos introducido algunas variantes, nos ha proporcionado un

buen material de estudio y nos ha pernntido seguir graduaimente

Ta avral A o <
la evolucitn dcl hongo gue nosg ocupa.

Observaciones al estado fresco: Montando el material de cultivos
jévenes de 4 dias de incubacién a 25°C en solucién fisioléogica, nos
ha permitido observar corrientes protoplasmaticas suaves, revelables
especialmente por el desplazamiento de los corphsculos grasos.
También es posible apreciar ya el comienzo de fendmenos de migra-
cién protoplasmética de unos articulos a otros, los cuales se enrigue-
cen en contenido celular, tanto en el micelio aéreo como en el del
suhstrato. Estos fendmenos se acentitan en los cultivos més viejos,
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pues a los 12 dias hemos podido observar hifas con ‘‘entosporos’’
(en el sentide de Vuillemin) bien desarrollados, tanto en el micelio
aéreo como en el sumergido, aunque mas raramente en este Gltimo.
Como¢ ya lo hemos deseripto en trabajos anteriores, los ‘‘entosporos’’
absorben todo el contenido celular de log articulos veecines, de tal
snerte, que entre ellos media, por regla general, wna célula vacla que
arador. Los “‘entosporos’’ se presentan refringen-
8
un didmetre menor y reducidas exclusivamente a la membrana. La
racién protoplasmatica que acabamos de deseribir y gue condu-
la formacién de log ‘‘entosporos’” se produce irregularmente
el micelio del substrato, observandose tubos vacios al lado de
otros llenos homogéneos, refringentes v de aspecto céreo. En ocasiones
se produce el fendémeno de crecimiento perforante ¢ue ilustramos
Fig. 1, n® 3, y en algunas cepas se asiste a la transformacién
0

funeciong como gep ey
tes v de aspecto uniforme y céreo. Las células vaclas parecen tener

mg
a

@D

|

7
¥

)

en elementos globulosos v de mayor didwmetro

con el aspecto de clamidosporos con 1 & 2 tabiques a veces,

gegfin aparece en la Fig. 1, n® 2. Estos elementos eran partievlar»
mente abundantes en la cepa n® 692 (estadounidense), Megaban a
[R5 7 AG

medir unes 7,5 p germinando a menudo ‘‘in situn’’. Hste }m,ﬁﬂ nos
indies qgue los ‘‘entosporos’’ gue hemos uescrlpto son realmente
““thallosporos’, v que los elementos globulosos que acabamos de
mencionar son, por lo menos en ocasiones, ‘‘entosporos’’ hinchados
v en vias de germinacidn.

Coloraciones wvitales. Hemos examinado material de eunltivos de
24 v 30 horas de incubacién a 28°C, montandolo en una solucidn dé-
bil de rojo neutro, comprobande gue, cuando esta substancia se di-
suelve en el agua corriente o en la solucién fisiolégica, los ‘‘entos-
poros’’ 3 los tubos germinativos, preseutan un contenido celular muy
mcnolwa do como si ejereiera nn efecto téxico. Las vacuolas som, en
vcasiones, grandes y ocupan toc el didmetro celular. No se aprecian
ademas, corpusculos metacroméaticos.

Montando el material de los cultivos en rojo neutro disuelto en
caldo se observa gue los ““entosporos’” em vias de germinacién con-

ervan su protoplasma granuloso casi homogéneo. Los corptsculos
metacromatlcos se observan tanto en el esporo como en el tubo ger-
minativo. Kn el primero son pequefios y casi desprovistos de movi-
mientos brownianos, en tanto que en el tubo germinativo se los obser-
va dentro de vacuclas, son de mayor volumen y moéviles. En los
cultivos de 7 dias el vacnoma tiene los mismos caracteres que
en otros Eumycetes, vale decir, que la metacromatima se precipita en
el interior de lag vacuolas en forma de corpusculos animados de mo-
vimientos brownianos, luego se fijan a la pared tomando el aspecto
de casquetes o media luna, v finalmente, se redisuelven comunican-
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do a la vacuola un tinte uniformemente rosado. Nuneca hemos podido
ver con nitidez la existenela de un vacuoma reticulado en la exire-
midad de log filamentos jévenes.

Montando el material de log cultivos en soluciones débiles de vio-

leta Dallia o de verde Janus, hemos podide apreciar la existencia

en los filamentos de cultivos jovenes de 12 horas a 28°C de un con-
drzoma filamentoso que sufre facilmente la transformacion vesicu-
losa. No hemos logrado visualizarlo, en cambio, en los cultivos de
12 dias.

El material de cultivos de 12 horas montado en una solucion dé-
bil de rojo Ruthenium, no presenta particularidad alguna. Por el
contrario, los cultivos esporulacdos de 12 dias presentan zonas de las
paredes laterales y de los tabiques tefiidos en rojo, lo cnal acusaria
Ia presencia de compuestos péeticos.

Coloraciones postvitales. Solucidn de Liugol: no permite apreciar
la existencia de gluebgeno en los esporos germinados (cultivos de
30 horas). Existe, en cambio, en forma de depositos polares en los
articulos de los filamentos en vias de esporulaciéon de un cultivo de
4 dias a 30°C (Fig. 1, n® 6). En los esporos bien desarrollados de un

se nregenta como mana

en los polos. ‘

El colorante de Guéguen ® tife uniformemente en azul el proto-
plasma. de log tubos germinativos de los esporos (cultivos de 30 ho-
ras) no acusando la existencia de corpusculos grasos. El material
de los cultivos de 4 dias a 25°C, montado en una gota de este colo-
vante, ofrece las siguientes particularidades: la proconidia se tibe
uniformemente de azul mas mtensamente que el resto del filamento
vegetativo apenas tefiido. Luego, esta coloracién es méas acentuada
en los puntos nodales de los tabiques, al propio tiempo que, comen-
zando desde el vértice, se observan articulos altermativamente més
tefiidos v con pequefos corpisculos rojos (grasa). En los dias si-
euientes se asiste a la formacién definitiva de los ‘‘entosporos’” a
expensas de las células intermedias que quedan desprovistas de con-
tevido celular y 110 se Lifien, Los esporos maduros preseutan griesos
glébulos de grasa formados por fusién de los pequefios y sus pare-
des méas intensamente teflidas en azul, colorante que casi no toma
la membrana de las células vacias. Frecuentemente, la cantidad de
grasa dentro de los esporos es tan considerable, que éstos se pregen-
tan uniformemente rojos.

Observando material de un cultivo de 5 dias en el medio s6lide
mineral, hemos comprobado, frecuentemente, en el interior de las
ampollag de los filamentos en ragueta, la presencia de elementos
flexuosos tehidos en azul con la morfologia del condrioma filamen-
toso, pero cuya interpretacién es para nosotros, oscura.
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Las preparaciones montadas en Sudan IIT ldctico y en una solu-
cion de deide dsmico al 8 Yo, ofrecen el mismo aspecto y distribucion
de los corpiisculos grasos que en el material tefitido mediante el colo-
rante de Guéguen.

COLORACIONES CON LA FIEMATOXILINA FHrRICA DR HEIDENHAIN

Para evitar todo mampﬂ que pudiera alterar la arquitectura ce-
lular, hemos cortade sectoves de cultivos en medlos sohdos dls’mbmdm
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lueién de 4eido dsmico al 2 % - 5 mlL

Para evitar todo manipuleo que pudiera alterar la arquitectura
celular, hemos eortado sectores de cultives en medios sélidos distri-
buidos en cajas de Petri sumergiéndolos en el bano fijador durante
24 horas.

Como puede apreciarse en la figura n® 8, los articulos contienen
habitualmente varios ntcleos provistos de una membrana bien defi-
nida, de un nucleolo excéntrico y, en ocasiones, es nosible reconocer
la existencia de nna fina red de cromatina. Lios “‘entosporos’ contie-
nen siempre, segun nue‘#ra experiencia un solo nicleo. A veces nos ha
divisién nuelear en el interior de los fila-
mentos vegetativos ¢ue se opera por divisién directa, no cariocinética.

Cuando empleamos el fijador compuesto de 4cido erémico y acido
dsmico ® hemos podido comprobar que, tanto los filamentos vegeta-
tivos como los ‘‘entosporos’) contienen una condrioma filamentoso
que no difiere del de otrog Fumycetes.(7
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b)Y Citologia en la vide parasiiaria.

En las observaciones al estado fresco del material montado en
solucidén fisiolégica hemos podido observar los diferentes aspectos
ya GODO(‘idOQ (]P] ﬂﬂ]“éQﬂ'ﬂ ron @1 membrana l‘cfrmgen

Hantes (¢ lolmlos de grasa) en gu 1Ltermr; ]os adultos endosporos
poliédrices o qmstmos.

Liag coloraciones vitales con rojo neutro, rojo Ruthenium, verde Ja-
nus y violeta Dahlia no nos ha permitido apreciar particularidad al-
onna del pardsito Tenemos la imnrecisn de gue los colovantes actiosos
no logran atravesar la membrana de los parésitos, pues no se revela
en ellos corpusculos metacromaticos ni otras estructuras citoplas-
méticas que hemos descrito anteriormente. Ademéas la membrana
no se tine con el rojo Ruthenium asi como tampoco las formaciones
radiadas o claviformes que posee en ocasiones.

Con la solucién de Lugol tampoco hemos podido apreciar, en

forma nitida, la presencia de glucdgeno.
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Kl colorante de Guéguen tifie en azul a veces muy intensamente
la membrana de los parasitos y en rojo los glébulos de grasa que
contienen en su interlor. Los clementos muy jévenes tienen umno o
varios corpﬁscul 08 meos pequedios, en los mayeres la reserva grasa

dante 7 los glébulos confluyen a

1834 ’iniea {(Tase quistica).
E] material tomado de }as lesiones experimentales del cobay
1 ld'm 111 ldctico o en una solucidn de acido dsmico

al 2 por ciento permite apreciar, igualmente, la existencia de las

reservas grasas.

COLORACIONES CON LA HEMATOXILINA FERRICA DE HEDENIIAIN

Hemos procedido con el material extraido de las lesiones en la
nisima fornia que para el de los cultivos, es decir, fijandolo unas veces
n la mezela de Bomin y otrasg en la de acido crémico v acido Gsmico.
Esta téenica de coloracidon nos ha revelado que la membrana del
adas o claviformes que en
7 gue los endosporos wina
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parasito asi como las formaciones radi
ocagiones pogee, son siderdfilag (Fig. 2)

-

vez formados poseen wn solo nteleo pequeiio, vesicuioso con cario-
linfa y un nueleolo exeéntrico. Como puede apreciarse en la figura 3
queda en ocasiones una handa de protoplasma fértil en la periferia
del esporangio, estando ocupada la parte central por una gran vacuo-
la o espacio hueco. Lias figuras 2 y 4, revelan, al parecer, los fendme-
nos deseritos por Ciferri y Redaelli como de copulacién, pero no nos
ha sido posible observar los correspondientes fendmenos nucleares.
Ademds en la figura 4 puede apreciarse que los dos elementos unidos
se han transformado en esporangios, lo cual es un hecho biolbgica-
mente poco probable g fuera realmente una copulacién.

Hinalmente hemos podido observar lo que ya hemos descrito en
otro trabajo ®, la emisién de los esporos por un poro u ostiolo por
el cual se mtroducen Inego polinucleares y mononucleares que

03

rellenan la cavidad del csporangio.

En ocasiones hemos creido ver fendmenos de divisién nuclear en
el interior de esporangios jévenes, en la fase de protosporos. La
sustancia cromética del nleleo se dispone en dos polos opuestos
recordando al aspecto que adquieren los nucleos que se dividen
por promitosis. Repetimos que los endosporos jévenes poliédricos
o quisticos (con membrana gruesa) estdn provistos de un solo na-
cleo, pero como estos Ultimos contintian a veces creciendo dentro del
esporangio hemos observado formas que llegan a tener cuatro a
ocho nticleos.

En las preparaciones teiidas con hematoxilina cosing, hemos po-
dido apreciar los diversos aspectos que asume las formaciones
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radiadas y claviformes deseritas por Almeida.® Se las observa
més frecuentemente en los parasitos adultos y en log esporangios
con endosporos guisticos, raramente en aquellos con endosporos
poliédricos. Repetidas veces hemos visto vestos de esporangios en
forma de casquetes conteniendo numerosos endosporos quisticos cu-
neg claviformes en el segmento Iibre. Hstas forma-

hiertog de formacio

P g i3

ciones son acidofilas y no siempre se presentan en estrias o elementos
claviformes radialmente dispuestos, pues hemos viste elementos j6-
venes y otros adultos rodeados de una areola acidofila mas o menos
espesa, superando a veces el didmetro del parasito. Lia membrana
de los endosporos guisticos en los esporangios abiertog es también,
en ocasiones, fuertemente acidofila, todo lo cual hace pensar que se
trata de formaciones de la misma naturaleza, dispuestas a veces en
forma de manto y otras de elementos radiados.

ResumeN

Kl estudio citologico del Coccidioides wmmatis en los cultivos
nos ha permitido revelar la presencia de un vacuoma, condrioma,
reservag de glnedgeno y grasas eomo en otros Fumycetes.

Las reservas grasas migran hacia los entosporos acumulandose,
primero, en los polos y luego son tan abundantes que ocupan casl
totalmente su interior. El rojo Ruthenium acusa la existencia de
zonas rojas en las paredes laterales y tabigues en log elementos
de los cultivos de doce dias. Lios articulos del micelio vegetativo con-
tienen varios nicleos que se dividen por amitosis eu tanto que los
entosporos contienen un solo niicleo. Hl condrioma es filamentoso.

Los colorantes acuosos no revelan en la fase parasitaria detalle
citolégico alguno del parasite. Bl colorante de Guéguen tifie en azul
clars el protoplasma del parésit@ asi como AU membrana gue 8
presenta, aparentemente, mas intensamente tehida. Las reservas
sas en forma de graﬂ*ﬂaciones fmas o de gruesos glébulos s
1 10j0.

La coloracion con la hematoxilina férrica de Heindenhain permite
apreciar que los endosporos tienen un solo nucleo y que las forma-
ciones radiadas de la membrana son parcialmente sidevéfilas. Estas
formaciones son acidéfilas en las coloraciones con hematoxilina
eosina.

RisumE

L’étude cytologique du Coccidiovdes wmmitis dans les cultures
nous a révélé les formations suivantes: vacuome, réserves de glyco-
géne et graisses et un chondriosome filamenteux. La coloration
vitale avee le ronge de Ruthéninm nous a montrdé des zones ronges

T XIF,NY 1
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F16. 1. — Aspecto citologico del C. immitis en los cultivos.
1 vy 2: “‘entosporos’’. 3: crecimiento perforante. 4 y 5: va-
cuoma. G: gluedgeno. 7: grasas. 8: nheleos y condrioma.

Fie. 2. — Elementos en aparente copulacion.



Fra. 5~ Nicleos en esporangios jévenes.

Fie. 4. — Ncleos en esporangios jovenes y
maduro. Los endosporos poliédricos son uninu-
c¢leados.
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dans les pavois latérales et ] i
cellulaire, particuliérement la graisse, émigre dans les * ento%pores
gui prennent uvniformement le Sudan I guand ils sont complete-
ment développés., Les articles du myeélium végétatif ont pluswms,

[ o

noyaux qui semblent se diviser par amitose. Chague entospore’” a
un seul noyau.
La membrane du €. immatis dans la fase pavagitaire semble oppo-

ser une barriere & la pénétration des colovants aqueux. Les prépa-

ration montées avee le ecolorant de Guéguen montrent la graisse

colorée en rouge et la memhrane en bleu plus on moins foncé. Les
endospores ont un seul noyau. Les formations radiées ou claviformes

gont acidophiles et particllement syderophiles,

Coccidioides tmmaitis in eulutures shows like other Eumycetes the
following cytological particularities: vacnolar material, glycogen,
fats and a thread-lie chondriosome. Lateral walls and septa of the
myecelium show red onts with the intra-vitam stain Ruthéninm red.

e i
m‘nw-n o anin the f onrnop:n o SO Wnhnen

Cell quLUub bycbiau.gy .Lab, MIZTaves 1ave AT CIAL0S
they are mature they stain uniformily red with Sudan III. Articles
of the vegetative mycelium have several nuclel which divide by
amitosis. The ‘‘entospores’ have only one nucleus each.

In the parasitic phase the membrane of this fungus seems to offer
3 barrier to aqueous dyes. The fats stain red and the membrane
more or less deep blen with Guéguen stain. Endospores have only
one nueleus. Radiate or club-like formations are acidophilie and

partially syderophilie.

BIBRLIOGRATTA

1) BAKER, B. B., Mrag, E. M. and Swmits, C. E.: Farlowie, 1943, 1 (2), 199.
Emmons, C. W.: Biology of Coccidioides tmmiiis, in Biology of pathogenic

(2}
fungi. Waltham, Mass., U. 8. A. the Chronica Botanica Co., 1947.
3) Bager, E. E. and SmiTr, C. E.: J. Inf. Dis.,, 1942, 70, 51.

(4) NEGRONI, P.: Eev. Arg. Dermatosif., 1948, 32, 50.

(5) Negrowi, P.: Rev. Arg. Dermatosif., 1948, 32, 58.

6) NEGrONI, P.: Morfologia y biologia de los hongos. Téenica micolégica. H¢
Adteneo, Buenos Aires, 1938,

(7) GUILLIERMOND, A.: Traité de cytologie végétale. Paris, Le Frangois, 1933.

(8) NEGrONI, P. y RapicE, J. C.: Rew. drg. Dermatosif., 1947, 31, 573.

9 Armrma, F. P.: dan, Fae. Med. Sao Paulo, 1934, 10, 29.

- =



