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MORFOLOGIA, BIOLOGIA E POSIZIONE SISTEMATICA DI COC-
CIDIOIDES IMMITIS STILES E DELLE SUE VARIETA,
CON NOTIZIE SUL GRANULOMA COCCIDIOIDE

Memoria di R. Ci¥eErrI ¢ P. REDAELLI (¥)

RIASSUNTO. —- Studio monografico morfologico e biologico di sedici ceppi
di Coccidioides immitis; definizione delle affinitd e della posizione sistematica
del fungo; patogenicita in rapporto alla diagnosi dell’entita morbosa; ¢ lunga-
mente studiato il fenomene della coningazione cellulare, osservate per la prima
volta.

INTRODUZIONE Ik SCOPO DEL LAVORO.

Intorno al Coceidioides immitis ed alla forma morbosa da esso deter-
minata abbiamo avuto occasione di pubblicare una serie di note preli-
minari (REDAELLI, 1930; TIMPANO, 1930; CIFERRI, 1930 e 1932; REDAELLI
¢ CIFERRT, 1934-a; 1934-b; CTPERRI ¢ REDAELLIL, 1934-¢; 1934-b; 1934-¢2
1934-d; 1934-¢; 1934-f; 1934-g). La presente contribuzione costituisce
il riassunto ¢ le conclusioni generali delle ricerche effettuate dal 1929
ad oggi su una serie di 16 ceppi gentilmente inviati, per la maggior parte,
dal Dr. FRED D. WrmMAN del Laboratorio di Ricerche Dermatologiche
dell’Universita di Pennsylvania, Philadelphia; dal Senatore prof. Sir A. Ca-
STELLANT, Dircttore della Clinica delle Malattie Tropicali ¢ Sub-tropicali
di Roma, che ¢i ha fornito il ceppo base; dal prof. G. PoLLaccr, Direttore
dell'Istituto Dotanico ¢ del K. Laboratorio Crittogamico Italiano della
R. Universita di Pavia; dal dott. MorRrIs MooRE del Dipartimento di
Micologia, Seuola Ienry Schaw dell’Universith di Washington, St. Louis,
Mo.; dal prof. Orravio DB Macarmars della Sezione di Micologia del-
PIstituto OswaLDpo Cruz di Rio de Janciro (Brasile); dalla prof. Jonr®, W-

(*) Presentata nelPAdunanza del 29 nuggio 1936-NX1V  dsllAceademico
Daxte De Bras.
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Schimmeleuliures  di
Baarn (Olanda); ai quali ¢i ¢ gradito porgere i nostri piit sentiti ringrazia-

STERDLICK, Direttrice del Centraalburean voor

menti.

Lo scopo del nostro studio ¢ stato essenzialmente quello (i ehiarvive
1 problemi riferentisi alla morfologia ed alle attivitd biologiche (conprese
quelle biochimiche e patogenctiche) del fungo e delle sue varieti. traendone
le necessarie conclusioni in rapporto alla posizione sistematica del fungo
e alle questioni tassonomiche ¢ nomenclatoriali ad esso inerenti.

Poiche lo studio ¢ stato portato comparativamente non su uno o
pochi eeppl isolati da un solo e¢aso o da pochi casi aflini da un punto di
vista anatomo-clinico, come ¢ stato fatto sino ad ora, ma su una intera
serie di ceppi isolati in regioni geograficamente lontanc fra di loro, e
provenienti da casi cliniei a caratteristiche varie, ¢ con ceppi di recente
isolamento o lungamente conscrvati in cultura, ci ¢ stato permesso non
s0lo 'accertamento di fenomeni mai osservati precedentemente, ma anche
la coordinazione di fatti apparentemente contraddittori (con i loro riflessi
nel campo clinico ed anatomico) e l'applicazione delle nozioni suddette
allinquadramento del fungo tra i miceti.

('ENNI STORICL SU COCCIDIOIDIS E SUL GRANULOMA COCCIDIOIDE.

I1 Posanas, sin dal 1892, poté studiare un caso argentino diagnosti-
cato come «micosi fungoide con psorospermia » ritenuto come dovuto
ad un Protozoo coccidiforme brevemente descritto ed illustrato, mentre,
ancora studente, lavorava nel laboratorio di WERNICKE, il quale, nel 1892,
aveva pubblicato una breve nota in lingua tedesea sullo stesso caso.
Proseguendo i suoi studi sulla malattia, il PoSADAS poteva, nel 1894,
confermare la sua origine protozoica e la sua trasmissibilitd agli animali
di laboratorio con produzione di infezione a focolai multipli ¢ generaliz-
zati. Poiché nel 1897 il paziente mori, il PoSADAS poté (1900) pubblicare
i risultati deila necroscopia e degli esami istopatologici del caso, il cui
agente era restato anonimo, salvo una denominazione di « Megalospo-
ridio » da parte di Po8ADAS, e di « Megalocitosporidio » da parte di WER-
NICKE, entrambi provvisori. Durante il Primo congresso latino—americano
di medicina, il CANTON propose di denominare il microorganismo Coecidirm
de Posadas, ¢ quindi Posadasia csferiformis (dallo spagnolo «esteri-
forme » per sferiforme, quindi da rettiticare in sphaeriformis). Il genere
di CANTON & invalidato, in quanto romen nudum ed in quanto fu pubbli-
cato, a quanto pare, non a stampa, ma in dispense mimeografate.

Nel contempo, ma in maniera del tutto indipendente, la stessa
malattia ¢ lo stesso agente specifico erano studiati da ricercatori nord-
aniericani ¢ la storia delle prime ricerche & stata recentemente traceciala
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dal Rixrorp (1931). Il primo cago nordamericano di granuloma cocci-
dioide fu presentato a San Francisco dal Rixrorp alla Societd medico-
chirurgica del Cooper College, ¢ pubblicato mel 1894 (1 894-a) attribuendolo
ad un Protozoo. Un secondo caso fu pure presentato da RIXFORD in quello
stesso anno all’Accademia di medicina di California (1894-b), ¢ questa
presentazione sollevd una breve discussione in cui si parld della analogia
con il caso di PoSADAS e WERNICKE (L Argentina. Tl materiale nordameri-
cano fu distribuito a vari ricercatori, tra c1i 2 MONTGOMERY che, nel
1900, otteneva una cultura del parassita, ma che seartd senz’altro per
ritenerla una banale contaminazione, in guanto 1 dati maorfologici
offerti dalla cultura crano del tutto differenti da quelli ottenuti dalle
studio dell’agenfe patogeno nei tessuti animali.

[1 primo binomio latino appari per merito di STILES in un lavoro
ai RIXFORD e GILCHRIST (1896) i quali, ritenendo che i due casi comuni-
cati da Rrxrorp fossero dovutia due microorganismi diilerenti, mostrarono
al protozoologo STILES il materiale, ¢ su proposta di questo ultimo, bat-
tezzarono gli agenti patogeni con il nome di Cocridioides imamitis ¢ Cocei-
dioides pyogenes, ritenendoli sempre di natura protozoica, opinion¢
in quei tempi confermata da MONTGOVMERY (1900) e forse da altri.

Pure nel 1900 OpHLS ¢ MOFFIT potevano studiare del nuovo mate-
riale da un caso del dottor AsH, isolandone una muffa in cui dichiararono
di aver potuto osservare dei « corpi protozoarii » del tipo di quelli osser-
vati nei tessuti animali, osservazione che POPHULS stesso (1903-a) smentird
esplicitamente. In quell’anno (1905-b) apparve il primo studio abbastanza
completo sulle caratteristiche mortologiche ¢ biologiche in rvivo ed in
vitro per opera di OrHULS, il quale, per 'impossibilita di assegnarc al
microorganismo una posizione gistematica generica, e malgrado la propria
opinione di aver a che fare con un Ascomicete, credette meglio riportarlo
al genere Oidium sotto il nome di Oidium coccidioides, «o, se vi sono
obbiezioni all'adozione del nome specifico di eoccidioides, chiamarlo
Qidium protozoides ».

Questo stesso autore passa poi a considerare anche le osservazioni
sul easo di GILCHRTST ¢ STOKES dovuto ad un fungo ¢he nei tessuti pro-
duce forme gemmanti ¢ non gporulanti, ristudiando nello stesso tempo
lo culture di RiokerTs del mieroorganismo della « dermatite blasto-
micetica » od «oidiomicetica ». Non ostante che Opnitns per il primo
avesse rilevato le fondameniali dilferenze fra lagente  del granuloma
coccidioidico (non geminante ma endosporutante nei tessuti) ¢ quello
della « dermatite verrueosa blastomicetica » (gemmante ¢ non endosporu-
lante nei tessuti), confonde i due microorganismi che pare identifichi
con OQidium coccidioides od Oidiwm prolozoides, dopo di aver osservato
come le presunte differenze ammesse da RIXpFORD ¢ GILCHRIST per i
Coceidivides immitis o il Coccidioides pyogenes non hanno valore. Tn
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conseguenza di ¢io e per quel tanto che ¢i & dato di ricostruire dalle ogser-
vazioni dell’OPHULS stesso, Oidium coecidioides ¢ Oidium protozoides
sarebbero in parte sinonimi di Coccidioides immitis ed in parte sinonimi
di Gilehristia dermatitidis (CIFERRI ¢ LEDAELLI, 1935-a).

Dopo cid la natura fungina del parassita della malattia di PoSADAS
¢ WERNICKE resta definita, e non viene pitl posta in discussione.

A partire da questo punto non & piu possibile seguire i singoli casi
che si moltiplicano d’anno in anno, né gli agenti causali attribuiti ad essi,
poiche la maggior parte delle volte questi nltimi sono identificati solo
indirettamente per ’aspetto clinico od anatomo—patologico dell’affezione
indotta, in base al criterio, sino a tempi recentissimi ritenuto esatto,
che ogni agente fungino inducesse una malattia tipica ¢ specifica, distinta
da quella provocata da altri germi patogeni. Il microorganismo viene
raramente isolato in cultura, e se lo &, viene studiato incompletamente
ed unilatecralmente; ed a complicare ulteriormente le cose sta il fatto
che Taspetto di questi miceti in cultura & cosi diverso da quello nei tes-
suti viventi, che di frequente gli investigatori sono del tutto sviati dalla
vera strada. A mantenere ¢ ad aumentare la contusione intervenne la
generalizzazione del nome «blastomicosi» che, introdotta per designare
delle micosi da veri blastomiceti (Saccaromiceti o forme asporigene di
essi, includendo gli Endomiceti ed affini) in cui laspetto del fungo in
cultura non ¢ dissimile da gnello del fungo stesso annidato nei tessuti
animali viventi, si falsava per le blastomicosi del tipo di GILCHRIST ¢
STOKES, per perdersi completamente nelle forme di granuloma cocei-
dioide. In altre parole, il nome «blastomicosi» creato per le malattic
europee indotte da veri o da falsi lieviti, si estendeva alle granulomatosi
americane che con tali funghi non avevano nulla a vedere, tale errore
essendo facilitato dall’interpretazione Vuilleminiana dei termini « bla-
stomiceti » e « blastomicosi ».

Sotto queste riserve, e tenendo conto per di pitt che i camnbi generici
st effettuarono, nella maggior parte dei casi, per ragioni puramente teoriche
¢ seguendo le correnti dominanti nelle varie fasi di evoluzione della mi-
cologia medica (e quindi senza che gli inventori delle nuove combinazioni
avessero di solito studiato direttamente il materiale riferentesi a questi
funghi), riassumeremo I'ulteriore sviluppo nomenclatoriale di ossi a
seconda delle tendenze a mettere in valore uno dei vari caratieri morfo-
logici presentati dal fungo in vivo od in witro. Distingucremo cosi:

4) Una tendenza a mettere in prima linea i caratteri mortologici
del fungo nei tessuti viventi, senza considerare le caratteristiche morfo-
logiche in cultura, che si suddivide in due tendenze secondarice:

a) la valorizzazione dellendosporulazione nei tessuti, conside-
rando che le endospore fossero I'organo di moltiplicazione meglio differen-
ziato ¢ quindi il pit importante per la sistematica del fungo. Questa
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tendenza conservativa si polarizzd intorno a Coccidioides come nome
generieo e, di solito, alla specie Coccidioides immatis;

b) il fatto della presenza di cellule rotonde formatesi nei tessuti,
qualunque fosse Ia loro origine ¢ la loro ulteriore evoluzione, che si ricol-
lega alla nozione Vuilleminiana di « blastomiceti» e « blastomicosi» in
rignardo alle forme fungine nei tessuti patologici. L’adozione di questo
criterio portd il CASTELLANI alla creazione del genmere Blastomycoides
come conseguenza della coneezione anatomo-—clinica unitaria delle vere
blastomicosi e di tutto il gruppo delle malattie che fanno capo ai granu-
lomi coecidioide e paracoccidioide ed anche alla dermatite verrucosa
nordamericana.

B) Una tendenza opposta alla precedeute, che metteva in prima
linex il valore sistematico di organi di moltiplicazione presentati dai ceppi
in cultura su substrati artificiali. Questa tendenza si & sviluppata, mal-
grado le numerose affermazioni in contrario, sino a negare un’endospo-
rulazione di tutti i funghi delle blastomicosi nordamericane. A seconda
delle forme di moltiplicazione che sono prege in considerazione, si ebbero
varie tendenze secondaric nelle quali possiamo distinguere:

@) la valorizzazione delle artrospore, sia che queste sieno domi-
nanti quali elementi di moltiplicazione nelle culture, sia che semplice-
mente sieno presenti. Da ¢io si sono avute le varie denominazioni
che, iniziatesi con il riferimento al genere Gidiwm, hanno poi variato
con i suoi equivalenti nomenclatoriali di Mycoderma, Zymonema ¢ Geo-

trichum;

e e i

b) la valorizzazione di tutto il complesso morfologico di certi
ceppi nei riguardi della, forma e della disposizione delle tallospore apicali
ed intercalari che ha portato alla creazione di Scopulariopsis americana
per un fungo che, almeno in uno dei ceppi studiato da 0Ta ¢ KAWATSURE
(1933), ¢ un Coccidioides immitis.

I nomi generici impiegati a designare 'agente del granuloma cocei-
dioide, gli autori principali che li hanno impiegati ¢ le ragioni da loro
addotte, possono cosi riassumersi:

@) Genere Coccidioides Stiles in RIX1'0RD ¢ GILCHRIST.

La storia del genere ¢ gis stata riassunta nel tratti prineipali. Diremo
qui solumente che il genere e le due specie inizialmente descritte sono,
dalla maggior parte degli autori, attribuite direttamente a RIXFORD ¢
GILCHRIST, mentre solo qualcuno (SARTORY, 1920; VUILLEMIN, 1931) ne

attribuisce la paternitd o STILES.

Sulle basi di quanto dichiara MoORE (1932) ¢ seguendo I'uso genera-
lizzato nella nomenclatura botanica, ka paterniti del genere e delle specie ;
deve essere riservata a « STILES in RIXPORD e GILCHRIST », attribuendo
ad ognuno i propri meriti.
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Delle due specie distinte da RIXFORD e GILCHRIST (1896) vi & da
notare che, a ragione, OPHULS (1905-a; 1905-b) le unificd, osservando che
la maggiore o minore abbondanza di pus nelle lesioni patologiche, e la
formazione prevalentemente periferica o centrale delle endospore nelle
cellule madri non costituiscono un carattere differenziale speeifico.

VUILLEMIN (1931) situa nel genere Coccidioides, oltreche il Cocei-
dioides immitis, lo Zymonema histosporocellularis Haberfeld ed il Crypto-
coceus farcinimosus Rivolta et Micellone sotto il nome di Coecidioides
histosporocellularis. Tl primo e stato da noi (1933-a) riferito a Paracocei-
dioides brasiliensis (Splend.) Alm. Il secondo situato in questo genere
solo per laspetto criptococcoide delle cellule fungine nei tessuti del cavallo
affetto da farcino, e per le «grosses boules pleines de gouttes refringentes
rappellants les entospores des ses congénéres » & stato egualmente da noi
riferito ad Histoplasma farcinimosum (Riv. et Mic.) Cif. et Red. (1934-b).

Dopo cid devesi ritenere che fino ad ora il genere Coccidioides
comprende una sola specie, vale a dire il Coccidioides immitis Stiles.

b) Genere Oidiwm Robin.

La definizione dell’agente del granuloma coceidioide nel genere
Oidiwm in senso medico, si deve probabilmente, pilt che alla osservazion:
della presenza di vere, per quanto non del tutto tipiche, artrospore in
alcuni dei ceppi, alla constatazione della presenza di pseudoartrospore
delle quali si parlerd pitt avanti. T due sinonimi gia ecitati di Oidium pro-
tozoides ¢ 0. coecidioides, creati dall’OPHUTLS (1900; 1905-a ¢ 1905-b) pas-
sano in sinonimia come le duc combinazioni del VERDUN (2) di Oidium
immite ¢ O, pyogenes ¢he avrebbero dovuto sostituire Coccidioides immitis

e C. pyogenes.
¢) Genere Blastosporidium Hartmann.

Tale genere dei Protozoi Haplosporidi entra a far parte della let-
teratura su Coecidioides con PHARTMANN (1912). Quest’autore descrisse
insiecme a ScHOO (1912) il parassita in tessuti prelevati alla necroscopia
di un womo morto ad Amsterdam per una malattia diagnosticata conie
cancro. L’evoluzione del parassita & descritta in termini protozoologici,
e lo stadio che gli autori paragonano ad una blastula fa loro riferire il
microorganismo al genere Blastosporidium. A vero dire la figura del-
PHARTMANN (1912) non & quella tipica di veri sporangi, mentre ricorda
certi aspetti del Parecoccidioides; perd egli parla di blastula simile al
Coceidioides endosporulante. La gpecic venne delinita come Blastospo-
ridium School, ma in un secondo tempo UHARTMANN stesso propese per
una identitd con il Coccidioides immitis.

Qualora si potesse confermare che il caso fosse autoctono CUropeo,
¢ le descrizioni o le figure del parassita tali da permettere una sicura
identificazione i esso, il reperto sarebbe assai importante, come quello
del primo caso deseritto in Europa.
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d) Genere Zymonema De Beurmann et Gougerot.

Di questo genere e ddel suo signilicato odierno abbiamo parlato
altrove (1929). Per quello che si riferisee a €. immitis il nome generico
di Zymonema & stato impiegato solo dal D® MiLLO (in D1 MELLO ¢ FER-
NANDES, 1918) che crea la combinazione Zymonemna immitis, senza indi-
care le ragioni del cambio di genere. i probabile perod che essi siano stati
indotti a questo da una presunta analogia con Zymonena Gilehristi
De Beurmann et Gougerot, e con Zymonema brasiliensis Splendore.
# certo in ogni modo che il significato del genere & stato mal compreso,
poiché insiemie 2 questa speeie i due antori portoghesi situano il Rhodo-
myeces Kochii o Monilia Kochii sotto 1l nome di Zymonema Hoclii.

Qualungue potesse essere il significato di Zymonema, & eerto che per
esgere un lievito asporigeno con blastospore e clamidospore, « oidii » ¢
micelio settato ¢ ramoso, aventi « forme intermediarie tra il tipo lievito
ed il tipo con ifc (£ndomyees)» non ha nessun rapporto con Coecidioides,
tanto pift che delle due specie sueccitate, lo Zymonema Gilchristi & stato
da noi (1935-a) riportato a Gilchristia ¢ lo Zymonema brasiliense (1935-¢)
a Paracoccidioides.

¢) Genere Blastomycoides Castellani.

La prima notizia su questo genere appare in una delle Gehrman
Lectures tenute presso la Tulane University nel 1926, ma pubblicate
solo nel 1927 o *28 (1927-28), data questa in cui, a termine delle Regole
Internazionali di Nomenclatura Botanica, si inizia la sua validiti. La
prima diagnosi si trova nella nota 6 a piede della pagina 24 (estratto del
lavoro eitato) in questi termini: « Qosporaceac che appaiono nelle lesioni
come grandi cellule arrotondate di 8 a 20 micron ed anche piu, con granuli
o sferule protoplasmatiche ¢ menibrana chiaramente duplice; in agar
glucosato forma un abbondante micelio » Cosi come ¢ definito, il genere
avrebbe dovito esserce ascritto agli Agonomycetes o Myecelia sterilia,
riproducendosi solo per mezzo di ife miceliche; ma Iaserizione alle « Qospo-
wceac » ¢ la deserizione delle prime tre specie del genere fanno supporre
che la diagnosi sia incompleta. Infatti si arrivera alla diagnosi definitiva
mantenuta sino al 1930 (1930-a): « Qosporaceae con niicelio abbondante
ed ife in agar glucosato; micelio abbondante e talvolla conidi laterali
quando & eoltivato in goccia pendente su brodo glucosato; non fermenta
zueeheri. Nelle lesioni si vedono solo delle cellule arrotondate od ovali,
con dei ben mareali doppi contorni ¢ granmlazione del plasma ». In nes-
suna delle varie pubblicazioni del CASTELLANI in cui §i fa riferimento al
genere Blastomycoides (1927-"28; 1928-¢; 1928-b; 1930-a; 1930-b; 1933),
nonché in quelle di CASTELLANL ¢ JACONO (1933), ¢ indicato il tHpo; ma
in tutte quelle in cui sono elencate le gpeeie del genere, il primo della
ligta & gempre il Blastomyeoides pmmitis, che deve quindi considerarsi
come tipo. ITn un primo tempo solo tre speecie vi furono aseritfe ¢ ciod:
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B. immitisy B. dermatitidis (= Blastomyces dermatitidis Gilehrist ot Stokes
¢ la nuov, Specie B. tulanensis. Nel 1928 (1928-3) il CASTELLANT aggiunge
na quartg specie (B. niger Castellani) di eui perd non parlerd ulterior-
ente in Ressuno dei lavori; e nel 1930 (1930-a) una quinta specie: il
B. mnuginosus. La vita di questo genere sari effimera poiche gia nel 1933
non - esisteyy, pilt essendo stato spezzato da CASTELLANT stesso © da
altri AUtori jneluso JacoNo (1933), ¢ sparpagliato in diversi generi
(Geotm’chum, Monosporium, Glenospora). Ma nel frattempo circolavano
nei laboratol‘i le culture del CASTELLANI classificate provvisoriament.e
come 'Bl%‘tomymides (B. metamericanus, B. metaeuropeus, B. louisianoi-
dewm ¢ p, multifermentans), binomi di etichetia che non si devono quindi
ritenere Come validamente pubblicati agli effetti della nomenelatura
delle speci stessc.

°T chiudere diremo solo che il genere Blastomyeoides, genere emi-
nentemente 1 odico, & riconoseiuto pure da CASTELLANT ed JACONO (1933)
non avere vy significato botanico. Ma nemmeno dal punto di vista stret-
tamente Medico esso ha ragione oggi di esistere poiche sostituisce (CASTEL-
LANI € Jacay 0, 1933) « Blastomyces sensu lato » ed i funghi delle blastomi-
cost in gener, ¢, malattie che pur nel loro estesissimo polimorfismo possono
tuttavia frequentemente venire differenziate anche solo dal punto di vista
a_natomu‘clinico {(granuloma coccidioide, dermatite verrucosa nordamnie-
ricana, lStOplasmosi, granuloma paracoceidioide, ecc.).

) Genepe Mycoderma Persoon.

La Storia de] genere Mycoderma siriconnette a quella di Oidium nel
Senso Hlt‘dico, ¢ su di essa non insigteremo affatto. I’unico autore che ha
situato il C. immitis nel genere Mycoderma pare essere stato il BRUMPT
nel 1927; Questa classificazione contrasta anche lunica caratteristica
in comung ton tutte le specic di Mycoderma, inteso nel senso pil lato,
clot la Produzione di un velo nei mezzi culturali liquidi, poiché lo stesso
BrUaer Rega al fungo questa facolta. Inoltre le vere artrospore non sono
Sempre pr(‘Swnti, ¢ quando lo sono, appaiono rare, formate sotto condizioni
speciali di Vita ¢ mai del tutto tipiche.

9) Genere Pseudococcidioides Da Fonseca.

11 gengr,, in questione ¢ stato deseritto dal DA FoNskea (1928) sul
materiale un caso argentino di un ascesso perilaringeo, considerato
come di OTigine tubercolare ¢ pubblicato da Mazza ¢ PARODI (1928).
Nel tessuti due autori trovarono delle forme fungine che li indussero,
In un prin,, tempo, ad identificare il microorganismo con quello di
Posapas;
SCNZx Perd identificarlo in via definitiva con il €. immitis.

T Da Fonsiea (1928) ristudiando i preparati originali di questo
Ron fu eoltivato, lo distinse da Coceidioides per «la maniera
di f()l‘llla‘zi(,n“ delle spore, qui separate in gruppi dentro la cellula madre »

n yy scecondo tempo essi confermarono le viste precedenti,

fungo che

—
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¢ per la loro forma poliedroide, creando la speeic Dseudococcidivides
Moz,

fCALMEIDA (1932-D) ristudid ancora i preparati dello stesso caso e
Aimostre come lo caratferistiche di Pscidococeidioides vientrano in quelle
di Coecidioides, ponendo guindt il genere in sinonimia. Nelli nostras
csperivnza possiamo conferare le vedute dellALakins, anche per quelio
¢l si riferisee alla determinazione di torme eliniche, alla lenta evolnzione
con tendenza a localizzagione del granulomi, altra cavatteristica che ¢
allit base di Pseudococeidioides, ma che probabilmente & comune al ceppi
di Coccidioides meno virulenti.

[neidentalmente possiamo notare ¢he, per ragioni molto logicle ¢
non molto dissimili da  guelle di Da FoNsmea, RINFORD ¢ GILCHRINY
(1896) avevano distinto i1 Coceidioides pyogenes dal €. lmmitis, ¢ OPHULS
(1903-b) per le stesse ragioni che porterd poi FALMEIDA a proposiie di
Psendovoceidioides, aveva riluso le due gpecie.

k) Genere Scopulariopsis Bainier emend. Thon

11 nowe generico di Neopulariopsis per i funghi del gruppo dei Cocct-
divides @ stato nsato solo da O1a ¢ KAWATSURE (1933). Nel 1928 O1a (1925)
pubblico una Seopulariopsis americanda per il fungo causante l'<oidio-
micosi americana » basato sullo studio delie culture N. 1133, 1136, 1233,
1231 della collezione WEIDMAN. T Neopulariopsis americana appare
datata dal 1926, ma si tratta probabilmente solo della data di creazione
del binomio, non guella di pubblicazione (cioé quella valida ai fini nomen-
clatoriali}; del resto applicando le Regole Internazionali di Nomenelatura
Botanica. la specie non risulterebbe validamente pubblicata mancando
di diagnosi latina od in lingne curopee, ¢ provvista solo di una corta ed
incompleta deserizione. Le figure del primo lavoro (1928), che sono le
stesse riportate ulteriormente (19:33), mostrano anche delle fruttificazioni
che nel 1928 T0OTA eredette del tipo di Grubyella. Bgli ritiene distinta It
Scopulariopsis americand dal Coccidioides immitis che, nel riassunto
francese del lavoro giapponese, dice cssere pure il parassita dell™ oiilio-
micosi americana », ¢ che avrehbe inveee una forma conidica del tipo
Glenospord.

Secondo OTa ¢ Kawarsvre (1933) il fungo produce delle tallo-
spore portate da un nmicelio settato di un certo spessore, dove lv ife
si swddividono in corte cellule a pareti ispessite, o sono visibili alla
estremita delle ife; siprodurvebbero pure dei conidi che 8i trovino perd
<010 in culture molto veechio, ¢ quindi pulverulente, o in goecia pendente
{noi abbiamo potuto constatare il fatto solamente nelle culture in goecia
pendente). [ conidi sono prodotti da conidiofori pitt o meno evidente-
mente a forma di bottiglia fnseriti direttamente sul micelio o nascenti
da corte ramificazioni di esse. 1 conidi sono di solito brevenente catenu-
lati, in calenctle di tre o gquattyo elementi, raramente sino @ sel o sette,

]
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od isolati. Da giovani sono rotondeggianti, ialini ¢ lisci; da vecehi giallo-
crema e scabri; essi misurano da 5 a 6 @ di diametro.

La patogenicita del fungo e lo studio istologico delle lesioni provocate
sperimentalmente ¢ stato effettuato da KAWATSURE (1933) con inocula-
zioni in topi, ratti bianchi, cavie ¢ conigli, nsando il ceppo OTa N. 539 che
corrisponde al WEIDMAN N. 1136, ciot ad uno che & stato studiato anche
da noi.

I reperti delle prove biologiche comparative sugli animali tra Sece-
pulariopsis americana e Coccidioides immitis starebbero per una azione
pil circoseritta e benigna a carico della prima specie, mentre la seconda
darebbe una forma piu grave: nei tessuti malati, il cui quadro istopato-
logico non ha elementi differenziali al fine della distinzione delle due
malattie (che si individualizzerebbero perd nelle forme spontanee umane,
in quanto la Scopulariopsis americana dovrebbe essere ritenuta il pit
frequente agente dells classica malattia di GILCHRIST a decorso relativa-
mente benigno, mentre il Coceidivides immsitis darebbe delle forme molto
Pilt gravi) i parassitisi bresenterebbero per la prima delle due specie cone
corpiceioli rotondi (10-16 u di diametro) del tipo lievito, mentre per la
seconda specie si osserverebbero elementi endosporulanti.

Nelle nostre mani la Specie esperimentata da KAWATSURE (eeppo
WEIDMAN N. 1136 = NSeopulariopsis americana Ota) si & comportata
nettamente come un Coccidioides immitis classico; su questa guestione
ritorneremo ancora a proposito dello stesso ceppo e di quello N. 2322,

Inoltre, la descrizione data da Ora e collaboratore & troppo laconica
ed in ogni caso incompleta, per quello che si riferisce proprio a Scopula-
riopsis americana cosicehé, anche ritenendo del tipo Scopulariopsis le
rudimentali fruttifieazioni conidiali osservate in cultura, & innegabile ¢he
il eeppo fungino presenta, quando & inoculato nei tessuti animali, delle
tipiche endosporulazioni quale Coccidioides.

f) Genere Geotrichum Link.

La storia di questo genere e delle alterne complicate vicende di cui &
stato il soggetto attraverso il tempo, & git stata tracciata da LoURIRRE
(1924), da LANGERON e TALICE (1932) e da noi stessi (1928; 1935-3), ed
2 queste pubblicazioni rimandiamo per una trattazione pit completa.
Bastera dire qui che il genere, pur essendo stato abbastanza bene deseritto
da LNk, fu dimenticato a favore di altri generi molto piu equivoced, sig
perché basati principalmente su di una caratteristica culturale comune 2
molti funghi morfologicamente differenti (Mycoderma), sia perche dupli-
cante un altro genere preesistente e valido (Qidium). Ripreso, in parte,
da LOUBIERE (1924) il genere fu ristabilito ed ammesso per 1 primi da
noi stessi (1929) ¢ quindi aceettato da vari antorl (LANGERON e TALICE
1932; CASTELLANT ¢ Jacono, 1933; ALMEIDA, 1933; AGOSTINL, 1932; cec.)
anche se non correttamente interpretato. Infatti il significato ad esso

e 5 o i
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attribuito da LINK, da LOURIERE ¢ da noi stessi & gid leggermente dif-
ferente da quello di LANGERON ¢ TALICE, ma ¢ completamente differente
da quello di AGOSTINI ¢ di CASTELLANI ¢ JAcoNo0. La caratteristica pilt
importante del genere Geotrichum ¢ quella di moltiplicarsi soltanto pev
artrospore: le specie di questo genere non posseggono blastospore (cel-
lule gemmanti) ¢ in quelle pit tipiche nemmeno delle tallogpore d’altro
genere (clamidospore). Le ife semplici o ramose, ialine e settate, si fram-
mentano di solito (ma non obbligatoriamente), a partire dall’estremita
libera ¢ centripetamente in pezzetti dapprima ravvicinati ed in catenelle,
poi liberi, ognuno dei quali non ha una differenziazione morfologica
propria, in quanto un’artrospora ¢ semplicemente un frammento di
micelio non modificato. B chiaro che Partrospora, tra tutte le tallospore.
rappresenta quella inferiore in quanto morfologicamente la meno evoluta, ¢
quindi, da un punto di vista sistematico, la presenza di qualunque altro
tipo di tallospora ha un valore maggiore. Nel caso nostro ¢ per i ceppi
di Coceidioides immi
valore in quanto, di solito, le artrospore sono atipiche, rare, ed appaiono
solo in condizioni eccezionali d’ambiente, quasi fossero delle forme di
moltiplicazione del fungo in istato di sotferenza.

La definizione del Coccidivides immitis quale Geotrichum da parte
della AGOSTINT (1932), seguita pure da CASTELLANT cd JAconNo (1933)
che, probabilmente per le stesse ragioni (non illustrate nel testo) tragpor-

i

s che le presentano, queste ragioni hanno tanto pitt

tano nel genere Geotrichum anche il Blastomyces dermatitidis Gilchrist
ct Stokes, si deve al fatto che Dautrice ha lavorato solo su culture ix
vitro ed era quindi nella impossibilitd di osservare le forme endosporu-
lanti del fungo. In questo essa si ¢ riattaccata alla tradizionale definizione
di Coccidioides come Oidium e come Mycoderma. It ben vero che ' AGosTTNI
non entra in merito alla posizione sistematica di Coccidioides immitis
Stiles, ma solo del «ceppo CASTELLANI» che lei ha studiato, e crea quindi la
combinazione Geotrichum immite (Castellani) Agostini; ma siccome Bla-
stomycoides tmmitis Castellani ¢ uguale a Coccidioides immitis Stiles, ne
deriva pure obbligatoriamente che la combinazione di Geotrichuwm im-
mite deve riferirsi alla speeie deseritta da RIXFORD ¢ GILCHRIST.

ORIGINE DEI CEPPI STUDIATI.

1. Blastomycoides tmmitis (Stiles) Castellani, proveniente dalla vac-
colta del prof. CASTELLANL. B questo lo stesso ceppo che & stato studiato
in un primo tempo da REDAKLLL, poi da TiMpPANO ¢ quindi da CIVERRI,
e sul quale si sono gvolte le prineipali osservazioni. La sua origine ci ¢
ignota. Nel corso del lavoro questo tipite verrd denominato « ceppo Ca-
STELLANI »,
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2. Geotpichum immile (Castellani) Agostini, proveniente dalla Mico-
teca del R. Laboratorio Crittogamico annesso all'Istituto Botfanico della
R. Universita di Pavia: ¢ un trapianio del ceppo precedente, che indi-
chiamo come « ceppo AGONTINI ».

3. Coceidioides  fmmitis  Stiles  denominato  nel presente Tavoro
come « eeppo CIFERRL » ¢ un trapianto del «ceppo CANTELLANT »

1. Coceidinides immitis Stiles, ~ ceppo MOORE », isolato negli Strati
Uniti {’America dal MOORE.

5. Blastomyeoides (Geotrichwm) dermatitidis  (Gilehrist ot Stokes)
Castellani, proveniente dalla raccolta CASTELLANT e di origine a noi
ignota.

6 dal Nord

A

6. Coccidioides immitis Stiles « ceppo WaIDMAN» N, 110
America.

7. Coceidioldes immitis Stiles «ceppo WEIDMAN» N, 1091 dal Nord
America.

R, Coccidioides immitis Stiles « ceppo WEIDMAN» N, 1676 dal Nord
America.

9. Coecidioides inmmitis Stiles «ceppo WEIDMAN » N, 2322 dal Nord
America.

10. Geotrichum lowisianoidewm Castellani, isolato negli Stati Uniti
Q’America e quindi anche nell'Ttalia meridionale. Il ceppo in istudio
sembra essere quello americano.

11 e 12. Glenosporn metacuropaeca Castellani, isolata rispetfivamente
nei Baleani e nell’Ttalia meridionale.

13. Coceidioides immatis Stiles probabilmente di origine Sudameri-
cana ¢ proveniente dalla collezione dell’Istituto OswarLno CRUZ.

14. Coccidioides immitis Stiles «ceppo WEIDMAN » N. 1873 el
Nord America.

15. Cwecidioides immitis Stiles «ceppo  del Centraalbureaun  voor
Schimmelcultures» di Baarn (Olanda).

Di questi ceppi cingue sono di origine ignota (NN. 1, 2, 3, 5, 13),
ma probabilmente nordamericani); sette di origine certamente norda-
mericana (NN, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 14); uno di origine sudamericana
(N. 13); uno di origine Europea (Italig, N. 12). I1 N. 11 non risulto essere
un Coceidioides immitis

CARATTERI CULTURALL

Tutti i ceppi di Coceidioides studiati (ad eccezione di quello che
appare essere il pilt aberrante in riguardo alle caratteristiche culturali,
o ¢ioe il ceeppo WEIDMAN » N. 2322) hanno una facies culturale in
comune che i rende indistinguibili 'nno dalPaltro. Sui terreni solidi
agarizzati, a base (i carboidrati ¢ di una forma complessa di sostanze
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azofate, laspetto ¢ nnifornie: st ha una vegetazione composta auast eselu-
sivenpente di micelio sotto forma di ife rasate, semplicl, ramose. reptanti
o suberette, bianehe o bianeastre. senza caratteri speeiali.

Lo culture in Mmezzi solidi agarizzati ma senza carboidrati, modilicano
notevolmente Paspetto della colonia che dal tipo ifomicetico suddeseritto,
passa al tipo di colonia piti 0 meno nettamente arannloso — plicata 8ino a
cerebroide. consistente, giallognola, con ife prefondamente addentrantisi
nel substrato stesso. I3 possibile che, entro corti Hmiti, gueste variazioni
sieno subordinate, oltreché alla eomposizione del substrato di cultura,
anche alla temperatura di incubazione.

In cultura in semianacrobiosi il fango cresce con molta difficolta ed
assai lentamente, ¢ sotto condizioni di anacrobiosi completa non si wvi-
luppa affatto. In mezzi liquidi le calture sono scarse e lente; si forma
talvolta con difficolth un velo superficiale che, pur variando da ceppe a
ceppo, manea i caratteristiche differenziali definite, ¢ si originano delle
colonic di fondo assolutamente uniformi ed omogence.

In rapporto alle temperature ottime di crescita vi ¢, in generale, una
corta elasticith di adattamento dei vari ceppi esaminati: la maggior parte
dei ceppi pud erescere tanto a 35-38° C. come 2 temperatura ambiente,
ma ve ne sono di quelli che preferiscono quella temperatura ed altri che
preferiscono la temperatura ambiente. I casi di mancato sviluppo all'una
od allalira temperatura paiono cssere rari.

In gencrale la temperatura compresa (ra 259 ¢ 300 (1 pare essere favo-
revole alla quasi totalith dei ceppi.

Tn conclasione, sui caralteri culturali non si pud basare aleuna diffe-
renziazione specifica o subspecitica dei ceppi di Upceidioides tmmitis, a
meno che questo carattere non sia correlato con tutto un complesso di
caratteristiche morfologiche, bioehimiche ¢ biologiche, come per il «ceppo
WEIDMAN » N.2322. Nello stesso tempo si conferma Pomogeneita della
specie Coccidioides immitis anche attraverso ceppi di varia provenienza,

isolati da casi diversi ed in diverse regioni del globo e qualcuno di essi
conservalo @i da vari anni in ealtura ¢ sotto condizioni ambientali molto

Sino ad un paio d’anni fa non si avevano delle prove diretie di uno
stadio i vita saprositico in natura di Coccidioides, cosieche la sua conser-
vazione al di fuori delPorganismo umano od animale restava un mistero.
Data perd, nella easistica, I'alta percentuale degli agricoltori atfetii da
eranuloma coccidioide, si supponceva che il fungo potesse vivere ¢ con-
servarsi in substrati inanimati.

Pur avendosi avuio delle variazioni individuali, le nostre esperienze
confermano pienamente che i Coccidioides vivono i una vita saprosi-
ine animale che

ticn in natura su substradi organici inanimati, sin di orig
di origine vegetale. L'unica condizione necessavia per il loro sviluppo ¢
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la presenza di una sostanza organica azotata a molecola complessa, anche
se non obbligatoriamente della pit alta organizzazione molecolare. Cosi
abbiamo potuto coltivare Coccidioides immitis in sostanze rieche di che-
ratina o composti analoghi (capelli umani, crini di cavallo, piume, piumino
di volatili, unghia cruda di cavallo), che in substrati contenenti sostanze
albuminoidee (fungo secco, cariossidi di grano, tieno), o derivate imme-
diatamente da queste: terra letamata e letame maturo. Le colonie si
sviluppano molto lentamente e quasi esclusivamente a  temperatura
di 23-25° (., la temperatura di 35-37° essendo sotto queste condizioni
sfavorevole (tav., VIII).

Il fatto che tutti questi substrati, salvo le cariossidi di frumento,
s0no poveri ¢ poverissimi di carboidrati, confermano le numerose prove
colturali della capacitd di questo fungo a vivere in substrati privi di
zuccheri, a condizione che sia presente una sostanza azotata a complessa
organizzazione molecolare (nel nostro caso cheratina, sostanze azotate
dellhumus e del letame derivate dall’idrolisi di sostanze proteiche con-
tenute nei vegetali, glutine, ecc.). In culture in citro i vari ceppi studiati
hanno mostrato di svilupparsi esclusivamente in terreni contenenti pol-
vere di sangne secco, peptone, estratto di carne LIERIG.

Della funzione dei Coccidioides in natura e della speciale attivitd
biochimica che esercitano in queste condizioni si parlerd a proposito delle
caratteristiche biochimiche.

('ARATTERI BIOCHIMICI.

T vari ceppi di Coceidioides immitis da noi investigati manifestano
Ia pit completa uniformitd in rapporto alle caratteristiche biochimiche
saggiate tanto che, su questc basi soltanto, i ceppi non sarcbbero in nes-
suna maniera distinguibili tra loro.

La caratteristica pili importante che, secondo CASTELLANI, distingue
il Blastomycoides o Geotrichum immitis da quello che egli chiama Bla-
stomycoides o Geotrichum dermatitidis (ma che nelle nostre esperienze, &
risultato non potersi differenziare dal Coccidioides immilis), ¢ la produ-
zione di pigmento brunastro quando sia coltivato in agar al mannitolo
e sussidiariamente su agar — glucosio, agar - lattosio, agar alla glicerina,
per la liquefazione della gelatina e del siero. Lo stesso CASTELLANI, del
resto, ha implicitamente notate delle variazioni di comportamento facil-
mente reperibili attraverso le differenti pubblicazioni di questo micologo
dal 1928 al 1933, le quali a parte i risultati da noi ottenuti, tolgono
ogni valore di una certa importanza alle differenziazioni specifiche ed
anche subspecifiche basate sulla pigmentazione in agar del Coccidioides
wmmitis che gia era stata segnalata da OPHULS nel 1905.
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Nelle nostre esperienze eseguite contemporaneamente sullo stesso
lotto di terreno ed in condizioni assolutamente identiche, abbiamo osser-
vato che una parte dei ceppi di Coceidinides abbrunisce il substrato di
cultura al mannitolo (Geotrichum lowisianoideum, G. immite « ceppo AGo-
STINT », Blastomycoides metaeuropeus, Coccidioides immilis « ceppo MOORE »,
«eeppi WEIDMAN » N. 1234, 1676 ¢ 1091, Coccidioides immitis «ceppo
CASTELLANI ») mentre gli altri non producono pignento; i ceppi in cui
le colonic diventano grigiastre o brunastre sono ancora meno: Geotrichuwm
lowisianoidewm, Blastomycoides metacuropeus, ed il Coccidioides immitis
« ceppo WEIDMAN » N. 1091.

8i eonferma in tal modo la differenza del comportamento su agar
al mannitolo tra il Geotrichum immite ed il Geotrichum dermatitidis, ma
nello stesso tempo questa caratteristica perde ogni valore differenziale.

Lo studio delle pigmentazioni su agar al lattosio, su agar al glucosio
e su agar alla glicering non & stato cseguito in vista dei risultati negativi
ottenuti con agar al mannitolo da un lato, e dall’altro per il fatto che
anche CASTELLANI lo considera di valore sussidiario.

Lo studio della pigmentazione in acqua pepto—glucosata alla tempe-
ratura di 23-259 e 35-37° C. ha dato risultati discordi: aleuni ceppi abbru-
niscono il liquido di cultura alle duc temperature (Coccidioides immitis
« ceppo WEIDMAN » N. 1091, « ceppo MOORE », e Geotrichum immite « ceppo
AGOSTINI »); aleuni, e sono la maggior parte, pigmentano il liguido sol-
tanto alla temperatura di 23-250 C. (Coccidioides immitis « ceppi WEID-
MAN » N. 1136, 1676, 2322 ¢ forse purc il «ceppo CIFERRI»); il solo
« ceppo CASTELLANI » avrebbe prodotto il pigmento a 35-37¢ C.

Come si vede da questo breve riassunto, non & possibile attribuire
un valore differenziale alla produzione di pigmento in mezzo ligquido;
al contrario abbiamo potuto osservare che l'imbrunimente del liquido
di cultura della composizione e sotto le condizioni notate, si ha soltanto
ove si & sviluppata una colonia superficiale capace dell’ostruzione com-
pleta del tubo, mentre manca ove questa & incompleta ¢ dove vi sono
solamente delle colonie natanti o profonde. Questo si ¢ osservato bene
nei ceppi ove in uno solo dei due tubi seminati per oghuna delle tempe-
rature si & avuto sviluppo di una colonia superficiale, come nel «ceppo
WEIDMAN » N. 1676 coltivato o 37° €. L’unico ceppo che si & comportato
in manicra anomala & stato il « ceppo AGOSTINI » in cul si ¢ avuto un leg-
gerigsimo abbrunimento senza traceia di colonia superticiale; ma Pinten-
sitd della pigmentazione era ben lontana da quella raggiunta nei tubi
ove si € formata una colonia superficiale.

Si pud emettere Vipotesi che gotto le condizioni di eultura in mezzo
liquido da noi realizzate, la pigmentazione sia funzione delle condizioni
di vita quasi anacrobiotiche del fungo, raggiunta per Tostrnzione del
tubo dalla colonia superficiale. Kssa ¢ indipendente dalla temperatura di
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cultura salvoché nei rapporti delln sviluppo generalnwente piit facile ¢
maggiore di questi ceppi o 23-250, pluttosto che a 35-370 C. S0 confermsa
che & impossibile trarvee dalla pigmentazione nel mezzi lguidi dei carat -
teri differenziali anche «olo di valore subspecitico.

Per i caratteri fermeniativi il fungo manifesta una completa assenza di
potere fermentante; ¢ nella quasi totalith le culture vengono lenfamente
alealinizzate. Le differenze di comportamento dei vari ceppi sono del
tutto trascurabili.

Nessuno dei ceppli ¢ capace di scindere esculing.

Tutti liguefanno lentamente la gelatina allosservazione cffettuata
dopo 35 o 40 giorni.

Tutti i ceppi producono indolo dopo 1:
colarmente netta nel «ceppo WEIDMAN » N, 2300,

Nessuno dei ceppi ha azione sul latte che, dopo 19 giorni di culturs,

1

giorni: la reazione ¢ parti

viene leggermente alcalinizzato;

Nessuno dei eeppi & capace di svilupparsi in condizioni di completa
anacrobiosi.

In riguardo ai vari composti di azoto somministrati (solfato d’am-
monio, nitrato di potassio, nitrito di potassio, asparagina, glicocolla,
peptone, estratto di carne LIEBIG, sangue in polvere) manifestano una
sensibilissima identita di comportamento in quanto si sviluppano bene
solamente in presenza delle tre sostanze azotate segnate per ultimo
(peptone, estratto carne LIEBIG, sangue in polvere),

In riguardo alla azione inibente delle differenti diluizioni di violetto di
genziana, manifestano delle leggere differenze, ma in generale una disereta
resistenza: il pit tollerante ¢ apparso essere il « ceppo WhIDMAN » N, 2322,
il quale si sviluppa anche in substrati liguidi con violetto di genziana
1:10.000.

IZazione inibente del Trypanrot & stata, in linea generale, molto pid
intensa di quella del violetto di genziana, ma i ceppi si sono comportati
in manicra abbastanza analoga, quelli relativamente pit resistenti essendo
statl il « coppo WEIDMAN » N. 2322, ed il «eeppo CTIVBRRT ».

Liinfluenza degli idrati di carbonio, come ¢i si poteva attendere per
il fatto ehe Coceidioides inomnitis pud fare 2 meno della presenza i essi,
¢ stata abbastanza variabile, ma non tale da poter permettere qualehe
conclusione «f’insieme,

Come st vede, Te nostre conclusioni portano ad ammettere una molto
sensibile omogeneitd nedle caratteristiche dei diversi ceppl di Coceidivides
tmamitis studiati: da un lato e dall’altro coincidono con le non troppo
abbondanti osservazioni da parte dei differenti autori su questo argo-

!
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mento. Aleune delle caratteristiche erano state notate fin dal 1903 da
OratLs, come la liquefazione della gelatina: non la peptonizzazione del
latte dopo 30-60 giorni senza cambio di reazione, WoLRACH (1911) aceerto
che Coecidivides immitis non ¢ capace di fermentare il elucosio. il sacea-
rosio e la mannite, ¢ BROWN ¢ CUMMINGS (1913) che non fermenta il
glucosio, il luttosio ¢ la destrina; per Buyp (1925) non fermenta destrosio,
maltosio, saccarosio e lattosio; ¢ secondo questo autore & aerobio obbli-
gato. Secondo MoorT (1932 liquefad lentamente la gelatina ¢ eresce sear-
gamente in condizioni di vita anaerobiotiche: il miglior terreno & agar
al brodo i carne contenente il 6 %, di glicerina ¢ cresce in terreni con
un pH variabile da 42 a 7,5, Buar (1925) ha potuto [ar crescere il
fungo in un pil variabile da 2,02 a 12,13. Secondo questo autore 81 con-
ferma eche cresce bene in agar semplice, agar sangue, brodo di carne,
soluzioni di peptone e brodo senza zuechero, alealinizzando lentamente o
non alealinizzando affatto i liguidi di cultura.

Secondo CARTELTANL liquela rapidamente il siero ¢ la gelatina (meno
rapidamente il ceppo Geotrichum dermatitidis), non coagula ne digerisce
il Tatte che ¢ spesso alealinizzato, non fermenta glucosio, Ievulosio, mal-
tosio, galattosio, saccarosio, lattosio, mannitolo, glicerina, inulina, dul-
citolo, ramnosio, inesitolo, adonitolo, arabinosio, amigdalina, salicina,
sorbitolo, raffinosio, destrina, eritritolo ¢ xilosio, e di solito non produece
aciditd in presenza di questi zucecheri.

11 carattere in comune a tutti i ceppi studiati ¢ la maneanza di dina-
mismo biochimico per quello che siriferisce ai saggi effettuati: tutti sono
inattivi verso gli zuecheri ¢ non modificati dalla loro presenza, tutti pre-
feriscono sostanze azotate organiche complesse e mancano di ogni allra
attivita biochimica, ad eccezione della fuiditicazione della gelatina e della
produzione di indolo.

CARATTERI MICROMORIOLOGICL IN CULTURA,
NET TESSUTI ANIMALLI B FENOMENI D1 NESSUALTTA.

In ealtura su ordinari mezzi di laboratorio contenenti una sostanza
organica azotata complessa ¢ contenenii o non un carboidrato, alla tem-
peratura ottima di sviluppo, la morfologia del fungo & molto uniforme
avendosi soltanto delle ife miceliche abbondantemente ¢ regolarmente
aamiticate, e qualche rara clamidospora, di solito interealare. In cultura
in goccia pendente si ha all'ineirea la stessa morfologia. In cultura in
condizioni di semianacrobiogi (ciot in un sottile strato di terreno nut ri-
tivo compresso fra un copri — e un portaoggetto Tutati) il numero
delle elamidospore aumenia notevolmente, ¢ la loro mortologia si arrie-
chisce di forme nuove che vanno dalla sferica a quella itregolarmente
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allungata. Le clamidospore, in questo €aso, possono essere fanto inter-
calari che apicali, isolate o seriate in brevissime catenelle di due tre ele-
menti. Questa morfologia & uguale tanto nei ceppi normali che in quelli

Fig. 1. — Forme involutive ad arbuscoli del ¢. immitis Pipkini in ter-
reno LOECKE leggermente agarizzato, ricordanti analoghi aspetti di
Dermatofiti.

degradati, vale a dire nei ceppi che, in base alle prove biologiche, mani-
festano una minore efficienza parassitaria e patogena.

11 solo « ceppo WEIDMAN » N. 2322 manifesta una morfologia appa-
rentemente assai pit complessa in quanto le clamidospore sono abbon-
dantissime, spesso lungamente seriate e di forme e misure molto varie,
B questo il ceppo che & stato da OTA ¢ KAWATSURE (1933) definito come
una specie del genere Secopulariopsis.

Specialmente sotto condizioni di semianaerobiosi si osserva la for-
mazione di altre tallospore, oltre alle clamidospore, e pit particolarmente
di vere artrospore, la cui presenza ha indotto la AGoSTINT (1932) a clas-
gificare Coccidioides immilis come una specie del genere Geotrichum.
Mentre per una discussione su questa questione rimandiamo alle notizie
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contenute nella parte che si riferisce a Geotrichum, notiamo che tali artro-
gpore sO0no poco abbondanti e formate solo sotto condizioni di vita in
sofferenza, artificialmente provocate. Fondamentalmente si tratta di fram-
menti cuboidei di micelio che si liberano per una parziale disarticolazione
apicale delle ife. D’altronde AGOSTINI, pitt che delle vere artrospore in
terreni normali di cultura e sotto condizioni ordinarie, ha osservato dei
fenomeni di pseudoartrosporulazione (vacuolazione a gegmento di por-
zioni delle ife miceliche) di cui si parla anche a proposito di Geotrichum.

Inoculando delle culture su terreni ordinari a degli animali recettivi
si ha un quadro del tutto tipico: le ife vengono lisizzate in un tempo
vario, generalmente nel giro di poche ore, mentre le clamidospore, che
funzionano come delle ipnospore, evolvono ulteriormente passando &
zoosporangi. Nei ceppi tipici gli zoosporangi raggiungono un diametro
variante da 20 a 70 @ la capsula & spinescente, in tutto o in parte, o ligeia.
Quando gli zoogporangi hanno raggiunto la loro maturita si ha una molti-
plicazione del nueleo cui segue il elivaggio, in seno al citoplasma materno,
di un numero variabile di endospore (zoospore aflagellate ed immobili)
di forma gferiea o sferoidea, a parete
liscia, di dimensioni varie, che vengono
eiettate dallo zoosporangio per rot-
tura di esso o per la sua lisi par-
ziale.

I ceppi degradati manifestano un
potere patogenico pin attenuato e la
malattia sperimentale indotta, anche
tenendo presente le possibili variazioni
della recettivitd individuale degli ani-
mali, si manifesta come una forma
morbosa relativamente circoseritta, ad
andamento lento e talvolta con facile
tendenza alla risoluzione spontanea.
Concomitantemente nei tessuti di que-
ati animali si hanno relativamente
pochi zoosporangi, i quali maturano
piu difficilmente, ed allorché portano
a maturitd le zoospore, esse sono in
media piti piccole e, per ogni Zo0spo-

rangio, in numero minore che non nei
ceppi tipici.
; ie. 2. — Gruttulatura nelle if £
Un tipico ceppo degradato ¢ quello Fig. 2. Guttulatura nelle ife del C.
s | : immitis Pipkini per lunghe seria-
isolato dal CASTELLANI e descritto come . . 4. ; ; S
. - zioni di goceiole di natura lipidica,
Glenospora meteuropea. Di questa spe-  in vecchie culture in semianaero-

cie egistono due ceppi, uno dei quali biosi.
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¢ stato isolato a Napoli dalla regione glutea di una paziente in cui si
era sviluppato un granuloma; altro ceppo fu isolato dal CASTELLANT
stesso da un easo di granuloma cutaneo in un paziente di Londra che
aveva perd contratto la malattia nei Baleani. Tl primo ceppo  (ceppo
italiano) visultd essere effettivamente un ceppo degradato di (. dmmiiis,
¢ per esso in due pubblicazioni precedenti (1934 «, 1934 ) abbiamo
creato la varietd metaewropacus del €. immitis. I1 ceppo dei Balcani
non & un . immitis.

11 ciclo vitale in Coceidioides ¢ stato messo i chiaro, anche se non
completamente, sin dal 1903, epoca in cui POPHTLS pubblicava le suc
osservazioni su Coccidioides immilis in comparazione con quelle sul Blasto-
myces dermatitidis. Il carattere che egli misc in rilievo é che i Cocei-
dioides, nei tessuti animali viventli, producono, per clivaggio del proto-
plasma, delle endospore ¢ mai forme gemmanti, mentre in cultura i
corpi sferici germinano producendo un micelio settato, senza endosporu-
lare. Queste osscrvazioni sono state confermate varie volte; tra i nunerosi
investigatori che hanno pit a fondo indagato Ia morfologia del fungo
sideve eitare nel 1904 il WoLsacH, nel 1913 Mac NEAL ¢ TATLOR, ¢
quindi noi stessi.

Uno di noi ha riagsunto il doppio ciclo di Coceidivides con il seenente
schema:

\

ifa - ——— 5 clamidospora ——

1 ! |
|

— > ZoOsporangio —.— 5 ZOOSpOLe
N 1

| J |
| |

]
Ciclo della vita saprositaria ] Ciclo della vita parassitaria

|

in cui le elamidospore sono considerate come spore quiescenti o ipnospore.
Gli stessi reperti sono stati riconfermati molto recentemente anche da
altriinvestigatori tra eni citeremo DA Foxstca (1928), ALMEIDA (1933), ccc.
Ma vi sono anche molti altri antori che hanno negato una crdospo-
rulazione del fungo, benehd di tutti questi forse nessuno ha eseguito uno
studio cosi completo come la mageior parte degli autori precedentemente
citatl. Senza perderei in un lungo elenco di alfermazioni contraddi-
torie, vale la pena di esaminare brevemente quali possono cssere state
le ragioni per cui Pendosporulazione & stata negata:
10l fungo ¢ stato studiato soltanto in cultura; poiché in cultura
¢ in condizioni ordinarie di acrobiosi non xi producono endospore gl
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studiosi che hanno lavorato sotto queste condizioni le hanno negate.
Citeremo tra questi CASTELLANT (1928-33), AGOSTINI (1932), ece. i quali
pare non abbiano mai effettuato delle inoculazioni negli animali;

20 il fungo & stato studiato anche o solamente nei tessuti dell'uomo
o degli animali inoculati con le culture; poiché in certi casi, per speciali
condizioni intringeche dell’ospite o dell’agente, possono aversi solo raris-
simi zoosporangi, & probabile che per cid sia stata negata dai ricercatori
Iattivitd endosporulante nei tessuti animali viventi;

39 il concetto generale che la quasi totalith dei funghi parassiti
dei tessuti animali viventi si presenti, nella vita parassitaria, in forme

Fig. 3. — Metamorfosi lipidiea del contenuto cellulare di ife miceliche

del O. immitis Pipkini in vecchie culture in semianaerobiosi e fuo-

rinseita delle goeciole lipidiche dalle estremita ingrossate delle ife,
simulanti fuoriuscita di spore.

assolutamente degradate rispetto alla cultura e quindi meno che mai in
forme evolutive superiori a quelle offerte dalle ordinarie culture, lasciava
incerti ¢ restii molti ricercatori ad ammettere che proprio nei tessuti
animali viventi queste specie potessero presentare uno stadio del ciclo
vitale rappresentato da endosporulazione. Cosi, per esempio, l'odserva-
zione che forme paragsitarie sofferenti od in via di distruzione presenta-
vano e presentano, per molte specie fungine, un contenuto di gocciole
oleose dovute probabilmente ad una metamorfosi lipidica del proto-
plasma, pud aver indotto un osservatore superficiale e che non avesse
curato una fissazione ed una colorazione differenziale adeguata, ad iden-
tificare le vere endospore con queste formazioni regressive (figg. 2 e 3);

40 la confusione, spesso verificatasi da parte di osservatori medici,
tra casi di vero granuloma da Coccidioides immitis e granulomi anatomo—
clinicamente simili, ma sostenuti da gpecie mai endosporulanti (granuloma
paracoceidioide, dermatiti verrucose micosiche in senso lato con localiz-
zazioni viseerali, micosi enropee del tipo BUSSE-BUSCHKE, ece.). Proba-
bilmente pure la confusione sui singoli ceppi isolati, la cui morfologia
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saprositaria non aveva caratteri definitivamente differcnziali, pud aver
portato a negare la formazione di endospore.

Che vi sia endosporulazione nei tessuti, dopo tutta la seric di osser-
vazioni cffettuate dai vari sperimentatori ¢ da noi stessi, ¢ un fatto
innegabile. Dobbiamo rilevare che, dal momento che per un periodo pilt
0 meno lungo di vita saprositaria artificiale, ceppi di Coceidioides imanitis,
influenzati anche da varie condizioni ambientali non bene precisate,
possono degradarsi fino a mostrarsi biologicamente ¢ morfologicamente
variati nei riguardi delle formazioni endogene nei tessuti animali, non
potrebbe essere improbabile (scbbene per ora non vi sieno reperti spe-
rimentali assoluti in questo senso) che gli stessi ceppl possono indurre
delle malattie sperimentali in cui venga completamente a far difetto la
endosporulazione.

Ad aleune di queste stesse cause si deve inoltre ge & stata volta a
volta affermata o negata la capacitd A moltiplicarsi per gemmaszione nei
tessuti od in eultura: il tipico Coccidioides imanitis non é capace di gem-
mare 30tto nessuna condizione, ma ¢ possibile che sia stato congiderato
come Coccidioides immitis qualche eeppo di Gilehristia o di levil aspo-
rigeni o sporigeni isolati da easi clinicamente pilt o meno analoghial
granuloma coceidioide. Forse si pud riconnettere a queste osservazioni
la non corretta interpretazione delle verrucositiy o spinulazioni che tal-
volta sono presenii nelle cellule madri endosporulanti.

La presenza delle echinulazioni e delle spinnlazioni dello sporangio
non & un fatto assolutamente costante ed ¢ certamente in dipendenza
di tanti e vari fattori, sopratutto ambientali, come recettivita e reattivita
del tessuto parassitato, che fanno si che le spinulazioni POssono cssere
ora rare, pinttosto grosse, evidenti, distanziate, ora sottilisgime, numerose,
disposte a raggiera stipatissima, ed ora fare difetto. Nessuno degli elementi
morfologiei in cultura presenta mai una spinulazione.

Altre configurazioni morfologiche ehe pogsono apparire in cultura
sono le artrospore ¢ le pseudoartrospore: a questo proposito vi sono state
parecchic affermazioni contradditoric tendenti a negare o ad ammettere
la presenza di aleune di queste forme ed anche una loro maggiore o minore
dominanza rignardo alle clamidospore. Come risulta bene dalle nostre
osservazioni, vi & tutta una serie di transizioni che vanno da ceppi che
producono solo delle tipiche clamidospore in cultura a quelli ¢he pro-
ducono delle artrospore con numerosissimi stati di passaggio tra le une
¢ Ie altre forme di tallospore e con casi in cui P'aserivere questi clementi
all'uno od all’altro tipo morfologico diventa una questione di - inter-
pretazione soggettiva. Tnoltre per uno stesso ¢eppo si possono avere
delle tallospore dell'nno o dell’aliro tipo a secondo dei terreni di eulturas
¢ delle condizioni sotto cui furono coltivati; variano quindi in relazione
anche i rapporti di frequenza delle varie forme. Cosi, per esempio, nei
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ceppi normali di Coccidioides, in condizioni ordinarie di vita aerobia,
si ha una maggiore o minore quantitd di elamidogpore ben tipiche, ed in
vecchie culture o in ceppi meno tipici, delle forme che abbiamo chiamato

Fig. 4. — Artrospore di forma poliedrica od irre-
golare, formatesi nelle ife di €. immilis «ceppo
AGOSTINI» in vecchie culture in semianaerobiosi.

pseudoartrospore ¢ che sono di solito costituite da eatenelle di elementi
grossolanamente di forma quadrangolare, di solito interrotte da segmenti
miceliali e che raramente o mai gi isolano alla maniera di vere artro-
spore. In ceppi ancora pih atipici, e specialmente se sotto condizioni
particolari di vita (ed a questo proposito si & rilevato un metodo eccel-
lente quello della cultura in condizioni di vita semianaerobiotica dell’etia
di tre o quattro mesi), come pure gpesso in culture in gocecia pendente,
i formano delle vere artrospore in catene brevi ma continue (cio¢ senza
alternanze con segmenti di micelio) capaci di isolarsi, che se non sono
le piu tipiche espressioni delle artrospore quali si vedono nei veri Geo-
trichum, sono, ciononostante, hen distinte dalle clamidospore ordinarie.
Accanto a queste vi sono, in minori o maggiori quantita, delle pseudo-
artrospore e delle elamidosgpore apicali od intercalari (figg. 4, 5 ¢ 6).

I ben difficile interpretare correttamente il significato di queste
forme di tallogpore, come in generale il finalismo e le cause determinanti
di ognuna delle forme di moltiplicazione vegetativa dei funghi. Dall’ ingieme
dei fatti osservati, si dovrebbe trarre la deduzione che esse rappresentano
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espressioni di stati di sofferenza del fungo rispetto alle condizioni di
normale cultura,.

Altri aspetti della morfologia di Coceidioides immitis in cultura é Ia
formazione di elave o racchette lungo il decorso delle ife, e che non rap-
presentano degli aspetti di moltiplicazione ma degli organi a funzione
ignota, forse riserva di materiali nutritizi,

Il micelio, che di solito & ialino, settato, pin o meno intensamente
ramificato, pud essere di ecalibro molto sottile (ed o questo l'aspetto
normale delle culture giovani sugli or-
dinari substrati di cultura in condizioni
aerobiche), ma pud anche egsere piu o
meno notevolmente ingrossato con 1%a)-
ternanza di segmenti di micelio normali
¢ di micelio anomalo., Sotto condizioni
di eultura particolarmente sfavorevoli,
come nelle colonie di fondo in mezzi
liquidi contenuti in tubi dj saggio, non
st forma altro che un finisgimo micelio
searsamente ramoso (fig. 1).

Un maggior complesso morfologico
si e avuto nel «eeppo WEIDMAY » N. 2322
che gotto ecerte condizgioni di cultura,
ha mostrato un ricco e svariato com-

; ; plesso morfologico di clamidospore api-

vere artrogpore in vecchie enlture . : A4l 1
in goccia pendente di acqua Pepto- cali ed :lnterea-lgm, il che ha fatto i
glhicosata da parte del (. immitis Che altri ceppi di Coccidivides imanitis,
wceppo WEIDMAN » N, 1136 diversi da questo, ma presentanti lo
stesso quadro complessivo, sieno stati

da OrA definiti come specie del genere Seopulariopsis. Secondo la nostra
opinione, se & vero che l'aspetto generale del fungo sotto queste condi-
zioni si allontana abbastanza da quello dei tipici ceppi di Coceidioides i
mitis (tanto che in base anche ad una serie di variazioni correlate nei
caratteri culturali, biochimiei, e biologici lo abbiamo distinto come va-
rietd o sottospecie di Coceidioides immitis) & pur vero che non rappre-
senta altro se non un caso estremo di complessita mortologiche, per
forma e disposizione delle clamidospore intercalari ed apicali. Che si
tratti di un complesso morfologico acquisito in condizioni di cultura
od in ambiente a noi ignote & mostrato dal fatto che mentre in mano di
OrA (1918) e di O14 @ KAwarsure (1 933) due dei ceppi del dott, WEID-
MAN da noi pure studiati (N. 1138 ¢ N. 1234) hanno dato il complesso
morfologico che gli autori giapponesi assimilano g Seopulariopsis, in mano
nostra esso & mancato completamente, mentre Porigine dei ceppi & stata
la stessa ¢ mentre un eguale complesso ¢ stato da noi rilevato per il

Fig. 5. — Formazione di false e
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«ceppo WEIDMAN » N. 2322, I un vero pececato che OTA ¢ KAWATSURE
non abbiano studiato questo ultimo ceppo poiché sarebbe stato interes-
sante notare le eventuali divergenze colle nostre osservazioni. Del rap-
porti tra il genere Scopulariopsis ed il genere Coccidioides e delle dedu-
gioni relative alla classificazione di questi funghi &i é gid parlato.

Fig. 6. — Pseudoartrosporulazioni del U. immitis «ceppo
AGOSTINI », per segmentazione del contenuto cellulare

di laboratorio.

Abbiamo detto e¢he & stato quasi universalmente ritenuto che le
endospore si formino solamente nella eompagine dei tesguti animali
viventi; 'Opai’LS che nella sua nota preliminare pubblicata nel 1900
insieme a MOFFIT asseriva aver visto dei «corpi protozoiformi» del tipo
di quelli dei tessuti, anche in goccia pendente, li negd nell’ulteriore
studio del 1905.

~ MACNEAL e TAYLOR, nel 1913, confermano che alcune delle clami-
dospore assomigliano ai corpi endosporulanti nei tessuti ma non possono
essere assimilati con essi; probabilmente a questa stessa confusione si
devono riferire le endosporulazioni osservate su substrati all’agar da
WorsAcH nel 1904, da AHLPHELDT nel 1929 e che parrebbero essere
state osservate anche da MoorRE nel 1932. Le prime osservazioni atten-
dibili di produzione di cellule endosporulanti sotto condizione di vita
artificiale e fuori dagli organismi animali si debbano al Mac NEAL e
TAYLOR, osservazioni che erano restate sino ad oggi non confermate.

61
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Questi due autori eoltivano il fungo in liguido ascitico o con siero di
cavallo gelatinizzato: nel fondo dei tubl veniva messo un pezzo di tes-
suto animale sterile, di solito un pezzo di rene di coniglio. Nella serie
dei tubi tenuti in acrobiosi si ¢hhe uno sviluppo normale con formazione
di ife ¢ di clamidospore; in quelli tenuti in anacrobiosi manceh coniple-
tamente il micclio, mentre jo ipnospore si acerebhero formando dell.
cndospore: le figure riportate  dall’autore S0N0  inequivocabili,

Nel 1930 uno & noi (REDARLLI) pubblicd risultati negativi di espee-
rimenti condotti con Ia tecniea i MACNEAL ¢ TAYLOR o con i« eeppo
CASTELLANT ». Una nuovy seTic exeguita con il . CePpo MOORE » i -
cidioides immitis ¢i ha bermesso inveee di riconfermre 2l stessi reperti.

Come materiale di semina ¢l slamo serviti di culfure At C. dmaitis
“eeppo MOORE » in agar glucosato  (Difeo) perfet tamente sviluppure
dopo 15 giorni in stnfa 4 379 C. Inoltre abbiamo seminato anelie el
materiale Ppatologico. vale a dire materiale di pus denso, cascoso, i un
focolaio granulomatoso sottocutanco della cavia, dopo 12 giorni dully
inoculazione con lo stesso ceppo.

Come terreni di cultura abbiatmo usato:

12 brodo glucosato (Difco) -+ sicro di coniglio normalc:
2% brodo glucosato (Difco) + siero — ascite (uomo);

30 liquido di Lokckk + siero di coniglio normuale:;

40 liquido di Lowrcke + siero — ascite:

3¢ liquido di Lokekg agarizzato al 4 per mille;

69 siero—aseite gelatinizzato al 6 Y-

I tubi seminati tanto con il materiale proveniente della cultura,
come quelli con 1 pus del granuloma  della cavia, sono stati posti in
condizioni di anacrobiosi (realizzata in barattoli con acido pirogalliceo ¢
Potassa caustica al 40 “o) € conservati per un mese a temperatura di
300 (1,

Ksaminati dopo tale periodo i tubi non presentavano modificazioni
macroscopiche nel senso che non apparivano vegetazioni tungine né modi-
ficazioni del substrato; solamente i tubi di liquido di Lorckw agarizzato al
4 per mille sembrava presentassero, attorno al materiale fungine senyi-
nato, un alone gimile g quello determinato dg uni sottile vegetazione
miceliare. )

E stato studiato sistemadicanient e tutto il materiale seminato o chie
appariva, come quantita ¢ qualita, immodificato al fondo delle provetie.

Reperti di un interosse particolare si sono avuti solamente nei tubi
di liquido Lonckn + siero i coniglio o BiLT0 ~ ascite seminati con il
materiale  patologico (el focolaio  purulento della cavia, I materiale
bortato su vetrvine o schiaeeiato sotto nno strato di gelatina fenolizzain
con copriogeetti ¢ lutato i modo che si POtessero conservare perenne-
mente, ha mostrato | reperti interessanti che sot (o riportiame.
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11 materiale degli altri tubi non ha mostrato fatti degni di nota; in
genere il pus seminato si & conservato bene in tutti i suoi elementi; oli
elementi fungini parassitari non appaiono sostanzialmente modificati.

Nei tubi seminati con materiale culturale, non si & avuto sviluppo
algnno; degli elementi fungini, anzi, presentano segni di degenerazione
per la comparsa di numerose
goceioline rifrangenti nei seg-
menti miceliari.

La nostra attenzione per-
tanto & stata portata solamente
sul materiale patologico che,
geminato nei tubi con liquido
LOECKE -+ siero i coniglio o
liquido ascitico, ha dato i re-
perti positivi; ma innanzi tutto
dobbiamo dire che il pus si @
ottimamente conservato in tutti
i snoi eclementi, almeno per
quello che lo lascia supporre il
semplice esame a [resco e in
gelatina.

In questo pus si nota una
grande quantita di elementi sfe-
rici o sferoidei, pitn raramente
subovoidi, con doppiv contorno
bene evidente, raramente meno  Fig. 7. - Germinazione di una zoospora del
evidente, a contenuto proto- C.immitis «ceppo WEIDMAN » N. 1136, prove-

plasmatico uniformemente di- niel.ite da pus di gn.a,nnloma, sperimentale di
cavia e trasportata n aequa peptoglucosata.

gtribuito e chiaro sino a par-
zialmente plasmolizzato o gut-
tulato. La retrazione del protoplasma & di solito solo parziale, anzi pilt
spesso limitata solamente ad una porzione della periferia, quagi che le eel-
lule fossero immerse in un liquido ipertonico.

In tal cago si forma un anello parzialmente vuoto tra la superficie in-
terna dell’endosporio ed il limite periferico del protoplasma; ma talvolta puod
essere che la retrazione sia maggiore, ed in questo €aso si hanno dei vuoti
a forma semilunare, od anche la separazione netta della cellula in due
emisferi, uno con protoplasma concentrato ed uno vuoto; le misure di
questi elementi oscillano tra i 20 ed i 35 w, pin spesso dai 20 ai 30; in
qualche raro caso la retrazione & cosi forte che inferessa non solamente
una gran parte del protoplasma, ma interessa anche 'episporio riducen-
dosi in tal modo la spora ad un involucro vuoto deformato, come fosge
una palla di gomma elastica perforata (fig. 8).
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Elementi gemmanti mancano assolutamente. Qualche clamidospora
riesee ad emettere un breve tubulo germinativo, lungo dieci volte il SUun
diametro o meno, che si ramifica precocemente ma scarsamente: queste
germinazioni in ife miceliche non 50n0 molto rare, ma sembrano grossolana-
mente differenziate. 11 protoplasma d’esse ¢ frequentemente guttulato, o
inegualmente distribuito.

Oltre a cid sono Presenti, ma molto pin rare e quasi eccezionali,
delle vere cellule endosporulanti: esse non si differenziano da quelie dei
ceppi meno virulenti e pitt atipici di Coccidioides immitis nei tessuti degli
animali inoculati, come, per esempio, il ceppo Blastomycoides meteuropens
Castellani, per quello che s rifevisce, non al numero ed alla forma delle
endospore, né alle caratteristiche del saceo materno (che di solito o fine-
mente ma densamente spinulato), ma perle dimensioni di questi elementi,
11 numero delle endospore & assai variabile ma pare pinttosto basso. Le
cellule endosporulanti hanno un diametro variabile da 27 a 31 u; le endo-

Fig. 8. - Figure schematiche della morfologia degli elementi fungini in cultura in
liquido di Logcks modificato, in anaerobiosi, a temperatura ambiente: a) ZO0RPO-
rangi contenenti zoospore; b) coniugazione normale dj due zoospore; ¢) tentativi
di coniugazione tripla; d) forme involutive. Coceidioides immitis weeppo MOORE»,
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spore hanno dimensioni assai variabili a sccondo del loro stadio di svi-
luppo; a maturita raggiungono i 7-9 w di diamrtro.

Che sotto queste condizioni di cultura vi sia un aumento nwuerico
di tutti gli elementi del fungo (cellule semplici ¢ cellule endosporulanti)
¢ stato accertato sulla base di unu comparazione eseguita con lo studio
nunierico approssimativo degli elenienti parasgitari in una massa di pus
coltivate nelle condizioni saddette ed una massa analoga dello stesso
granuloma, ma non seminato. Si pud atfermare che il numero degli ele-
menti fungini della cultuwra cceede di quasi il decuplo il numero degli
clementi osservati nel pus fresco.

Abbiamo anche una maniera indiretia di acecrtare che gli sporangi
osservati in cultura sotto le condizioni speeilicate in precedenza, sono
delle neoformazioni ¢ non preesistevano nel pus di semina, in quanto
le dimensioni dei sacchi sporiferi sono molto differenti: mentre quelli
del pug fresco ¢ delle sezioni del granuloma misurano di solito da 60 a
70 w di diametro ed anche pily, gli sporangi maturi nelle eulture anaero-
biotiche non eccedono i 30 w circa. Degli sporangi maturi cosi piccoli
non sono mai stati osservati per nessuno dei ceppi da nol studiati.

Come rappresentanti delle forme di cellule endosporifere precsistenti
alla cultura in anaerobiosi ¢ formatesi del pus della lesione, si osservano
le nunwerose capsule vuote, grandi ¢ piccole, spesgso con saperficic esterna
spinulosa ¢ frequentemente anche zigrinate o raggrinzite che mogtrano le
dimensioni degli sporangi formati in vivo. Le cellule che mostrano il
tubulo germinativo sono quelle pitt piecole (6-8 w di diameiro) ed & pos-
sibile che esse sieno le endospore liberatesi dai sacchi materni.

Questi reperti positivi di endosporulazione in vitro non possono
essere in nessan modo confusi con le pseudoendosporulazioni ehe abbiamo
osservato in allri eeppi od assai manifestamente nel «ceppo WELDMAN »
N. 2322, coltivato in ferreno LOECKE agarizzato al 4 per mille, con siero
i eavallo od in goceia pendente, per tre mesi. In questo caso pud formarsi
una serie di goecioline di solito dissimili come dimensioni, ma perfetta-
mente sferiche e del tutto rifrangenti, che formano una catena discontinu,
wa per piceoli intervalli anche continua nelle ife e s agelomerano nelle
clamidospore interealari od upicali assutendo degli aspetti che possono
trarre in inganno Yosservatore non addestrato. Speciahnente nel eaxo
delle elamidospore apicali ed inferealari Vaspetio di esse ricorda molto
suggestivamente le endosporulazioni osservaie in vitro ¢ col metodo
MacNEAL ¢ Taviok. Tnolire alla periferia delle elamidospore apicali e
futto inforno wl esse vi possono essere degli agaregati di goceiole sferiche
che simulano una fuorinscita di endospore dal saceo materno. 11 reperto
non pud essere dubbio: i tratta di gocciole di nauira lipidica che s
differenziano facilmente dalle vere endospore sia con Painto di colorazivne
(diventano rosse col Sudan ), che di readtivi (31 seiolzono net solvendi
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dei grassi e specialmente in cloroformio), che per il fatto che le goeeiole
posseggono una rifrangenza molto maggiore che le endospore, ed il loro
stato fisico—chimico ¢ distinto dallo stato solido dalle endospore anche
solo per P'osservazione ripetuta fuocheggiando.

Nelle culture in terreno Lokek semisolido in tubi di saggio le gocciole
lipidiche sono assai pit
searse che in goceia pen-
dente e mostrano bene
come la guttulosita si deb-
ba ad una regressione del
contenuto protoplasmati-
CO DPer senescenza o per
cause ambientali sfavore-
voli. Infatti le guttule
sono localizzate per lo pin
nella porzione pin veechia
delle ife e nelle pitt vec-
chie clamidospore; le por-
zioni apicali, cioé quelle
pilt giovani ed in erescen-
za, hanno il protoplasma
che apparisce quasi nor-
male, e tra i due vi sono
delle zone di transizione a
contenuto plasmatico of-
fuseato senza essere chia-
ramente guttulato.

Abbiamo voluto in-
sistere su questa possi-
bilita di errore poiché es-
$a puod spiegare i reper-
ti di endosporulazione

Fig. 9. — Coniugazione di due zoospore in liquido

Lorcke modificato ed in anaerobiosi (in basso);

400spora quiesciente sotto le stesse condizioni (in ~ SU agar precedentemente
alto). Coeccidioides immitis « ceppo MooRE ». citati.

#*
* %

Di gran lunga pil interessante di tutti i fenomeni sin qui esposti, &
un altro, che non ci risulta sia stato mai osservato da nessuno dei molti
autori che si sono oceupati di Coecidioides: il fatto che le cellule del fungo
coltivate sotto condizioni di anaerobiosi con la tecnica di MACNEAL e
TAYLOR ¢ provenienti da materiale patologico della cavia inoculata (Coe-
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cidioides immitis « ceppo MOORE »), hanno presentato dei fenomeni di
coniugazione. Su materiale coltivato sotto le stesse condizioni ma pro-
venienti da culture in agar glucosato, non si sono ottenuti ne sporanginé
coniugazioni, anzi non si & avuto
aleun sviluppo del fungo seminato.

Le eellule che & coningano (ga-
meti) non sono dissimili, apparente-
mente, dalle cellule che piht comu-
nemente 8i trovano in cultura sotto
le dette condizioni; sono elementi di
forma sferoidale od ovoidale sino a
subellissoidea. Edse sono di solito
un poco pit piccole degli sporangi
ottenuti sotto le stesse condizioni,
ma possono raggiungere anche le
dimensioni di essi (da 20 a 25, rara-
mente sino a 30-35 ¢ di diametro).
Apparentemente non vi & nessuna
modificazione morfologica nelle cel-
lule che funzioneranno da gameti,
ma esse sono leggermente modificate
quando §i trovano accoppiate a due
a due: in questo caso esse appaiono
leggermente depresse ed impiceiolite
nella zona di coniugazione, mentre
il 'polo opposto e rotondeggiante e
normale. Non giamo riuseiti a sor-
prendere chiaramente gli stadi pre-
liminari dell’accoppiamento, ma da
aleune osservazioni isolate esso sem.-

Fig. 10. — Due zoospore in coniuga-
zione: Coceidioides tmmitis, « ceppo
bra avvenire con la seguente moda- Moore» in cultura anaerobiotica in
lita: due cellule ravvicinate estru- liguido di Lorcks modificato.
dono, ad uno dei poli, il loro endo-

gporio che forma un piceolo rigonfiamento emergente dall’egosporio, a
forma di gemmula. A questo stadio preliminare deve seguire la fusione
dei due gameti per la saldatura delle gemmule; i gameti restano cosi
riuniti per un breve ponte che di solito ¢ nettamente differenziato dalla
massa dei due gameti stessi per essere un breve e stretto istmo provvisto
di una sottilissima membrana, mai duplice, che contrasta con la duplice,
spessa membrana delle cellule in coniugazione, mentre ¢ ben visibile a
causa del protoplasma piuttosto denso, spesso finemente granuloso, abba-
stanza omogeneo, che riunisce le due masse protoplasmatiche principali
restanti nel corpo dei due gameti affrontati. Non siamo stati capaci di
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seguire il processo sino al termine: per ¢id che ¢ & dato Qi osservare i
contenuto protoplasmatico di uno dei gumeti passa completamente nel-
Paltro. Cid ¢ dimostrato dal fatio che aleune delle cellule in coningazione
apparivano del tutto vuote mentre Paltra era repleta di mateviale pla-
smatico. Lo zigote in tale maniera formatosi non si differenzia apparente-
mente da uno dei gameti prima della coniugazione (figg. 8-1¢ ¢ tav. VII}

Disgraziatamente non ei & dato conoscere lulteriore evoluzione dello
zigote ed in particolare se e¢sso si trasforma in sporangio quicscente e
quindi in sporangio attivo producente endospore. Questa ipotesi par-
rebbe cssere la pitt probabile, ma manchiamo i una conferma da diretta
osservazione, difficile in quanto, come si & detto, manca ogni differenzia-
zione morfologica tra i gameti prima della copulazione e lo zigote.

Un fenomeno interessante ¢ quello della coniugazione fripla, molto
pift raro del precedente, ma in qualche easo almeno apparentemente
indubbio: invece che per due cellule, la copula avviene per tre cellule di
cui di solito una pitt grossa e del tutto repleta del plasma e le altre due
pit piceole, semivuote o vuote. Che in qualche caso il fenomeno della
coniugazione multipla sia soltanto apparente & fuori dubbio: esso 8i deve
alla, casuale sovrapposizione di nna ccllula non in coniugazione a due
clementi in copula. Ma gquesto fatto pud essere messo in chiaro osservando,
a fuochi di profonditd differente, i contorni delle singole cellule ¢ la conti-
nuita del ponte di copulazione soltanto per due di esse. In qualche easo i
ponti di copulazione sono distinti sin in quanto non convergono nello
stesso punto, sia in quanto si trovano a livelli differenti e quindi sono
individuabili singolarmente. Questa forma di coniugazione multipla
offre naturalmente un maggior campo a possibilita di piceole modifica-
sioni nella modalith con cui Patto si cffettua, ma fondamentalmente
esso non differisce da quello della coniugazione a due gameti (fig. 8).

Disgraziatamente Pesiguita del materiale ¢ il reperto ottenuto sola-
mente in due dei tubi di saggio seminati, non ha permesso il fissaggio ¢
le colorazioni elettive per lo studio dei fenomeni cariologici che solo
avrebbero permesso una esatta interpretazione del fenomeno osservato,
onde ¢ che abbiamo espresso gino ad ora il fenomeno in termini cariologici
pur senza averce altro che la presunzione che i nuelei prendano parte al
processo di coniugazione. Non & Qaltra parie escluso che si possa tratlare
di un semplice fenomeno di plasmogamia  senza cariogamia, possibile
residuo di una sessualith completa della guale il fenomeno osservato
non sarcbbe che una ullima traccia.

Fsempi di questo genere non maneano per diversi gruppi di funghi
tra cui per Ficomiceti ¢ per Saccaromiceti (in senso lato).

Qualora lo studio potrd ripetersi in condizioni di otltenere una molto
maggior copia di materiale che pernietta i necessari studi citologioi, il
fenomeno potrd  essere  completamente chiarito. Volendo riassuinerlo
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in termini che implicano una vera funzione sessuale possiamo dire che:
due gameti non motili (aplanetici), non differenziati in nessun modo i
tra di loro, ma qualche volta di dimensioni leggermente differenti,
si coniugano per copulazione
aplanogamica ed isogama od
eterogama. Lo zigote ¢ aplane-
tico (aplanozigofe) e resta allo
stato di spora quiescente, pro-
babilmente di sporangio quie-
scente.

Nei tessuti patologici degli
animali inoculati (pus della par-
te centrale del granuloma, zona
periferica, produttiva, iperpla-
stica dei granulomi stessi) non
abbiamo mai osservato dei fatti
morfologiei che ¢i abbiano ob-
bligati ad ammettere senza pos-
gibilitd di dubbio una coniuga-
zione di gameti; perd abbiamo
talvolta osservato delle figure  Fig. 11. — Zoosporangi in tessuto granulo-
che c¢i hahno lasciato delle in-  matoso della malattia sperimentale della
cavia. In basso a ginistra: fase pienamente
cenocitica con differenziazione completa dei
nuclei avanti la formazione delle zoospore.

WEIDMAN » N. 1136, nella por- 1y alto a destra: ravvicinamento di due zoo- &
zione produttiva di un nodogra-  spore mononucleate con spostamento del |

nulomatoso dell’lomento della  nucleo e del citoplasma perinueleare simile |
cavia inoculata, si & osservata ad oy coniugaions,

una figurazione molto sugge-

stiva di due dameti in coniugazione: il ponte di copulazione non & ben
distinto, ma la colorazione (ematogsilina—eogina) mette in rilievo il plasma
addensato verso il ponte di copulazione, meglio colorabile alla periferia
che nella parte centrale, e due formazioni vescicolari con granulazioni
ematossilinofile che potrebbero intepretarsi per nuclei ravvicinati. Di

cerfezze circa la natura del fe-
nomeno. Cosi per il «eeppo

tegsuti animali viventi ove, si noti bene, le condizioni d’ambiente non sono
molto differenti da quelle realizzate con il metodo MACNEAL ¢ TAYLOR,
possono avvenire delle coniugazioni.

Si potrebbe obbiettare che questo fenomeno non rappresenti una
coniugazione ma una gemmazione. Non gi nega che in certi casi egtremi
il fenomeno & mal definibile nei riguardi della assimilazione dell’'una o
dell’altra delle due modalita riproduttive, ma di solito la differenziazione &
facile ed evidente, anche considerando non gli stadi preliminari del feno-

62

queste ne sono state osservate varie volte, il che fa pensare che anche nei ‘
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meno ma l'aspetto delle due cellule in copula. I due gameti sono infatti
riuniti da un ponfe che & molto pilt stretto del diametro delle cellule in
copulazione; inoltre manca la differenziazione della membrana daplice
ed evidentissima nei corpi dei gameti e che ¢ semplice e sottilissima nel
punto di coniugazione. Inoltre aspetto non rieorda in nessun modo le
gemmazioni anche atipiche dei blastosporei, come non ricorda neppure le
scissioni degli schizosporel; ha invece una grandissima ed immediatamente
percettibile analogia con i fenomeni copulativi delle cellule dei Sacearo-
miceti capaci di questo fenomeno.

CARATTERI PARASSITOLOGICT E PATOGENETICI SPERIMENTALL

Il «eeppo CASTELLANI», il «coppo MOORE», i1 «ceppi WEIDMAN »
N. 1136, 1091, 1676, ed il Geolrichum lowisianoidewm CASTELLANI, inocu-
lati nella cavia, sia sotto cute come endoperitonealmente, hanno indotto
una malattia granulomatosa che inizia circoscritta e tende progressi-
ramente a diffondersi, per contiguitd ¢ per continuita, per la via linfatica,
cosi da dare una forma gencralizzata grave, che pud portare a merte
gli animali in un tempo variabile da uno a due mesi. Il quadro anato-
mico & quello di una pranulomatosi diffusa, a focolai isolati o confluenti,
che raggiungono il volume di un piscllo o di una nocciola, con una parte
centrale fluidificata, contenente generalmente un pus denso di aspetto
quasi easeoso, giallastro, od una porzione periferica reattiva, pitt o meno
spessa cd evidente.

Al quindicesimo giorno cirea, esame istologico di questi granulonmi
presenta il quadro tipico di un tessuto granulomatoso iperplastico, fre-
quentissimamente (anzi quasi sempre) con reazione gigantocellulare ¢
formazieni isolate o confluenti di tubercoli ¢ di microascessi. In genere
prevale la parte produttiva, perd si possono avere anche delle grosse
cavitd ascessuali. Si trovano 1 caratteristici parassiti liberi o fagoeitati
da elementi istiocitari e da cellule giganti; si trovano i tipici zoosporangi.
mentre mancano gli elementi miceliali (a meno che non ve ne sieno del
residuali dal materiale di inoculazione).

In genere la retrocultura del materiale patelogico & positiva in ogni
stadio della malattia, ed appare facile ad oftenersi.

Tl ratto inoculato con le stesse modalita si presenta in genere pilt
recettivo della cavia, se lo dobbiamo giudicare dalla entitd della malattia.
sperimentale ¢ dalla forma dell'infiammazione, nella quale prevalgono i
fenomeni regressivi, degenerativi e necrotici su quelli produttivi.

I suddetti ceppi sono quindi bene infestanti ¢ bene virulenti ¢ 1i
consideriamo tipici softo questo punto di vista.

Il «eeppo CIFERRL», il Geotrichum immite Agostini (derivato dal

«eeppo CASTELLANL») il Blastomycoides dermatitidis Cagtellani ¢ la (le-
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nospora meleuropea Castellani, trattati nella stessa maniera hanno dino-
strato una minore virulenza e quindi una minore patogenicitd:lamalattia
indotta, se nelle linee generali sintomatologiche ed istologiche non ha
evidenti caratteri dilferenziali, si ¢ perd mantenuta circoseritta, limitata,
senza grande tendenza a generalizzarsi ed anzi con una tendenza ad
esaurirsi spontancamente: il quadro istopatologico mostra una preva-
lenza dei fatti produttivi su quelli essudativi e regressivi, con una minore
quantitd di clementi fungini parassitari, mentre ¢ gearsa la maturazione
di zoosporangi (per quanto sempre presenti). Sopratutto le localizzazioni
omentali tendono alla regressione spontanca, mentre le localizzazioni
sottocutanee sembrano essere sempre le pitt attive.

Questi coppi appaiono quindi lievemente degradati nelle loro attivita
biologiche rispetto ai ceppi tipici; tale fatto perd non pud assolutamente
avere valore ai fini di una differenziazione specilica ed anche subspecifica,
in quanto i detti eeppi, per i loro caratteri culturali, morfologiei ¢ biochi-
mici, in nulla differiscono dai ceppi tipici. La minore attivita di fronte
agli animali da csperimento, pit che per modificazioni ¢ condizioni spe-
ciali della recettivith di questi (i diversi esperimenti condofti eon diversi
animali ce lo attestano), crediamo possano esserce in rapporto con un pin
o meno lungo periodo di variate condizioni ambientali di vita, legate
forge, pilt che ad altro, ai substrati culturali nutritivi (il « ceppo CIFERRT »
fu coltivato per lungo tempo ai tropici su terreni naturali, il «ceppo
AGOSTINI » fu coltivato per lungo tempo in terreno PoLLAcct melto riceo
di carboidrati).

Il «ceppo WEIDMAN » N. 2322 ha avuto un comportamento biologico
che, sotto certi punti di vista, merita diessere segnalato a parte; inoculato
negh animali da esperimento nelle stesse condizioni degli altri eeppi, ha
indotto una malattia grave (nella eavia) con tendenza alla generalizza-
zione ¢ mortale per Uanimale; in questo e dal punto di vista dell’aspetto
macroscopico della lesione il ceppo non si comporta differentemente dail
tipiei Coccidioides; perd il quadro istopatologico ha caratteristiche pecu-
liari che non si possono solamente mettere in rapporto con la recetti-
vitd di singoli animali; si ha un granuloma costituito da un econglomerato
di microascessi nei quali la parte produttiva periferica & scarsissima e
ridotta a poche barriere di elementi istiogeni; relativamente scarse sono
le cellule giganti, mentre i parassiti, numerosi; si trovano nel centro dei
microascessi ed hanno, anche per gli zoosporangi delle peculiarita che gono
gid state segnalate nella deserizione micromorfologica.

Questo comportamenio s¢ preso a sé non pud avere elementi intrin-
seci sufficienti per indurci a tener distinto il ceppo dagli altri; unito ai
rilievi  culturali, morfologici ¢ biologici che  sono apparsi  diversi,
servird per una  individualizzazione del ceppo  stesso almeno  come

varietd.

T AR
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A conclusione dei rilievi per le attivita biologiche dei ceppi di Coeei-
divides da noi effettuati, dobbiamo dire che essi sono, in linea gene-
rale, altamente patogeni per gli animali da laboratorio con la induzione
di una granulomatosi che tende alla generalizzazione nell’organismo e
nella. quale si riscontrano i parassiti non diversamente che nelle lesioni
umane spontanee; particolarmente interessante, ai fini diagnostici, ¢ il
fatto ehe vi sono reperibili gli zoosporangi.

A queste conclusioni generali, nei riguardi di un indirizzo essenzial-
mente diagnostico, erano giunte anche le osservazioni degli autori ehe ci
hanno preceduto: la prova biologica a scopo diagnostico gencrico ed a
scopo dello studio della malattia sperimentale, & stata eseguita fin dad
primi studiosi della malattia dell’'uomo, e si pud dire che tutti coloro
che da forme umane isolarono il parassita, lo provarone anche negli
animali sempre con risultati Positivi per i punti che noi abbiamo rilevato.
Sembra che recettivi al Coceidioides immitis, oltre la cavia, il ratto, il
topolino, siano anche il coniglio, il cane, la seimmia, ecc. Non & impro-
babile che lo siano anche tutti gli animali (gatto, vitello, cee,) nei quali
la forma morbosa & stata riscontrata come malattia spontanea.

In ultima analisi dobbiamo convenire che la prova biologica ha grande
valore per la diagnostica generica del Coceidioides immitis, in quanto
per la sua costanzs di reperti, sopratutto per cid che si riferisce alla sporo-
gonia endogena, non altrimenti dimostrabile, fornisce il dato cssenziale,
indispensabile per la definizione sistematica del ceppo. Tuiti i ceppi da
noi studiati, aleuni conosciuti sotto nomi diversi, non mai identificati
come Coccidioides immitis, si sono riconosciuti tali appunto in base alla
prova biologica fondata sul caposaldo per il quale queste specie fungine
solo in condizioni parassitaric animali formano costantemente il ciclo
completo della loro maturazione sessuale fino al fenomeno della Sporo-
gonia endogena. ¥ probabile che i Ppossa giungerce un giorno a trovare
una formula culturale in vitro che realizzi facilmente le stesse fenomeno-
logie: 1a via tracciata da MACNEAL ¢ TAYLOR e da noi riesperimentata
con successo, sembra essere la via buona.

La stessa prova biologica, poi, ha anche valore per la diagnostica
della forma morbosa wumana; infatti 1a riproduzione della malattia speri-
mentale con materiale patologico o con le colture, pud facilitare ed orien-
tare direttamente il parassitologo verso la diagnosi di natura specifica.

La prova biologica infine, pud con i suoi particolari anatomici e
istopatologici, integrare tutti gli altri dati culturali e biochimici nella
differenziazione di varietd, razze, cce.




I FATTL CITOLOGICI E MORFOLOGICI AT FINI DILLA POSIZIONE SISTEMATICA
DI COCCIDIOIDES.

Per la soluzione del problema della posizione sistematica del genere
Cocetdiotdes ¢ delle sue affinith, & necessario anzitutto cereare di risolvere
i} problema se il sacco endosporulante deve essere intepretato come uno
XPOTrangio o come un’asco. Questo problema verrd trattato sotto un duplice
punto di vista, morfologico (inorfogenico) e citologico, tencndo in conto
anche i fatti di sessualitd che sono stati da noi messiin luce. Risolto questo
primo punto, si passerd ad esaminare le diverse opinioni degli autori
che in questo studio ¢i hanno preeeduti, esaminandole criticamente alla
luce dei fatti accertati e in accordo alle nostre conoscenze di micologia
sistematica generale, tracndone le necessarie conclusioni circa la posi-
zione sistematica e le affinita.

La questione ¢ stata dibattuta da vari autori, ma nessuno sino ad
oggi ha cercato di sviscerare il problema anche dal punto di vista mico-
logico, essendosi di solito contentati di emettere ipotesi, o vaghi acecenni
generali. Tesame critico si effettuerd sulla base delle idee gia pubblicate
da uno di noi (CIFERRI 1932), sviluppate ulteriormente in base alle nuove
¢ pilt complete acquisizioni.

Sin da quando il fondamentale studio di WoLBAcH (1904) mise csad-
tamente in luce il ciclo del mieroorganismo, e¢ quindi la sua natura fun-
gina, si & tradizionalmente ritenuto la cisti §porogena essere un asco; ma.
come mostra il frequente cambio di genere che esso ha dovuto soffrire,
e la quasi generale orientazione verso Qidiwm e Mycoderma (vale a dire
verso la classificazione in base alle forme regredite offerte in condizioni
di vita saprositaria, cio¢ in cultura), si & preferito pill spesso passarc
sotto gilenzio od emettere delle vaghe ipotesi sulla natura del sacco spo-
rifero e delle endospore.

Cio anche, naturalmente, in vista delle ancora molto incomplete
conoscenze intorno alla morfologia ed alla morfogenia del fungo. Non
sfuggiva neppure, come & facile immaginare, la poca somiglianza tra i
classiei aschi oftospori degli Ascomiceti, e la multisporitd dei presunti
aschi di Coecidioides. Ma ¢i si contentava di richiamare e citare una vags
rassomiglianza con gli Endomyecetales in genere, ¢ pilt particolarmente
colle Dipodascaceac ¢ colle Kndomycetaceac.

Non ¢ forse estranea a questa diflicoltd, Qinterpretazione delle endo-
spore formate in vivo il tentativo di ignorarle, ¢ quindi basare Ia posi-

zione sistematica del fungo solo sulla morfologia schematica ¢ rudimentale
offerta nelle eulture in terreni artificiali, tanio pitt ehe si poteva coneepire
male il comportamento anomalo tra tutti gli altri miceti patogeni per
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Fuomo e gli animali (salvo Rhinosporidium, Paracoecidioides e forse qualche
Saccaromicete) di Coccidioides, che sporificava nei tessuti ed aveva una
morfologia rudimentale in cultura, confrariamente alla quasi totalita
degli altri funghi interessanti la micologia umana. Da questo la definizione
di Coccidioides come Oidium, Mycoderma, Geotrichum, cec.

A quanto pare il primo che abbia affacciato lidea che il saceo spo-
rifero poteva esserc uno sporangio & stato LANGERON (1 922), ma conic
pura ipotesi non appoggiata da aleuna prova, ravvicinando il fungo ai
Ficomiceti-Chytridiales. Ma a quello che ci consta, gli autori che suc-
cessivamente si sono oceupati di questo argomento, hanno preferito
ravvicinare il fungo ai Protomyecetales, un gruppo che, in s¢, & abba-
stanza ben definito e delimitato, ma che, malgrado parccehi studi, ha
una posizione sistematica che & quasi tanto incerta quanto quelladi
Coccidioides.

Di questa questione uno di noi (CIFERRL, 1932) si & gid ocenpato in
precedenza, e sard inutile ritornarvi sopra. Di questa opinione sono stati
Da FowsrcA e Dr ArEA LEAO (1927-1928), DA FONSECA (1928), BRUALPT
(1927), REDAELLI (1930), TIMPANO (1930), BAsGAL (1931), ALMEIDA
(1931, 1933), ece.

CASTELLANL, in un prime tempo (1926, 1928, 1930) e VUILLEMIN
(1931) assunsero un’attitudine del tutto particolare con Dinclusione di
Coccidioides (e vari altri generi che con questo non hanno nulls che vedere)
in generi o in gruppi « medici » vale a dire destituiti di ogni fondamento
micologico, e dei quali si discuterd piit oltre.

Quasi contemporaneamente ma isolatamente, MoORE (1931) e uno di
noi (CIFERRI 1932) credettero opportuno non includere il genere Cocci-
divides in nessuna delle famiglie preesistenti, ma di creare una nuova
famiglia da entrambi chiamata Coceidioidaceae.

Ma Pinterpretazione della portata, del significato e della posizione
sistematica della nuova famiglia fu totalmente differente. Per MOORE
{1931) le affinitd di Coccidivides sono pure verso gli Hemiascomycetes, ¢
tra queste colle Endomycetaceac, le cui due serie sviluppate in Fremascus
¢ Endomyees (in parte) possono passarc da un evidente ma differente atto
sessuale allo sviluppo partenogamico. II Moork conclude che il genere
in questione deve essere posto negli Endomyeetales ma che « avendo mna
relazione con gli Zygomycetes, da una parte, e una rassomiglianza ai
Taphrinales e con i Protomycctaceae, dall’altra, Coccidivides costituisce
una divisione comprendente le affinitd di entrambi ». B prosegue: « Avendo
parecchie delle sue earatteristiche delle Endomycetaceae ed alire delle
Saccaromycetaceac Protomycetaccae, & necessario, in vista di questi
fatti stabilire, una nuova famiglia, Coceidioidacene, con Coceidioides cone
genere principale, ¢ porre Ia famiglia in una posizione che segua le Endo-
myecetaceae ¢ preceda le Saccaromyectaceae »,



1. — Prove sistematiche.

Queste affermazioni meritano un esane un poco approfondito. L’idea
fondamentale del MooRE e sempre quella di DA FoNsEcA ¢ collaboratori,
di REDAELLI, di ALMEIDA, ece., ¢ cioé delle affinitd eon le Protomyce-
taceae. Soltanto che, mentre questi cod altri antori si accontentano di
solito di riavvicinare il genere Coccidioides alle Protomycetaceae (salvo
ALMEIDA, 1931) facendone notare le differenze, che pur sono molte
¢ bene evidenti, il Moorg, appunto in vista di queste, istitnisee una nuova
famiglia, che precedenti autori non avevano crealo in vislta delle altre
dubbie affinitd. Non discutiamo affatto qui il ravvieinamento alle Pro-
mycetaceae, di cui si & gia parlato altrove da noi stessi; diremo invece
due parole sulle affinitd con gli Zygomiceles e col Taphrinales, cui il MooRE
accenna solo di sfuggita senza darne prova alcuna, come pure nell’afler-
mazione delle analogie con la famiglia Saccharomyeetaceae, e dell’'nltima
affermazione che la famiglia della Coceidividaceae dovrd precedere le
Saccharomyecetaceae ¢ seguire le Lndomycetaceae.

Il gruppo degli Hemiaseales (Hemiasel o Hemiascomiceti), nel senso
di SCHROTER, comprendeva un raggruppamento molto eterogenco che ¢
stato largamente smembrato, ed 1 cul singoli componenti sono stati gra-
dualmente sistemati negli ordini e nelle famiglie pin differenti. Esso com-
prendeva orviginalmente, le famiglie Ascoideaceae, Monascaceae ¢ DProto-
mycetaceae, cul LINDAU aveva aggiunta pure una quarta famiglia (The-
lebolaceae) poco avanti fondata da BREFELD.

La famiglia delle Thelebolaceae ¢ monotipica, ¢ il genere Lheleobolus
(Lhelebolus o Telebolus), che oggl si situa vicino alle Ascobolaceae (Disco-
mycetes) ¢ nettamente distinto da Coecidioides: Tasco ¢ si multinucleato
¢ polisporo, ma & un vero asco, originandosi da una ccllula binucleata
di un archicarpo spiralato, ed ha un vero corpo frutiifero, monoasco o
pluriaseo, come negli autentici Ascobolacei.

Delli faniiglin Monascaceae non vi & oggi pit traccia; Monaseus, in
cui gli aschi sono solo apparentemente muoltispori (in quanto le parceti
degli aseli cadono in deliqueseenza, sicelé il corpo fruttifero pare conte-
nere nn unico asco polisporo), ¢ afline alle Aspergillaceae (Euroticac).
Gli altri due generi compresi da ScurorEr, nella stessa famiglia Mona-
scaceac (Helicosporangivm e Papulaspora) hanno in comune solo gli
organi vegetativi che HoBsoN chinma « bulbilli », e ehic sono degli selerozi
prosenchimatici o plectenchimatici, ¢ debbono riferirsi ai Myeelia sterilia
(Agonomiceti).

Leo Ascoideaceae, nella trattazione dello Scuroreg, includevano 1
generi Bipodascus Lagerheim, o chseoidea Brefeld, cui siaggiunsero poi
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Oscarbrefeldia Holtermann e Conidiascus Holtermann, ¢, secondo Firz-
PATRICK (1930), Pericystis Betts, Dipodascus, un genere monotipico, ¢
dei quattro il meglio studiato, per qQuanto non sia ancora del tutto cono-
seiuto nella sua evoluzione cariologica, ¢ che & stato lungamente discusso
in basge all’ipotesi di ATKINSON (1915) che questo genere rappresenti Ia
forma pilt primitiva degli Ascomiceti, pitt ancora che le affini, ma giy
piltt evolute, forme fungine ascritte a Eremascus od Endomyees. La sua
maniera di riproduzione & complessa ¢ strana; da una stessa ifa miceliea
8i differenziano due rametti corti ed uncinati, e se ne isolano gli estremi,
che morfologicamente sono identici, ed ugualmente multinucleati. Ung
delle due cellule funziong da ascogonio ed emette un filamento, mentre
quella ¢he funziona da anteridio non si modifica, ed avviene la copula-
zione. Segue ung multipla scissione nueleare, e mentre i nuclei ligli restano
verso il centro della, cellula, quelli soprannumerari tendono g portarsi
verso l'estremo libero, S delimitano allora le spore che fuoriescono in
massa attraverso un poro dell’ascogonio allungato che funziona da asco.
Per quanto questa maniera di riproduzione paia distinguersi dg, quella
degli Ascomiceti Pilt evoluti, vi sono delle caratteristiche in comune, 3
cominciarce dallo stadio dj dicarion e dalle analogie coll’asco plurinueleato
di Bremascus ed Endomyces. Gli altri generi sono molto meno noti, e
non ei interessa discuterne, anche perché citologicamente molto meno
studiati, o non noti affatto. Da tutto €id, in ogni modo, appare ben chiaro
che non si pus Parlare di rapporti o di similitudine con Coccidioides, la
cui evoluzione morfologica & cnormemente pitt semplice,

Della quarta famiglia, quella delle Protomycetaeeae, si & gid discusso
in uno studio Precedente, e non torna conto ripetersi; bastera qui notare
solamente che uno dej fatti pin salienti & 1a gemmazione per estrusione
di un endosporio che forma il saceo in eui si versa il contenuto plastico
della clamidospora, multinueleata, sotto formag di spore uninucleate c¢he
bossono copulare abbinate e formare o micelio 0, per involuzione nutritizia
delle forme gemmanti: [e modality variano poi a seconda che si esaminano
1 singoli generi Protomyeces, Protomyeopsis ¢ Laphridium.

In tal modo ci pare dimostrato che, se si puo parlare di affinita, in
Senso generico, con questi gruppi, tali affinita appaiono molto meno chiare,
s¢ non del tutto dubbie, appeny, si seenda ad un esame pilt approfondito
della questione,

Un altro genere che si cita qualche voltg, come affine & Coceidioides,
O quanto meno avente con Iui dei rapporti, & il genere Lindogone Link.
Hsso & cosi mal noto che non & ancora possibile fissargli gna posizione
sistematica, neppure in riferimento g gruppi superiori alle ¢lassi. I rap-
porti con 1e Dipodaseaceae in generale, ¢ in particolare con Dipodase
paiono indubbi; cid nonostante, in questi nlfimi anni, essi sono passadi
in seconds linea di fronte alle afiinita con j Zygomiceti dell'ordine Mueo-

8,
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rales; ¢ pit particolarmente con la famiglia delle Mortierellaceae, in seguito
agli studi di THAXTER (1922), di WALKER (1923) ed altri, considerando il
corpo fruttifero come una massa di zigospore, differenziata in maniera
distinta dalle altre Mucoraceae, ma richiamante la fruttificazione zigospo-
rica di Mortierella, da un lato, non meno che quella di un’Ascomicete, ¢
dall’altro riattacandosi alle Piptocephalaceac. ATKINSON (1915) ha assunto
una posizione intermedia considerando le Endogoneae come intermediarie
tra i Protoasci (Protoascomycetes) e gli Zygomycetes, essendo quindi da
considerarsi come uno dei punti di diramazione dei Ficomiceti verso gli
Ascomiceti. Anche FITZPATRICK (1930) pare esscre di questa opinione.

Le altre affinitd citate da MooRE, a parte quelle degli Zygomycetes,
¢ che dovrebbero cssere quelle con le Endomyeetaceae e quelle con le
Saccharomyeetaceae, non sono meglio specificate. Di queste non ¢i pare
il ecaso di occuparci; avendo dovuto escludere le affinitdh con le forme
meno evolute e pitl primitive, come le Dipodascaceae, da cui quelle sareb-
bero derivate, e con cui avrebbe dovuto il genere Coccidioides presentare
maggiori affinita, & ovvio che esse debbono essere minori nei gruppi sud-
detti, assal pitt evoluti ¢ meglio definiti; d’altra parte essi sono tanto ben
noti, anche ai cultori di micologia mediea, che siamo dispensati dal discor-
rerne. Hd ¢ quindi gratuita l'aiffermazione che le Coccidioidaceae dovreb-
bero situarsi tra gli Endomycetacei e i Saccharomycetacei (e non si com-
prende neppure come potrebbero, formando esse una linea evolutiva
ben delineata).

Da ¢i6 si deduce che la creazione, da parte del MOORE, della famiglia
Coccidioidaceae, pur essendo giustificatissima in 86, risponde pilt a dei
criteri negativi che positivi, vale a dire alla necessitd di sistemare Cocei-
dioides In un gruppo a parte, non potendo essere inquadrato in nessuno
degli altri conosciuti.

La questione della posizione sistematica di Coceidioides resta dunque
sempre aperta, e bisogna ritornare alla domanda iniziale: il sacco madre

in cui si generano le endospore & un’asco od uno sporangio ?

2. —~ Prove morfologiche ¢ morfogeniche.

Per rispondere a questa domanda, & neeessario csaminare anzitutto
guali sono le differenze che intercorrono tra asco e sporangio, sulla scorta
degli autori che si sono oceupati di questo argomento, ¢ principalmentc
di HARPER (1899), di SWINGLE (1903) ¢ di FITZPATRICK (1930). KEsse pos-
sono essere ringsunte nella tabellina che segue, in eni sono state ordinate
comparativamente ¢ amplinte opportunamentes

63
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Asco.

1. Contiene (salvo pochissime ec-
cezioni) un piecolo e definito nu-
mero di spore, di solito otto o una
minore cifra multiplo di due.

2. Essenzialmente di origine ses-
suale, maturante per copulazioni di
due nuclei, per cui per tre mitosi
successive gi formano otto nuclei.

3. Presenza di epiplasma nelle
agcospore o di plasina cementante
(citoplasma intersporale).

4. Spore differenziate tutie con-
temporaneamente.

5. Deiscenza (salvo rarissime ee-
cezioni) per disintegrazione delsacco
materno, mai per un poro o tubo

SPORANCGIO.

1. Contiene un grande e indefi-
nito numero di spore (rarissima-
mente uno o due sino ad ofto).

2. Kssenzialmente di origine aga-
mica, da giovane mononuecleato, per
mitosi successive continue conte-
nente molti nuclei.

3. Assenza di epiplasma, mal-
grado la possibile presenza di muco-
sitdh dovuta ad una trasformazione
non completamente riassorbita di
protoplasma intersporale.

4. Progressive clivaggio del cito-
plasma per la differenziazione delle
gpore.

5. Deiscenza per disintegrazione
del sacco materno o per un poro
o due di uscita.

di uscita.

Cercando di applicarc queste differenze alla risoluzione della questione
se il sacco madre dei Coceidioides sia un asco o uno sporangio, ¢ trala-
sclando la questione citologica che verrd trattata in un capitolo a parte,
noi vediamo che, per il numero di spore, tenendo in conto la discussione
intorno alle famiglic di Ascomiceti plurispori eseguita in precedenza, tale
sacco madre & uno sporangio molto pin che un asco. Tra le endospore
manca un vere plasma interstiziale malgrado che, e speeialmente se il
sacco non ha sporc completamente mature, vi sieno delle tracee di una
sostanza mucilaginosa, molto irregolarmente distribuita (talvolta assente),
che si colora molto irregolarmente con i colori base delle miscele coloranti
comunemente usate nella differenziazione dei preparati istologici, Ma
questa sostanza intersporale pare doversi meglio interpretare come del
protoplasma residuato dalla lisi delle zoospore o come plasma in via di
evoluzione verso le zoospore stesse, che come della vera sostanza inter-
stiziale. Cio si deduce anche dal fatto che si vedono talvolta delle plagule
grandi come una o pill spore con granulazioni ematossilinofile ¢he dovreb-
bero interpretarsi come cromatina derivante da nuelei in lisi. Inoltre la
divisione multipla ed irregolare del nucleo precede sempre inizio del cli-
vaggio del protoplasma, si che allo stadio terminale di divisione nucleare
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il sacco materno & plurinucleato. La dclimitazione delle spore non & poi
contemporanea, ma in seno ad uno stesso sporangio avviene successi-
vamente ed irregolarmente, si che mentre alecune delle spore sono ben
definite ed apparentemente complete, altre sono in formazione ed in altri
punti il protoplagma é ancora indiviso. Anche per queste caratteristiche
la cellnla endosporulante partecipa delle caratteristiche dello sporangio
e non di quelle dell’asco.

Tralasciamo di parlare dell’origine agamica o sessuata dell’asco o
dello sporangio per il fatto che, se generalmente parlando, I'asco & di
origine egsenzialmente sessuata ¢ lo sporangio ¢ di origine agamica, vi
sono molti esempi di produzione partenogamica di spore negli Ascomiceti
cd, inversamente, di formazione di zoospore preceduta da fatti sessuali
pilt 0 meno complicati.

Importante appare essere invece il quarto punto e cioe il fatto che,
mentre negli Ascomiceti alla fine della terza ed ultima bipartizione dei
nuelei dell’asco le spore si differenziano tutte contemporaneamente (cosic-
ché esse maturano tutte nello stesso tempo), nello sporangio il clivaggio
del protoplasma e progressivo ¢ di solito irregolare. In uno sporangio,
specialmente quando egso sia osservato in uno stadio di non completa
maturita, si possono rigscontrare contemporaneamente delle zoospore
mature, delle zoospore in via di maturazione, ¢ delle zoospore in via di
differenziazione. Ad uno stadio antecedente si scorgono ancora delle
plagule di plasma indiviso.

Naturalmente queste osservazioni hanno un valore generale ¢ non
81 possono applicare a tutti 1 casi particolari.

La differenziazione delle endospore nel sacco maturo di Coceidioides
risponde completamente al tipo di clivaggio dello zoosporangio; anzi,
le caratteristiche di questo sono ingigantite per il fatto che, dovendosi
compierc tale differenziazione in un mezzo altamente ostile (quale & il
tessuto animale vivo, validamente reagente al paragsita), le irregolarita
della suceessione spaziale e temporale dalla cariotomia alla plasmotomia
sono ancora maggiori che nei funghi studiati in cultura in vitre o, comun-
que, nelle migliori condizioni in riguardo al mezzo ambiente. Tutto cio
riesee bene evidente in sezione di tessuti di cavia inoculata con culture
virulente di Coceidioides immitis, colorate con ematossilina ferrica;
ma la irregolaritd del fenomeno plasmotomico in seno al sacco materno ¢
evidente anche in sezioni colorate con ematossilina ed eosina.

Naturalmente ¢ impossibile dare uno schema del fenomeno: tutti i
casi sono egualmente possibili, da una cariotomia regolare seguila da un
rapido clivaggio del plasma ¢ da normale formazione di zoospore, all’aborto
completo di queste ultime, cul di solito corrisponde una pint o meno
rapida e totale lisi dei nuclei. Di questo parleremo anche nella parte riguar-
dante la cariologia dei Coceidioides.

T T e A
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In riguardo al quinto punto, poco vi & da osservare, in quanto, se
la regola, negli Ascomiceti, ¢ la deiscenza per disfacimento dell’asco
materno, vi sono pure dei easi in cui Pasco & opercolato o presenta un
Pertugio che permette la salita delle ascospore; cosi pure gli sporangi,
che presentano di solito un foro per la salita delle ZO0Spore, POSSONO perd
anche mettersi in liberta per lisi del sacco sporangifero. B questo sarebbe
appunto il caso di Coccidioides in cui questa maniera di deiscenza & giu-
stificata dall’aplanetismo delle zoospore che sono di golito flagellate o
motili nei funghi acquatili o semi-idrofitici e quindi possono dirigersi
spontancamente verso i pori di uscita e sciamare all’esterno. Nel caso
di Coceidioides, che vivono nei tessuti, le endospore non sono motili, dal
che Vimpossibilita di dirigersi verso il punto di uscita. Per questo il
sacco materno si lacera ampiamente e le zoospore si spargono all’interno
forse aintate da una costrizione di €880 per opera dei tessuti circostanti
e forse anche per I'imbibizione meccanica di acqua dei residui del plasma
intersporale.

Probabilmente di secondario valore, rispetto alle precedenti, ma di
un qualche interesse ¢ il fatto che lo sporangio maturo nidulante nei
tessuti (ed anche gli sporangi che si sono formati in culture in condizioni
di anaerobiosi ed in liquido ascitico e siero di sangue) posiono spesso
Presentarsi echinulati, spinulati, od aculeati. Come si ¢ visto questa carat-
teristica non & assolutamente costante; vi sono infatti degli sporangi del
tutto lisci. I echinulazione o spinulazione degli sporangi non & rara in
seno ai Chytridiales ed in varie famiglic di essi; cosi per citare qualche
speeie, nella Sphaerita endogena Dangeard, parassita di Euglena, in Pleol-
pidium monoblepharis (Cornu) Fischer parassita delle ife di Monoble-
pharis, nel M Yeromyees zygogoni Dangeard, parassita, degli Zygogonium,
nel Diplocystis intesting (Schenk) Schroter, parassita di Chara e Nitella,
ece. Anzi la figura dello Zopr (1884) dello sporangio contenente Z0ospore
allo stato di riposo ¢ molto suggestiva nei riguardi delle affinity dello
sporangio di Coccidioides. D’aliro canto non i hanno esempi  assoluta-
mente certi di aschi spinulati negli Ascomiceti.

3. — Prove eitologiche.

Deve tenersi in conto, avanti tutio, che, come giustamente hanno no-
tato, crediamo per i primi, uno di noi (REDAELLI, 1930) ¢ TiMPANO (1931),
avvenendo Pevoluzione dalla spora allo sporangio nei tessuti, la forma-
zione delle zoospore si ha in un mezzo ostile, qual’s il tessuto con le suc
reazioni wmorali ed organizzate di difesa. Per conseguenza Ievoluzione
del fungo non & mai (ne potrebbe essere altrimenti) uniformeniente eguale,
né chiara ¢ semplice come potrebbe aversi, per esempio, in un fungo
evolventesi in condizioni di vitg saprositaria, vale a dire in cultura. Da
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qui il fatto che i fenomeni di involuzione o di regressione e fenomeni
degenerativi sono normali, ¢ che quindi & necessaria una continua osser-
vazione che permetta sceverare il fenomeno della normale evoluzione
da quello aberrante dell’evoluzione in mezzo ostile. Quando a cid si ag-
giunga che le colorazioni all’ematossilina non ferrica non sono di solito
capaci di mettere in netta evidenza la struttura intima del nucleo, &
facile darsi conto del perche i fatti citologici di questo genere non gono
mai stati chiaramente e deflinitivamente messi in luce.

In riassunto eceo la storia dell’evoluzione citologica di Coccidioides
quale risulta dalle osservazioni da noi compiute su materiale coltivato
in goccia pendente, per la vita saprositica di questo fungo, e in pus nei
tessuti di cavia, per la vita parassitica. La teenieca seguita fu la fissazione
con sublimato-aleoolico e la colorazione con cmatossilina ferrica di
HEIDENHETM.

I1 micelio & tipicamente cenocitico; nelle culture veechie gi formano
del setti, quasi esclusivamente all’altezza delle clamidospore, i quali, a
secondo della loro frequenza nei singoli tratti del micelio, possono deli-
mitare delle cellule che di solito sono plurinucleate, ma raramente binu-
cleate, mononucleate, ed anche anucleate, fatto questo comune ai Fico-
miceti che formano dei setti a delimitazione delle clamidospore inter-
calari, ¢ non o raramente centrali. Le clamidospore sono invece quasi
costantemente mononucleate, per quanto abbiamo potuto osservare,
benehé molto raramente si notino anche delle clamidospore binucleate

persino nei tessuti. Da questi due nuclei, uno prende parte ai fatti ripro-

duttivi, ed uno funziona come nucleo soprannumerario, degenerando
prima in una massa cromatinica irregolarmente colorabile, e quindi in
granulazioni ematossilinofile, dopo di che non si osserva pit nulla. Una
volta, in pus di cavia, abbiamo pure osservato una clamidospora anu-
cleata, di cui presumibilmente non avverrs nei tessuti nessuna ulterioré
evoluzione.

Quando il micelio & inoculato nei tessuti viventi, i primi elementi
che risentono delleffetto litico (analogamente a quanto succede per la
maggior parte delle Cladochytriaceae, che in condizioni di vita parassi-
taria hanno il micelio evanescente) sono i nuclei, che degenerano allun-
gandosi ¢ assumendo una forma molto irregolare, e quindi trasformandosi
in granulazioni irregolarmente colorabili, per essere in fine, col resto del
protoplasma, in preda al dislacimento. Invece il nucleo delle clamidospore
che, vinta la resistenza del mezzo, sono capaci di evolvere a zoosporangi,
si suddivide per bipartizioni suceessive, ma irregolari eome ritmo ¢ come
numero (probabilmente per Pinfluenza perturbante delle reazioni difen-
sive dell’'organismo). Non siamo stati eapaci di accertare se la divisionoe
nucleare avviene per mitosi od & amitotica, ma propendiamo per questa
ultima ipotesi. Le bipartizioni si susscguono quasi indelinitamente, ma
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il numero di spore finalmente formate ¢ molto variahile, ¢ solitamente
non Iidentico al numero dei nuclei presenti, probabilmente per la lisidi
alcuni di essi. In uno sporangio siamo stati capaci di contare oltre 120
spore, ma di solito il numero varia da una trentina a circa sessanta. In
qualche caso esse sono anche meno di 20. Il computo riesee molto difficile
per il fatto che non vi & l1a differenziazionc contemporanea di esse, e quindi
per il fatto che moelte degencrano. Le singole zoospore somo sempre
mononucleate, e appena messe in libertd e portate in ambiente sapro-
sitario, iniziano subito la moltiplicazione del nucleo all’atto della germina-
zione. All’emissione del tubulo germinativo segue immediatamente 1a
bipartizione del nucleo primordiale: uno dei nuclei figli rimane nella spora
germinante, mentre laltro nucleo migra nel tubulo germinativo, ove
8i biparte a sua volta immediatamente, ed uno dei nuclei figli si sposta
agcendendo l'ifa micelica in via d’accrescimento; e cosi via di seguito.

Come si vede dalle figure riportate, 'osservazione di nuelei ben
definiti in seno allo sporangio nei tessuti & assai rara; almeno nove volte
su dieci i nuclei sono pitt o meno profondamente disorganizzati, e pit
Spesso solo sono visibili delle granulazioni ematossilinofile di cromatina.
Questo significa che almeno nove endospore su dieci degencrano senza
essere capaci di giungere a maturitd; o che in natura avvenga cosl, ¢ cosl
pure negli animali inoculati, lo spiega il fatto che, data la rapidita del
ciclo di moltiplicazione del fungo nei tessuti, se tutie le zoospore si for-
magsero regolarmente giungendo a maturity, ne deriverebbe che i tessuti.
in capo a pochi giorni, sarebbero letteralmente farciti di spore, caso questo
che non si verifica, o che si osserva solo in casi eccezionali.

Le spore adulte, ma ancora racchiuse nel sacco materno, mostrano
quasi costantemente un sottile strato di plasma periferico che si colora
con l'eosina; questo straterello pare invece mancare nelle Z0oSpore imma-
ture, in cui la sola cromatina & colorabile con ematossilina.

B facile osservare che dell’effetto delle difese umorali ed istogenc
dell’organismo ospite, il nucleo viene a risentirne prima del plasma,
rigonfiandosi ed apparendo come vescicoloso, nel mentre la tinzione
con ematossilina, pur essendo estesa a tutto il nucleo, diviene irregolare.
Quasi contemporanea o di poco posteriore a questo fenomeno & la vacuo-
lizzazione del protoplasma, che & gid diseretamente visibile anche con
un colorante di fondo, come Peosina; nella periferia del protoplasma
apparisce una zona ematossilinofila ma agsai pitt irregolare. Anche il
protoplasma pud tingersi qua ¢ 13, ma irregolarmente ¢ senza svelare
nessuna struttura interna. Alla vegcicolazione del nucleo, ¢ quasi contem-
poraneaa quella del protoplasma, segue la vacuolizzazione del nueleo; questo
¢ notevolmente deformato, e spesso ipertrofico, e si tinge con molta, irre-
golarild, mentre cominciano ad apparire, intorno al nueleo o sparsi nel
protoplasma, dei granuli di cromating pit 0 meno ben differenziati. A
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questo stadio il plasma & molto vacnolizzato ¢ irregolarmente tinto.
Segue il dislacimento completo del nueleo ¢ la presenza di eromatina per
tutto il plasma, che si tinge, per di pil, assai irregolarmente, cosieche
diventa assai difficile seguire gli ultimi stadi della lisi del mueleo stesso.

Le colorazioni nucleari (ed a questo proposito & pure utile quella
effettuata con la fucsina acida secondo il metodo SEMICHON) permettono
di accertare in maniera indubbia che la cariotomia precede immanca-
bilmente la plasmotomia.

I granuli di cromatina perinucleare, nei primissimi stadi dellinvo-
luzione nucleare, sono in numero variabile di solito da uno a quattro;
in qualche caso le granulazioni sono piuttosto grosse ¢ ben visibili, ma in
numero ridotto, ¢ potrebbero essere confuse con dei muclei o nucleoli,
tanto pil che il fenomeno non & mai troppo chiaro.

Come si vede, ridotta alle sue lince fondamentali, evoluzione nu-
cleare di Coccidioides & semplicissima, e non si differenzia da quella della
quasi totalitd dei Chytridiales a sessualitd ridotta.

Esso pud riasswmersi nello schema seguente:

Nucleo

sporangio
della clamidospora

plurinueleato

H
f ifa miceliea , ZOORPOTA
plurinucleata mononucleata

———=> (scissione multipla) — —

.~ Il fenwomeno della conimgazione in Coceidioides in rapporto alle
sessualita net Ficomiceti

Malgrado la grande varieta dei fatii e delle modalita della riprodu-
zione sessuale, che fanno dei Ficomiceti uno dei gruppi (sotto questo punto
di vista) dei pitt eferogenei, in nessuna delle specic note $i ha notizia
di una coniugazione di aplanogameti; cid d’accordo con la premessa che
le aplanospore di Coccidioides siano gli equivalenti del planogameti dei
Phycomycotes—Chytridiales, premessa che, appoggiata dalle prove mor-
fogeniche, morfologiche o citologiche di cui si & trattato, portd uno di
noi (CrrerRT, 1932) alla creazione delle famiglie Coceidicidaceae.

Una discussione approfondita del significato o dellinterpretazione
dei fatti sessuali in Coeeidioides non & possibile, in quanto il fenomeno
& ancora troppo poco noto, in questo genere, ¢ dobbiamo contentarei
quasi solo della segnalazione. In particolare restano ogeuri ancora i so-
guenti fatti:

1° se la coniugazione ¢ cterogama, o se pud esgere considerata
come igogama;
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20 ‘qual’é P'ulteriore destino dello zigoto, e in particolare se, a coro-
namento della copulazione, esgo 8i trasforma in sporangio, e con quali
modalithd ecitologiche;

3¢ se tutto il plasma di uno dei due gameti prende parte alla
coniugazione, o solo in parte, e se vi & differenziazione tra un periplasma
¢ un centroplagma;

4° qualora vi sia il passaggio del contenuto protoplasmatico di uno
dei due gameti nellaltro, qual’e la sorte della cellula vuotata del §00
contenuto, in rapporto allesistenza delle «cellule compagne » in aleuni
dei pilt bassi Chytridiales;

59 se e con quali modalith il nucleo prende parte alla coniugazione,
¢ Tevoluzione nucleare in rapporto ai due gameti, ¢ in rapporto allo
zigoto, e alla sua eventuale cvoluzione.

Limitando la presente discussione ai pochi fatti sinors osservali, ¢
malgrado le piccole ed oscillanti differenze tra le dimensioni dei due
gameti, non ei pare sia il caso di considerare la copulazione come etero-
gamica, tipo di copulazione, d’altronde, piuttosto rara nei Chytridiales
meno differenziati. F se 1 gameti sono indistinguibili tva di loro, da esst
¢ Indistinguibile lo zigoto. L’ulteriore sorte di questo elemento & ancora
da stabilire; noi non siamo mai riusciti a vedere uns sua ulteriore evo-
luzione & sporangio, e la scarsezza del materiale di coniugazione, ottenuto
da due soli tubi di eultura su venti seminati, non ci ha permesso neppure
lo studio citologico per P'osservazione dei fatti nucleart. Se, sotto condi-
zioni a noi ignote, lo zigoto &i trasforma in sporangio producente delle
zoospore aplanetiche, bisognerebbe ammettere che Coccidivides fosse
capace di un ciclo evolutivo triplo, e ciod:

1° in witre, una moltiplicazione asessuale per micelio e clamido-
spore, potenzialmente capaci di evolversi ulteriormente in sporangi o di
generare ife, a seconda delle condizioni del mezzo ambiente;

2¢ in vive, una moltiplicazione asessuale per l'evoluzione delle
spore quiescenti o clamidospore in sporangio e la produzione parteno-
genetica di zoospore aflagellate ed immobili, & loro volta passibilidievol-
versi ulferiormente in sporangi;

3 in vitro, sotto condizioni molto particolari ¢ non ben precisate,
una coniugazione isogama delle spore quiescenti che dovrebbero avere
logicamente un seguito nellevoluzione dello zigoto in sporangio e la
produzione di zoogpore.

Cid premesso, si possono cercare dei rapporti, tra il tipo di sessualitd
da noi osservata, e quelli noti per i Chytridiales; tipo di sessualitd che
FIrzrATRICK (1930) considera come il pint primitivo ¢ che persiste tuttora
in qualcuna delle specie meno evolute; tra @i esse le meglio eonosciute
sono 1'Olpidium viciee ed il Synchytrium endobioticum. Per VOlpidium
victae, KUSANO (1912) ha mostrato e¢he le zoospore funzionanti da gameti
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§i coniugano generando uno zigoto che si sviluppa quale sporangio quie-
seente, mentre le zoospore ¢he non funzionano da gameti producono wno
gporangio & sSud volta gencrante zoospore. Questo ciclo corrisponde bene
a quello di Coccidioides immitis, salvo la sorte dello zigote, che nell'ultima
specie ¢ ignota. Un ciclo analogo pare aversi, secondo NEMEC (1912)
pell’ Olpidium brassicae. i inferessante pure notare, con RAMSBOTTON
(1914) come guesto ciclo di sessualitd si ritrovi non solo nei funghi, ma
anche, senza variazioni, nelle Alghe pit primitive. '

Oltreché nella famiglia delle Olpidiaceae, atti simili, ma gid pil
complessi, si Osservano nei Synchytrium della Tamiglia Synehytriaceae,
ove le spore guicscentl risultano dalla fusione di due isogameti ciliati,
ma si complica per la formazione di un prosoro contenente pilt sporangi
nei quali, per divisioni successive, si formano duecento o trecento nuclei
¢ quindi altrettante zoospore queste possono confugarsi formando lo
zigoto che funzionera da sporangio, oppurc Possono senz’altro trasfor-
marsi in prosori, sporangi e z00Spore.

Se la regola & che 1 gameti sieno mobili, nei Chytridiales vi sono delle
cccezioni; cosi per esempio nel Monochytrivm  Stevensianum Griggs ©
delle speeie del gencre Beesia Tischer, dove perd, s¢ non sono flagellati,
sono dotati di movimenti arnehoidi. NelPordine ded Monoblepharidales
vi ¢ copulazione eterogamica, ma uno 5010 dei due gameti ¢ mobile e
Valtro aplanetico, ¢ pure affatto immobile & Uoosfera.

Un altro carattere che trova dei rapporti con i Chytridiales piut-
tosto che con i Saccharomycetales ed Endomyecetales si ha per il fatto
che le sporangiospore formano in Coccidioides, dentro lo sporangio,
una membrana cellulosica indipendente. Cost per esempio avviene in
Aplanes, in Geolegnia, in Thraustotheca, in Calyplrolegnia, in Dictyascus,
in Brevilegnie, ccc.

Tn Aplanes, anzi, le zoOSpore (sporangiospore) germinano anche
prinia di essersi rese indipendenti dallo sporangio, ed i tubuli germinativi
rageiungono il mezzo ambicnte pqrfomndn le pareti del saceo materno.
Un fatto analogo & stato osservato in Coceidivides, anzi, CTFERRIL (1 932)
be ha dato la figura. In Geolegnia le sporangiogpore hanno, come in Cocci-
divides, uno stato di quiescenza nelbinterno del sacco materno, da cui si
liberano egualmente per la lisi dells tunica dello sporangio, ed allora
soltanto emettono un tubulo germinativo, senza mai formare delle vere
zoospore tlagellate. Negli altri quattro generi, inveee, vi ¢ uno stadio
intermediario di zoospore biciliate tra Pineistidazione in seno allo spo Pangio
o fuori d’esso. In altri generi trai citati (Achlya, Isachlya, Saproleguia,
Leptolegnia, Aphanomyces, ece.) lo stadio ineistidato o stadio dicistospora
& raggiunto soltanto fuori dallo sporangio.

Una ultima serie di rapporti & data dal fatto ehe in eorti Chytridiales
parassiti di altre piante, il mieclio ¢ cliimero sotto condizioni di vita
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Parassitaria, esattamento come avviene in Coccidioides in eyi I'inoculazione
in un animale recettivo di materiale di cultura, porta ad una rapida e
completa lisi delle ife miceliche. I genere meglio noto, sotto questo riguardo,
& il generc Physoderma WALLROTH (includendo Urophlyctis Schroeter):
in aleunec specie di esso il micelio infettante Sparisce rapidamente cosiccho
nei tessuti delle piante ospiti restano solo le Spore quiescenti libere od
indipendenti tra di loro, per il che 1a loro origine ¢ la loro natura resterehbe
oscura qualora non si conoscesse il ciclo completo del fungo.

5. ~ Posizione. sistemation ed affinitt del genere Coceidioides.

Questa parte dello studio & Stata estesamente gvolta in preeedenza
da uno di noi (CIFERRI, 1932), o Per questo ci limiteremo solamente a
riassumerla, rimandando per i dettagli del caso al lavoro originale,

Considerando tra i Chytridiales solamente il gruppo di generi prov-
visti di un relativamente ben sviluppato apparato micelico, cioé il gruppo
(famiglia o sottofamiglia) delle Myeochytridiaceae (I\ch()ehytridinczw),
noi troviamo in esso tre gruppi di rango inferiore, distinti in bage agh
sviluppi del micelio e dj organi differenziati derivanti o connessi ¢on
€880,

Tali gruppi, che alcuni Autori ritengono altrettante famiglie sono:
le Rhizidiaceae, funghi olocarpici con Processi rizoidi anucleati connessi
con lo sporangio, e aventi, a quel che pare, una funzione d’ancoraggio: il
micelio ¢ ridotto e di solito limitato ad una o dye cellule dell’ogpite, ol
sporangi, di solito epibiotici, sono isolati, e di solito in dirctta connes-
sione con ospite. Questa famiglia ch’e una delle pitt ampie (il ¥Frrz-
PATRICH cnumera 29 generi), & anche una delle meno studiate, ¢ cer-
tamente racchiude dei funghi molto eterogenei. Un secondo ragerup-
pamento e quello delle Cladochytriacoav, che hanno un micelio meglio
sviluppato che le Rhizidiaceae nelle cui ife si sviluppano degli allargamenti
(cellule turbinate) terminali od interealari, capaei di evolvere, in tatto
0 in parte, in sporangi o in spore quiescenti. Tn questa famiglia ¢
compreso un numero variahile dj generi, a geconda dell’estensione w 1oj
assegnata dal vari trattatisii: di solito 3 0 6. Aleuni Autori separano dalle
C]adoehytriacea‘e, il gruppo delle Hn)hoohytria(éoa,qA, funghi cuearpici
che avrebbero un micelio differenziato in ife od assi primari ed ife o rami-
ficazioni secondario. Egualmente oscure sono le interrelazioni non sol o tra
le varie famiglic, ma anche (rq i generi di una stessa famiglia; ma &
possibile, almeno per i generi meglio conosciuti, tracciare delle seale
di c¢rescente complicazione mortologica, senza che per questo tali scale
rappresentine degli alberi o delle catene filogenetiche nel senso usuale
della parola. Questo & stato tentato da [viamy Coox (1928) per I serie
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che da Harpochytrivan, per Riizophidium, Entophlyctis, Catenaria, Cla-
dochytrium, Nowakowskiclla, ¢ Macrochytrium giunge sino alla Blasto-
cladiaceae, famiglia giad assai piu cvolula delle precedenti, affine ai Mo-
noblepharidales, da un lato, ¢ forse alle Leptomitaccae (Saprolegniales)
dall’altro. Il punto di ramificazione della catena, che volge verso le Hypho-
chytriacceae (ossia le forme a micelio sviluppato e con ramificazioni distinte
delle Cladochytriaceae, ma senza formazione di cellule turbinate) si ha nel
genere Catenaria Sorokin (1876), includente due specie, di cui una dubbia
(C. pygmaea Serbinow) ¢d una ben nota (C. anguillulae Sorokin), grazie
agli studi di BUTLER ¢ BUCKLEY (1927) ¢, meglio, del BUrLER (1928).
che ¢ parassita di Nematodi ¢ Trematodi, i vova di Rotiferi, cisti di
Infusori e di specie del genere Nitella, La Catenaria anguilluloe studiata
nelle nova di Fasciola hepatica, a differenza delle specie degli altri generi,
avrcbbe un micelio settato. Da Catenaria, per Hyphochytrium, si giunge-
rebbe secondo IVIMEY COOK, a Protomyees.

Questo permette di superare la prima difficolta dell’ascrizione di
Coceldioides ai Chytridiales, e ¢iot la presenza di un micelio settato.

Vi ¢ una seconda difficolta: ed & che le zoospore (vale a dire le endo-
gpore che si formano nei tessuti animali viventi, ¢ sotto eccezionali con-
dizioni, anche in vitro) sono aplanetiche, cioé aflagellate ¢ permanente-
nente immobili. La questione si trasforma subito in quella del valore
filogenetico (e quindi sistematico) dei flagelli nelle zoospore di tutti i
funghi appartenenti ai Chytridiales. Le opinioni dei vari specialisti sono
molto divise: ATKINRON (1915), in base alla considerazione che zoo-
spore biflagellate sono talvolta presenti in zoosporangi di generi a zoospore
normalmente monoflagellate,; nega una grande importanza a questa carat-
teristica. GRIGGS (1912) in base ad altre considerazioni, ¢ della stessa
opinione. Il punto di vista opposto ¢ invece suffragato da VUILLiMIN
(19123, da Buroer (1928) e da altri.

Qualunque sia lipotesi per cui si propenda, il problema, nel nostro
caso, si riduce a domandarsi se si pud aceettare Uipotesi che le peculiari
condizioni di vita deil Coceidioides abbiano potuto portare alla gecomparsa
dei flagellt delle zoospore. Su questo punto non ci pare possa essere dubbio:
la presenza delle zoospore flagellate presuppone che, in uno stadio qua-
lunque della loro vita, csse debbano essere atte alla mobilitd in unmezzo
acquatico, fatto guesto che non si avvera mai per Coceidioides, a causa
dellacquisito potere patogeno del fungo, e della concomitante facoltd
di formare zoosporangi o zoospore soltanto in mezzi solidi, quali sono i
tessuti animali viventi, o sotto peculiarissime condizioni provocate arti-
ticialmente in laboratorio, ¢ quali, molto presurnibilmente non si realiz-
zano mai in natura (culture in condizioni anacrobie in liquidi asecitico,
partendo da semine di pus di animali inoculati sperimentalmente) ma che
draltra parte st avvicinano notevolmente alle condizioni di parassi-
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tismo degli animali). Ci pare pereid, che, in questo caso almeno, una spie-
gazione teleologica & perfettamente giustificabile; Paplanctismo delle
zoospore corrisponde all'adattamento ai tessuti animali viventi.

Draltra parte non mancano esempi di una perdita parziale o di una
trasformazione dei flagelli in altre specie appartenenti ai Chytridiales: cosi
Per esempio in Hyphochytrium infestans Zopf [Hyphophagus injestans
(Zopf) von Minden], una speecie parassita degli apoteci di Helotium (e
per disgrazia ancora mal nota) in cui alcune delle ZOOSpOTe Posseggono
un flagello di cui perd sono sprovviste all’epoca dell’emergenza di esse
dal zoosporangio. Non manecano neppure esempi di specie (e talvolta di
generi) in cui le zoospore sono normalmente e per tutta la durata della
loro vita, aplanetiche, ma i flagelli sono sostituiti, in rapporto al potere
di motilith d’esse, da movimenti amebiformi: eosi, per esempio, in
Amoebochytrium, e, tra i Saprolegniales, in Achlya, Plectospora, Aphano-
myces, Thraustotheea, ece.

La posizione sistematica di Coccidioides ed i rapporti morfologici
con le affini famiglie e generi dei Chytridiales si pud riagsumere in questo
8pecchio, notando ch’esso non rappresenta un albero filogenetico, ma solo
un rapporto di analogia dal punto di vista mortologico:
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I’ipotesi di una pil stretta analogia, se non di una pertinenza, alla
famiglia delle Protomycetaccae (Protomycales) ¢ stata esposta da vari
autori, ma senza diseutere il fondamento dellipotesi stessa. In realta, la
posizione sistematiea delle Protomycetaceae coll'esclusione di Endogonr
si riduce al solo genere Protomyces ¢ a due generi aftini o derivati (Proto-
mycopsis e Taphridium). Si tratta di una famiglia molto organicaments
definita, ma altrettanto incerta per il suo inquadramento generale in
seno ai miceti. Tl micelio & ialino, ramificato e settato, e porta delle elami-
dospore intercalari od apicali che, dopo un periodo di riposo, germinano
per estrusione dell’endosporio in un sacco in eni si versa il contenuto
protoplasmatico della clamidospora. Esso di solito si aggrega alla estre-
mita del sacco, e si suddivide formando un grande numero di piccole
spore unicelulari, che fuoriescono per violenta rottura del sacco e possono
copularsi due a due. Queste possono poi germinare producendo un tubalo
miceliare o, sotto certe condizioni, gemmare alla manicra di lieviti.

I vecchi micologi consideravano i Protomyeales come intermediari
tra i Chytridiales ¢ gli Ustilaginales. Lo specialista dell’ordine, il vox
MINDEN (1915), in un prime tempo considero che le cellule endosporulanti
fossero comparabili agli asehi, e ered per esse il termine « sinasco », Ma in
un secondo tempo (1922) modifico il suo primo criterio e, d’accordo con
JUEL (1921), omologd le clamidospore con le cellule fertili dello stato asco-
geno degli Exoascales, per il che GATMANN (1926) ¢ GAUMANY e DODGE
(1928} posero le famiglie Exoascaceac ¢ Protomycelaccae nell’ordine
Exoascales. FrrzparRICK (1930) non condivide questo punto di vigta, ¢
propende piutiosto a credeve che i Protomycales rappresentino una linca
isolata di sviluppo di qualche primitivo ed ignoto Ficomicete. Ma tutto
cid restera solo una questione di ipotesi e di opinioni personali, sinché
non si conoseerd bene 'evoluzione citologica di questi funghi.

Attenendoci all’ipotesi pit vecchia ¢ pitt conservativa circa la posi-
zione sistematica e le affinitd dei Protomycales, che, allo siato attuale
delle nostre conoscenze, pare pill giustificabile, ana analogia dell’in-
sieme tra Coccidioides e Protomyees & innegabile, ma Protomyces si mostra
gid notevolmente pit evoluto di Coceidioides, anche per la modalita di
formazione ¢ la produzione stessa del sacco di estrusione (0 sinasco).
In un certo senso, le due famiglie Protomycetacene ¢ Coccidioidaceac
formerebbero gli estremi di due linee divergenti di sviluppo, forse originate
da un ceppo comune & noi ignoto, ¢ probabilmente dalle H yphochytriaceac.

Inoltre i fatti di sessualitd accertati per Coceidioides, ¢ ¢he si rappor-
terebbero o quelli pitt sempliei individuati nelle forme inferiori delle
Olpidiaceac (Olpidium, Olpidiopsis, cce.), farebbero ammettere anche
una relazione {ra Olpidiaceae e Coceidividaceae, relazione che potrebbe

S

essere dello stesso ordine di quella esistente tra Protomycetaceae ¢ Fico-
miceti in generale. La copulazione, ormai accertata, tra le spore delle

|
|
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Protomycetaceac ¢ quella tra le spore delle Coecidioidaceae offre un altro
punto a favore delle aftinitd tva le dne famiglie.

Circa Uinclusione del genere Rhinosporidiwm Minchin et Fantham
nella famiglia Coccidioidaceae, non abbiamo nulla da aggiungere a quanto
& stato detto in precedenza da CIFERRL, REDAELLI e SCATIZZI (1936).
rimandando a questo lavoro. Ivi abbiamo confermata laffinita di Bhino-
sporidium con Coceidioides, per il fatto che 1 Rhinosporidium sono assai
vieini agli Olpidium o agli Olpidiaster (Asterocystis) ¢ morfologicamente
si situcrcbbero a lato di questi, vale a dire a lato di due generi che
presentano pure una notevole affinitd con Coceidivides, come si & esposto
pitt sopra.

11 ciclo vitale di Rhinosporidium presenta, nei tessuti umani viventi
¢ in quelli degli animali, tali affinita che, considerando solamente questo
stadio, dovrebbe cssere incluso, come genere distinto, nella famiglia
Cocecidioidaceae. Ma ¢ impossibile pronunziarsi sinché non si potra effet-
tuare uno studio completo del parassita anche in enltura, che sola potra
dimostrare se anehe il ciclo della vita saprositaria di questo fungo & rife-
ribile & quello di Coccidioides. Mancando della conoseenza di uno stadio
ifico o miceliare del fungo, bisogna forzatamente ammettere delle affinith
con le serie Olpidium—Olpidiopsis pur tenendo in conto le affinita con
Coceidioides. Le differenze tra questo genere ¢ Rhinosporidism vertono
solo (allo stato attnale delle nostre conoscienze) sulle grandezze ¢ ta
frequenza degli zoosporangi, il numero delle zoospere, ¢ la forma
anatomo—clinica della malattia indotta,

Per 1a affinitd con Dermocystidium Percz, un parassita di pesel, ecc..
rimandiamo egualmente al lavoro succitato (1936) e¢ ad uno precedente
(CIFERRI, 1932), osservando che in questo caso si ha a che fare con un
vero e tipico Chytridiales. ’

Molto recentemente Mookre (1935) ha creduto di identifieare il genere
Posadasia Cantén econ il genere Histoplasme Darling. Questa opinione,
che cozza in picno contro tutte le amnmissioni sino ad oggi effettuate da
ogni studioso che si & occupato di questo argomento, non ¢ giustificata
nemmeno dal MOORR stesso, il quale parrebbe basarsi su delle vaghe ana-
logic sulle quali si guarda bene di insistere. Egli fonda le sue induzioni
sul Neogeotrichum pulmonewm Magalhdes (1932) un mieroorganismo che,
come risulta chiaramente dalle numerose ¢ belle illustrazioni di questo
scienziato brasiliano, non ha assolutamente nulla a che vedere con Po-
sadasia o con Ilistoplasma. Altre allusioni sono fatte cirea le affinitd tra
Posadasia ¢ Paracoceidioides brasiliensis un fungo che anche noi abbiamo
studiato a fondo (1933 b) ¢ che maneca di ogni rapporto con Coccidioides,
Posadasia ¢ con Histoplasma. A conferma di tulto questo basta osser-
vare che ni Neogeotrichum pulmoneum, né Paraeoccidioides brasiliensis
producono delle endospore del tipo Coccidioides. Inoltre deve aggiungersi
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il fatto, trascurato completamente dal MooRE, che Posadasia pare essere
un nome generico non valido.

I1 MooRrE pone nella famiglia Coccidioidaceae quattro generi: Posa-
dasia (Histoplasma); Coccidioides; Paracoccidioides e ERhinosporidium.
La questione dell’appartenenza di Rhinosporidium alle Coccidioidaceae ¢
gia stata da noi discussa in precedenza e la sicura affinitd tra quel genere
e Coceidioides & innegabile. Non possiamo invece ammettere assolutamente
un’affinitd tra Histoplasma, Paracoccidioides e Coccidioides, tre generi
fondamentalmente differenti sotto ogni punto di vista. Riservandoci di
discutere in altra sede gli errori di osservazione e di interpretazione che
hanno fatto ammettere da parte del MooRE una formazione di aschi in
Histoplasma, ci limiteremo a dire che la causa fondamentale delle nume-
rose confusioni che il MooRE & venuto effettuando e che minaceiano di
complicare sempre maggiormente la gid complicatissima questione del
ciclo vitale e delle affinitd di questi generi, risiede nel fatto che il MoORE
ha lavorato sempre ed esclusivamente su materiale di cultura, tralasciando

Fig. 12. — Configurazioni degli apiei delle ife di Coccidioides immitis
Pipkini, rassomiglianti alle figure di specie del genere Scopulariopsis.

completamente le osservazioni di morfologia, di morfogenesi ed il ciclo
vitale dei vari funghi sunnominati nei tessuti animali od umani viventi.
Questo equivale a dire che del doppio ciclo di vita che gi osserva in questi
funghi, egli ne ha esaminato golo uno (il ciclo della vita saprositaria o in
cultura) e quello che per questi ¢ di gran lunga il meno importante ed il
meno tipico per il loro studio micologico.

(ULASSIFICAZIONE E NOMENCLATURA.

I « ceppi CASTELLANI » (Blastomycoides immitis o Geotrichum immitis
Cast.), il «ceppo MOORE »; i « ceppi WEIDMAN », N. 1136, 1091, 1676,
ed il Geotrichum louisianoideum Castellani, non s8i differenziano fra di
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loro alfatto o solo per caratteri incostanti o di cosl piccola fmportanza
senza tema di errore, considerarsi compresi nei limiti della

che possono,
Poichée questi ceppi, pur essendo di varia origine,

oscillazione specilica.
hanno riprodotto la malatiia negli animali da esperimento nella maniera
pill tipica tra tutti ! ceppl studiati, e poiché tra i ceppi di Coccidioides
da noi indagati essi ne rappresentaio la maggior parte, 1i considercremo
appartenenti al tipico ¢ vero Coccidioides immitis Stiles.

I ceppi Geotrichum o Blastomycoides dermatitidis Castellani ed i due

¢eppi « CIFERRI » ¢ « AGOSTINI » sicuramente derivanti dal « ceppo CASTEI-
LANT » di Coceidioides immitis, sono da considerarsi come derivazioni dal
tipico Coccidioides immatis, degradati in riguardo al potere patogenico,
minore che negli stipiti tiplei, e leggermente variati da quelli per un
complesso di earatteristiche ¢nlturali, morfologiche, in vita saprositica
¢ parassitica, e forse anche, dentro limiti molto ristretti, hiochimiche.

Queste degradazioni, con ogni probabilita indotte da particolari
condizioni ambientali negli stipiti conservati in cultura, non possono far
si che i ceppl meritino una posizione sistematica a parte, con rango magari
inferiore a quello specifico in seno a Coccidioides immitis, per lo stesse
ragioni per cui i ceppl pleomorfici dei Dermatofiti, i ceppi a mutate facolta
biochimiche dei lieviti sporigeni ed asporigeni ¢ i ceppi avirulentati a
causa della loro vita in cultura, non si possono distinguere dagli originali,
no conosciuti. Per conseguenza situeremo i

AR G e N o

NIRRT TR AT

qualora i rapporti tra cssi sic
tre ceppi in questione nel Coecidivides immitis.

Tl «ceppo WERIDMAN » N, 2322 presenta la concomitante variazione
Ji caratteristiche enlturali ed identitd di ottimi termici, un quadro morfo-
to, attivita patogenetiche intese come e3pres-

logico in cultura Inconsue
sioni della reazione animale anche dal punto di vista istopatologico ali-
piche, ed unamorfologia degli elementi parassitari neghi animali nettamente
diffevenziabile dal tipico Coccidioides immitis. In base a questo comples-
0 i caratteristiche ei & parso possibile poter distinguere il ceppo N. 2322
(che rappresenta anche il primo caso di isolamento del Coceidioides immitis
nel Texas dove ha indotto, in un soggetto, una forma anatomo-clinica
abbastanza peculiare) come varietd ¢ sottospecic del Coceidioides immnitis
col nome di Corcidioides immitis var. Pipkini.

La Glenospora meteuroped Castellani ha  presentato culture non
ditferenzgiabili in mezzi solidi ed in mezzi liquidi da quelle dei tipicl Coeci-
atleri biochimici hanno presentato delle variazioni
2 non ha neppurc

dioides immitis, né i car
degne di nota. La micromorfologia del fungo in cultur
le dimensioni degli sporangi ¢ delle zoospore

sariato, mentre Taspetto ¢
d anomale. La mag-

nei tessuti ha dato forme assai pit piceole, pitt scars
apngi non giunge a maturare, in tutto od in parte,
od uny sola spora.

2 e

gior parte degli spor
l¢ endospore, portando al massimo a maturita poche
esi isolatamente non sarcbbero sufficienti

Per quanto questl caratteri pr
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a distinguere sistematicamente questo ceppo dal complesso dei ceppi
a poteri biologici degradati («ceppo AGOSTIND» ¢ «ceppo CIFERRIL, Blasio-
mycoides dermatitidis Castellani), lo distinguemmo in una softospecie o

Fig. 13. — Morfologia degli apici delle

ife di O. immitis Pipkini (« ceppo

WEIDMANN » N. 2322) a configurazione

d1 Seopulariopsis, in veechie culture

in goceia pendente (colorazione al
bleu di metilene).

varietd del Coecidioides immitis (var.
metaeuropaeus) tenendo in conto an-
che I'area di distribuzione geografiea
di esso. Infatti, secondo CASTELLANI
e JACONO (1933), esso sarebbe esclu-
givamente europeo essendo stato iso-
lato in un soggetto italiano a Na-
poli. Sarebbe questo il primo caso
in ecui un fungo appartenente al
gruppo dei Coecidivides immitis & iso-
lato in Europa ed in soggetto curo-
peo, pare auntoctonamente.
Ricordiamo ancora come anche
il Geotrichum lowisianoidewm (= Coe-
cidioides tmmitis) oltre che in Ameriea
(Lnisiana) & stato isolato da CASTEL-
LANI e JAcoxN0 anche nell’Ttalia me-
ridionale (forme polmonari), ¢ come
gia apparsa in Europa anche una
specie di Coceidioides definita come
Blastosporidium Schooi Hartmann e
Schoo. Poiche in questi casi la storia
dei pazienti € muta nei rignardi di una
eventuale permanenza in America i
essi, grava sempre il dubbio sulla
origine veramente indigena della for-
ma morbosa. Non si dimentichi che
nella letteratura esiste 'esempio di
casl di granuloma coceidioide extra—

americani per contagio di materiale proveniente dalla California (caso
di BurGes) mentre cagi deseritti in Europa si riferiscono a soggetti

immigrati dall’America.

Provvisoriamente quindi ed in attesa che altri reperti europei pro-
venienti da goggetti sicuramente mai emigrati nelle Americhe, possano
dimostrare T'esistenza ulteriore di casi autoctoni di granuloma coccidioide
in BEuropa, distinguiamo la Glenospora meteuropea di CASTELLANI come
Coceidioides immitis var. metaeuropeus (Castellani) Cif. et Red.

I caratteri differenziali osgervati tra i differenti gruppi di eeppi in
studio possono condensarsi nella geguente chiave analitica:

A) eomportamento in cultura e nei tessuti animali, morfologia del
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fungo del tutto tipica del Coccidioides inmitis (Blastomycoides immitis,
¢ ceppo CASTELLANI », o ¢¢ppo MOORYK », « ceppl WEIDMAN » N. 1156, 1091,
1676, Geotrichwm  Towisianoidewm  Castellani) . .. Coccidioides immitis
typieus Cif. et Red. (inclusi i ceppi degradati per caratteristiche morfo-
logiche ¢ biologiche, «ceppo CIFERRI», Geotrickim immite « ceppo Ao
STTINT 0 Blastomyeoides dermalitidis).

A4) comportamento in enltura atipico o no; spo rangi preva-
lentemente tipici con rara formazione di zoospore, scarse e incompleta-
mente sviluppate.

By Cultura rapidizssima e facile a 25 e 37 C. su terreni golidi ed
abbondantissima su terreni liguidi; formazione di elementi morfologici
simili a Neopulariopsis in goccia pendente; riproduzione sperimentale
di una infiammazione atipica dei tessuti della cavia, atipia anatomo-—
clinica della forma morbosa umana d'isolamento; c¢aso autoctono del
Texas . . . Coccidioides immitis Pipkini Cif. ¢t Red. («ceppo WEIDMAN »
N. 2322).

BBy Culture normali in mezzi solidi e liguicli, senza forme simili
a Neopulariopsis: probabile indigenato curopeo del tungo (Glenospora
metweuropea Castellani) . .. Coecidioides immitis metaeuropaeus (Castel-
lani) Cif. et Red.

Siamo quindi ora in condizioni di poter redarre una diagnosi completa
della Famiglia , dei generd, delle speeie, delle sottospecie studiate:

Famiglic COCCIDIOIDACEAE  Moore (1932) cmend. Ciforii (1933)
et nobis (1936).

Funghi di facile isolamento culturale; in cultura su mezzi solidi con
carboidrati colonic cotonose, biznche, pilt 0 meno rasate; senza carboi-
drati colonic glabre, dure, cmergenti; in mezzi liquidi formazione in una
columia profonda e talvolta (i una superticiale; in cultura, micelio
inlino, softile o uniforme o irregolarmente ingrossato, scarsamente
settato, formante pitt o meno frequentemente elamidospore apicall od
interealari, isolate o seviate; pseudoartrospore, artrospore ¢ forme simili a
quelle di Seopnlariopsis: elamidospore steriche, ovoidee, piriculate, cce.,
inline, tipicanwente provviste di unm spessa ¢ liscia membrana, capaci di
corminare in sito o separate dadlifa materna, che nel tessuti animali
evolvono ulteriormente nia senza formare un tubo micelico; pseuwdo-
artrospore formate da segmenti di micelio alternativamente ripieni ¢
vioti di protoplasmia, el non evolvono muai, jaline, di solito a mem-
brana sottile, con forine di transizione verso le clamidospore; artrospore
citboiee o cuboideo—arrotondate, apicaliy di solito in brevi serie non facili
& seindersi nei singoli elementi; aggregazione di talloypore o morfologia
varin ¢ qualehe volta complessa, che ricordano superlicialmente il quadro
morfologico delle speeie del genere Seopulariopsis, linitamente a qualehe
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ceppo e sotto speciali condizioni di cultura; nei tessuti degli animali’viventi
rapida lisi del micelio ed evoluzione ulteriore delle clamidospore che
assumono la funzione di gporangi, aumentando di volume ¢ generando
delle endospore (zoospore); zoosporangi a membrana spessa con duplice
contorno di solito bene evidente, liseia o verrucosa sino a spinulata, grandi
o molto grandi; generanti un numero molto variabile di zoospore deiscenti
per lacerazione irregolare della membrana involucrale, ialini; zoospore
aflagellate ed immobili, di solito numerosc o numerosissime, sferiche,
sferoidec sino ad ovoidee od ellipsoidee, con parete grossa, liscia ed
ialina; sotto particolari condizioni §i ha una coniugazione isogamica od
eterogamica delle clamidospore che funzionano come gameti, con evolu-
zione citologica ed ulteriore evoluzione morfologica ignota; negli sporangi
formati nei tessuti viventi, moltiplicazione nucleare per ripetuta cario-
tomia, anteriore alla completa plasmotomia dello zoosporangio; attivita
biochimiche molto ridotte, senza capacita fermentative, capaeci di vivere
in assenza di carboidrati a condizione che abbiano a disposizione sostanze
organiche a molecola complessa (peptone, albumine) che possono retro-
gradare sino alla produzione di ammoniaca; sono inattivi sul latte, fluidi-
ficano la gelatina, non scindono I’esculina; alcalinizzano frequentemente
i substrati di cultura; non si sviluppano sotto condizioni di completa
anaerobiosi, salvoché sotto condizioni molto particolari; scarso sviluppo in
semianaerobiosi; produzione di pigmento bruno in certi mezzi culturali e
sotto certe condizioni; temperatura optima variabile da 10-200 a. 37380 €.
possibilitd di sviluppo in ambienti fortemente acidi od alealini e su mezzi
naturali (capelli, pinme, unghie, terra, letame, grano, fieno ecc.); patogeni
sperimentalmente per molti animali con formazione di granulomi: loca-
lizzazione geografica americana (e forse pure ma raramente europea) con
predominanza assoluta nella California.
Tipo ed unico genere: Coceidioides Stiles.

Genere Coccidioides (Stiles) in Rixford et Gilehrist (1896) emend.
Ciferri (1933) et nobis (1936). )
Syn.: « Megalosporidio » Posadas (% 1892).

« Megaloeitogporidio » Wernicke (1892).
Posadasia Cantén (1898).
Blastosporidium Hartmann (1912).
Oidium Auct. p. p.

Mycoderma Auct. p. p.

Zymonema Auct. p. p.-

Pseudococcidioides Mazza et Parodi (1927).
Blastomyeoides Castellani p. p. (1927).
Geotrichum Auct. p. p.

Scopuloriopsis Ota p. p. (1928).
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Caratteri del gencre identici a quelli della famiglia (escluse le forme
agporigenc).

Tipo ed unica specie: Coccidioides immitis Stiles in Rixford et Gileh-
Tist (1896),

Specie Coccidioides immitis Stiles in Rixford et Gilehrist (1896).
Syn.: Coccidioides pyogenes Stiles in Rixford et Gilchrist (1896).

Oidiwm protozoides Ophiils (1905).

Oidium Coccidioides Ophiils (1903).

OQidinm immite Verdun (1907).

Oidium pyogeres Verdun (1907).

Blastosporidium Sehooi Hartmann (1912).

Posadasia sphaeriformis (« esferiformis ) Canton (1898),

Zymonema immitis De Mello in De Mello et Fernandes (1918).

Blastomycoides immitis Castellani (1927).

Blastomyeoides dermatitidis Castellani (non Blastomyees derma-
titidis Gilchrist et Stockes) (1927).

Myecoderme. immitis Brompt (1927).

Psendocoecidioides Mazzai Da Fonseea (1928).

Seopulariopsis americana Ota (1928).

Glenospora sp. Ota (1928).

Geotrichum immite Agostini (1932).

Coccidioides esferiformis Moore (1932).

Geotrichum dermatitidis Castellani in  Castellani ¢ Jacono
(non Blastomyces dermatitidis (rilehrist et Stoekes) (1933).

Geotrichwm  lowisianoidewm Castellani in Castellani et Ja-
cono (1933).

Caratteri della specie eguali a quelli della famiglia.

Coccidioides immitis typicus Cif. et Red. (1934).
Caratteri come i precedenti.

Coccidioides immitis Pipkini Cif. et Red. (1934).

Caratteri della famiglia, con cultura estremamente facile ¢ rapida in
ogni mezzo nutritivo solido e liquido a qualunque temperatura tra 180
e 370 C.; in goecia pendente formazione di nn quadro morfologico com-
plesso con forme simili a quelle di Seopulariopsis; quadro istopatologico
sperimentale in cavia atipico; forma morbosa d’isolamento atipica. Iso-
lato nel Texas. (Dedicato al dott. PIPKIN che ha isolato il eeppo ¢ studiato
il ¢aso).

Coceidioides immitis metasuropaeus (Castellani) Cif. et Red. (1934).
Syn.: @lenospora melacuropea Castellani in Castellani et Jacono
(1933).
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Caratieri della famiglia; ceppo degradato rispetto a quelli tipici
con morfologia ridotta ed a localizzazione apparentemente autoctona in
Europa.

NOTIZIE. ANATOMO—CLINICHE STL GRANTULOVA COCCIDIOIDE 0« MALATTIA
DI POSADAR~-WERNICKE ».

La malattia di cui abbiamo studiato agente ta parte di quel gruppo
di forme morbose che fino ad oggi sono state comprese sotto il nome di
« blastomicosi ». Ci sembra superfluo Vinsistere ancora qui sulla necessité
dello smembramento di questo gruppo ¢ sull’abolizione della parola
«blagtomicosi », anche perehé noi stessi ce ne siamo oceupati recentemente
altrove (REDAELLL, 1935). Ricorderemo solo che, se tutte le forme morbose
suddette potevano essere raggruppate, fino a qualche tempo fa, quando
di esse non si conoscevano bene gli agenti ctiologici (che sisono dimoslrati
essere molli e diversi), oggi, dopo lo studio sistematico degli stessi, le
singole forme anatomo-cliniche sono bene individualizzate sotto molte-
plici punti di vista, per cui possono cssere nettamente tenute distinte lo
unc dalle altre, con grande vantaggio anche della diagnostica e della
terapia e quindi con vantageio della pratica mediea.
Lo smembramento del gruppo delle « blastomicosi » ha portato quindi

alla individualizzazione delle seguenti unita: |

a) il « granuloma rinosporidiesico » o «malattia di SERBER» eau-
sato dal Rhinosporidiumn Neeberi.

b) il «granuloma coccidioide » o «malattia i POSADAS—WER-
NIOKE » causato dal Coceidioides immitis ¢ dalle sue varieta;

¢} il «granuloma paracoceidioide» o amalattia di LUTZ~SPLENDORE—
ALMEIDA » causato dal Paracoccidioides brasiliens

d) la «dermatite verrucosa cromomicosica », indotta dall’Horme-
dendron ('richosporium) Pedrosoi;

e) la «sindrome di GILCHRIST » 0 «dermalite verrucosa micosica
indotta da diverse specie fungine; in questa sindrome viene differenziata
la vera «malattia i GILCHRIST » 0 « dermatite verrucosa niicosica nord-
americana » determinata da Gilehristio dermatitidis;

f) tutte le pin gvariate forme morbose indotte da funghi lievi-
tiformi in senso stretto, sicno ascogeni (Sacearomiceti) sieno anascogeni
(Torulopsidacee, Histoplasmaceae, ¢ forse da Geotrichum). In questo
gruppo si illustrano molte forne anatomo-cliniche morfologicamente in
apparenza uguali ma riconoseenti una poligenesi microbica, mentre alcune
altre si differenziano netiamente come:

1¢ la «malattia di DARLING » 0 «istoplasmosi umana » indottu
dall’ Histoplasma capsulatum;




— 161

20 il « farcino eriptococeico dei solipedi » 0 « malattia di RIVOLTA »
indotto dall Histoplasme jareininosum:
30 Ia « splenomegalia micosica dei muridi » o «malattia di SAN-
GIORGI=SHORTT » indotta dall’Histoplasma mauris;
¢) quadri anatomo—cliniei molto vari, sostenuti da specie lungine
parassitaric cecezionali od oceaxionali. che volta a volta dovreanno essere
defliniti. '

Molte delle forme sopracleneate hanno in s¢ elementi anatoniv,
clinici ¢ microscopiei parassitari tali da permettere, oltreché una perfetta
individualizzazione della malattia, anche una diagnostica rapida con van-
tagei innegahili per la prognosi ¢ la terapia. Il granuloma coceidioide pud
essere considerato come una di queste forme.

Nelle prime parti di questa monografia sono riportate aleune notizie
storiche cirea la forma morbosa; dopo Uillustrazione dei primi incerti
casi. sopratutto gli studi di RIXFORD ¢ GILCHRIST contribuirono alla
chiara individualizzazione della malattia. Seguirono le comunicazioni
casigtiche di moltissimi mediei ¢ studiosi, comunicazioni ¢he continuano
ancora oggi poiché il granuloma presenta sempre dei lati interessanti ¢
necessitanti ricerche ¢ chiarimenti, sopratutto dal punto i vista terapeu-
{ieo. Qui ¢i limiteremo a traceiare molto sinteticamente le notizie epide-
miologiche ed il quadro della malattia.

Prendiamo dalle notizie fornite dalla Brek (1931) nel suo rendiconto
del 1931, aleuni dati interessanti: fino a quella data sono stail comunicati
286 casi dei quali 254 osservati in California. Pochissimi sono i casi da
considerarsi antoctoni al di fuori delle Americhe; pogsiamo ricordare tra
essi i tre easi illustrati da CASTELLANT ¢ JacoxNo (1933) in Ttalia.

Sono pilt facilnente colpiti gli vomini nell’etd media ¢ particolar-

mente i contadini, ¢ coloro che vengono a contatto di animali.

11 granuloma coccidioide ¢ una forma morbosa molto polimorfa ad
inizio od evoluzione estremamente variabile, che tuttavia ¢ sempre di
una gravitd notevole e guasi costantemente mortale. Bssa ¢ indotta da
ceppi di Coccidioides inndtis che hanno le prerogative da noi illustrate
dei eoppi tipici ¢ da altri ceppi che invece, sopratutto dopo uno studio
biologico, sembrano essere in parte degradati e particolarmente diminuiti
nelle Toro attivitd patogenetiche: alenni casi sono determinati da varietd
¢he tuttavia non inducono forme allontanantesi notevolmente dalla media.,

La malattia, nelle sue linee generali, puod presentare delle caratte-
ristiche abbastanza costanti ¢he sono stare variamente valorvizzate dagli
studiosi per definire dei tipi di decorso. (OPTiEs, JACOBSON, NEWTON

EVANS ¢ HOWARD BaLn). Con questi due ultimi autori si puo considerare
il granuloma come viportabile a tre tipl principali:

@) un primo tipo ¢ costituito da forme rappresentate da una
loealizzazione agsolutamente eireoseritta al polmone: i pazienti muo-
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iono prima che si verifichi una disseminazione del processo ad faltri
organi;

b) un sccondo tipo ¢ rappresentato da quei ecasi nei quali accanto
al una circoseritta ¢ relativamente moderata lesione polmonare, com.-
paiono lesioni cutanee e sottocutanee pilt o meno gravi con rapide
disseminazioni (in questi casi la durata della malattia si aggira sui 10
mesi);

¢) nel terzo tipo possono essere considerate quelle forme caratte-
rizzate da modicissime lesioni polmonari e searse lesioni cutanee per eui i
pazienti possono ancora sopravvivere per qualche anno.

Secondo qualche autore & necessario considerare anche casi con lesioni
cutanee primitive, seguite da disseminazioni pilt o meno abbondanti ad
organi interni (neningee, ossee, eecc.).

I5 certo ehe la localizzazione primaria sembra essere polmonare nella
maggior parte dei casiz clinicanente i sintomi polmonari vanno da guelli
di una broncopolmonite, di una tubercolosi a tipo essudativo, fino alle
varie manifestazioni della tubercolosi subacuta ¢ cronica. B in questi casi
che la natura del processo pud rimanere occulta per qualche tempo,
potendosi la sua sintomalogia confondere con guella di lesioni specifiche
tubercolari: ¢ 1 esame batterioscopico ¢ biologico dell’ espettorato che
permette una diagnosi sicura rivelando gli elementi fungini tipiei e che
permette la riproduzione sperimentale del granuloma.

Sotto questo punto di vista la diagnostica non presenta grandi
difficolta.

L lesioni cutanee sia primitive che secondarie alla localizzazione
polmonare sono varie: secondo JACOBSON si possono distinguere in der-
miche, sottoderniche ed a carattere di scrofuloderma. Le prime, che pos-
s0no comparire in punti svariatissimi del corpo, sopratutto sulle parti
scoperte, sono in forma di noduli indolori, duri, di colorito roseo o rosso
seuro, che si uleerano sucecssivamente dando un pus mucoso, denso, nel
quale si incontrano le forme parassitarie. Talora le forme ulcerative pren-
dono carattere papillomatoso o fungoso.

Le lesioni sottocutanee hanno il earattere di tumore mollicel, o sono
a tipo ascessuale o gommoso. Il tipo scrofulodermico mostra localizza-

zione preferenziale ai gangli della regione clavicolare, ma compare anche
in altre stazioni linfoghiandolari: i linfonodi, dapprima duri, anmentano
di volume, si rammolliscono ¢ si ulcerano.

La diagnostica differenziale deve essere discussa con processi di natura
tuberceolare, sporotricosica, con localizaazioni di natura paracoccidioide,
con forme cutanee verrucose di origine fungina, di origine leishmanio-
sica, ece. In genere gli elementi che possono permettere una sicuradia-
gnosi differenziale ¢ la precisazione della natura del processo coceidioide
sono, da un punto di vista anatomice ¢ clinico, molto pochi: ¢ in ogni
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caso Pesame batterioscopico, batteriologico e biologico dei materiali
patologici c¢he permette la soluzione del problema diagnostico.

11 decorso della malattia & relativamente rapido; infatti una pereen-
tuale molto alta di casi ha esito letale dopo 2-3 mesi; un’altra percentuale
press’s poeo ugualmente alta evolve in un periodo di 1-2 anni; rari sono i
casi che durano pit a lungo (da 5 a 9 anni); questi dati sono stafi raccolti
in uno studio su 182 easi da CrinuNs, Surni e HALLinay. Tra le forme
con decorso a caratteri estremi (forma aeuta polmonare, forma cronica
polinonare-cutanea circoscritta), vi sono dei casi a caraticre subacuto
intermedio, rappresentali dalla tendenza ad una progressiva estensione
del processo con remissioni e rieadute che i svolgono in un periodo da
sei mesi ad un anno.

Da un punto di vista anatomo-patologico generale, il quadro delle
lesioni & quello di un granuloma che nell’uomo non presenta, mierogeopi-
camente, aleuna particolare differenza da quanto noi abbiamo descritto
per le lesioni sperimentali: si tratta di focolai granulomatosi diffusi o
conglomerati, ora con prevalenze di fatbi cssudativi, ora con quells di
fatti produttivi (sopratutto nelle forme subacute e croniche); la localiz-
zazione del processo pud aversi in tutti gli organi: fa eccezione lapparato
gastro—intestinale nel quale tratlo sembra infatii non sicno mai state
segnalate localizzazioni. Questo fatto ha un certo interesse anche per la
diagnostica differenziale con il granuloma paracoceidioide, dove invece
le legioni intestinali sono conosciute e relativamente frequenti.

Nel polmone il quadro anatomo-patologico ricorda quello di legioni
gpecifiche tubercolard, con ingorgo dei gangli ilari: si distinguono delle
lesioni a carattere acuto, disseminato, miliare o submiliare; delle fesioni che
ricordano i foeolai broncopneumonici, talora con indurimento ¢ retrazioni
selerotiche. Microscopicamente i quadri variano da granulomia tipo miero-
ascossuale fino a forme a focolai con lesioni cavitarie, con sclerost, cce. Le
pleure partecipano al processo.

Le ossa costituiscono una delle sedi di predilezione per la localizza-
zione purassitaria. Frequenti appaiono le lesioni renali.

T apparato linfatico relativamente a quanto siosscrva per il granu-
loma paracoccidioide brasiliano & raramente colpito: ¢iv che ha anche
un certo valore per la diagnostica differenziale. Rieordiamo perd che in
aleuni casi la sede del processo pud apparire primitiva e localizzatla
solo ai gangli.

La milza, il fegato, i1 euore e gli altri organi sono colpiti con minor
frequenza.

M procedimento  diagnostico pud rageinngere rapidamente il suo
fine ultimo se si procede subito all’esame del materiale patologico: questo
che & rappresentato da pus, espettorato, framnienti biopsici, ecec., for-
nisce rapidamente, anche ad un esamne a fresco ed in ogni cago ad un esame
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batterioscopico con i metodi comuni, gli elementi per precisare, oltre che la
natura fungina della malattia, anche il preciso agente eziologico. E il
reperto, che si puo ritenere costante, degli sporangi tipici in tutti i mate-
riali patologici che permette di formulare la diagnosi di granuloma da
Coceidioides immitis: non si conosce infatti, sino ad ora, un altro microor-
ganismo che si presenti nel tessuti sotto la tipiea forma dello gporangio
maturo (eccezion fatta per il Rhinosporidium Seeberi che nelle caratte-
ristiche formazioni polipose del naso e nel granuloma della congiuntiva
mostra degli sporangi che in ogni easo sono molto pilt grandi e molto pin
ricehi in sporangiospore che non quelli del Cocvidioides immitis; ma le duc
forme morbose non si possono confondere poiche le loro caratteristiche
cliniche ed anatomiche sono nel contempo molto dissimili).

La prova batterioscopica pud esserc completata dalle indagini
batteriologiche ¢ biologiche: il Coccidioides immitis si coltiva facilente,
dai tessuti patologici (pitt difficile & la coltivazione del Paracoccidioides
brasiliensis); col fungo si riproduce nella cavia, ¢ con grande faeilita,
un grannloma nel quale si rinviene costantemente il tipico parassita.

Tali ricerche di laboratorio, con la dimostrazione del ciclo parassi-
tario del fungo, in ogni caso molto facile a reperirsi (anche le ricerche
batteriologiche e biologiche possono svolgersi in breve tempo), e permet-
tono senz’altro di differenziare la forma coccidioide dalla analoga paracoe-
cidioide, dalla dermatite verrucosa di GILcurist, dalla tubercolosi, da
micosi cutanee od interne di varia natura, da lesioni leutiche o leishma-

niosiche.
Senza I’aiuto delle prove di laboratorio la diagnostica differenziale
‘ pud presentare delle notevoli difficoltd e talora riesee impossibile la pre-
' cisazione della natura del processo.
Il trattamento con numerosi medicamenti (come preparati iodo—
iodurati, cristal-violetto, violetto di genziana, tartaro emetico) raggi X,
interventi chirurgici, ha dato sempre risultati molto incerti e per lo piu
insufficienti ad arrestare la malattia. Sembra che si sia ottenuto qualche
favorevole risultato con metalli colloidali ¢ con I'uso della Coceidioiding B.
Al momento attuale non si conosce un procedimento terapeutico vera- i
mente effieace.

RIASSUNTO

Lo studio ¢ stato effetiuato in base alla completa ¢ personale revi-
sione dei caratteri morfologici, culturale, biochimiei ¢ patogenectici di
15 coppi di Coccidioides immitis Stiles. 81 ¢ premesso un esame della
storia del genere ¢ delle speeie, basato sulla revisione ditulta Ia letteratura,
dalle prime osservazioni del CANTON ¢ di WERNICKE nel Sudameriea, di
RINFORD, GILCHRINT e OrriTs in Norvdamerica, sino alla piiv recente
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letteratura americana sull’argomento. Come conclusione, 'unico genere
valido & Coceidioides, ¢ contiene una sola specie: C. immitis. T caratteri
culturali sono molto uniformi in tuttii ceppi (salvo che nel « ceppo WEID-
AAN », N, 3322 distinto in base a questi ed altri caratter in una varieta:
var. Pipkini nobis); in presenza di carboidrati si hanno colonic bianche,
rasate, semplici; in assenza di carboidrati esse sono pilt o meno granu-
loso—plicate. Le esperienze di cultura in substrati naturali sterili vegetali
od animali (crine, capelli, unghie, piuma, pimnino, terra, letame, fieno, ecc.)
dimostrano la possibilitdh di una conservazione del €. immitis in natura
all’infuori dell’organismo animale. Per 1a cultura in laboratorio ¢ indispen-
sabile la presenza di una sostanza organica azotata 2 molecola complessa.
T earatteri biochimici sono altrettanto uniformi, salvoché la produzione
di pigmento bruno in terreni solidi ¢ liquidi zuccherati che perd & un
carattere variabile e senza applicazione nella distinzione di specie o varieta.
I ceppi non fermentano nessun idrocarbonato e di solito alealinizzano
debolmente ¢ lentamente il substrato; non seindono Uesculina; liquefanno
lentamente la gelatina; producono indolo; non hanno azione sul latte.
Cirea Pazione inibente del violetto di genziana e del trypanrot vi sono delle
leggere differenze tra i vari ceppi.

La micromorfologia, su ordinari terreni di eultura in laboratorio, &
molto sempliee: si hanno delle ife con delle rare clamidospore isolate e di
solito intercalari. 8i pud giungere aid una morfologia pitt complessa ma
essa & dala solamente dalle varie aggregazioni delle forme precedenti e
dalla produzione di forme involutive, coltivando i ceppi in semiangerobiosi
con una tecnica studiata appositamente. Risultati del pit alto interesse
si oftengono nelle culture in anaerobiosi completa in liquido di LOECKE
pilt sicro di sangue o liguido ascite. Con il «ceppo MOORE » si ¢ giunti
alla produzione di piccoli sporangi con zoospore in vitro. Un fenomeno
aceertato per la prima volta & guello della presenza di fatti segsuall tra
zoospore, le quali si coniugano a due per due (raramente per terne). Questo
fatto & stato da noi ampiamente illastrato ancorche il fenomeno di coniu-
gazione si arresti alla copula ¢ Lulteriore evoluzione del gameti ol sia
ignoto. Dal punto di vista patogenelico aleunl ceppi mostrano intensi
caratteri di aggressivitd verso animali recettivi nei qnali inducono granu-
lomi ¢he conducono o morte gli animali; altri ceppi inducono malattic
Tocali con tendenza alla risoluzione spontanca. In ogni caso la formazione
di zoosporangi ¢ i zoospore aflagellate  (cndospore) evolventisi dalle
clamidospore od ipnospore delle enlture si ha solo nei fessuti animali
viventi {a parte il raro reperto ottenuto in terreni speciali ed in anaero-
biosi).

Tutto questo complesso i prove ei ha permesso di dividere i ceppi
studiati in due grappi: ceppi normali, virulenti, ¢ formanti numerosi e
bene sviluppati zoosporangi confenenti molte zoospore nei tessuti; eeppl
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degradati a scarsa virulenza, formanti solo rari zoosporangi che non
maturano zoospore o solo poche ed a scarsa vitalitd. Aleuni di guesti
ceppl degradati derivano certamente dai ceppi virulenti, per essere stati
lungamente coltivati in condizioni sfavorevoli.

Tra questi ultimi ceppi il pih interessante e la Glenospora meteuropea
Castellani ceppo italiano, che costituirebbe il primo ceppo autoctone
europeo mantenuto in cultura.

Il C. immitis ¢ stato studiato in maniera molto completa anche sotto
il punto di vigta citologico e si ¢ arrivati ad una sistemazione di esso
in seno ai quadri micologici attraverso una acecurata revisione delle carat-
teristiche morfologiche e citologiche, anche per Paccertamento del fatto
(fondamentale per questo genere di ricerche) che il saceo gporifero materno
appare essere uno sporangio anzicheé un asco. Un analogo esame & stato
cilettuato per il fenomeno della coniugazione in Coceidioides in rapporto
alla sessualitad dei Ficomieceti. Si & in tal modo confermata Uipotesi da noi
precedentemente esposta di una derivazione delle Coccidioidaceace dalle
Cladochytriaceae (Catenaria) attraverso le Hyphochytriaceae, ed i rap-
porti tra Coccidioidaceae e Rhinosporidiaceac. Tie idee del MOORE circa
una identitdy tra Posadasia ed Histoplasma ed il miztum compositum creato
nella famiglia Coccidioidaceae in base alla sistematica da lui proposta,
sono criticate.

Il «ceppo WEIDMAXN », N. 2322 che manifesta tutto un complesso di
caratteristiche debolmente ma nettamente differenti da quelle degli altri
ceppi studiati, ¢ stato distinto come una varietd sotto il nome di Cecei-
dioides immitis var. Pipkini nobis; altrettanto si & fatto con la Glenospora
meteuropes Castellani, che & stata definita come Coccidioides immitis
var. metaeuropaeus nobis.

Tra gli altri ceppi studiati ¢i sono riportati al tipo anche il Blastomy-
coides dermatitidis Castellani ed il Geotrichum lowisianoidewm Castellani,
nonché la Scopulariopsis americana Ota. Chiudono il lavoro le diagnosi
della specie e delle varietd, una completa sinonimia di esse, che, per il
golo Coccidioides immitis importa diciotto sinonimi, ¢ una sintetica illu-
strazione anatomo-clinica del granuloma coceidioide.
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SPIEGAZIONE DELLE TAVOLE

Tavora 1. — Coceidioides immitis Stiles, «ceppo CASTELLANT .

Fig. a) Zovspora aplanetica ancora racehinsa nello zoosporangio materno
con un nucleo intensamente colorato, ma con plasma i parte vacuo-
lato e Jo strato periferico del ciloplasma leggermente emutossilinofilo.

»  b) Come la preccdente ma in istato di regressione, a forma irvegolare e
nucleo ipertrofico, vaenolizzato in parte ed a colorazione irregolare.

» ¢) Yoospora normale.

» d) ed e) Stadi repressivi del nueleo di zoospore mature, con forma-
gione &i nuclei figi incompletamente differenziati ed emissione i
cromatina sparsa per il citoplasma.

» 1) Giovane Zoosporalgio cenocitico  con puelei abbastanza evidenti
nello stadio anteriore al clivaggio del protoplasma.

v g) Glovane zoosporangio mostrante granuli di eromatina diffusi € plasma
vacuolizzato a tinzione irregolare; a destra sono visibili residui del
nucleo originario.

»  h) Zoosporangio quasi maturo mostraute zoospore in parte differenziate
con nuelei normali e nuclei in vari stadi regressivi.

{Colorazione all’ematossilina ferrica).

Tavora Il — Coccidivides émmilis Stiles, «ceppo CASTELLANI .
Fig. a) Colonia gigante in agar glueosato Difco dopo 30 glorni a tempe-

ratura ambiente, in grandezza naturale.

» ) Zoospore dal pus del granulona sperimentale della cavia che germinano
in acqua peptoglucosata.

» ¢) Zoosporaugio maturo in granuloma sperimentale della cavia invaso
da polimorfonucleati neutrofili.

s d) Zoosporangio in granuloma sperimentale della cavia, allo stadio di
differenziazione delle musse nucleari e quindi delle zoospore.

Tavors 111, — Colonie giganti di vari ceppi di (. imanilis dtiles, in agar glucosato
Difeo, dopo 30 giorni a temperatura ambiente ed in  grandezza
natarale,

Blastom yeotdes Towisianoideuwn Castellani.

v b) «Ceppo Weidman », N. 1091

« Ceppo Weidman », N. 1136,

Blastonyeoides dermatitidis Caxtellant.

=
¥
=

=~

Tavora 1V. — Coceidioides immitis Stiles, <ceppo WeIDMax » N, 1676,

Py, «) Zoosporein via di maturazione nei tessutd granulomatosi delin malattin

sperimentale della cavia.
Zoosporangio maturo nel centro diun mieroaseesso del eranuloma
sperimentale delli vavia, con invasione secondaria di polimorfonu-

=

cleati neutrotili.
» ) Artrospore di forma irrecolare, formatesi in colture setninnacerohio-
tiche a teniperatura ambictte depo oltre tre mesi
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Fig. d) Zoosporangio con differenziazione non completa di zoospore nei
tessuti granulomatosi della malattia sperimentale della cavia.
» ) Colonia gigante in agar glucosato Difco, dopo 31 giorni, a temmperatira
ambiente; grandezza naturale.

Tavora V. - Coceidioides immitis Stiles var. Piphini («Ceppo WEIDMAN» :N. 2322),
Fig. a) Zoosporangio maturo ampiamente invaso di polimorfo — nucleati
neutrofili nel granuloma sperimentuale della ecavi
» b) Zoosporangio che, contenuto nel pus di focolai ascessuali del granu-
loma della cavia, presenta germinazione di spore ancora contenute
nel sacco materno.
» e) ed e) Zoosporangio maturo nel tessuto granulomatoso della malattia
sperimentale della cavia.
» d) Colonia gigante in agar glucosato Difco dopo 20 giorni a temperatura
ambiente; grandezza naturale.
» f) Vacuolazioni e formazioni di numerose goceiole lipidiche seriate negh
elementi miceliali del fungo in culture scmianaerobiotiche a tempe-
ratura ambiente di oltre 120 giorni di eta.

HN

Tavora VI. — Coceidioides immitis Stiles « ceppo WEIDMAX» N. 1136 (fig. a) b) €));
e Glenospora meteuropen Castellani (fig. ¢) d)).
Fig. «) Colonia gigante in uagar glucosato Difeo, dopo 30 giorni a tempe-
ratura ambiente; grandezza naturale,
» b)) Sporangio maturo ncl pus del granuloma sperimentale della cavia.
» ¢) Colonia gigante in agar glicosato Difeo, dopo 30 giorni a tempera-
tura ambiente, grandezza naturale.
» ) Zoosporangio atipico per sofferenza, nel granulomna sperimentale
della cavia.
» e) Zoosgpore del pus del granuloma sperimentale della cavia germinanti
nellacqua peptoglucosata.

Tavora VII. — Coccidioides immitis Stiles, «ceppo Moogrn » morfologia di zoospore
e zoosporangi in eultura anaerobiotica secondo il metodo Mac NpaL
e TAYLOR, in liquido Loeckr modificato, dopo 30 giorni a temperatura
ambiente.
Fig. a) Forme involutive di zoosporc mostranti una retrazione del proto
plasma a forma di mezzaluna.
» b} e e) Coningazione apparcntemente triple di zoospore.
» d) e k) Coningazione normali di zoospore.
» e) ¢ g) Zoosporangi lisei ed echinulati a morfologia ridotta formatisi al
di fuori dell’'ambiente animale.
»  f) Zoospore in coniugazione e zoospore in varic forme involutive.

Tavora VIII. — Coceidivides immitis Stiles, « ceppo WEIDMAN » N. 1091 (fig. «, ¢),
wceppo CIFERRT » (fig. b).
Fiz. a) Culture a temperatura ambiente, di oltre 100 giorui di etd, su sub-
strati naturali: su erine di cavallo (1), su capelli umani (2) ¢ su piu-
mino d’oca (3).
» b) Come la precedente; su unghia fresca di cavallo (1) su crine di ea-
rallo (2) e su piumino d’oca (3).
» ¢} Come la precedente; su ficuo secco (1), <1 letame fermentato (2) ¢
su piume di gallinacei (3).
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