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S U M M A R Y

T h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e  to  i n v e s t i g a t e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  

y e a s t s  a s  a n i m a l  d i s e a s e  a g e n t s  i n  t h e  W e s t  o f  S c o t l a n d ,  t o  s t u d y  t h e  

c o m m e n s a l  a s s o c i a t i o n  o f  y e a s t s  w i t h  a n i m a l s  a n d ,  i n  p a r t i c u l a r ,  t o  a s s e s s  

t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a p p l y i n g  s e r o l o g i c a l  t e s t s  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  f e l i n e  

c r y p t o c o c c o s i s .

E x a m i n a t i o n  o f  p a t h o l o g i c a l  s p e c i m e n s  f r o m  v a r i o u s  a n i m a l  s o u r c e s  

r e v e a l e d  t h a t  a n i m a l  d i s e a s e s  a t t r i b u t a b l e  t o  y e a s t s  w e r e  n o t  c o m m o n  i n  

t h i s  a r e a . A p a r t  f r o m  o t i t i s  e x t e r n a  i n  d o g s ,  w i t h  w h i c h  P i t y r o s p o r  u m  

p a c h y d e r m a t i s  w a s  a s s o c i a t e d ,  o t h e r  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  w e r e  o n l y  

s p o r a d i c a l l y  e n c o u n t e r e d .  C a n d i d a  a l b i c a n s  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  2 c a s e s  

o f  o r a l  t h r u s h  i n  a d u l t  g u i n e a - p i g s  a n d  w i t h  3 c a s e s  of  g a s t r o i n t e s t i n a l  

a i l m e n t s  i n  p u p p i e s .  T o r u l o p s i s  p i n t o l o p e s i i  w a s  i n c r i m i n a t e d  i n  c a u s 

i n g  a  f a t a l  g a s t r o i n t e s t i n a l  a n d  s y s t e m i c  i n f e c t i o n  i n  a  r a c i n g  p i g e o n .

N o  p r e v i o u s  s y s t e m a t i c  s t u d i e s  h a v e  b e e n  d o n e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  

c o m m e n s a l  e x i s t e n c e  o f  y e a s t s  o n  a n d  i n  d o g s  a n d  c a t s .  I n  t h i s  s t u d y ,  

c u l t u r a l  s u r v e y s  w e r e  u n d e r t a k e n  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p r e v a l e n c e  o f  y e a s t s  

i n  t h o s e  h o s t s .  I t  w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  y e a s t s  m i g h t  o c c u r  a s  c o m m e n 

s a l s  o n  n o r m a l  c a n i n e  s k i n  a n d  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  a p p a r e n t l y  n o r m a l  

d o g s  a n d  c a t s .

B e s i d e s  i t s  a s s o c i a t i o n  w i t h  c a n i n e  o t i t i s  e x t e r n a , P i t ,  p a c h y d e r m a t i s  

w a s  f o u n d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  s k i n  i n f e c t i o n s  i n  d o g s .

T h e  a s s o c i a t i o n  o f  C . a l b i c a n s  w i t h  o r a l  i n f e c t i o n  i n  2 g u i n e a - p i g s  

p r o m p t e d  a  c u l t u r a l  s t u d y  t o  s e e  i f  t h i s  a n d  o t h e r  y e a s t s  w e r e  p r e v a l e n t  

i n  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s .  C a n d i d a  a l b i c a n s  a n d
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S a c c h a r  o m y c e  s t e l l u r  i s  w e r e  f o u n d  to  e x i s t  a s  n o r m a l  i n h a b i t a n t s  i n  t h i s  

s i t e  .

T h e  v a l u e  o f  s e r o l o g i c a l  m e t h o d s  i n  t h e  d i a g n o s i s  of  a n i m a l  c r y p t o 

c o c c o s i s  h a s  n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d .  A s e r o l o g i c a l  s u r v e y  

w a s  u n d e r t a k e n  t o  t e s t  s e r a  f r o m  a p p a r e n t l y  n o r m a l  c a t  a n d  d o g  p o p u l a t i o n s  

f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y  t o  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s .  T h r e e  t e s t s ,  

n a m e l y ,  c o u n t e r i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  , i m m u n o d i f f u s i o n  a n d  a g g l u t i n a t i o n  

t e s t s  w e r e  e m p l o y e d .  C o u n t e r i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  p r o v e d  m o r e  

s e n s i t i v e  t h a n  t h e  o t h e r  t e s t s .  U s i n g  i t ,  p r e c i p i t a t i n g  c r y p t o c o c c a l  

a n t i b o d y  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  a  p r o p o r t i o n  o f  c a t s  a n d  d o g s .  T h e  a n t i 

b o d y  r e s p o n s e  w a s  t h o u g h t  to  h a v e  r e s u l t e d  f r o m  e x p o s u r e  t o  t h e  y e a s t  

i n  t h e  e n v i r o n m e n t .  T h e  u s e  o f  s e r o l o g y  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  f e l i n e  c r y p t o 

c o c c o s i s  w a s  e v a l u a t e d  i n  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  c a t s .  T h e  3 t e s t s  

w e r e  u s e d  to  e x a m i n e  s e r a  a n d  o t h e r  b o d y  f l u i d s  f r o m  e x p e r i m e n t a l  c a t s  

f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y  a n d / o r  a n t i g e n .  It w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  

p r e s e n c e  o f  s e r u m  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  w a s  p r o o f  o f  a c t i v e  c r y p t o c o c c o 

s i s  i n  t h e  c a t .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  p r e s e n c e  o f  c i r c u l a t i n g  c r y p t o 

c o c c a l  a n t i b o d y  a l o n e  c o u l d  n o t  b e  r e g a r d e d  a s  e v i d e n c e  o f  s u c h  d i s e a s e .

I t s  p r e s e n c e ,  h o w e v e r ,  m a y  s u g g e s t  e a r l y  o r  p a s t  i n f e c t i o n ,  o r  s i m p l y  

e x p o s u r e  t o  t h e  o r g a n i s m .

T h e  r o l e  o f  b l a c k  y e a s t s  a s  d i s e a s e  a g e n t s  i n  d o m e s t i c  a n i m a l s  i s  

n o t  k n o w n  a n d  h a s  n o t  p r e v i o u s l y  been investigated. In  t h i s  s t u d y ,  3 b l a c k  

y e a s t  i s o l a t e s  f r o m  a n i m a l  s o u r c e s  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  t h e i r  p a t h o g e n i c i t y  

f o r  m i c e  d e t e r m i n e d .  O n e  i s o l a t e ,  a  C l a d o s p o r i u m  s p e c i e s ,  w a s  f o u n d

t o  b e  n o n - p a t h o g e n i c . T w o  i s o l a t e s  o f  F o n s e c a e a  d e r m a t i t i d i s  w e r e

h i g h l y  v i r u l e n t  t o  m i c e  a n d  h a d  a  m a r k e d  n e u r o t r o p i c  a f f i n i t y .
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A l t h o u g h  n o t  y e t  d e t e r m i n e d ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  s p e c i e s  i s  p a t h o 

g e n i c  t o  d o m e s t i c  a n i m a l s ,  c o u l d  n o t  b e  d i s m i s s e d .

T h e  l i t e r a t u r e  o n  d i s e a s e s  c a u s e d  b y  y e a s t s  i n  a n i m a l s  i s  r e v i e w e d

XIX



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



V a n  l e e u w e n h o e k  i s  c r e d i t e d  w i t h  t h e  f i r s t  o b s e r v a t i o n s  o f  y e a s t s  

m i c r o s c o p i c a l l y .  In 1 6 8 0 ,  h e  s e n t  d e s c r i p t i o n s  a n d  d r a w i n g s  of  y e a s t  

c e l l s  to  t h e  R o y a l  S o c i e t y  i n  L o n d o n ,  s o m e  f o u r  y e a r s  a f t e r  h e  h a d  m a d e  

p u b l i c  h i s  o b s e r v a t i o n s  o n  b a c t e r i a .  I t  w a s  n o t  u n t i l  t h e  f i r s t  h a l f  of  

t h e  1 9 t h  c e n t u r y  t h a t  s i g n i f i c a n t  p r o g r e s s  w a s  m a d e  t o w a r d s  a n  u n d e r 

s t a n d i n g  of  t h e  b i o l o g y  o f  y e a s t s  a n d  t h r o u g h  t h i s  to  a n  a p p r e c i a t i o n  o f  

t h e i r  p h y s i o l o g y  a n d  b i o c h e m i s t r y .  A c c o r d i n g  to  R o s e  a n d  H a r r i s o n  

( 1 9 6 9 ) ,  C a g n i a r d - L a t o u r  in  1837  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b e e r  y e a s t s  w e r e  

s p e r h i c a l  b o d i e s  c a p a b l e  of  m u l t i p l y i n g  a n d  t h a t  t h e y  b e l o n g e d  to  t h e  

v e g e t a b l e  k i n g d o m .

P a s t e u r  p r o v e d  t h a t  f e r m e n t a t i o n  w a s  d u e  to  l i v i n g  c e l l s  a n d  p o i n t e d  

o u t  t h e  r o l e  o f  o x y g e n  i n  a l c o h o l i c  f e r m e n t a t i o n  ( 1 8 6 6 ,  1 8 7 6 ) .

A f t e r  P a s t e u r ,  t h e r e  f o l l o w e d  a  p e r i o d  o f  i n t e n s e  a c t i v i t y  d u r i n g  w h i c h  

y e a s t  t a x o n o m y  a n d  m o r p h o l o g y  f l o u r i s h e d .  J d r g e n s e n  (1886)  w r o t e  o n  

y e a s t  f e r m e n t a t i o n s . I n  1 9 1 2 ,  t h e  f i r s t  t r e a t i s e  d e v o t e d  e n t i r e l y  to  

y e a s t s  w a s  p u b l i s h e d  b y  G u i l l i e r m o n d . H e  w a s  t h e  f i r s t  to  i n c l u d e  k e y s  

f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  y e a s t s .  A d v a n c e s  i n  y e a s t  t a x o n o m y  a n d  s y s 

t e m a t i c  s h a v e ,  i n  r e c e n t  y e a r s ,  b e e n  d e a l t  w i t h  c o m p r e h e n s i v e l y  b y  

w o r k e r s  i n  D e l f t ,  H o l l a n d  ( S t e l l i n g ,  1931 ;  L o d d e r ,  1934 ;  D i d d e n s  a n d  

L o d d e r ,  1942 ;  L o d d e r  a n d  K r e g e r - v a n  R i j ,  1952 ;  L o d d e r ,  1 9 7 0 ) .

O t h e r  v a l u a b l e  t e x t s  d e a l i n g  w i t h  t h e  b i o l o g y  a n d / o r  t a x o n o m y  o f  y e a s t s  

i n c l u d e  t h o s e  b y  I n g r a m  ( 1 9 5 5 ) ,  R o m a n  ( 1 9 5 7 ) ,  C o o k  ( 1 9 5 8 ) ,  R e i f f ,  

K a u t z m a n n ,  L U e r s  a n d  L i n d e m a n n  ( I 9 6 0 ;  1 9 6 2 ) ,  R o s e  a n d  H a r r i s o n

( 1 9 6 9 ; 1 9 7 0 ) a n d  B a r n e t t  a n d  P a n k h u r s t  ( 1 9 7 4 ) .



O v e r  the  y e a r s ,  m o r e  a n d  m o r e  y e a s t  g e n e r a  a n d  s p e c i e s  h a v e  b e e n  

d e s c r i b e d  a n d  L o d d e r  (1970)  h a s  l i s t e d  341 s p e c i e s  in  39 g e n e r a .  L a t e r ,

B a r n e t t  a n d  P a n k h u r s t  ( 1974)  a d d e d  10 new  g e n e r a  a n d  93 ne w  s p e c i e s  to

t h o s e  a l r e a d y  r e p o r t e d ,  t h u s  g i v in g  a  t o t a l  of  4 3 4  s p e c i e s  in  49 g e n e r a

t h a t  a r e  p r e s e n t l y  a c c e p t e d  u n i v e r s a l l y .

Y e a s t s  a r e  u b i q u i t o u s ,  o c c u r r i n g  f r o m  the  p o l a r  to  the  t r o p i c a l  r e g i o n s

and are found in te r re s t ia l  and aquatic environments (Carmo-Sousa,  1969;

Lodder, 1970; Ahearn, 1974).  They inhabit the so i l ,  plants,  a tm o s 

phere ,  fresh  and salt  water,  insects  and v e r t e b r a t e s . They are known 

to ex is t  as com m en sa ls  on or in the animal body and have been isolated  

from dom est icated ,  zoo and wild a n im a ls .  Isolations have been made 

f r o m  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t  a n d  f a e c e s  of c a t t l e  ( v a n  U d e n  a n d  C a r m o - S o u s a ,  

1 9 5 7 ) ,  h o r s e ,  s h e e p ,  g o a t  a n d  s w i n e  ( v a n  U d e n ,  C a r m o - S o u s a  a n d  P a r  i n h a , 

1958 ;  v a n  U d e n  a n d  C a r m o - S o u s a ,  1 9 6 2 ) ,  c a m e l s  (Saez  a n d  R i n j a r d ,  1 9 7 3 ) ,  

f r o m  z o o  a n d  w i l d  a n i m a l s  ( K r a b i s c h  a n d  A m t s b e r g ,  1974;  S a e z ,  H u g o t  

a n d  T r a o r e ,  1 9 7 4 ) ,  a n d  i n  t h e  e a r s  of  a p p a r e n t l y  h e a l t h y  d o g s ,  c a t t l e ,  

h o r s e s  a n d  p i g s  ( G u s t a f s o n ,  I 9 6 0 ;  F r a s e r ,  1961;  S m i t h ,  1 9 6 8 ) ,  T h e y  

h a v e  b e e n  r e c o v e r e d  f r o m  th e  d i g e s t i v e  t r a c t  a n d  d r o p p i n g s  of  p o u l t r y  

a n d  o t h e r  b i r d s  ( V e r o n a ,  1972 ;  S w i n n e - D e s  g a i n ,  1 9 7 5 ) ,

Y e a s t s  h a v e  lo n g  b e e n  r e c o g n i s e d  a s  c a u s a l  a g e n t s  o f  d i s e a s e  i n  m a n  

a n d  l o w e r  a n i m a l s .  A c c o r d i n g  t o  W i l s o n  a n d  P l u n k e t t  ( 1 9 6 5 ) ,  L a g e n b e c k  

i n  1839 d e m o n s t r a t e d  a  y e a s t - l i k e  f u n g u s  in  t h e  l e s i o n s  of h u m a n  t h r u s h ,

a n d  h i s  f i n d i n g s  w e r e  c o n f i r m e d  b y  G r u b y  (1842)  a n d  t h e  c a u s a l  o r g a n i s m  

w a s  n a m e d  O i d i u m  a l b i c a n s  b y  R o b i n  (1 8 5 3 ) .  Z o p f  (1890)  n a m e d  t h e  

f u n g u s  M o n i l i a  a l b i c a n s  a n d  f o r  m a n y  y e a r s  t h e  d i s e a s e  w a s  k n o w n  a s  

m o n i l i a s i s .  H o w e v e r ,  a f t e r  t h e  o r g a n i s m  w a s  r e n a m e d  C a n d i d a  a l b i c a n s



b y  B e r k l i o u t  i n  1 9 2 3 ,  t h e  d i s e a s e  n a m e  c a n d i d i a s i s  w a s  a d o p t e d .  P r e s e n t l y  

t h e  t e r m  c a n d i d i a s i s  i s  t h e  n a m e  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  b y  m e d i c a l  m y c o l o 

g i s t s  .

T h e  e a r l y  d a t a  r e g a r d i n g  a n i m a l  c a n d i d i a s i s  w a s ,  a p a r t  f r o m  t h a t  on  

p o u l t r y ,  r e g a r d e d  a s  s c a n t y  a n d  u n s a t i s f a c t o r y  ( A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k ,  

1959)0  E b e r t h  in 1858 f i r s t  r e p o r t e d  c a n d i d i a s i s  i n  c h i c k e n s  a n d  the  

f ir s t  major epidemic  of this d i sease  was recorded in the United States of 

A m erica  by Gierke (1932) who described 8-20% mortality in young turkeys .  

In the following year ,  a lso  in the U . S . A .  , Jungherr (1933) reported the 

lo s s  of s evera l  thousand chicks in a com m erc ia l  hatchery.  Outbreaks of 

candidiasis  among turkeys and fowls in Austral ia  were  r e c o r d e d  by Hart  

(1947) and in Britain a s e r i e s  of epidemic  outbreaks among turkey poults 

were reported by Blaxland and Fincham ( 1 9 5 0 ) ,  Avian candidiasis  has  

a lso  b e e n  r e p o r t e d  f r o m  G e r m a n y  ( S c h l e g e l ,  1912;  1 9 2 1 ) ,  S w e d e n

( P l a z i k o w s k i , 1 9 3 5 ) ,  F r a n c e  ( S a l g u e s ,  1 9 37 ) ,  N e w  Z e a l a n d  ( S a l i s b u r y ,  

1 9 4 9 ) ,  P o l a n d  ( B o r k o w s k a - T r i p p e n b a c h  a n d  S z w e j k o w s k i ,  1950)  a n d  I t a l y  

( T a p p i ,  1 9 5 2 - 5 3 ) .

R e p o r t s  o n  i n f e c t i o n s  of  f a r m  a n i m a l s  a t t r i b u t e d  to  C .  a l b i c a n s  a r e  

m o r e  r e c e n t .  F a t a l  o r a l  c a n d i d i a s i s  o f  s u c k l i n g  p i g s  w a s  d e s c r i b e d  b y  

K o v a l e v  (1947)  a n d  i n  1952  Q u i n  r e c o r d e d  a  s i m i l a r  i n c i d e n t  a n d  a t t r i b u t e d  

i t  t o  t h e  e f f e c t  of  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  a n i m a l  f e e d .  O r a l  c a n d i d i a s i s  

i n  p i g s  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  b y  M c C r e a  a n d  O s b o r n e  (1957)  a n d  G i t t e r  

a n d  A u s t w i c k  (1959)  i n  B r i t a i n .  S y s t e m i c  b o v i n e  c a n d i d i a s i s  w a s  f i r s t  

r e p o r t e d  in  f e e d - l o t  c a t t l e  b y  M c C a r t y  i n  1956 a n d  i n  y o u n g  c a l v e s  on  

p r o l o n g e d  a n t i b i o t i c  t h e r a p y  b y  M i l l s  a n d  H i r t h  (1 9 6 7 ) ,

T h e  g e n u s  C a n d i d a  a c c o m m o d a t e s  m o s t  of  t h e  p a t h o g e n i c  y e a s t  s p e c i e s



a n d  m a n y  s p e c i e s  o f  C a n d i d a  o t h e r  t h a n  C , a l b i c a n s  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  

w i t h  a n i m a l  d i s e a s e .  C a n d i d a  t r o p i c a l i s  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  m y c o t i c  

a b o r t i o n  i n  c a t t l e  a n d  w a s  i s o l a t e d  f r o m  b o v i n e  f o e t u s e s  b y  A u s t w i c k  

and  Venn,  (1 9 5 7 )  a n d  S c h u l t e  a n d  S c h o l z  ( 1 9 6 2 ) ,  C a t a r r h a l  a n d  p u r u l e n t  

e n d o m e t r i t i s  w a s  p r o d u c e d  i n  h e i f e r s  b y  i n t r  a - u t e r i n e  a n d  i n t r  a - v a g i n a l  

i n f e c t i o n  w i t h  C .  t r o p i c a l i s ,  C .  k r u s e i  a n d  C . p a r a p s i l o s i s  b y  H a j s i g ,  

K o p l j a r  a n d  S t e f i c i c  ( 1 9 6 4 ) ,  A u s t w i c k ,  P e p i n ,  T h o m p s o n  a n d  Y a r r o w  

(19  66) i s o l a t e d  C .  t r o p i c a l i s  f r o m  a n  a b o r t e d  f o e t u s  a n d  i n c r i m i n a t e d  i t  

a s  t h e  c a u s e  o f  a b o r t i o n .  T h e s e  a u t h o r s  i n f e c t e d  p r e g n a n t  c o w s  i n t r a 

v e n o u s l y  w i t h  t h e i r  i s o l a t e  a n d  p r o d u c e d  u t e r i n e  i n f e c t i o n  a n d  a b o r t i o n ^

C ,  t r o p i c a l i s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s t o m a c h  c o n t e n t s  o f  t h e  a b o r t e d  

f o e t u s e s .  W o h l g e m u t h  a n d  K n u d t s o n  ( 1 9 7 3 )  r e p o r t e d  t h i s  y e a s t  a s  t h e  

c a u s e  o f  a b o r t i o n  i n  a  c o w  i n  t h e  6 t h  m o n t h  o f  g e s t a t i o n .  T h e  l e s i o n s  w e r e  

t h i c k e n i n g  o f  t h e  a l l a n t o - c h o r i o n ,  p l a c e n t i t i s  a n d  p a r t i a l  a t t a c h m e n t  o f  

t h e  c a r u n c l e s  to  t h e  c o t y l e d o n s ,  C a n d i d a  t r o p i c a l i s  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  

f o e t a l  a b o m a s a l  c o n t e n t s  a n d  p l a c e n t a  a n d  P e r i o d i c  a c i d - S c h i f f  p o s i t i v e  

" b o d i e s ' *  w e r e  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  p l a c e n t a l  v i l l i  a n d  v e s s e l s .  It  h a s  

a l s o  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  b o v i n e  m a s t i t i s  ( A u s t w i c k  e t  a l . , 19 6 6 ;

S e b r y a k o v ,  V e l i t o k ,  Z a v g o r o d n y l  a n d  T i k h o n o v ,  19 7 1 ;  S e b r y a k o v ,  1 9 7 3 ;  

S e g e r s  a n d  C r a e n e n ,  1 9 7 6 ) .

S u d a r i c ,  A g o n o v i c  a n d  H a d z i m u r a t o v i c  ( 1 9 7 0 )  i s o l a t e d  C .  t r o p i c a l i s  

f r o m  p u l m o n a r y  l e s i o n s  o f  a  p i g  w i t h  p n e u m o n i a  a n d  d e m o n s t r a t e d  

" C a n d i d a  b l a s t o s p o r e s "  i n  s e c t i o n s  f r o m  t h e  l e s i o n s .  T h e y  b e l i e v e d  t h a t  

C .  t r o p i c a l i s  w a s  t h e  c a u s e  o f  p n e u m o n i a  i n  t h i s  c a s e ,  K u t t i n ,  B e e m e r ,  

B o c k  a n d  P e r l s t e i n  ( 1 9 7 5 )  a t t r i b u t e d  a n  o u t b r e a k  o f  r e s p i r a t o r y  t r a c t  

i n f e c t i o n  a m o n g  1 , 0 0 0  t u r k e y s ,  o f  w h i c h  50% d i e d ,  t o  C ,  t r o p i c a l i s  a n d



t h e  a u t h o r s  s u s p e c t e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  t e t r a c y c l i n e  a n d  f u r a z o l i d o n e  i n  

f o o d  a n d  t h i s  a n t i b i o t i c  a n d  c h l o r a m p h e n i c o l  i n  w a t e r  m i g h t  h a v e  p r e d i s p o s e d  

t o  i n f e c t i o n .  T h i s  y e a s t  w a s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  l u n g s  a n d  a i r  s a c  s of  

i n f e c t e d  b i r d s .

V o l i n t i r ,  P o p a ,  M o g a - M i n z a t ,  J i v a n e s c u ,  G a r o i u  a n d  O n i c a  ( 1 9 6 7 )  

r e p o r t e d  a n  e p i z o o t i c  o f  g a s t r o e n t e r i t i s  i n  u n w e a n e d  p i g l e t s  w h i c h  e v o l v e d  

p a r a l l e l  t o  m a s t i t i s  i n  t h e  s o w s ,  A  m o r t a l i t y  r a t e  o f  80% w a s  r e c o r d e d  

a m o n g  t h e  p i g l e t s  a n d  C .  p s e u d o t r o p i c a l i s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  g a s t r o 

i n t e s t i n a l  t i s s u e s  o f  t h e  p i g l e t s  a n d  f r o m  t h e  s o w ' s  u d d e r s  a n d  w a s  d e m o n 

s t r a t e d  i n v a d i n g  t h e  d a m a g e d  i n t e s t i n a l  m u c o s a  o f  p i g l e t s  h i s t o l o g i c a l l y ,  

S i d k a r , S i n g h ,  B a n e r j e e  a n d  S h a r m a  (1 9 7 2 )  i m p l i c a t e d  t h i s  s p e c i e s  a s  a  

c a u s e  o f  a b o r t i o n  i n  m a r e s  a f t e r  i s o l a t i o n s  f r o m  p l a c e n t a s ,  f o e t a l  s t o m a c h s ,  

l u n g s  a n d  l i v e r .  T h e y  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  i s o l a t e  w a s  f a t a l  t o  m i c e .

T h i s  y e a s t  h a s  a l s o  b e e n  i n c r i m i n a t e d  a s  a  c a u s e  o f  b o v i n e  m a s t i t i s  

( A r t e c k i ,  Z m a r l i c k i  a n d  G a w e l ,  1 9 7 0 ;  T r o l l d e n i e r ,  B o r e t i n s  a n d  S c h u l t z ,  

1 9 7 0 ;  D a n k o ,  1 9 7 2 ) .

C a n d i d a  p a r a p s i l o s i s  w a s  i s o l a t e d  b y  B i s p i n g ,  R e f a i  a n d  T r a u t w e i n  

( 1 9 6 4 )  f r o m  a  c a s e  o f  m y c o t i c  a b o r t i o n  i n  a  c o w  i n  t h e  3 r d  m o n t h  o f  

p r e g n a n c y  a n d  b y  P r a s a d  a n d  P r a s a d  (1 9 6 6 )  f r o m  a  c o w  w i t h  a c u t e  

m a s t i t i s  w h i c h  h a d  d e v e l o p e d  10 d a y s  a f t e r  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  f o r  

c l i n i c a l  S t a p h y l o c o c c a l  m a s t i t i s .  D a l e  ( 1 9 7 2 )  a t t r i b u t e d  a  c a s e  o f  

c a n i n e  d e r m a t i t i s ,  m a n i f e s t e d  a s  a l o p e c i a  a n d  u l c e r a t i o n  o f  t h e  t a i l ,  t o

t h i s  y e a s t  a n d  r e p o r t e d  s u c c e s s f u l  t r e a t m e n t  w i t h  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  

a  n y s t a t i n - c o n t a i n i n g  c r e a m .

C a n d i d a  k r u s e i  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  a b o r t i o n  i n  c a t t l e  ( H a j s i g



e t  al., 1964 ;  A u s t w i c k  e t  aL, 1 9 6 6 ) ,  w i t h  m a s t i t i s  i n  c o w s  ( S e b r y a k o v ,

19 7 3 ;  S e g e r s  a n d  C r a e n e n ,  19 7 6 )  a n d  w i t h  e n t e r i t i s  i n  c a l v e s  ( A u s t w i c k  

e t  al.,  19 6 6 ;  H o f m a n n ,  K a u f e r  a n d  W e b e r ,  1 9 7 5 ) .

A l t h o u g h  C .  g u i l l i e r m o n d i i  i s  r e g a r d e d  a s  l e s s  p a t h o g e n i c  t h a n  c e r t a i n  

o t h e r  C a n d i d a  s p e c i e s ,  i t  h a s  b e e n  i n c r i m i n a t e d  b y  N i c o l e t ,  S t e c k  a n d  

G e r b e r  ( 1 9 6 5 )  a s  c a u s i n g  d i s s e m i n a t e d  s k i n  s c l e r o s i s  i n  a  m a r e  w i t h  

c h r o n i c  s k i n  g r a n u l o m a s ,  a b d o m i n a l  o e d e m a  a n d  m a s t i t i s .  T h e  y e a s t  

w a s  i s o l a t e d  f r o m  b i o p s y  m a t e r i a l  f r o m  t h e  s k i n  l e s i o n s .  A u s t w i c k  e t  

a l j ( l 9 6 6 )  i s o l a t e d  i t  f r o m  a b o r t e d  b o v i n e  f o e t u s e s  a n d  S i l v e r i o  a n d  C a m a r g o  

( 1 9 7 5 )  i s o l a t e d  i t ,  t o g e t h e r  w i t h  C .  a l b i c a n s , C .  s t e l l a t o i d e a  a n d  C .  

t r o p i c a l i s  , f r o m  20 o f  t h e  1 , 1 1 3  s a m p l e s  o f  s e m e n  o r  u t e r i n e  s e c r e t i o n s  

f r o m  E n g l i s h  t h o r o u g h b r e d  h o r s e s  w i t h  g e n i t a l  d i s e a s e s .  T h e s e  a u t h o r s  

t h o u g h t  t h a t  t h e  y e a s t s  w h i c h  t h e y  i s o l a t e d  m i g h t  h a v e  b e e n  o f  s i g n i f i c a n c e  

i n  t h e  d i s e a s e  c o n d i t i o n s ,

C .  s l o o f f i i  h a s  b e e n  r e p o r t e d  s o l e l y  f r o m  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  i n  p i g s ,  

A u s t w i c k  e t  a l  ( 1 9 6 6 )  f o u n d  i t  t o  b e  c a p a b l e  o f  i n v a d i n g  t h e  e p i t h e l i u m  o f  

t h e  o e s o p h a g u s  a n d  t h e  o e s o p h a g e a l  z o n e  o f  t h e  s t o m a c h  a s  e v i d e n c e d  b y  

h y p h a l  p e n e t r a t i o n .  S m i t h  ( 1 9 6 7 )  r e p o r t e d  i t  i n v a d i n g  t h e  e p i t h e l i u m  i n  

t h e  p a r s  o e s o p h a g e a l  a r e a  o f  t h e  s t o m a c h  o f  35 o f  53 p i g s ,  s t a t e d  t h a t  

t h e  m a j o r i t y  o f  a f f e c t e d  p i g s  a p p e a r e d  c l i n i c a l l y  n o r m a l  a n d  no  d e a t h s  

b e c a u s e  o f  c a n d i d i a s i s  w e r e  e n c o u n t e r e d .

T h e  y e a s t  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  r e c o g n i s e d  a s  a n  a n i m a l

p a t h o g e n  l a t e  i n  t h e  1 9 t h  c e n t u r y .  F o l l o w i n g  h i s  i s o l a t i o n  o f  a  y e a s t  f r o m  

p e a c h  j u i c e  i n  1 8 9 4 ,  w h i c h  h e  n a m e d  S a c c h a r o m y c e s  n e o f o r m a n s  , S a n f e l i c e

( 1895a,  b) i s o l a t e d  a  s i m i l a r  y e a s t  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e  o f  a n  o x  i n  I t a l y .



H e  n a m e d  t h i s  l a t t e r  i s o l a t e  S ,  l i t o g e n e s .  C o x  a n d  T o l h u r s t  ( 1 9 4 6 )  b e l 

i e v e d  t h a t  t h i s  i s o l a t e  w a s  C r .  n e o f o r m a n s . H e n c e  S a n f e l i c e ' s  i s o l a t e  

r e p r e s e n t e d  t h e  f i r s t  r e c o r d  o f  c r y p t o c ô c c a l  i n f e c t i o n  i n  a n  a n i m a l .  In  

1 9 0 1 ,  V u i l l e m i n  f o u n d  c r y p t o c o c c i  i n  a  p u l m o n a r y  l e s i o n  i n  a  p i g  a n d  

r e c o g n i s i n g  t h a t  t h e  l a c k  o f  a s c o s p o r e  f o r m a t i o n  d i f f e r e n t i a t e d  i t  f r o m  

t h e  a s c o s p o r o g e n o u s  y e a s t s ,  t r a n s f e r r e d  i t  t o  t h e  g e n u s  C r y p t o c o c c u s  . 

K l e i n  (1 9 0 1 )  d e s c r i b e d  a  p a t h o g e n i c  y e a s t  r e c o v e r e d  f r o m  c o w ' s  m i l k .

W e i s  (1 9 0 2 )  c o n s i d e r e d  t h i s  t o  b e  i d e n t i c a l  w i t h  s t r a i n s  of  C r ,  n e o f o r m a n s  

o f  h u m a n  a n d  p l a n t  o r i g i n .

T h e  f i r s t  c a s e  o f  e q u i n e  c r y p t o c o c c o s i s  w a s  d e s c r i b e d  b y  F r o t h i n g h a m  

( 1 9 0 2 )  i n  M a s s a c h u s s e t t s  . H e  i s o l a t e d  C r .  n e o f o r m a n s  f r o m  a  m y x o m a 

l i k e  l e s i o n  i n  t h e  l u n g  o f  a  h o r s e  w h i c h  h a d  a  p e r s i s t e n t  n a s a l  d i s c h a r g e  

o f  a  y e a r ' s  d u r a t i o n .  In  1 9 1 3 ,  M e y e r  i s o l a t e d ,  f r o m  a  m y x o m a - l i k e  n a s a l  

g r o w t h  o f  a  h o r s e  i n  P e n n s y l v a n i a ,  a  y e a s t - l i k e  f u n g u s  w h i c h  w a s  d e s i g 

n a t e d  b y  h i m ,  a n d  l a t e r  b y  H a r r i s o n  ( 1 9 2 8 ) ,  a s  T o r u l a  n a s a l i s . A s i m i l a r  

i s o l a t i o n  w a s  m a d e  b y  S c h e l l n e r  ( 1 9 3 5 )  i n  G e r m a n y  a n d  a c c o r d i n g  t o  

A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k  ( 1 9 7 3 )  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  a l l  t h e s e  y e a s t s ,  a n d  

t h o s e  o b t a i n e d  b y  K i k u c h i  ( 1 9 2 3 )  f r o m  a  h o r s e  i n  J a p a n  a n d  b y  W e i d m a n  

( 1 9 3 5 )  f r o m  t h e  l i p  o f  a  h o r s e  i n  P h i l a d e l p h i a ,  w e r e  s t r a i n s  o f  C r  , 

n e o f o r m a n s .

T h e  m a i n  d i s e a s e  c a u s e d  b y  C r .  n e o f o r m a n s  i n  a n i m a l s  i s  b o v i n e  

m a s t i t i s .  A n  i m p r e s s i v e  o u t b r e a k  w a s  r e p o r t e d  f r o m  M a r y l a n d  b y  

Pounden,  A n d e r s o n  a n d  J a e g e r  ( 1 9 5 2 )  w h o  d e s c r i b e d  t h e  c l i n i c a l  a s p e c t s .

I n  t h e  c o u r s e  o f  12 m o n t h s ,  106  o f  2 3 5  c o w s  o f  a  H o l s t e i n - F r i e s i a n  h e r d  

b e c a m e  i n f e c t e d ,  I n n e s ,  S e i b o l d  a n d  A r e n t z e n  ( 1 9 5 2 )  d e s c r i b e d  t h e  

p a t h o l o g y  o f  t h e  c o n d i t i o n  a n d  F m m o n s  (1 9 5 2 )  i d e n t i f i e d  t h e  y e a s t  a s
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C r ,  n e o f o r m a n s ,  A f u r t h e r  o u t b r e a k  of  c r y p t o c o c c a l  m a s t i t i s  i n  t h e  

U n i t e d  S t a t e s  o f  A i n e r i c a  i n  w h i c h  50 o f  2 8 0  c o w s  w e r e  a f f e c t e d  w a s  

r e p o r t e d  b y  S i m o n ,  N i c h o l s  a n d  M o r s e  ( 1 9 5 3 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  a u t h o r s  

d i d  n o t  d e t e r m i n e  t h e  i n i t i a l  s o u r c e ,  t h e y  a t t r i b u t e d  t h e  s p r e a d  o f  i n f e c t i o n  

w i t h i n  t h e  h e r d  to  t h e  u s e  o f  a n  a n t i b i o t i c  d i l u e n t  w h i c h  w a s  c o n t a m i n a t e d  

w i t h  t h e  y e a s t ,

P r i o r  t o  1 9 5 0 ,  c a s e s  of  c r y p t o c o c c o s i s  i n  a n i m a l s  w e r e  r e p o r t e d  o n l y  

s p o r a d i c a l l y .  A b o u t  t h i s  t i m e ,  a  m o u n t i n g  i n t e r e s t  i n  a n i m a l  m y c o s e s  

d e v e l o p e d  a n d  c a s e  r e p o r t s  a p p e a r e d  w i t h  i n c r e a s i n g  f r e q u e n c y .  H o l z -  

w o r t h  (1 9 5 2 )  r e p o r t e d  t h e  f i r s t  c a s e  o f  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  i n  t h e  U . S . A .  

i n  a  m a t u r e  m a l e  c a t  w h i c h ,  a t  n e c r o p s y ,  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  g e n e r a l i s e d  

i n f e c t i o n .  In  1 9 5 3 ,  H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n  r e p o r t e d  a  s e c o n d  c a s e  i n  a  

m a t u r e  f e m a l e  c a t .  B o t h  a n i m a l s  h a d  h i s t o r i e s  o f  c h r o n i c  r e s p i r a t o r y  

d i s o r d e r s  of  s o m e  d u r a t i o n .  S u b s e q u e n t  r e p o r t s  o f  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  

f r o m  t h e  U . S . A .  h a v e  b e e n  r e c o r d e d  b y  M c G r a t h  ( 1 9 5 4 ) ,  K a p l a n ,  A j e l l o , 

B i t e t t o  a n d  M c D o n o u g h  ( 1 9 6 1 ) ,  T r a u t w e i n  a n d  N i e l s e n  ( 1 9 6 2 ) ,  O l a n d e r ,  

R e e d  a n d  P i e r  ( 1 9 6 3 ) ,  f r o m  C a n a d a  b y  B e a u r e g a r d  a n d  M a l k i n  ( 1 9 7 0 ) ;  

B r a s i l  ( C a r v a l h o ,  M e l l o  a n d  F e r r e i r a ,  1974 ) ;  H a w a i i  ( P a l u m b o  a n d  

P e r r i , 1 9 7 5 ) .  I n  E u r o p e ,  c a s e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f r o m  G r e a t  

B r i t a i n  b y  H o w e l l  a n d  A l l a n  ( 1 9 6 4 ) ,  f r o m  F r a n c e  b y  T h e r y  ( 1 9 6 9 )  a n d  

f r o m  A u s t r i a  b y  K o h l e r ,  G i a l a m a s  a n d  K u t t i n  ( 1 9 7 6 ) ,  I n  t h e  S o u t h e r n  

h e m i s p h e r e ,  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  h a s  b e e n  r e c o r d e d  f r o m  J a p a n  b y  

Y a m a m o t o ,  I s h i d a  a n d  S a t o  ( 1 9 5 7 ) ,  f r o m  A u s t r a l i a  b y  C u r t i s  ( 1 9 5 7 )  

a n d  b y  J o h n s t o n  a n d  L a v e r s  ( 1 9 6 3 )  a n d  f r o m  P a p u a ,  N e w  G u i n e a  b y  

H u m p h r e y ,  F o r d h a m  a n d  M c K e r r o w  ( 1 9 7 7 ) ,  F u r t h e r  d e t a i l s  o f  c a s e s  

o f  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  a r e  g i v e n  i n  t a b l e  10,



T h e  f i r s t  c a s e  o f  c a n i n e  c r y p t o c o c c o s i s  w a s  r e p o r t e d  f r o m  t h e  U n i t e d  

S t a t e s  of  A m e r i c a  b y  S e i b o l d ,  R o b e r t s  a n d  J o r d a n  ( 1 9 5 3 ) .  S u b s e q u e n t  

r e p o r t s  o f  c a s e s  w e r e  g i v e n  b y  M c G r a t h  ( 1 9 5 4 ) ,  S c h w a b e  ( 1 9 5 4 ) ,  K a v i t  

( 1 9 5 8 ) ,  R u b i n  a n d  C r a i g  ( 1 9 6 5 ) ,  P r i c e  a n d  P o w e r s  ( 1 9 6 7 )  a n d  W a g n e r ,  

P i c k  a n d  K r i g m a n  ( 1 9 6 8 ) ,

W i t h i n  t h e  g e n u s  C r y p t o c o c c u s  , o n l y  C r .  n e o f o r m a n s  i s  c o n s i d e r e d  to  

b e  p a t h o g e n i c  to  m a n  a n d  a n i m a l s .  O t h e r  s p e c i e s  a r e  u s u a l l y  r e g a r d e d  

a s  c o n t a m i n a n t s  w h e n  i s o l a t e d  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s .  H o w e v e r ,  t h e r e  

a r e  a  f ew  c a s e  r e c o r d s  a s s i g n i n g  p a t h o g e n i c  s i g n i f i c a n c e  to  at l e a s t  3 of  

t h e s e  s u p p o s e d l y  s a p r o p h y t i c  s p e c i e s  i n  m a n  a n d  a n i m a l s .  C a s t e l l a n !

(1 963 )  i s o l a t e d  a n  e n c a p s u l a t e d  y e a s t  f r o m  2 m e n  w i t h  c h r o n i c  u l c e r a t i v e  

b a l a n i t i s  o f  m o r e  t h a n  o n e  y e a r ' s  d u r a t i o n  w h i c h  i n v o l v e d  t h e  g l a n s  

p e n i s  a n d  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  t h e  p r e p u c e .  T h e  y e a s t  w a s  o b t a i n e d  i n  

p u r e  c u l t u r e  f r o m  u n o p e n e d  p u s t u l e s  a n d  h e  n a m e d  i t  C r .  g e n i t a l i s  w h i c h  

L io d d e r  ( l 9 7 4 )  c o n s i d e r e d  to  b e  a  s y n o n y m  of  C r  , a l b i d u s  v a r . a l b i d u s .  

C u n h a  a n d  L u s i n s  (1 9 7 3 )  d e s c r i b e d  a  c a s e  of  m e n i n g i t i s  i n  a  m a n  w h i c h  

t h e y  a t t r i b u t e d  to  C r  . a l b i d u s  a s  t h e y  r e p e a t e d l y  d e m o n s t r a t e d  t h e  y e a s t  

i n  s p i n a l  f l u i d  a n d  a l s o  o b t a i n e d  i t  i n  c u l t u r e .  S i l v a - H u t n e r  (1970)  

d e s c r i b e d  C r .  l a u r e n t i i  a n d  C r .  l u t e o l u s  a s  r a r e  c a u s e s  o f  i n f e c t i o n  o f  

t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  i n  m a n .  C r y p t o c o c c u s  a l b i d u s  w a s  r e p o r t e d  

b y  G a l l i  ( 1 9 6 5 )  a s  t h e  c a u s e  o f  a n  o u t b r e a k  o f  m a s t i t i s  i n  a  d a i r y  h e r d .  

T h e  c o w s  h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  p e n i c i l l i n  d u r i n g  t h e  d r y  p e r i o d  a n d  12 

o f  54 c o w s  s h o w e d  c l i n i c a l  s i g n s  of  m a s t i t i s  1 2 - 1 3  d a y s  p o s t  p a r t u r i t i o n .  

T h e  m a i n  c l i n i c a l  s i g n s  w e r e  s e v e r e  s w e l l i n g  a n d  t e n d e r n e s s  o f  t h e  

m a m m a r y  g l a n d s  a n d  h y p e r t r o p h y  o f  t h e  s u p r a m a m m a r y  a n d  d e e p  

i n g u i n a l  l y m p h  n o d e s .  T h e  m i l k  f r o m  a f f e c t e d  c o w s  w a s  v i s c o u s .
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g r e y i s h - w h i t e  a n d  f l a k y .  T h e  y e a s t  w a s  s e e n  m i c r o s c o p i c a l l y  i n  m i l k  

s e d i m e n t s  a n d  i s o l a t e d  i n  c u l t u r e ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  o t h e r  c a u s a l  a g e n t s  o f  

m a s t i t i s .  G a l l i  p r o d u c e d  l e t h a l  i n f e c t i o n  i n  g u i n e a  p i g s  a n d  m i c e  b y  

i n o c u l a t i n g  t h e m  s u b c u t a n e o u s l y  a n d  i n t r a c e r e b r a l l y  r e s p e c t i v e l y  w i t h  

a  s a m p l e  o f  i n f e c t e d  m i l k ,  A g e n i t a l  i n f e c t i o n  m a n i f e s t e d  a s  n o d u l a r  

l e s i o n s  o n  t h e  p r e p u c e  o f  a  5 y e a r  o l d  s t a l l i o n  w a s  a t t r i b u t e d  t o  C r  . 

a l b i d u s  b y  C o d a z z a ,  B e r t o l d i n i  a n d  S a m p l e r i  ( 1 9 7 3 ) .

U n t i l  r e l a t i v e l y  r e c e n t l y ,  o n l y  a  f e w  y e a s t s  w e r e  c o n s i d e r e d  a s  p o t e n 

t i a l l y  c a p a b l e  of  c a u s i n g  d i s e a s e s  i n  m a n  a n d  a n i m a l s .  H o w e v e r ,  f o l l o w 

i n g  i n c r e a s e d  u s e  o f  a n t i b i o t i c s ,  i m m u n o s u p p r e s s i v e  d r u g s  a n d  o t h e r  

m e d i c a l  a n d  s u r g i c a l  p r o c e d u r e s  w h i c h  a f f e c t  h o s t  r e  s i  s t a n c e ^  a n d  i n  

a d d i t i o n ,  a m o n g  f a r m  a n i m a l s ,  s u c h  f a c t o r s  a s  m a l n u t r i t i o n ,  m a l m a n a g e 

m e n t  a n d  p o o r  h u s b a n d r y ,  m o r e  a n d  m o r e  y e a s t  s p e c i e s  a r e  b e i n g  r e c o g 

n i s e d  a s  p o t e n t i a l  p a t h o g e n s  i n  m a n  a n d  a n i m a l s .  T o d a y ,  a t  l e a s t  15 

s p e c i e s  o f  y e a s t s ,  i n  6 g e n e r a ,  n a m e l y ,  C a n d i d a , C r y p t o c o c c u s , 

T o r u l o p s i s , P i t y r o s p o r u m , T r i c h o s p o r o n  a n d  R h o d o t o r u l a  a r e  d e s i g n a t e d  

a s  m e d i c a l l y  i m p o r t a n t  ( G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e ,  19 6 9 ;  S i l v a - H u t n e r  ,

1 9 7 0 ;  A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k ,  1 9 7 3 ;  A h e a r n ,  1 9 7 4 ;  S e g a l  a n d  A j e l l o , 

1 9 7 6 ;  H a l e y  a n d  C a l l a w a y ,  1 9 7 8 ) .

In  t h e  g e n u s ,  P i t y r o s p o r u m ,  o n l y  P i t ,  p a c h y d e r m a t i s  i s  c o n s i d e r e d  

t o  b e  o f  v e t e r i n a r y  s i g n i f i c a n c e ;  t h e  o t h e r  s p e c i e s  P i t ,  o v a l e  a n d  P i t . 

o r b i c u l a r e  a r e  m a i n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  h u m a n  s k i n ,  b o t h  a s  c o m m e n 

s a l s  a n d  a s  p a t h o g e n s .  P i t ,  p a c h y d e r  m a t i s  i s  l a r g e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  

o t i t i s  e x t e r n a  o f  t h e  d o g .  I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  

d i s e a s e d  e a r  c a n a l  i n  o v e r  50% o f  c a s e s  o f  o t i t i s  e x t e r n a  i n  d o g s  b y  

B a x t e r  a n d  L a w l e r  ( 1 9 7 2 ) ,  S h a r m a  a n d  R h o a d e s  ( 1 9 7 5 )  a n d  b y  B a x t e r
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( 1 9 7 6 ) .  O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  a l s o  n o t e d  a  h i g h  f r e q u e n c y  of  t h e  y e a s t  i n  

d i s e a s e d  e a r s  a n d  G u s t a f s o n  (1 9 5 5 )  s u c c e e d e d  i n  e x p e r i m e n t a l l y  p r o d u c i n g  

o t i t i s  e x t e r n a  b y  i n s t i l l i n g  c u l t u r e s  of  t h e  y e a s t  i n t o  t h e  e a r  c a n a l s  of  d o g s .  

S o m e  a u t h o r s ,  h o w e v e r ,  a r e  n o t  c e r t a i n  a b o u t  t h e  s i g n i f i c a n c e  of  P i t , 

p a c h y d e r  m a t i s  i n  t h e  a e t i o l o g y  o f  c a n i n e  o t i t i s  e x t e r n a  b e c a u s e  i t  i s  f r e 

q u e n t l y  i s o l a t e d  f r o m  a p p a r e n t l y  n o r m a l  e a r s  ( F r a s e r ,  1 9 6 1 ;  G r o n o  a n d  

F r o s t ,  1 9 6 9 ) .  T h i s  y e a s t  h a s  a l s o  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  n o r m a l  a n d  o t i t i c  

e a r s  o f  t h e  c a t  ( B a x t e r ,  1 9 7 6 )  a n d  f r o m  n o r m a l  e a r s  o f  p i g s , c a t t l e  a n d  

h o r s e s  b y  G u s t a f s o n  ( I 9 6 0 ) .

In  t h e  g e n u s  T r i c h o s p o r o n , t h e  s p e c i e s  m o s t  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  

a n i m a l  d i s e a s e ,  i s  T r i .  c u t a n e u m .  A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k  ( 1 9 5 5  a , b )  

i s b l a t e d  i t  f r o m  t h e  t h r o a t  o f  a  d o g  s u f f e r i n g  f r o m  f e v e r ,  c o u g h i n g  a n d  

s w o l l e n  l y m p h  n o d e s ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t u b e r c l e  b a c i l l i .  It  h a s  a l s o  b e e n  

i n c r i m i n a t e d  a s  c a u s i n g  k e r a t i t i s  i n  a  d o g  ( N e g r o n i ,  Q u i n t a n a  a n d  P i c c i c o ,  

I 9 6 0 ) .  K a p l a n  ( 1 9 5 9 )  r e p o r t e d  i t  a s  a  c a u s e  o f  w h i t e  p i e d r a  i n  h o r s e s ,  

m a i n l y  o n  t h e  t h i c k  h a i r  o f  t h e  m a n e  a n d  t a i l ;  a n d  B e r t s c h i n g e r ,

S c h w e i z e r  a n d  S c h o l e r  ( 1 9 6 4 )  r e p o r t e d  i t  a s  a  c a u s e  o f  b o v i n e  m a s t i t i s .

O n e  s p e c i e s  o f  R h o d o t o r u l a , R h .  m u c i l a g i n o s a  h a s  o c c a s i o n a l l y  b e e n  

a s s o c i a t e d  w i t h  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  i n  a n i m a l s .  G a l a t i  ( I 9 6 0 )  a t t r i b u t e d  

c h r o n i c  c a t a r r h a l  a n g i o c h o l i t i s  i n  p i g s  t o  t h i s  s p e c i e s  a n d  H a j s i g  a n d  

J a k o v a c  ( I 9 6 0 )  a s s o c i a t e d  i t  w i t h  b o v i n e  m a s t i t i s .  It  h a s  a l s o  b e e n  

i n c r i m i n a t e d  a s  a  c a u s e  o f  a n  e p i z o o t i c  o f  d e r m a t i t i s  o f  t h e  f e a t h e r e d  

p a r t s  o f  c h i c k e n s  i n  I s r a e l  b y  B e e m e r ,  S c h n e e r s o n - P o r a t  a n d  K u t t i n  

( 1 9 7 0 ) .

A l t h o u g h  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  T o r u l o p s i s  w h i c h  

h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  a n d  a n i m a l  s o u r c e s  h a s  b e e n  m u c h  d i s p u t e d .
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t h e  f r e q u e n c y  w i t h  w h i c h  s o m e  s p e c i e s ,  n a m e l y  T .  g l a b r a t a  a n d  T .

C a n d i d a  ( f o r m e r l y  T .  f a m a t a )  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  t h e s e  s o u r c e s  

i n c l i n e s  s o m e  i n v e s t i g a t o r s  to  a t t r i b u t e  t o  t h e m ,  a t  l e a s t  t e n t a t i v e l y ,  a  

p a t h o g e n i c  r o l e  ( G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e ,  1 9 6 9 ) .  A u s t w i c k  e t  a l  ( 1 9 6 6 )  

i s o l a t e d  T .  g l a b r a t a  f r o m  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t  o f  p i g l e t s  s u f f e r i n g  f r o m  

t y m p a n y .  W h i t e ,  L i n d s a y  a n d  A s h  (1 9 7 2 )  i n d i c a t e d  t h a t ,  b y  f e e d i n g  

g l u c o s e  i n  f a t - f r e e  m i l k  t o  l a m b s  a n d  p i g l e t s ,  T .  g l a b r a t a ,  n o r m a l l y  < 

p r e s e n t  i n  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t ,  c o u l d  p r o l i f e r a t e  a n d  p r o d u c e  h i g h  l e v e l s  of  

e t h a n o l  i n  t h e  p l a s m a  of  l a m b s  t h r o u g h  f e r m e n t a t i o n ,  c a u s i n g  o b v i o u s  

s y m p t o m s  o f  i n t o x i c a t i o n .  T .  g l a b r a t a  h a s  a l s o  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  

b o v i n e  m a s t i t i s  ( S c h o l e r ,  1 9 6 3 ) .  K n u d t s o n ,  R u t h ,  K i r k b r i d e  a n d  T i n a u t  

(1 9 7 6 )  i s o l a t e d  i t  f r o m  a b o m a s a l  c o n t e n t s  a n d  l u n g s  o f  a n  a b o r t e d  b o v i n e  

f o e t u s  w i t h  d i f f u s e  p n e u m o n i a  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h e  c e l l s  o f  t h e  y e a s t  w i t h 

i n  b r o n c h i o l a r  m a c r o p h a g e s .

T h a t  T .  C a n d i d a  i s  a  c o m m e n s a l  i n  a n i m a l s  h a s  b e e n  s h o w n  b y  B a t i s t a ,  

V a s c o n c e l o s ,  F i s c h m a n  a n d  S i l v a  (1 9 6 1 )  a n d  K a b e n  and .  P r e u s s  (1 9 6 7 ) .  

H o w e v e r ,  t h i s  s p e c i e s  h a s  b e e n  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  m o u t h s  o f  p i g s  w i t h  

v i t a m i n  A d e f i c i e n c y  b y  H a j s i g ,  R i z n a r  a n d  M a r z a n  (1 9 6 2 )  a n d  f r o m  t h e  

u d d e r s  o f  c o w s  w i t h  m a s t i t i s  b y  F u n k e  ( I 9 6 0 ) ,

F o r  a  n u m b e r  o f  r e a s o n s ,  t h e  t r u e  i n c i d e n c e  o f  y e a s t  i n f e c t i o n s  i n  

a n i m a l s  i s  n o t  k n o w n .  I n f e c t i o n s  w i t h  t h e s e  o r g a n i s m s  a r e  n o t  n o t i f i a b l e ,  

a r e  i r r e g u l a r l y  r e p o r t e d  a n d ,  e v e n  w h e n  r e p o r t e d ,  t h e  s p e c i e s  o r  e v e n  

g e n u s  o f  t h e  i s o l a t e  i s  f r e q u e n t l y  n o t  g i v e n .  T h i s  l a c k  o f  i n f o r m a t i o n  

m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  c o n n e c t  i n d i v i d u a l  y e a s t  s p e c i e s  w i t h  d i s e a s e  c o n 

d i t i o n s .  M o r e o v e r ,  y e a s t  i n f e c t i o n s  m a y  o f t e n  b e  w r o n g l y  d i a g n o s e d  

a n d  t h e  c a u s e  o f  t h e  d i s e a s e  i n c o r r e c t l y  a t t r i b u t e d  t o  o t h e r  a e t i o l o g i c a l  

a g e n t s .
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M E D I A  A N D  R E A G E N T S

T h e  f o l l o w i n g  m e d i a  w e r e  u s e d  in  t h e  s t u d y  a n d  m a i n t e n a n c e  of  y e a s t  

s p e c i e s ;  f o r  i s o l a t i o n  f r o m  p a t h o l o g i c a l  s p e c i m e n s ,  c h l o r a m p h e n i c o l  w a s  

i n c o r p o r a t e d  a s  a n  a n t i b a c t e r i a l  a g e n t .

C om m erc ia l  media were  prepared according to the manufacturer's  

r e c o m m e n d a t io n s »

Actidione (Cycloheximide) Resistance Agar

B a c t o - y e a s t  n i trogen  b a s e  (Difco) 6 7 . 0  g,

Glucose 20.0 g.

Actidione (cycloheximide)  (BDH) 100 .0  mg.

Agar (Oxoid Technical)  15 .0  g.

D is t i l led  water 1000 ml

P r e p a r a t i o n

T h e  i n g r e d i e n t s  w e r e  h e a t e d  to  d i s s o l v e ,  d i s p e n s e d  in  10 m l  v o l u m e s  

i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  a u t c l a v e d  a t  10 I b s / s q .  i n .  (11 5 ° C )  f o r  20 m i n u t e s  

p H  5 . 5 .

A r b u t i n  A g a r

A r b u t i n  ( H y d r o q u i n o n e -  j3 - D - g l u c o p y r a n o s i d e )  5 . 0  g .

Y e a s t  e x t r a c t  (O xo id )  5 . 0  g .

A g a r  1 5 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1000 m l

1% a q .  f e r r i c  a m m o n i u m  c i t r a t e  s o l u t i o n
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P r e p a r a t i o n  ( L o d d e r  , 1974)

A r b u t i n  a n d  a g a r  w e r e  d i s s o l v e d  i n  0 . 5 %  o x o i d  y e a s t  e x t r a c t  b y  h e a t 

i n g ,  d i s p e n s e d  i n  7 m l  a l i q u o t s  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  a u t o c l a v e d  a t

o
15 I b s / s q .  i n .  (121 C )  f o r  15 m i n u t e s .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  s t e r i l i z a t i o n ,

3 d r o p s  o f  S e i t z - f i l t e r e d  1% f e r r i c  a m m o n i u m  c i t r a t e  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  

a s e p t i c a l l y  to  t h e  l i q u i f i e d  a g a r  i n  e a c h  b o t t l e ,  c a r e f u l l y  s h a k e n  to  m i x  

a n d  s l a n t e d .

C h r i s t e n s e n ' s  U r e a  A g a r

B a c t o -u r e a  agar base  (Difco) 2 9 . 0  g.

Agar 1 5 .0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1000 m l

P r e p a r a t i o n

29 g .  o f E a c t o - u r e a  a g a r  b a s e  w e r e  d i s s o l v e d  i n  100  m l  d i s t i l l e d  

w a t e r  a n d  s t e r i l i z e d  b y  S e i t z  f i l t r a t i o n ;  15 g .  o f  a g a r  w e r e  d i s s o l v e d  b y  

h e a t i n g ,  i n  9 0 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r ,  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  15 I b s / s q .  in ,  

(121*^C) f o r  15 m i n u t e s ,  c o o l e d  to  55 C ,  t h e  s t e r i l e  B a c t o - u r e a  a g a r  b a s e  

w a s  a d d e d  a s e p t i c a l l y ,  t h e  m e d i u m  m i x e d  a n d  d i s p e n s e d  i n t o  s t e r i l e  

u n i v e r s a l  b o t t l e s .  p H  6 . 9 .

C o r n  M e a l  A g a r

C o r n  m e a l  e x t r a c t  ( O x o i d )  2 . 0  g .

A g a r  N o .  3 ( O x o i d )  1 5 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

17 g .  o f  t h e  d e h y d r a t e d  m e d i u m  w e r e  s u s p e n d e d  i n  a  l i t r e  o f  d i s t i l l e d
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w a t e r ,  b r o u g h t  to  t h e  b o i l  t o  d i s s o l v e  a n d  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  

15 1 b s / s q .  i n .  (121 C) f o r  1 5 m i n u t e s  . p H  6 . 0 .

C z a p e k - D o x  A g a r  ( M o d i f i e d )  + T w e e n  80 

C z a p e k - D o x  a g a r  ( O x o i d )  3 3 . 4  g .

T w e e n  80 ( p o l y o x y e t h y l e n e  s o r b i t a n

m o n o - o l e a t e )  10 m l

D i s t i l l e d  w a t e r  1000  m l

P r e p a r a t i o n

3 3 . 4  g .  of  t h e  d e h y d r a t e d  m e d i u m  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a  l i t r e  o f  d i s t i l l e d  

w a t e r ,  10 m l  o f  T w e e n  80 a d d e d ,  a n d  t h e  m e d i u m  s t e r i l i z e d  b y  a u t o 

c l a v i n g  a t  10 I b s / s q .  i n .  (115*^C) f o r  20 m i n u t e s .  p H  6 . 8 .

50% G l u c o s e  A g a r

D - g l u c o s e  m o n o h y d r a t e  ( B D H ) 5 0 . 0 g*

Y e a s t  e x t r a c t  ( O x o i d ) 1 . 0 g-

A g a r 2 . 0 g-

D i s t i l l e d  w a t e r 100 m l

P r e p a r a t i o n  ( L o d d e r ,  1974)

T h e  i n g r e d i e n t s  w e r e  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g ,  d i s t r i b u t e d  i n  10 m l  

v o l u m e s  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  10 I b s / s q .  in ,  

( 1 1 5  C) f o r  15 m i n u t e s ,

G u i z o t i a  a b y s s i n i c a  ( N i g e r  S e e d )  A g a r  

G u i z o t i a  e x t r a c t  2 0 0  m l

D - g l u c o s e  1 0 . 0  g .
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C r e a t i n i n e  ( B D H )  0 . 7 8  g .

C h l o r a m p h e n i c o l  0 , 0 5  g .

A g a r  2 0 . 0  g .

D i p h e n y l  ( B i p h e n y l )  ( B D H )  0 . 1  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  800  m l

P r e p a r a t i o n  ( R i p p o n ,  19 7 4 )

70 g .  of  G u i z o t i a  a b y s s i n i c a  s e e d s  g r o u n d  i n  a  W a r i n g  b l e n d e r  w e r e  

a d d e d  to  350  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a u t o c l a v e d  a t  10 I b s / s q *  i n .  ( 1 1 5  C)  

f o r  10 m i n u t e s ,  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  c h e e s e c l o t h .  T h e  m e d i u m  w a s  

p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  t h e  i n g r e d i e n t s ,  e x c e p t  d i p h e n y l ,  b y  h e a t i n g ,  a u t o 

c l a v i n g  a t  15 I b s / s q .  i n .  (121 C)  f o r  15 m i n u t e s ,  a n d  a l l o w i n g  t o  c o o l  to  

5 0 ° C  i n  a  w a t e r  b a t h ,  w h e n  0 . 1  g .  o f  d i p h e n y l  d i s s o l v e d  i n  10 m l  o f  a b s o 

l u t e  a l c o h o l  w a s  a d d e d  a s e p t i c a l l y .  p H  7 . 0 .

V - 8  J u i c e  A g a r

V - 8  V e g e t a b l e  J u i c e  3 6 0  m l

C a l c i u m  c a r b o n a t e  8 . 0  g .

A g a r  2 0 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  6 4 0  m l

P r e p a r a t i o n

T h e  a g a r  a n d  c a l c i u m  c a r b o n a t e  w e r e  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  

b y  h e a t i n g ,  t h e  V - 8  v e g e t a b l e  j u i c e  a d d e d ,  t h e  m e d i u m  d i s p e n s e d  i n  10 m l  

v o l u m e s  i n t o  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  a u t o c l a v e d  a t  10 I b s / s q .  i n .  ( 1 1 5 ° C ) 

f o r  20  m i n u t e s .  p H  6.  8,
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N u t r i e n t  G e l a t i n

L a b -  L e  m e  o P o w d e r  ( O x o i d )  3 . 0  g .

P e p t o n e  5 .  0 g .

G e l a t i n  1 2 0 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

128  g .  o f  d e h y d r a t e d  m e d i u m  w e r e  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g  i n  a  l i t r e  of

d i s t i l l e d  w a t e r ,  d i s t r i b u t e d  i n t o  u n i v e r s a l  b o t t l e s  i n  10 m l  v o l u m e s  a n d

s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  15 I b s / s q .  i n .  (121*^C) f o r  15 m i n u t e s ;  t h e

o
m e d i u m  w a s  a l l o w e d  t o  g e l  i n  a  v e r t i c a l  p o s i t i o n  a n d  s t o r e d  a t  4  C t i l l  

u s e d . p H  6 . 8 .

3% P e p t o n e  A g a r

M y c o l o g i c a l  p e p t o n e  ( O x o i d )  3 0 . 0  g .

A g a r  2 0 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

P e p t o n e  a n d  a g a r  w e r e  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  b y  h e a t i n g ,  d i s t r i 

b u t e d  i n  10 m l  a l i q u o t s  i n t o  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  

a t  15 I b s / s q .  i n .  ( 1 2 1 ° C )  f o r  20 m i n u t e s  .

P o t a t o  D e x t r o s e  A g a r

S l i c e d  p o t a t o e s  2 0 0 . 0  g .

D e x t r o s e  1 0 , 0  g .

A g a r  1 5 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  to  1 0 0 0  m l
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P r e p a r a t i o n  ( H a l e y  a n d  C a l l a w a y ,  19 7 8 )

S m a l l  p i e c e s  o f  p o t a t o  w e r e  s i m m e r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  60  C f o r  

a n  h o u r ,  f i l t e r e d  t h r o u g h  c r u d e  f i l t e r  p a p e r ,  d e x t r o s e  a n d  a g a r  a d d e d  

t o  t h e  f i l t r a t e  a n d  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g ;  v o l u m e  r e s t o r e d  t o  1 000  m l  a n d  

t h e  m e d i u m  a u t o c l a v e d  a t  15 I b s / s q .  i n .  (121 C)  f o r  10 m i n u t e s .  p H 5 . 6 .

S a b  o u r  a ud  D e x t r o s e  A g a r  (SDA )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l  

M y c o l o g i c a l  p e p t o n e  ( O x o i d )  1 0 . 0  g .

D e x t r o s e  ( D - g l u c o s e )  4 0 . 0  g .

A g a r  N o .  1 ( O x o i d )  1 5 , 0  g .

C h l o r a m p h e n i c o l  0 , 0 5  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

65  g .  o f  d e h y d r a t e d  m e d i u m  w e r e  s u s p e n d e d  i n  a  l i t r e  of  d i s t i l l e d  

w a t e r ,  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g ,  c h l o r a m p h e n i c o l  a d d e d ,  m i x e d  a n d  s t e r i 

l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  15 I b s / s q . i n . (121 C) f o r  1 5 m i n u t e s  . p H  5 .  6

S a b o u r a u d  D e x t r o s e  B r o t h  s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l

A s  f o r  S a b o u r a u d  d e x t r o s e  a g a r  s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l ,  

o m i t t i n g  t h e  a g a r .

S t a r c h  P r o d u c t i o n  A g a r

Y e a s t - n i t r o g e n  b a s e  ( D i f c o )  1 0 . 0  g .

D e x t r o s e  ( D - g l u c o s e )  3 0 . 0  g .

Y e a s t  e x t r a c t  ( D i f c o )  3 . 0  g .

A g a r  2 0 , 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l
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P r e p a r a t i o n  ( W i d r a  a n d  L o n g ,  1970 )

I n g r e d i e n t s  w e r e  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g  a n d  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g

o
a t  10 I b s / s q .  i n .  ( 1 1 5  C)  f o r  20 m i n u t e s .

V i t a m i n - f r e e  M e d i u m

B a c t o - v i t a m i n - f r e e  y e a s t  b a s e  ( D i f c o )  1 6 . 7  g .

A g a r  2 0 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

1 6 . 7  g .  o f  t h e  d e h y d r a t e d  m e d i u m  w e r e  s u s p e n d e d  i n  a  l i t r e  o f  d i s t i l l e d  

w a t e r ,  t h e  a g a r  a d d e d ,  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g ,  d i s p e n s e d  i n  10 m l  v o l u m e s  

i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  10 I b s / s q .  i n .  (11 5 ° C )  

f o r  20 m i n u t e s .  pH 4 . 5 .

Y e a s t  C a r b o n  B a s e  

B a c t o - y e a s t  c a r b o n  b a s e  (Difco)  

A g a r

D i s t i l l e d  w a t e r

1 1 7 . 0  g .

1 5 . 0  g .  

1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

117 g ,  o f  y e a s t  c a r b o n  b a s e  p o w d e r  w e r e  s u s p e n d e d  i n  a  l i t r e  o f  d i s 

t i l l e d  w a t e r ,  a g a r  a d d e d ,  d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g ,  d i s p e n s e d  a n d  s t e r i l i z e d

o
b y  a u t o c l a v i n g  a t  10 I b s / s q .  i n .  ( 1 1 5  C )  f o r  20 m i n u t e s .  p H  4 . 5 .

Y e a s t  N i t r o g e n  B a s e  

B a c t o - y e a s t  n i t r o g e n  b a s e  ( D i f c o )  

A g a r

D i s t i l l e d  w a t e r

2 1

6 7 . 0  g .

1 5 . 0  g .  

1 0 0 0  m l



P r e p a r a t i o n

67 g .  o f  y e a s t  n i t r o g e n  b a s e  p o w d e r  w e r e  s u s p e n d e d  i n  a  l i t r e  of

d i s t i l l e d  w a t e r ,  a g a r  a d d e d ,  d i s s o l v e d  b y  b e a t i n g ,  d i s p e n s e d  a n d  s t e r i -

o
l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  10 I b s / s q .  i n .  ( 1 1 5  C)  f o r  2 0  m i n u t e s .  p H  4 . 5 .

C a r b o h y d r a t e  a n d  N i t r a t e  A s s i m i l a t i o n  ( A u x a n o g r a p h i c )  T e s t s

S a t u r a t e d  a q u e o u s  s o l u t i o n s  o f :  (1)  g l u c o s e ,  (2) m a l t o s e ,  (3) s u c r o s e ,

(4)  l a c t o s e ,  (5)  D - g a l a c t o s e ,  (6)  i n o s i t o l ,  (7) t r e h a l o s e ,  (8) D - m a n i t o l ,

(9) r a f f i n o s e ,  (10)  m e l i b i o s e ,  (11)  c e l l o b i o s e ,  (12)  D - x y l o s e ,  (13)  c i t r i c

a c i d ,  (14)  e r y t h r i t o l ,  (15)  m e i e z i t o s e ,  (16)  i n u l i n ,  ( 17 )  s a l i c i n ,  (18)  r i b i t o l ,

(19 )  D - r i b o s e ,  (20)  L -  s o r b o s e , (21 )  L - r h a m n o s e ,  (22)  g a l a c t i t o l ,

(23 )  l a c t a t e ,  (24 )  s u c c i n a t e ,  (25)  D - g l u c i t o l ,  (26)  c<-  m e  t h y l - D - g l u e  o s i d e  ,

(27)  D - a r a b i n o s e , (28)  L . - a r b i n o s e , (29)  g l u c o n o - c T - l a c t o n e , ( 3 0 ) 2 - K e t o -

g l u c o n a t e ,  (31 ) 5 - K e t o g l u c o n a t e , (32 )  s o r b i t o l ,  (33 )  a r b u t i n ,  (34)  s o l u b l e

s t a r c h ,  (35 )  e t h a n o l  a n d  (36 )  g l y c e r o l ,  w e r e  p r e p a r e d  a n d  p i p p e t t e d  o n

6 x 6  m m  f i l t e r  p a p e r  d i s c s  i n  p e t r i  d i s h e s ,  t h e  e x c e s s  s o l u t i o n  r e m o v e d

o
a n d  t h e  d i s c s  d r i e d  a t  56 C .  T h e s e  i m p r e g n a t e d  d i s c s  w e r e  u s e d  a s

c a r b o h y d r a t e  s o u r c e s  i n  t h e  a s s i m i l a t i o n  t e s t s .

In  t h e  c a s e  o f  g l y c e r o l ,  e t h a n o l  a n d  s o l u b l e  s t a r c h ^ a q u e o u s  s o l u t i o n s

w e r e  u s e d  i n  t h e  t e s t s .  A w e l l  w a s  c u t  i n  t h e  s e e d e d  a s s i m i l a t i o n  a g a r

w i t h  a  s t e r i l e  c o r k  b o r e r  ( s i z e  3) a n d  f i l l e d  w i t h  t h e  s o l u t i o n .

P a p e r  d i s c s  i m p r e g n a t e d  w i t h  s a t u r a t e d  s o l u t i o n s  o f  p o t a s s i u m  n i t r a t e

( K N O  ) a n d  m y c o l o g i c a l  p e p t o n e  w e r e  u s e d  a s  n i t r o g e n  s o u r c e s  i n  t h e  
3

a s s i m i l a t i o n  t e s t s .  P e p t o n e  w a s  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  g r o w t h  c o n t r o l  f o r  

n i t r a t e  a s s i m i l a t i o n .
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F e r m e n t a t i o n  M e d i u m

S u g a r  M e d i u m  B r o t h  B a s e  ( O x o i d )

L a b - L e m c o  b e e f  e x t r a c t  . 5 . 0  g .

P e p t o n e  ( B a c t o )  1 0 . 0  g .

S o d i u m  c h l o r i d e  3 . 0  g .

D i - s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  2 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

I n d i c a t o r

B r o m o t h y m o l  b l u e  ( g r a n u l e s )  0 . 1  g .

0 . 1  N  N aO H  2 . 5  m l

D i s t i l l e d  w a t e r  4 7 . 5  m l

T e s t  S u g a r s

D - g l u c o s e ,  D - g a l a c t o s e ,  s u c r o s e ,  m a l t o s e ,  l a c t o s e ,  r a f f i n o s e ,  

c e l l o b i o s e ,  m e l i b i o s e  a n d  i n u l i n  w e r e  u s e d  i n  t h e  f e r m e n t a t i o n  t e s t s .

P r e p a r a t i o n  ( D o d d e r ,  1 9 7 4 )

T h e  f e r m e n t a t i o n  o f  a l l  s u g a r s  u s e d  w a s  t e s t e d  i n  2% s o l u t i o n s  i n  

7 5  x  10 m m  c o t t o n - p l u g g e d  t e s t  t u b e s  c o n t a i n i n g  D u r h a m  t u b e s  ( 1 5 x 6  m m ) ,  

e x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  r a f f i n o s e  w h e r e  a  4% s o l u t i o n  w a s  e m p l o y e d .  T h e  

s u g a r s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a  0 . 5 %  s o l u t i o n  o f  O x o i d  b e e f  e x t r a c t  a s  t h e  

b a s a l  b r o t h  m e d i u m ,  i n c o r p o r a t i n g  b r o m o t h y m o l  b l u e  a s  a n  i n d i c a t o r .

I n g r e d i e n t s  o f  t h e  b r o t h  w e r e  d i s s o l v e d  b y  s t e a m i n g ,  p H  a d j u s t e d  t o  

7 .  2 - 7 ,  3 ,  i n d i c a t o r  a d d e d  (12 m l / l i t r e ) ,  a n d  t h e  b r o t h  s t e r i l i z e d  b y  a u t o 

c l a v i n g ,  i n  100  m l  v o l u m e s ,  a t  15 I b s / s q .  i n .  ( 1 2 1 ° C )  f o r  15 m i n u t e s .

A f t e r  s t e r i l i z a t i o n ,  t h e  s u g a r  p o w d e r s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  i n d i v i d u a l  

b o t t l e s  c o n t a i n i n g  t h e  b a s a l  m e d i u m  t o  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 % ,
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e x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  r a f f i n o s e  w h e r e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  4% w a s  u s e d  

1 , 5  m l  a l i q u o t s  o f  t h e  s u g a r  s o l u t i o n s  w e r e  f i n a l l y  d i s p e n s e d  i n t o  s t e r i l e  

c o t t o n - p l u g g e d  t e s t  t u b e s  c o n t a i n i n g  i n v e r t e d  D u r h a m  t u b e s  a n d  s t e r i l i z e d  

b y  t y n d a l i z a t i o n , b y  s t e a m i n g  f o r  20  m i n u t e s  e a c h  d a y  f o r  3 c o n s e c u t i v e  

d a y s .

P h o s p h a t e  B u f f e r e d  S a l i n e  ( P B S )  (p H  7 . 3 )

S o d i u m  c h l o r i d e  8 . 0  g .

P o t a s s i u m  c h l o r i d e  0 , 2  g .

D i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  1 . 1 5  g .

P o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e  0 , 2  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

10 t a b l e t s  ( O x o i d )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a  l i t r e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  

a u t o c l a v e d  a t  10 I b s / s q .  i n .  (11 5 ° C )  f o r  10 m i n u t e s .

V e r o n a l  ( B a r b i t o n e )  B u f f e r  (pH  8 . 2 )

D i e t h y l b a r b i t u r i c  a c i d  ( b a r b i t o n e )  3 . 3 2  g ,

( C ^ H ^ )  C . C O . N H . C O . N H . C O

S o d i u m  d i e t h y l  b a r b i t o n e  ( b a r b i t o n e
s o d i u m )  2 5 .  52 g .

( C - H  ) C . C O . N H . C - ( O N a )  
z  t) 2

D i s t i l l e d  w a t e r  2 0 0 0  m l

P r e p a r a t i o n

B a r b i t o n e  w a s  d i s s o l v e d  i n  2 0 0  m l  h o t  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  b a r b i t o n e  

s o d i u m  i n  1 5 0 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r ;  t h e  t w o  s o l u t i o n s  w e r e  m i x e d ,  m a d e
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up  t o  2 l i t r e s  a n d  2 g .  ( 0 . 1 % )  of  s o d i u m  a z i d e  ( N a N ^ )  a d d e d  a s  a  p r e s e r  

v a t i v e .

C o c a ' s  S a l i n e

S o d i u m  c h l o r i d e  (NaCl)  5 . 0  g .

S o d i u m  b i c a r b o n a t e  (Na  H C O ^ )  2 , 7  5 g .

P h e n o l  c r y s t a l s  4 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1000  m l

The solution was s t e r i l i z e d  by autoclaving at 15 I b s / s q .  in .  (121 C) 

for 15 minutes  .

F o r m o l  Saline

4% 100 m l  40% formaldehyde  solution

900 ml 0.85% saline  (NaCl)

2% 50 m l  40%  f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n

950  m l  0 . 8 5 %  s a l i n e

G e l - w a s h i n g  F l u i d

D i - s o d i u m  t e t r a b o r a t e  ( B o r a x )  4 . 0  g .

(Nag B^O^.IOH^O)

S o d i u m  c h l o r i d e  (bkCl) 4 . 0  g .

D i s t i l l e d  w a t e r  1 000  m l

0 . 1 %  A m i d o  B l a c k  S t a i n  f o r  G e l

O n e  g . o f  a m i d o  ( n a p h t h a l e n e )  b l a c k  w a s  d i s s o l v e d  i n  a  l i t r e  o f  m e t h a n o l -  

g l a c i a l  a c e t i c  a c i d - w a t e r  s o l v e n t  ( 5 : 1 : 4 ) .
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G e l  D e - s t a i n i n g  F l u i d

M e t h a n o l  500 m l

G l a c i a l  a c e t i c  a c i d  100 m l

D i s t i l l e d  w a t e r  4 0 0  m l

M o u n t a n t s  a n d  S t a i n s

T h e  f o l l o w i n g  w e r e  u s e d  f o r  m o u n t i n g  a n d  s t a i n i n g  b o d y  f l u i d s ,  s m e a r s  

a n d  h i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s .

Lactophenol cotton blue

20% potassium hydroxide solution 

Gomori 's  Methenamine-s i lver-nit ra te  stain (Grocott modification for 

fungi)

Gram stain

Haematoxylin and F o s in  (H & E)

M a l a c h i t e  G r e e n - S a f r a n i n e  s t a i n  ( L o d d e r ,  1974)

M a y e r ' s  m u c i c a r m i n e  

P e r i o d i c  A c i d  S c h i f f  ( P . A . S . )
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o u t  on  SDA c o n t a i n i n g  c h l o r a m p h e n i c o l ,  t h e n  s i n g l e  c o l o n i e s  w e r e  s e l e c 

t e d  . T h e s e  p u r e  c u l t u r e s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  of i n o c u l a  a n d  

i d e n t i f i c a t i o n ,  w h i c h  w a s  c a r r i e d  ou t  a c c o r d i n g  to  t h e  c r i t e r i a  d e f i n e d  

by Lodder (1974) and Barnett and Pankhurst (1974).

Colony Charac te r is t ics

0
Yeast isolates  were grown on SDA plates at 28 C for 3-4 days, co lo

nial characteris t ics  were noticed, then the plates were left at room 

temperature for up to 3 weeks before the final observation. The sur

face of the growth, margin, appearance, consistency, smell  and pigments

were all  recorded.

Morphology of v e g e ta b le  c e l l s

Wet mounts from 3-4 days old pure cultures were examined to d e te r 

mine the s i z e ,  shape and type of budding of the vegetative  c e l l s .

M y c e l i u m  o r  p s e u d o  m y c e l i u m  p r o d u c t i o n

T h e  a b i l i t y  to  f o r m  p s e u d o -  o r  t r u e  m y c e l i u m  w a s  d e t e r m i n e d  b y  

c u l t u r e  on  c o r n  m e a l  a g a r .  P l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  f r o m  y o u n g  y e a s t  

c u l t u r e s  b y  s t r e a k i n g  o v e r  t h e  a g a r  s u r f a c e .  A s t e r i l e  c o v e r  s l i p  w a s

p l a c e d  o v e r  a  p o r t i o n  o f  t h e  s t r e a k .  I n o c u l a t e d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  
o

a t  24 C f o r  7 d a y s ,  w i t h  d a i l y  e x a m i n a t i o n  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  f i l a m e n 

t a t i o n .

F o r m a t i o n  o f  a s c o s p o r e s

A s l a n t  of  V - 8  j u i c e  a g a r  a n d  of  3% p e p t o n e  a g a r  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  

e a c h  i s o l a t e ,  i n c u b a t e d  a t  2 4 ° C  f o r  3 d a y s  b e f o r e  b e i n g  e x a m i n e d  m i c r o 

s c o p i c a l l y  f o r  t h e  f i r s t  t i m e .  C u l t u r e s  t h a t  d i d  n o t  s p o r u l a t e  w e r e  t h e n
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m a i n t a i n e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  e x a m i n e d  a t  w e e k l y  i n t e r v a l s  f o r  up 

to  3 w e e k s .  A s c o s p o r e  f o r m a t i o n  w a s  v e r i f i e d  b y  s t a i n i n g  w i t h  a q u e o u s  

m a l a c h i t e  g r e e n  — s a f r a n in e  s t a in  ( L o d d e r ,  1974).

F o r m a t i o n  o f  c h l a m y d o s p o r e s

S t r e a k s  f r o m  y o u n g  c u l t u r e s  w e r e  m a d e  on  th e  s u r f a c e  o f  C z a p e k - D o x  

a g a r  c o n t a i n i n g  T w e e n  8 0 ,  a n d  s t e r i l e  c o v e r  s l i p s  a p p l i e d .  P l a t e s  w e r e  

i n c u b a t e d  a t  2 4 ° C  f o r  7 d a y s  a n d  e x a m i n e d  d a i l y  f o r  c h l a m y d o s p o r e  p r o d u c 

t i o n .

Germ tube test

0 , 5  ml of s ter i le  horse  serum was inoculated with a smal l  inoculum 

from a young culture ,  incubated at 37°C for 4 hours and examined for 

germ  tube production.

Demonstration of capsule

T h i s  t e s t  w a s  p e r f o r m e d  b y  m a k i n g  a n  a q u e o u s  s u s p e n s i o n  f r o m  t h e  

y e a s t  c u l t u r e  i n  a  d r o p  of  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a  d r o p  of  I n d i a - i n k  w a s  a d d e d ,  

m i x e d  a n d  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  m i c r o s c o p i c a l l y  e x a m i n e d .

A u x a n o g r  a p h i c  t e s t s  

A s s i m i l a t i o n  of C a r b o h y d r a t e s

T h e  a b i l i t y  o f  a  y e a s t  s p e c i e s  to  ut il ize a  s p e c i f i c  c a r b o h y d r a t e  c o m 

p o u n d  a s  a  s o l e  c a r b o n  s o u r c e  w a s  t e s t e d  b y  t h e  a u x a n o g r  a p h i c  m e t h o d  

u s i n g  D i f c o  y e a s t  n i t r o g e n  b a s e  a s  t h e  b a s a l  m e d i u m .

F o u r t e e n  c a r b o h y d r a t e  c o m p o u n d s  ( N o s .  1 - 1 4 )  w e r e  u s e d  i n  t h e  p r i 

m a r y  t e s t s  f o r  e v e r y  y e a s t  i s o l a t e .  A n  a d d i t i o n a l  22 c a r b o h y d r a t e  c o m 

p o u n d s  ( N o s .  1 5 - 3 6 )  w e r e  u s e d  i n  t h e  c o n f i r m a t o r y  a s s i m i l a t i o n  t e s t s .
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I n o c u l a  f o r  t h e  a s s i m i l a t i o n  t e s t s  w e r e  p r e p a r e d  b y  m a k i n g  a q u e o u s

s u s p e n s i o n s  o f  t h e  y e a s t s ,  f r o m  3 - 4  d a y s  o l d  c u l t u r e s  o n  SDA s l a n t s  i n

o
u n i v e r s a l  b o t t l e s  g r o w n  a t  28  C ,  b y  a d d i n g  3 m l  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  

a n d  c a r e f u l l y  w a s h i n g  t h e  y e a s t  g r o w t h  f r o m  t h e  a g a r  s u r f a c e .  T w e l v e  

d r o p s  o f  t h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  20  m l  o f  m e l t e d  y e a s t  

n i t r o g e n  b a s e  a g a r  p r e v i o u s l y  c o o l e d  to  4 5 ° C  i n  a  w a t e r  b a t h ,  u s i n g  a  

s t e r i l e  P a s t e u r  p i p p e t t e .  T h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  a n d  a g a r  w e r e  w e l l  

m i x e d ,  p o u r e d  i n t o  2 s t e r i l e  P e t r i  d i s h e s  (10 m l  i n o c u l a t e d  m e d i u m  p e r  

p l a t e )  a n d  a l l o w e d  to  s o l i d i f y .  T h e  c a r b o h y d r a t e - i m p r e g n a t e d  d i s c s  w e r e  

t h e n  p l a c e d  o n  t h e  a g a r  s u r f a c e  w i t h  s t e r i l e  f o r c e p s ,  u s i n g  7 d i s c s  p e r  

p l a t e ,  o n e  c e n t r a l  a n d  6 p e r i p h e r a l  ( f i g . 1 ) ,  w i t h  t h e  s u g a r  n u m b e r s  

m a r k e d  o n  t h e  b a c k  o f  t h e  p l a t e .  SolubSe s t a r c h ,  g l y c e r o l  a n d  e t h a n o l  

w e r e  p i p p e t t e d  i n t o  w e l l s  c u t  i n  t h e  a g a r ,  a s  w a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  

m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .

T h e  i n o c u l a t e d  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 8 ^ C ,  w i t h  d a i l y  e x a m i n a t i o n ,  

f o r  7 d a y s .  A h e a v y  y e a s t  g r o w t h  a r o u n d  t h e  d i s c  w a s  r e g a r d e d  a s  

p o s i t i v e  ( f i g . 1 ) ,  I n  d o u b t f u l  c a s e s ,  t h e  t e s t  w a s  r e p e a t e d .

A s s i m i l a t i o n  o f  n i t r a t e

T h e  a b i l i t y  o f  a  y e a s t  s p e c i e s  t o  u t i l i z e  n i t r a t e  a s  a  s o l e  n i t r o g e n  

s o u r c e  w a s  t e s t e d  b y  t h e  a u x a n o g r a p h i c  m e t h o d  u s i n g ,  a s  a  b a s a l  m e d i u m ,  

D i f c o  y e a s t  c a r b o n  b a s e .

P o t a s s i u m  n i t r a t e  ( K N O ^ ) ,  i n  t h e  f o r m  o f  i m p r e g n a t e d  d i s c s  w a s  u s e d ,  

w i t h  p e p t o n e  a s  a  p o s i t i v e  g r o w t h  c o n t r o l ,

o
T o  10 m l  v o l u m e s  o f  m e l t e d  y e a s t  c a r b o n  b a s e  a g a r  c o o l e d  to  4 5  C ,

6 d r o p s  o f  t h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  w e r e  a d d e d  u s i n g  a  s t e r i l e  P a s t e u r  p i p 

p e t t e  . T h e  y e a s t  s u s p e n s i o n  a n d  a g a r  w e r e  m i x e d ,  p o u r e d  i n t o  a  s t e r i l e
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P e t r i  d i s h  a n d  a l l o w e d  t o  s o l i d i f y .  T h e  n i t r a t e  a n d  p e p t o n e - i m p r e g n a t e d

d i s c s  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  i n o c u l a t e d  a g a r  s u r f a c e  a n d  t h e  p l a t e s  w e r e

i n c u b a t e d  a t  2 8 ^ C ,  w i t h  d a i l y  e x a m i n a t i o n ,  f o r  a  w e e k .  A h e a v y  g r o w t h

a r o u n d  t h e  n i t r a t e  d i s c  w a s  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e .

S u g a r  f e r m e n t a t i o n

S ix  s u g a r s :  g l u c o s e ,  g a l a c t o s e ,  s u c r o s e ,  m a l t o s e ,  l a c t o s e  a n d

r a f f i n o s e  w e r e  u s e d  i n  t h e  p r i m a r y  f e r m e n t a t i o n  t e s t s  w i t h - a l l  i s o l a t e s ,

a n d  3 s u g a r s :  c e l l o b i o s e ,  m e l i b i o s e  a n d  i n u l i n  w e r e  e m p l o y e d ,  w h e n

n e c e s s a r y ,  i n  t h e  c o n f i r m a t o r y  t e s t s .

T h e  s a m e  y e a s t  i n o c u l u m ,  u s e d  f o r  t h e  a s s i m i l a t i o n  t e s t s ,  w a s  u s e d

t o  i n o c u l a t e  t h e  f e r m e n t a t i o n  t u b e s .  Tw o d r o p s  o f  t h e  y e a s t  s u s p e n s i o n

w e r e  a d d e d  to  e a c h  s u g a r  f e r m e n t a t i o n  t u b e .  T h e  i n o c u l a t e d  t u b e s  w e r e

o
g e n t l y  s w i r l e d  b e t w e e n  t h e  p a l m s  t o  m i x ,  a n d  w e r e  i n c u b a t e d  a t  28 C ,  

w i t h  d a i l y  s h a k i n g  a n d  e x a m i n a t i o n ,  f o r  up t o  2 w e e k s .  T h e  r e a c t i o n s  

w e r e  f i n a l l y  r e c o r d e d  a s  p r o d u c t i o n  o f  g a s ,  p r o d u c t i o n  o f  a c i d  a n d  g a s ,  

o r  n o  a p p a r e n t  f e r m e n t a t i o n .  A t e s t  w a s  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e  w h e n  

t h e r e  w a s  a c i d  a n d  g a s  p r o d u c t i o n .  W h e n  r a f f i n o s e  w a s  f e r m e n t e d ,  t h e  

v o l u m e  of  g a s  c o n t a i n e d  i n  t h e  D u r h a m  t u b e  w a s  e s t i m a t e d ,  s i n c e  

d i f f e r e n t i a l  f e r m e n t a t i o n  o f  r a f f i n o s e  w a s  c o n s i d e r e d  to  b e  o f  d i a g n o s t i c  

v a l u e  i n  y e a s t  s p é c i a t i o n  ( D o d d e r ,  1 9 7 4 ) .

S u p p l e m e n t a r y  t e s t s

S p l i t t i n g  o f  a r b u t i n

A r b u t i n  a g a r ,  a s  s l a n t s  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s ,  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a

l o o p f u l  o f  y e a s t  f r o m  a  3 - 4  d a y s  o l d  c u l t u r e  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 8 ^ C  f o r  

a t  l e a s t  a  w e e k ,  w i t h  d a i l y  e x a m i n a t i o n .  A d a r k  b r o w n  c o l o u r  d e v e l o p 

i n g  i n  t h e  a g a r  w a s  r e g a r d e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  s p l i t t i n g  o f  a r b u t i n

( D o d d e r ,  1 9 7 4 ) .
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G r o w t h  i n  v i t a m i n - f r e e  m e d i u m

B a c t o - v i t a m i n - f r e e  y e a s t  a g a r  w a s  u s e d  a s  t h e  t e s t  m e d i u m ,  i n  t h e

f o r m  o f  s l a n t s ,  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s , '  E a c h  s l a n t  w a s  i n o c u l a t e d  f r o m  a

3 - 4  d a y s  o l d  c u l t u r e  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 8 ° C  f o r  a  w e e k .  A h e a v y  g r o w t h

w a s  r e g a r d e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  a b i l i t y  to  g r o w  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n

e x t e r n a l  v i t a m i n  s o u r c e  a n d  t h e  t e s t  w a s  c o n s i d e r e d  p o s i t i v e .  ■

G r o w t h  o n  m e d i a  o f  h i g h  o s m o t i c  p r e s s u r e

T h e  a b i l i t y  t o  g r o w  o n  a  m e d i u m  o f  h i g h  o s m o t i c  p r e s s u r e  w a s  u s e d

a s  a  d i f f e r e n t i a l  c r i t e r i o n  b e t w e e n  o s m o t o p h i l i c  a n d  n o n - o s m p t o p h i l i c

y e a s t  s p e c i e s .  50% g l u c o s e - y e a s t  e x t r a c t  a g a r ,  s l a n t e d  i n  u n i v e r s a l

b o t t l e s ,  w a s  s t r e a k e d  w i t h  a  l o o p f u l  o f  y e a s t  f r o m  a  y o u n g  c u l t u r e  a n d  

o
i n c u b a t e d  a t  28  C f o r  a  w e e k ,  A g o o d  g r o w t h  w a s  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e .  

G r o w t h  a t  3 7 ° C  a n d  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s

o
A l l  y e a s t  i s o l a t e s  w e r e  t e s t e d  f o r  g r o w t h  a t  37 C ,  o n  SDA p l a t e s  h e l d  

f o r  3 - 4  d a y s .  A v i s i b l e  g r o w t h  w a s  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e . I n  c a s e  of  

w e a k  g r o w t h ,  t h e  t e s t  w a s  r e p e a t e d .

o
W h e n  i t  w a s  n e c e s s a r y  to  t e s t  f o r  g r o w t h  a t  t e m p e r a t u r e s  a b o v e  37 C ,  

s u b c u l t u r e s  w e r e  m a d e  o n  SDA s l a n t s  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  w h i c h  w e r e  

i n c u b a t e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a d j u s t e d  t o  t h e  r e q u i r e d  t e m p e r a t u r e .  A f t e r  

3 - 4  d a y s  i n c u b a t i o n ,  t h e  s l a n t s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  

g r o w t h ,  a n d  d o u b t f u l  r e s u l t s  w e r e  r e p e a t e d .

S t a r c h  p r o d u c t i o n

T h e  a b i l i t y  o f  a  y e a s t  t o  p r o d u c e  s t a r c h  o r  s t a r c h - l i k e  s u b s t a n c e s  

( e x t r a c e l l u l a r  a m y l o i d s )  w a s  t e s t e d  b y  u s i n g  b o t h  3% g l u c o s e  ( D o d d e r ,

1 9 7 4 )  a n d  s t a r c h  p r o d u c t i o n  a g a r  ( W i d r a  a n d  D o n g ,  1 9 7 0 ) .  T h e  3% g l u c o s e  

s o l u t i o n  w a s  d i s p e n s e d  i n  10 m l  v o l u m e s  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  t h e
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s t a r c h  p r o d u c t i o n  a g a r  d i s p e n s e d  i n  20 m l  v o l u m e s  i n  P e t r i  d i s h e s .

B o t h  b o t t l e s  a n d  d i s h e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a  l o o p f u l  o f  y e a s t  f r o m  a 

3 - 4  d a y s  o l d  g r o w t h  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 8 ° C  f o r  2 w e e k s ,  a f t e r  w h i c h  t i m e  

t h e  p r e s e n c e  of  s t a r c h  o r  s t a r c h - l i k e  s u b s t a n c e s  i n  t h e  m e d i u m  w a s  t e s t e d ,  

b y  a d d i n g  2 - 3  d r o p s  of  a  L u g o l ’ s i o d i n e  s o l u t i o n  to  t h e  g r o w t h  i n  t h e  l i q u i d  

m e d i u m  o r  b y  f l o o d i n g  p a r t  o f  t h e  s o l i d  a g a r  m e d i u m  w i t h  t h e  i o d i n e  

s o l u t i o n .  A b l u e  c o l o u r  w a s  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e .

U r e a  h y d r o l y s i s

T h e  y e a s t  i s o l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  o n  C h r i s t e n s e n ' s  u r e a  a g a r  s l a n t s  

a n d  i n c u b a t e d  a t  28 C ,  w i t h  d a i l y  o b s e r v a t i o n  f o r  7 d a y s .  T h e  a p p e a r 

a n c e  o f  a  d e e p  p i n k  c o l o u r  w a s  r e g a r d e d  a s  p o s i t i v e .

A c t i d i o n e  ( C y c l o h e x i m i d e ) r e s i s t a n c e

T h e  r e s i s t a n c e  o r  s e n s i t i v i t y  o f  a  y e a s t  i s o l a t e  t o  t h e  a n t i b i o t i c  

a c t i d i o n e  ( c y c l o h e x i m i d e )  w a s  t e s t e d  i n  B a c t o - g l u e  o s e - y e a s t - n i t r o g e n  

b a s e  (2% g l u c o s e )  a g a r  c o n t a i n i n g  a c t i d i o n e  to  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

100  m g / 1 0 0 0  m l  o f  m e d i u m .  S l a n t s ,  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s ,  w e r e  i n o 

c u l a t e d  f r o m  y o u n g  y e a s t  c u l t u r e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  2 8 ° C , w i t h  d a i l y  

e x a m i n a t i o n ,  f o r  a  w e e k ,  A y e a s t  i s o l a t e  w h i c h  g r e w  w e l l  w a s  r e g a r d 

e d  a s  a c t i d i o n e  r e s i s t a n t .
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P R E P A R A T I O N  O F  A N T I G E N S

W h o l e  C e l l  A n t i g e n s

W h o l e  c e l l  a n t i g e n s  w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  o f

E v a n s  ( 1 9 7 6 ) .

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s

W h o l e  c e l l  a n t i g e n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  C r  . n e o f o r m a n s  s e r o t y p e s

A ,  B ,  C and D and s tra ins  V 359 ,  CXH S y m m e r s ,  KCH and Huntington.
o

Y e a s t  c e l l s ,  c u l t u r e d  o n  s l a n t s  o f  SD A a t  28  C f o r  3 - 4  d a y s ,  w e r e

w a s h e d  f r o m  t h e  a g a r  w i t h  2% f o r m o l  s a l i n e .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s

l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  a t  l e a s t  18 h o u r s ,  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0

r p m  f o r  10 m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d ,  t h e  y e a s t  c e l l s  s u s p e n -

o
d e d  i n  SNS a n d  h e a t e d  i n  a  56 C w a t e r  b a t h  f o r  30  m i n u t e s .  W a s h i n g  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  w a s  r e p e a t e d  3 t i m e s  a n d  a  l o o p f u l  o f  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  

c u l t u r e d  o n  SDA t o  c h e c k  t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  n o n - v i a b l e .  T h e  c e l l s  

w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a n  i m p r o v e d  N e u b a u e r  c o u n t i n g  c h a m b e r  a n d  t h e

9c o n c e n t r a t i o n  a d j u s t e d  t o  1 x  10 c e l l s / m l .

C a n d i d a  a l b i c a n s

W h o l e  c e l l  a n t i g e n  w a s  p r e p a r e d  f r o m  C .  a l b i c a n s  s t r a i n  1 0 7 .  T h e  

y e a s t  , g r o w n  a s  f o r  C r .  n e o f o r m a n s ,  w a s  w a s h e d  f r o m  t h e  a g a r  s u r 

f a c e  w i t h  4% f o r m o l  s a l i n e .  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  l e f t  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  a  m i n i m u m  o f  4  h o u r s  a n d  w a s h e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  

a s  b e f o r e ,  r e  s u s p e n d e d  i n  a  m i n i m a l  v o l u m e  o f  SN S  a n d  c u l t u r e d  to  

c h e c k  f o r  n o n - v i a b i l i t y . T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  e s t i m a t e d  u s i n g  

a  m i c r o - h a e m a t o c r i t  t u b e  ( c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0  r p m  f o r  5 m i n u t e s  i n  a  

H a n k s l e y  m i c r  o - h a e m a t o c r i t  c e n t r i f u g e )  a n d  a d j u s t e d  t o  2% p a c k e d  c e l l  

v o l u m e  ( P C  V) u s i n g  a  H a n k s l e y  m i c r  o - h a e m a t o c r i t  r e a d e r .
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C u l t u r e  F i l t r a t e  ( C E )  A n t i g e n s

T h e  m e t h o d  o f  P r o c t o r  ( 1 9 7 6 )  w a s  u s e d  to  p r e p a r e  C E  a n t i g e n s  f r o m  

t h e  4 s e r o t y p e s  a n d  4  s t r a i n s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  a n d  o n e  s t r a i n  o f  C .  

a l b i c a n s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y .

2 0 0  m l  o f  S a b o u r a u d  d e x t r o s e  b r o t h  (SD B )  i n  a  3 0 0 - m l  f l a s k  w e r e  i n o 

c u l a t e d  f r o m  a  y o u n g  SD A s l o p e  c u l t u r e  o f  t h e  y e a s t  a n d  c u l t u r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  ( 2 0 - 2 2 ° C ) ,  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g ,  f o r  3 - 4  d a y s ,  Y e a s t  

c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0  r p m  f o r  15 m i n u t e s  a t  

4 ^ C  i n  s t e r i l e  c e n t r i f u g e  t u b e s ,  s u p e r n a t a n t  d e c a n t e d  a n d  t h e  c e l l  p e l l e t  

r e t a i n e d .

T h e s e  c e l l  p e l l e t s  w e r e  u s e d  to  i n o c u l a t e  a  1- l i t r e  c o n i c a l  f l a s k  c o n 

t a i n i n g  750  m l  o f  s t e r i l e  S D B . T h e  c u l t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r -

o
a t u r e  f o r  2 w e e k s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 , 0 0 0  r p m  f o r  30 m i n u t e s  a t  4  C .

T h e  c u l t u r e  f i l t r a t e  t h u s  o b t a i n e d  w a s  d i a l y s e d  f o r  4 8  h o u r s  a g a i n s t

o
r u n n i n g  t a p  w a t e r ,  f o l l o w e d  b y  d i a l y s i s  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  4  C

f o r  4 8  h o u r s ,  t h e  d i s t i l l e d  w a t e r  b e i n g  c h a n g e d  t w i c e  a  d a y .  T h e

d i a l y s a t e  w a s  t h e n  s t e r i l i z e d  b y  S e i t z  f i l t r a t i o n  a n d  c o n c e n t r a t e d  x l O

o
i n  2 0 M  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  ( c a r b o w a x )  a t  37 C a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  a

0 , 4 5  rcy-*- m i l l i p o r e  f i l t e r .

S o m a t i c  E x t r a c t  (S) A n t i g e n s

C o c a ' s  s a l i n e  w a s  u s e d  t o  e x t r a c t  s o l u b l e  s o m a t i c  a n t i g e n s  f r o m  t h e

s e r o t y p e s  a n d  s t r a i n s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  a n d  C .  a l b i c a n s  u s e d  p r e v i o u s l y

o
Y e a s t  c e l l s ,  g r o w n  o n  SDA s l a n t s  a t  28 C f o r  3 - 4  d a y s  w e r e  h a r v e s t e d

a n d  w a s h e d  3 t i m e s  i n  SNS b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h i c k  c e l l  s u s p e n s i o n s

o
w e r e  m a d e  i n  s t e r i l e  C o c a ' s  s a l i n e  a n d  h e l d  a t  4  C ,  w i t h  f r e q u e n t  d a i l y  

s h a k i n g .  A f t e r  24  h o u r s  o f  s t o r a g e  .a nd  t h e r e a f t e r  s u b c u l t u r e s  w e r e
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m a d e  o n  SDA to  e n s u r e  t h e  d e a t h  o f  y e a s t  c e l l s ,  a n d  d i r e c t  s l i d e  m o u n t s  

a n d  I n d i a - i n k  p r e p a r a t i o n s  w e r e  m a d e  t o  e x a m i n e  f o r  m o r p h o l o g i c a l  

c h a n g e s  i n  t h e  y e a s t  c e l l s .  S t o r a g e  f o r  24 h o u r s  i n  C o c a ' s  s a l i n e  

c o m p l e t e l y  k i l l e d  t h e  c e l l s  a n d  i n d u c e d  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  s u c h  a s  

c e l l u l a r  d i s r u p t i o n ,  d i s i n t e g r a t i o n  a n d  c a p s u l a r  f r a g m e n t a t i o n  i n  t h e  

e n c a p s u l a t e d  s t r a i n s  o f  C r  . n e o f o r m a n s . S t o r a g e  w a s  c o n t i n u e d  f o r  a  

w e e k  u n t i l  m a x i m a l  c e l l u l a r  d i s r u p t i o n  ( 8 0 - 9 0 % )  w a s  o b t a i n e d .  T h e  c e l l  

d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0  r p m  f o r  30 m i n u t e s  a t  

4 ° C , a n d  t h e  r e s u l t a n t  s u p e r n a t a n t  w a s  d i a l y s e d  f o r  24 h o u r s  a g a i n s t

r u n n i n g  t a p  w a t e r  a n d  f o r  a n o t h e r  24  h o u r s  a g a i n s t  2 c h a n g e s  o f  d i s t i l l e d

o o
w a t e r  a t  4  C .  T h e  d i a l y s a t e  w a s  f r o z e n  a t  - 2 0  C f o r  24 h o u r s  to

a g g r e g a t e  a n y  i n s o l u b l e  m a t e r i a l s ,  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 , 0 0 0  r p m  f o r  o n e  

o
h o u r  a t  4 C ,  d e c a n t e d ,  c o n c e n t r a t e d  x l O  by 20Ivi p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  

o
( c a r b o w a x )  a t  37 C a n d  s t e r i l i z e d  b y  S e i t z  f i l t r a t i o n .
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A n t i s e r a  to C r .  n e o f o r m a n s  a n d  C . a l b i c a n s  w e r e  r a i s e d  in  m a t u r e  

w h i t e  N e w  Z e a l a n d  r a b b i t s  (2 k g .  a v .  b o d y  w t . )  a f t e r  the  m e t h o d s  of 

P r o c t o r  ( 1 9 7 6 ) a n d  M u r r a y  a n d  B u c k l e y  (1966)  r e s p e c t i v e l y .

A n t i s e r a  to  C r .  n e o f o r m a n s

A t t e m p t s  w e r e  m a d e  to  r a i s e  r a b b i t  a n t i s e r a  a g a i n s t  C r  . n e o f o r m a n s  

s e r o t y p e s  A ,  B ,  C a n d  D a n d  s t r a i n s  V 3 5 9 ,  CXH S y m m e r s ,  K C H  a n d

Huntington.

Antiserum with a reasonably satisfactory titre was obtained only

against Str. V359. The procedure described hereafter refers  to this

s t r a in .  A rabbit  was inoculated  in traven ous ly ,  into the m arg in a l  ear
8

vein, with 1 ml suspension of formalin-killed whole cells ( 2 x 1 0  cells) 

daily for 5 days a week for 2 consecutive weeks, followed by a week's

r e s t .  A tes t  bleed showed an agglutination titre of 1:128 and the rabbit 

w a s  e x s a n g u i n a t e d .

T r i a l s ,  b y  t h e  s a m e  m e t h o d  u s i n g  o t h e r  C r .  n e o f o r m a n s  s t r a i n s  w e r e  

u n s u c c e s s f u l ,  b e c a u s e  r a b b i t s ' d i e d  o f  a n a p h y l a c t i c  s h o c k  e a r l y  i n  the  

c o u r s e  of  the  i m m u n i z a t i o n  s c h e d u l e .

A m o d i f i c a t i o n  in  t h i s  p r o c e d u r e ,  u s in g  th e  m e t h o d  r e c o m m e n d e d  b y

Evans (1976), in which a starting dose of 25 x 10 c e l l s  / m l  was given,

7
with gradual increase  to 25 x 10 c e l l s / m l  by the 10th day, was a lso  of 

no avail .  Animals died before ,  or just after^the 10th injection.

Another unsuccess fu l  trial  was made by injecting rabbits subcutan

eous ly with 2 ml of equal volumes of Freund complete  adjuvant and
9

for m al in-kil led whole yeast  c e l l s  ( 1 x 1 0  c e l l s / m l ) ,  from serotypes  

A, B ,  C and D,  and boosting them intravenously with whole c e l l s  2
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w e e k s  l a t e r .  T h e  r a b b i t  i n j e c t e d  w i t h  s e r o t y p e  A d i e d  s o o n  a f t e r  t h e  

f i r s t  b o o s t e r  d o s e ;  o t h e r  r a b b i t s ,  w h i c h  d i d  n o t  g i v e  d e t e c t a b l e  a g g l u t i n i n s  

a f t e r  a  w e e k ' s  r e s t ,  d i e d  a f t e r  t h e  s e c o n d  b o o s t e r  d o s e .

I n j e c t i o n s  w i t h  a d r e n a l i n e  p r i o r  t o  b o o s t i n g  i n j e c t i o n s  d i d  n o t  p r o t e c t  

t h e  a n i m a l s  a g a i n s t  s h o c k .  No  f u r t h e r  a t t e m p t s  t o  r a i s e  a n t i s e r a  

a g a i n s t  o t h e r  C r .  n e o f o r m a n s  s t r a i n s  w e r e  m a d e .

A n t i s e r a  to  C .  a l b i c a n s

A n t i s e r u m  to  C ,  a l b i c a n s  s t r a i n  107 w a s  r a i s e d  b y  IV  i n j e c t i o n  o f  a  

r a b b i t  w i t h  f o r  m a l i n - k i l l e d  y e a s t  c e l l s  a d j u s t e d  to  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2% 

P C V .  I t  r e c e i v e d  2 i n j e c t i o n s ,  3 d a y s  a p a r t ,  a n d  r e s t e d  f o r  a  w e e k .

A  t e s t  b l e e d i n g  s h o w e d  a n  a g g l u t i n a t i o n  t i t r e  o f  1 : 5 1 2  a n d  t h e  a n i m a l  w a s  

e x s a n g u i n a t e d .

T I T R A T I O N  O F  A N T I G E N S  

C u l t u r e  f i l t r a t e  a n d  s o m a t i c  a n t i g e n s  f r o m  C r .  n e o f o r m a n s  s e r o t y p e s  

a n d  s t r a i n s  a n d  f r o m  C . a l b i c a n s  w e r e  t i t r a t e d  a g a i n s t  r a b b i t  a n t i s e r a  

to  d e t e r m i n e  t h e i r  w o r k a b l e  c o n c e n t r a t i o n s .  S a m p l e s  f r o m  t h e  b u l k  

a n t i g e n s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  5 ,  1 0 ,  25  a n d  50 t i m e s  t h e i r  o r i g i n a l  v o l u m e s  

i n  A m i c o n  u l t r a c o n c e n t r a t o r  c e l l s  B 1 5 ,  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t e s t e d  

b y  c o u n t e r i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  . T h e  a n t i g e n  c o n c e n t r a t i o n  g i v i n g  

t h e  m a x i m u m  n u m b e r  o f  p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  a g a i n s t  t h e  r e s p e c t i v e  a n t i 

s e r u m  w a s  t a k e n  a s  t h e  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h e  r e s t  o f  t h e  a n t i g e n  

s o l u t i o n  w a s  c o n c e n t r a t e d  a c c o r d i n g l y .
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S E R O L O G I C A L  M E T H O D S

A g g l u t i n a t i o n ,  i m m u n o d i f f u s i o n  (ID) a n d  c o u n t e r  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s

( C I E )  w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .

T h e  m e t h o d s  o f  E v a n s  ( 1 9 7 6 ) ,  K a u f m a n  (1 9 7 6 )  a n d  P r o c t o r  ( 1 9 7 6 )

w e r e  a d o p t e d ,  w i t h  m o d i f i c a t i o n s  w h e n  n e c e s s a r y .

A g g l u t i n a t i o n  t e s t

W H O  t r a y s  (80 w e l l s )  w e r e  u s e d .  V o l u m e s  o f  0 . 4  m l  of  p h o s p h a t e

b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  w e r e  d i s p e n s e d  i n t o  t h e  w e l l s  w i t h  F i n n p i p p e t t e s

a n d  s e r i a l  t w o - f o l d  d i l u t i o n s  o f  s e r a  m a d e  i n  t h e  s a l i n e  b y  a d d i n g  e q u a l

v o l u m e s  o f  s e r a ,  to  d i l u t i o n s  o f  1 : 2 5 6 .  O n e  d r o p  (ii=:0o02 m l )  o f  a  

9
1 x 1 0  c e l l s / m l  o r  o f  a  2% P C V  w h o l e  c e l l  a n t i g e n  w a s  a d d e d  t o  e a c h

w e l l ,  t h e  t r a y  w a s  g e n t l y  s h a k e n  t o  m i x  a n d  i n c u b a t e d  a t  37 C f o r  2 h o u r s .

A p o s i t i v e  c o n t r o l  s e r u m  ( r a b b i t  a n t i - C r .  n e o f o r m a n s  o r  a n t i - C . a l b i c a n s )

a n d  n e g a t i v e  c o n t r o l  s a l i n e  y e a s t  c e l l  s u s p e n s i o n  w e r e  i n c l u d e d  i n  e a c h

r u n .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  t e s t  w a s  e x a m i n e d  f o r  a g g l u t i n a t i o n  w i t h

t h e  a i d  o f  o b l i q u e  l i g h t  f r o m  a  b e n c h  l a m p  a g a i n s t  a  d a r k  b a c k g r o u n d .

T h e  s e r u m  t i t r e  w a s  t a k e n  a s  t h e  h i g h e s t  d i l u t i o n  t h a t  s h o w e d  a n y  d e g r e e

o f  a g g l u t i n a t i o n  ( K a u f m a n ,  1 9 7 6 ) .  A f t e r  t h e  i n i t i a l  r e a d i n g ,  t h e  t e s t

o
t r a y s  w e r e  h e l d  a t  4  C o v e r n i g h t  a n d  r e - e x a m i n e d .

I m m u n o d i f f u s i o n  (ID) ( O u c h t e r l o n y )  t e s t

T h e  t e s t  w a s  r u n  i n  1% a g a r o s e  g e l  i n  V e r o n a l  ( b a r b i t o n e )  b u f f e r  

p H  8 . 2 ,  T w o  g .  o f  a g a r o s e  ( B D H ) w e r e  d i s s o l v e d  i n  100  m i  d i s t i l l e d  

w a t e r  b y  g e n t l e  h e a t i n g  a n d  100  m l  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  b u f f e r ,  h e a t e d  to  

5 6 ° C  i n  a  w a t e r  b a t h ,  w e r e  a d d e d  to  t h e  m o l t e n  a g a r o s e .

T e n  m l  v o l u m e s  o f  h o t  m o l t e n  a g a r o s e  i n  b u f f e r  w e r e  p i p p e t t e d  i n t o  

p l a s t i c  P e t r i  d i s h e s ,  90  m m  i n  d i a m e t e r  , o n  a  l e v e l l i n g  s t a n d  a n d
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o
a l l o w e d  t o  s e t .  A f t e r  s o l i d i f i c a t i o n ,  t h e  a g a r o s e  p l a t e s  w e r e  h e l d  a t  4  C

f o r  1 0 - 1 5  m i n u t e s .  A c e n t r a l  a n t i g e n  w e l l , 6 m m  i n  d i a m e t e r ,  a n d  8

p e r i p h e r a l  s e r u m  w e l l s ,  4  m m  i n  d i a m e t e r ,  w e r e  c u t  i n  t h e  a g a r o s e  u s i n g

c o r k  b o r e r s ,  w i t h  i n t e r w e l l  d i s t a n c e s  o f  6 m m  ( e d g e  t o  e d g e ) .  Up  t o  4

w e l l - p a t t e r n s  w e r e  m a d e  p e r  p l a t e  ( f ig  . 2 ) .  T h e  w e l l s  w e r e  f i l l e d  w i t h

o
t h e  r e a g e n t s  u s i n g  P a s t e u r  p i p p e t t e s  a n d  t h e  p l a t e s  w e r e  h e l d  a t  24 C 

i n  a  h u m i d  c h a m b e r  f o r  3 d a y s  w i t h  d a i l y  e x a m i n a t i o n  f o r  p r e c i p i t a t i o n  

l i n e s  . T h e  g e l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  i n  g e l - w a s h i n g  f l u i d  t o  e l i m i n a t e  

u n r e a c t e d  s e r a  a n d  n o n - s p e c i f i c  r e a c t i o n s .  P l a t e s  w e r e  s t o o d  o n  e d g e  

i n  t h e  w a s h i n g  f l u i d  i n  a  p l a s t i c  c o n t a i n e r  a n d  g e n t l y  s t i r r e d  w i t h  a  m a g 

n e t i c  s t i r r e r  f o r  24 h o u r s ,  a l l o w i n g  a  m i n i m u m  o f  4 0 0  m l  o f  f l u i d  p e r

p l a t e .  G e l s  w e r e  f i n a l l y  w a s h e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  10 m i n u t e s ,  t r a n s -

o
f e r r e d  t o  8 x  8 c m  g l a s s  p l a t e s  a n d  d r i e d  o v e r n i g h t  i n  a  56 C i n c u b a t o r .  

W h e n  d r y ,  t h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  0 , 1 %  a m i d o  b l a c k  f o r  10 m i n u t e s ,  

r i n s e d  i n  m e t h y l a t e d  s p i r i t  a n d  d e c o l o r i z e d  i n  2 c h a n g e s  o f  g e l  d e  - s t a i n i n g  

f l u i d ,  10 m i n u t e s  i n  e a c h .  T h e y  w e r e  t h e n  a i r  d r i e d  a n d  e x a m i n e d  o n  a  

K o d a k  t r a n s p a r e n c y  v i e w e r  f o r  p r e c i p i t a t i o n  a r c s  a n d  k e p t  a s  p e r m a n e n t  

r e c o r d s .

C o u n t e r i m m u n o e l e c t r o p h o r e  s i s  ( C I E )  t e s t

1% a g a r o s e  i n  V e r o n a l  b u f f e r  p H  8 . 2  w a s  p r e p a r e d  a s  w a s  d e s c r i b e d  

f o r  t h e  ID t e s t .

A c i d - c l e a n e d  g l a s s  s l i d e s ^  ( 3 .  9 x  7 . 6  c m )  w e r e  u s e d  t o  s u p p o r t  t h e  

a g a r o s e  g e l s .  F u l l  s t r e n g t h  V e r o n a l  b u f f e r  w a s  u s e d  a s  e l e c t r o l y t e  i n  

t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k s .

F i v e  s l i d e s  w e r e  f i x e d  t o  a  p l a s t i c  t r a y  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  a g a r o s e  

a n d  4 0  m l  o f  m o l t e n  a g a r o s e  w e r e  p o u r e d  o n t o  t h e  t r a y ,  o n  a  l e v e l l i n g
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s t a n d  a n d  a l l o w e d  t o  s e t .  T h i s  v o l u m e  of  a g a r o s e  g a v e  a  d e p t h  of  

1 m m  o n  t h e  s l i d e s .  A f t e r  s e t t i n g ,  t h e  a g a r o s e  g e l  w a s  h e l d  a t  4 C f o r  

10 m i n u t e s  t o  p r e - c o o l  a n d  f i r m .

P a r a l l e l  r o w s  o f  w e l l s  : 3 a n d  5 m m  i n  d i a m e t e r ,  6 m m  e d g e  to  e d g e  

a n d  6 m m  a p a r t ,  w e r e  c u t  i n t o  t h e  a g a r o s e  w i t h  c o r k  b o r e r s  ( f i g . 3 ) .

T h e  a g a r o s e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  w e l l s  w i t h  a  c u r v e d  n e e d l e  a n d  t h e  

w e l l s  w e r e  f i l l e d  to  t h e  b r i m s  w i t h  t h e  r e a c t a n t s ,  u s i n g  P a s t e u r  p i p p e t t e  s : 

t h e  l a r g e  w e l l s  w i t h  t e s t  s e r a  a n d  t h e  s m a l l  o n e s  w i t h  a n t i g e n s .

T h e  t r a y  w a s  p l a c e d  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  c o n t a i n i n g  500  m l  

b u f f e r  p e r  c o m p a r t m e n t ,  w i t h  t h e  s e r u m  w e l l s  t o  t h e  a n o d e  a n d  a n t i g e n  

w e l l s  t o  t h e  c a t h o d e .  T h e  t r a y  w a s  c o n n e c t e d  t o  t h e  e l e c t r o l y t e  b y  

m e a n s  of  l i n t  w i c k s ,  g e n t l y  p r e s s e d  d o w n  w i t h  t h e  f i n g e r  t i p s  t o  e n s u r e  a  

g o o d  e v e n  c o n t a c t  w i t h  t h e  g e l .  A c o n s t a n t  e l e c t r i c  c u r r e n t  w a s  p a s s e d  

t h r o u g h  t h e  g e l  f r o m  a  D . C .  p o w e r  u n i t  ( S h a n d o n )  a t  t h e  r a t e  o f  2 m A  

p e r  c m  w i d t h ,  i . e .  39 m A  f o r  t h e  5 s l i d e s ,  f o r  90  m i n u t e s .  A f t e r  t h e  r u n ,  

t h e  s l i d e s  w e r e  c o o l e d  a t  4 ° C  f o r  10 m i n u t e s ,  r e a d  f o r  p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  

a n d  c a r e f u l l y  r e m o v e d  f r o m  t h e  t r a y .  T o  w a s h  o u t  u n r e a c t e d  s e r a  a n d  

n o n - s p e c i f i c  r e a c t i o n s ,  t h e  a g a r o s e  g e l s  w e r e  h e l d  o n  t h e  s l i d e s  b y  

n a r r o w  r u b b e r  b a n d s ,  w a s h e d ,  d r i e d  a n d  s t a i n e d  a s  w a s  d e s c r i b e d  f o r  

t h e  ID  t e s t .  S l i d e s  w e r e  e x a m i n e d  o n  a  K o d a k  t r a n s p a r e n c y  v i e w e r  a n d  

t h e  n u m b e r  a n d  i n t e n s i t y  of  p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  r e c o r d e d .

4 0



F i g .  1: P r i m a r y  c a r b o h y d r a t e  a s s i m i l a t i o n  p l a t e  ( C .  a l b i c a n s ) .

D i s k s  w e r e  i m p r e g n a t e d  w i t h  s u g a r s  N o s .  1 - 7 ;  g l u c o s e  ( l ) ,  

m a l t o s e  ( 2 ) ,  s u c r o s e  ( 3 ) ,  g a l a c t o s e  (5)  a n d  t r e h a l o s e  (7)  w e r e  

a s s i m i l a t e d ;  l a c t o s e  (4)  a n d  i n o s i t o l  (6)  w e r e  n o t  a s s i m i l a t e d .
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F i g .  2:  I m m u n o d i f f u s i o n  t e s t  p a t t e r n .

F o u r  c e n t r a l  a n t i g e n  w e l l s  (6 m m )  a n d  32 p e r i p h e r a l  s e r u m  

w e l l s  (4 m m ) ,  w i t h  6 m m  i n t e r w e l l  d i s t a n c e s .
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F i g .  3: C o u n t e r i m m u n o e l e c t r  o p h o r e  s i s  s l i d e .

T w o  r o w s  o f  l a r g e  (5 m m )  s e r u m  w e l l s  (S) a n d  s m a l l  (3 m m )  

a n t i g e n  w e l l s  ( A ) ,  6 m m  e d g e  to  e d g e  a n d  6 m m  a p a r t .
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A N T I B O D Y  T O  C R Y P T O C O C C U S  N E O F O R M A N S
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AND DOGS

44



INTRODUCTION

U n t i l  r e c e n t l y ,  s e r o d i a g n o s i s  of  c r y p t o c o c c o s i s  w a s  u n s a t i s f a c t o r y  

a n d  p a t i e n t s  w i t h  t h i s  d i s e a s e  w e r e  r e g a r d e d  a s  i m m u n o l o g i c  a l l y  i n e r t  

( K a u f m a n ,  1 9 7 6 ) .  T h e  a b s e n c e  of  d e m o n s t r a b l e  a n t i b o d i e s  to C r  . 

n e o f o r m a n s  i n  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  s o m e  p r o v e n  c a s e s  of h u m a n  c r y p t o 

c o c c o s i s  w a s  a t t r i b u t e d  to  p o o r  a n t i g e n i c i t y  of  t h e  f u n g u s  ( S a l v i n ,  1 9 59 ) ,  

to  n e u t r a l i z a t i o n  o f  a n t i b o d i e s  b y  a n  a b u n d a n c e  of c i r c u l a t i n g  f u n g a l  a n t i 

gens i n  the body fluids (Neil l ,  Sugg a n d  McCauley, 1951),  or to in se n s i t i 

vity  of the available sero log ica l  te s t s  (See l iger ,  1964).

A number of serological procedures have now been developed.

Pollock and Ward (1962) demonstrated ant i-cryptococcal  antibodies in 

serum from human patients by the use of an haemagglutination tes t .

Vogel,  See lers  and Woodward (1961) success fu l ly  used the indirect f l u o 

r e s c e n t  a n t i b o d y  t e c h n i q u e .  U s i n g  the  l a t e x - p a r t i c l e  a g g l u t i n a t i o n  a n d  

t u b e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s ,  G o r d o n  a n d  V e d d e r  (1966)  d e t e c t e d  c r y p t o c o c c a l  

a n t i g e n  a n d  a n t i - c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  i n  p a t i e n t s  w i t h  p r o v e n  c a s e s  of  

c r y p t o c o c c o s i s .  K a u f m a n  a n d  B l u m e r  (1968)  s t a t e d  t h a t  t h e  s e r o l o g i c a l  

d i a g n o s i s  of  c r y p t o c o c c o s i s  i s  b e s t  a c c o m p l i s h e d  b y  th e  c o n c u r r e n t  u s e  

o f  3 t e s t s ,  l a t e x  p a r t i c l e  a g g l u t i n a t i o n  to  t e s t  f o r  a n t i g e n  a n d  i n d i r e c t  

f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  a n d  tu b e  a g g l u t i n a t i o n  f o r  a n t i - c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y .

S e r o l o g i c a l  t e s t s  a r e  a l s o  u s e d  t o  m o n i t o r  the  c o u r s e  of  t h e  i n f e c t i o n  

a n d  th e  e f f e c t  o f  t r e a t m e n t .  C r y p t o c o c c a l  p o l y s a c c h a r i d e  a n t i g e n  i n  a  

p a t i e n t ' s  s e r u m  o r  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  u s u a l l y  i n d i c a t e s  a c t i v e  i n f e c t i o n  

( G o o d m a n ,  K a u f m a n  a n d  K o e n i g ,  1 9 7 1 ) .  I n c r e a s i n g  t i t r e s  of  c i r c u l a t i n g  

a n t i g e n  r e f l e c t  p r o g r e s s i v e  i n f e c t i o n  a n d  a  p o o r  p r o g n o s i s ,  w h i l e  d e c l i n i n g  

t i t r e s  i n d i c a t e  g o o d  r e s p o n s e  to  c h e m o t h e r a p y  a n d  th e  o n s e t  o f  r e c o v e r y ;
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t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i - c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  m a y  s u g g e s t  e a r l y ,  o v e r t  o r  

p a s t  i n f e c t i o n  w i t h  C r  . n e o f o r m a n s  ( K a u f m a n ,  1 9 7 6 ) .

D e s p i t e  t h e  h e i g h t e n e d  a w a r e n e s s  o f  c r y p t o c o c c o s i s  a m o n g  f a r m  a n d  

p e t  a n i m a l s ,  s e r o l o g y  h a s  n o t  y e t  b e e n  a p p l i e d  a s  a  r o u t i n e  i n  t h e  d i a g n o s i s  

o f  t h i s  d i s e a s e  i n  s u c h  h o s t s  ( A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k ,  1 9 7 3 ;  B u x t o n  a n d  

F r a s e r ,  1 9 7 7 ) .  T h e  o n l y  r e c o r d e d  s u r v e y  o f  n o r m a l  a n i m a l s  f o r  t h e  

p r e s e n c e  of  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  W e i l a n d ,

B ü h m  a n d  Sa  s u  (1971  a ,  b )  w h o  e x a m i n e d  s e r a  f r o m  d o g s ,  h o r s e s  a n d  

t o w n  p i g e o n s  b y  a n  a g g l u t i n a t i o n  t e s t .

I t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  t h e  p o r t a l  of  e n t r y  o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n t o  

t h e  b o d y  i s  v i a  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t .  E v i d e n c e  t h a t  c a t s  h a v e  c o n t r a c t e d  

c r y p t o c o c c o s i s  a s  a  r e s u l t  o f  i n h a l a t i o n  o f  t h e  y e a s t  f r o m  p i g e o n  d r o p p 

i n g s  i n  t h e i r  e n v i r o n m e n t  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  b y  Y a m a m o t o , I s h i d a  a n d  

Sato ( 1 9 5 7 ) ,  O l a n d e r  , R e e d  a n d  P i e r  ( 1 9 6 3 ) ,  a n d  D a u ,  R e i n k e  a n d  

B r o w n  ( 1 9 7 1 ) .

A s  W a l t e r  a n d  A t c h i s o n  ( 1 9 6 6 )  f o u n d  f o r  p i g e o n  f a n c i e r s ,  i t  i s  r e a s o n 

a b l e  t o  e x p e c t  t h a t  a n i m a l s  m a y ,  i n  s o m e  c a s e s ,  i n h a l e  t h e  o r g a n i s m  

f r o m  t h e i r  e n v i r o n m e n t  a n d  m o u n t  a n  i m m u n o l o g i c a l  r e a c t i o n  w i t h o u t  

d e v e l o p i n g  c l i n i c a l  i n f e c t i o n .  E v i d e n c e  s u p p o r t i n g  t h i s  a s s u m p t i o n  w a s  

o b t a i n e d  f r o m  m y  s t u d y  o n  e x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n  o f  c a t s  i n  w h i c h  

a n i m a l s  w e r e  c h a l l e n g e d  i n t r  a n a  s a l l y  w i t h  v i a b l e  a n d  w i t h  k i l l e d  c e l l s  

o f  C r .  n e o f o r m a n s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  y e a s t  c o u l d  r e m a i n  v i a b l e  i n  

t h e  n a s a l  c a v i t y  o f  c a t s  f o r  u p  t o  120  d a y s  w i t h o u t  c a u s i n g  o v e r t  i n f e c t i o n  

a n d  t h a t  a n  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e  w a s  s t i m u l a t e d  i n  t h e s e  a n i m a l s .  

K i l l e d  c e l l s  a l s o  i n d u c e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y .

E v a n s  ( 1 9 7 7 )  i s o l a t e d  C r .  n e o f o r m a n s  f r o m  p i g e o n  l o f t s  a n d  r o o s t i n g
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s i t e s  i n  G l a s g o w  a n d  D u m b a r t o n s h i r e .  D e s p i t e  t h e  p r o v e n  p r e s e n c e  o f  

t h e  y e a s t  i n  t h i s  d i s t r i c t ,  o v e r  t h e  p a s t  12 y e a r s  n o  c a s e  o f  c r y p t o c o c c o 

s i s  h a s  b e e n  f o u n d  i n  t h e  c a t ,  a n d  o n l y  o n e  i s o l a t i o n  of  C r  . n e o f o r m a n s  

w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  t u r b i n a t e s  o f  a  d o g  w i t h  s e v e r e  n a s a l  a s p e r g i l l o s i s .  

T h a t  t h i s  d o g  h a d  c o n c u r r e n t  c r y p t o c o c c o s i s  w a s ,  h o w e v e r ,  n o t  e s t a b l i s h e d  

( D a w s o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

I t  w a s  d e c i d e d  t h a t  s e r a  f r o m  a p p a r e n t l y  n o r m a l  c a t s  a n d  d o g s  i n  t h e  

G l a s g o w  a r e a  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  f o r  a n t i b o d y  t o  C r  . n e o f o r m a n s  u s i n g  

a n t i g e n s  r e p r e s e n t i n g  e a c h  of  t h e  4  s e r o t y p e s  t o  e n s u r e ,  a s  r e c o m m e n d e d  

b y  P r o c t o r  ( 1 9 7 6 ) ,  t h a t  t h e  a n t i g e n i c  s p e c t r u m  o f  t h e  y e a s t  w a s  c o v e r e d .

: ' M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

S e r a

O n e  s e r u m  s a m p l e  w a s  t a k e n  f r o m  e a c h  c a t .  T h e s e  w e r e  c o l l e c t e d  

d u r i n g  a  s u r v e y  o n  l e u k a e m i a  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  G l a s g o w  a n d  D u m b a r t o n 

s h i r e .  O f  t h e  2 7 5  s e r u m  s a m p l e s ,  160  w e r e  f r o m  f e m a l e s  a n d  1 1 5  f r o m  

m a l e s ;  227  w e r e  f r o m  u r b a n  c a t s  a n d  4 8  f r o m  r u r a l  c a t s .  F o u r  s e r a  

w e r e  f r o m  c a t s  w i t h  l e u k a e m i a  a n d  t h e  r e m a i n d e r  w e r e  f r o m  n o n - l e u k -  

a e m i c  c a t s .  T h e  a g e s  o f  t h e  c a t s  r a n g e d  f r o m  5 m o n t h s  t o  12 y e a r s .

O n e  s e r u m  s a m p l e  w a s  t a k e n  f r o m  e a c h  d o g .  T h e  3 2 8  c a n i n e  s e r u m  

s a m p l e s  i n v e s t i g a t e d  h a d  b e e n  s e n t  t o  t h e  D e p a r t m e n t  o f  B a c t e r i o l o g y  

a t  G l a s g o w  f o r  s c r e e n i n g  f o r  b a c t e r i a l  a n t i b o d i e s  o r  w e r e  f r o m  " h o l d i n g "  

d o g s .  C a s e  h i s t o r i e s  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  o n l y  171 d o g s .  T h e  a g e s  o f  

t h e s e  d o g s  r a n g e d  f r o m  5 m o n t h s  t o  o v e r  12 y e a r s ;  87 w e r e  m a l e s  a n d  

84 f e m a l e s  a n d  100  w e r e  f r o m  u r b a n  a n d  71 f r o m  r u r a l  e n v i r o n m e n t s .
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A n t i g e n s  a n d  s e r o l o g i c a l  t e s t s

A l l  s e r a  w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  c o u n t e r  i m m u n o e l e c t r o p h o r e  s i s  ( C I E )  a n d  

b y  i m m u n o d i f f u s i o n  ( ID ) .  E a c h  s e r u m  w a s  t e s t e d  a g a i n s t  8 a n t i g e n s ,  a  

c u l t u r e  f i l t r a t e  a n t i g e n  ( C F )  a n d  a  s o m a t i c  a n t i g e n  (s) p r e p a r e d  f r o m  e a c h  

o f  t h e  4  s e r o t y p e s  o f  C r .  n e o f o r m a n s .  C I E  s l i d e s  a n d  ID p l a t e s  w e r e  

r e a d  u n s t a i n e d  a n d  t h e  r e a d i n g s  c o n f i r m e d  a f t e r  w a s h i n g  a n d  s t a i n i n g  w i t h  

0 . 1 %  a m i d o  b l a c k .

A g g l u t i n a t i o n  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  on  a l l  f e l i n e  s e r u m  s a m p l e s  a n d  o n  

100  c a n i n e  s e r a ,  i n c l u d i n g  4 5  s e r a  s h o w n  t o  h a v e  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  to  

C r  . n e o f o r m a n s  b y  C I E .  F o r m a l i n - k i l l e d  w h o l e  y e a s t  c e l l s  p r e p a r e d

f r o m  e a c h  s e r o t y p e  w e r e  u s e d  a s  a n t i g e n s .  T h e  t e s t s  w e r e  r e a d  a f t e r

o o
2 h o u r s '  i n c u b a t i o n  a t  37 C a n d  r e - r e a d  a f t e r  b e i n g  h e l d  a t  4  C o v e r n i g h t .

A l l  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a  p o s i t i v e  i n  C I E  t e s t s  w e r e  t i t r a t e d  a g a i n s t

t h e  8 a n t i g e n s  b y  C I E ,  b y  p l a c i n g  d o u b l i n g  d i l u t i o n s  o f  t h e  s e r a  i n  t h e  w e l l s

S u p p l e m e n t a r y  t e s t s

T h e  12 f e l i n e  a n d  4 5  c a n i n e  s e r a  w h i c h  w e r e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  to

C r .  n e o f o r m a n s  w e r e  t e s t e d  b y  C I E  a g a i n s t  C F  a n d  S a n t i g e n s  o f  C .

a l b i c a n s  a n d  100 c a n i n e  s e r a ,  i n c l u d i n g  t h e  4 5  p o s i t i v e  s e r a ,  w e r e  a l s o

t e s t e d  b y  ID a g a i n s t  t h e  s a m e  a n t i g e n s .

T h e  4 5  p o s i t i v e  c a n i n e  s e r a  a n d  155  o t h e r  c a n i n e  s e r a  w e r e  t e s t e d  b y

I D  a g a i n s t  2 A s p e r g i l l u s  f u m i g a t u s  a n t i g e n s .

S e r a  f r o m  9 d o g s  w i t h  p r o v e n  n a s a l  a s p e r g i l l o s i s ,  k n o w n  t o  b e  p o s i t i v e

f o r  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  t o  A .  f u m i g a t u s ,  w e r e  t e s t e d  b y  C I E  a g a i n s t

t h e  s e r o t y p e  a n t i g e n s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  u s e d  i n  t h e  s u r v e y .
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R E S U L T S

D e t a i l s  o f  t h e  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a  i n v e s t i g a t e d  a n d  t h e  n u m b e r s  

p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s  i n  t h e  3 t e s t s  a r e  g i v e n  i n  t a b l e  1 .  

F e l i n e  s e r a

O f  t h e  2 7 5  f e l i n e  s e r a  e x a m i n e d ,  12 ( 4 , 4 % )  w e r e  p o s i t i v e  f o r  p r e c i p i t a t 

i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  b y  C I E .  N o  e v i d e n c e  o f  a n t i b o d y  w a s  

o b t a i n e d  u s i n g  ID a n d  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  ( t a b l e  1 ) .

I n  t a b l e  2 ,  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  e n v i r o n m e n t  a n d  

t o  t h e  s t a t e  o f  t h e  c a t s  w i t h  r e g a r d  t o  l e u k a e m i a .  T h e  s e r a  f r o m  t h e  4 

c a t s  i n  w h i c h  l e u k a e m i a  w a s  d i a g n o s e d  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  C r  . 

n e o f o r m a n s  . O f  t h e  2 2 4  s e r a  f r o m  n o n - l e u k a e m i c  c a t s  f r o m  a n  u r b a n  

e n v i r o n m e n t ,  8 ( 3 . 6 % )  w e r e  p o s i t i v e  i n  c o n t r a s t  t o  4  ( 8 , 5 % )  s e r a  f r o m  4 7  

n o n - l e u k a e m i c  c a t s  f r o m  a  r u r a l  e n v i r o n m e n t .

T h e  a g e  r a n g e  o f  t h e  12 p o s i t i v e  c a t s  w a s  f r o m  1 to  8 y e a r s  ( t a b l e  3 ) ,

N o  c a t  u n d e r  o n e  y e a r  w a s  p o s i t i v e ,  8 o f  107 ( 7 . 5 % )  b e t w e e n  o n e  a n d  3 y e a r s  

h a d  a n t i b o d y ,  a s  h a d  4 ( 6 . 9 % )  o f  58  o l d e r  c a t s .

E l e v e n  ( 6 . 9 % )  o f  t h e  160  f e m a l e  c a t s  w e r e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y ;  8 

w e r e  f r o m  c a t s  f r o m  u r b a n  a n d  3 f r o m  c a t s  f r o m  r u r a l  e n v i r o n m e n t s .

O n l y  o n e  ( 0 . 9 % )  o f  t h e  115  m a l e  c a t s  w a s  p o s i t i v e .  T h i s  c a t  c a m e  f r o m  

a  r u r a l  e n v i r o n m e n t .

T h e  r e s u l t s  o f  C I E  t e s t s  o n  f e l i n e  s e r a  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  4 ;  I n  

t h i s  t e s t ,  n o t  m o r e  t h a n  o n e  l i n e  o f  p r e c i p i t a t i o n  w a s  o b t a i n e d  w i t h  a n y  

s e r u m ,  a n d  n o  s e r u m  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  a t  a  1:2 d i l u t i o n .  T h e  12 

p o s i t i v e  s e r a  w e r e  a l l  p o s i t i v e  w i t h  a t  l e a s t  o n e  C F  a n t i g e n ,  b u t  o n l y  4 

(33%)  o f  t h e s e  s e r a  w e r e  p o s i t i v e  w i t h  S a n t i g e n  o r  a n t i g e n s .  N o  s e r u m  

w a s  p o s i t i v e  o n l y  w i t h  S a n t i g e n .
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F r o m  t a b l e  4 ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  t o  S e r o t y p e  A 

a n t i g e n s  w e r e  f o u n d  i n  4  (33%) o f  t h e  12 p o s i t i v e  c a t s ,  to  B i n  5 (4 2 % ) ,  to  

C i n  6 (50%) a n d  to  D i n  7 ( 5 8 % ) .  S e v e n  c a t s  r e a c t e d  w i t h  o n l y  o n e  s e r o 

t y p e  a n t i g e n ,  i n  e a c h  c a s e  t h a t  p r e p a r e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  f i l t r a t e ;  2 w i t h  

B ,  3 w i t h  C a n d  2 w i t h  D .  N o  f e l i n e  s e r u m  w a s  p o s i t i v e  w i t h  S e r o t y p e  

A o n l y . T h e s e  " s i n g l e  s e r o t y p e "  s e r a  g a v e  n e g a t i v e  r e s u l t s  w i t h  S a n t i 

g e n s  .

S e r a  f r o m  5 c a t s  r e a c t e d  w i t h  a n t i g e n s  f r o m  m o r e  t h a n  o n e  s e r o t y p e ;

2 w i t h  2 s e r o t y p e s  (A & D ,  C & D ) ,  o n e  w i t h  3 s e r o t y p e s  ( A , B & D) a n d  

2 w i t h  4 s e r o t y p e s  (A ,  B ,  C & D ) .  Of  t h e s e  s e r a ,  o n l y  o n e ,  t h a t  r e a c 

t i n g  w i t h  s e r o t y p e s  C & D w a s  n o t  p o s i t i v e  w i t h  a t  l e a s t  o n e  s o m a t i c  

a n t i g e n .

Of  t h e  4 p o s i t i v e  s e r a  f r o m  r u r a l  c a t s ,  2 r e a c t e d  w i t h  s e r o t y p e  a n t i 

g e n s  A ,  B ,  C a n d  D ,  o n e  w i t h  A ,  B a n d  D a n d  one. w i t h  s e r o t y p e  C o n l y  

( t a b l e  4 ) ,  In  c o n t r a s t ,  o n l y  2 s e r a  f r o m  u r b a n  c a t s  w e r e  p o s i t i v e  w i t h  

2 s e r o t y p e s ,  A & D a n d  C & D r e s p e c t i v e l y  a n d  6 w e r e  p o s i t i v e  w i t h  a  

s i n g l e  s e r o t y p e .  P o s i t i v e  r e s u l t s ,  w i t h  S a n t i g e n  ( s )  w e r e  n o t e d  i n  3 s e r a  

f r o m  r u r a l  c a t s ,  b u t  i n  o n l y  o n e  s e r u m  f r o m  a n  u r b a n  c a t .

N o n e  o f  t h e  12 f e l i n e  s e r a  w h i c h  w e r e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  to  C r .  

n e o f o r m a n s  b y  C I E  r e a c t e d  a g a i n s t  e i t h e r  o f  t h e  2 t y p e s  o f  C .  a l b i c a n s  

a n t i g e n s  b y  t h e  s a m e  t e s t .

C a n i n e  s e r a

O f  328  c a n i n e  s e r a  e x a m i n e d ,  4 5  ( 1 3 . 7 % )  w e r e  p o s i t i v e  f o r  p r e c i p i 

t a t i n g  a n t i b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s  b y  C I E  a n d  8 ( 2 . 4 % )  w e r e  a l s o  p o s i t i v e  

b y  I D .  N o  e v i d e n c e  o f  a n t i b o d y  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  a g g l u t i n a t i o n  

t e s t  ( t a b l e  1 ) .
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In  t a b l e  5 ,  t h e  r e s u l t s  o f  C I E  t e s t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  r e l a t i o n  to  t h e  

e n v i r o n m e n t  o f  t h e  171 d o g s  f o r  w h i c h  t h i s  i n f o r m a t i o n  w a s  a v a i l a b l e .

Of  100 s e r a  f r o m  u r b a n  d o g s ,  14 (14%) w e r e  p o s i t i v e  i n  c o n t r a s t  to  

11 ( 1 5 .5 % )  o f  71 s e r a  f r o m  r u r a l  d o g s .  In  ID t e s t s ,  4  s e r a  f ror r i  u r b a n  

a n d  2 s e r a  f r o m  r u r a l  d o g s  w e r e  p o s i t i v e .

T h e  a g e s  of  t h e  d o g s  r a n g e d  f r o m  5 m o n t h s  to  17 y e a r s  a n d  t h e  a g e  

r a n g e  of p o s i t i v e  d o g s  w a s  f r o m  1 to 12 y e a r s ,  w i t h  the  h i g h e s t  p e r c e n 

tage of posit ive  anim als  in the 10 to 12 y e a r  group (table 6).

Antibody to Cr. neoformans was demonstrated in 14 (16.1%) of the 87 

sera  from male  dogs; 10 of these dogs were  from urban d is tr ic ts  and 4 

from rural a r e a s . Of the 84 b i t c h e s , 11 (13,1% ) were  positive;  4 were  

from urban and 7 from rural environments .

In CIE t e s t s ,  the number of precipitation l ines  ranged from 1 to 3

(f igs .  4 ,  5, 6); 32 sera  gave one l in e ,  11 sera  2 l ines  and 2 sera  3 l in e s .  

In  t h i s  t e s t ,  no  s e r u m  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  a t  a  1:2 d i l u t i o n .  T h e  

r e s u l t s  o f  p o s i t i v e  t e s t s  o n  c a n i n e  s e r a  a r e  g i v e n  i n  t a b l e  7 .  F o r t y  f o u r  

o f  t h e  c a n i n e  s e r a  w e r e  p o s i t i v e  w i t h  a t  l e a s t  one  C F  a n t i g e n ;  34 ( 7 5 .6 % )  

w e r e  p o s i t i v e  o n l y  w i t h  C F  a n t i g e n s ,  10 ( 2 2 .2 % )  w i t h  C F  a n d  S a n t i g e n s  

a n d  o n e  ( 2 .2 % )  w i t h  S a n t i g e n  o n l y .

P o s i t i v e  r e a c t i o n s  t o  s e r o t y p e  A a n t i g e n s  w e r e  f o u n d  i n  33 ( 7 3 . 3 % )  

o f  s e r a ,  to  B i n  35 ( 7 7 . 8 % ) ,  t o  C i n  29 ( 6 4 ,4 % )  a n d  to  D i n  11 ( 2 4 . 4 % ) .

Of t h e  4 5  p o s i t i v e  s e r a ,  14 ( 3 1 . 1 % )  r e a c t e d  w i t h  one  s e r o t y p e  a n t i g e n  

o n l y ;  7 w i t h  B ,  4 w i t h  A a n d  3 w i t h  C .  No c a n i n e  s e r u m  w a s  p o s i t i v e  

w i t h  s e r o t y p e  D a n t i g e n s  o n l y .  Of  t h e s e  14 " s i n g l e  s e r o t y p e "  r e a c t i o n s  

11 w e r e  w i t h  C F  a n t i g e n s  o n l y ,  2 w i t h  b o t h  C F  a n d  S a n t i g e n s  a n d  one  

w i t h  S a n t i g e n  o n l y .  S e r a  f r o m  31 d o g s  r e a c t e d  w i t h  a n t i g e n s  f r o m  m o r e
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t h a n  o n e  s e r o t y p e ;  8 r e a c t e d  w i t h  2 s e r o t y p e s ;  (4 w i t h  A & B , 2 w i t h  

B & C a n d  2 w i t h  A & C ) ,  o n e  w i t h  A ,  B & D ,  one  w i t h  A ,  C & D ,  12 w i t h

A ,  B & C a n d  9 w i t h  A ,  B ,  C & D .

T h e  r e s u l t s  of  C I E  t e s t s  on  s e r a  f r o m  t h e  25 p o s i t i v e  d o g s  w i t h  k n o w n  

c a s e  h i s t o r i e s  a r e  p r e s e n t e d  in  t a b l e  8 .  Of  11 p o s i t i v e  s e r a  f r o m  r u r a l  

d o g s ,  3 r e a c t e d  w i t h  a l l  s e r o t y p e  a n t i g e n s ,  2 w i t h  A ,  B & C , 1 w i t h  A &

B , 2 w i t h  B o n l y  a n d  3 w i t h  C o n l y .  Of  t h e  14 s e r a  f r o m  u r b a n  d o g s ,  4 

w e r e  p o s i t i v e  w i t h  a l l  s e r o t y p e  a n t i g e n s ,  5 w i t h  A ,  B & C ,  one  w i t h  A ,

C & D ,  o n e  w i t h  A & B , one  w i t h  A & C a n d  2 w i t h  B & C . F o u r  s e r a  

f r o m  u r b a n  a n d  3 s e r a  f r o m  r u r a l  d o g s  r e a c t e d  w i t h  a t  l e a s t  one  s o m a t i c  

antigen .

In ID te s t s  8 (2.4%) of the canine s era  were  p o s i t iv e ,  al l  reacting  

only against CF antigen. Although 6 of these  8 sera  had given more  than 

one l ine of precip itation in the GIF t e s t ,  not m ore  than one l ine was

o b t a i n e d  i n  t h e  ID t e s t  (table 9).  F u rth e rm o re ,  as c a n  be s e e n  from  

t h i s  t a b l e ,  t h e  s p e c t r u m  of  r e a c t i o n  to  s e r o t y p e  a n t i g e n s  w a s  l e s s  w i d e 

s p r e a d  i n  t h e  ID t e s t .  H o w e v e r ,  o n e  s e r u m  g a v e  a  p o s i t i v e  r e s u l t  w i t h  

C F  a n t i g e n  B i n  ID b u t  w a s  n e g a t i v e  w i t h  t h i s  a n t i g e n  i n  C I E .  F r o m  

t a b l e  9 i t  w i l l  b e  s e e n  t h a t  i n  t h e  ID t e s t ,  a n t i b o d y  to  A a n t i g e n s  w e r e  

f o u n d  i n  5 ( 6 2 . 5 % )  o f  s e r a ,  to  C i n  3 ( 3 7 . 5 % ) ,  t o  B i n  one  ( 1 2 . 5 % )  a n d  to  

D i n  o n e  ( 1 2 . 5 % ) ,  N o  s e r u m  r e a c t e d  w i t h  s e r o t y p e  D o n l y .  O ne  s e r u m  

r e a c t e d  w i t h  s e r o t y p e  a n t i g e n s  A a n d  D a n d  one  w i t h  A a n d  C .

O f  t h e  4 5  c a n i n e  s e r a  p o s i t i v e  b y  C I E  t e s t s ,  3 ( 6 . 7 % )  g a v e  o n e  f a i n t  

p r e c i p i t a t i o n  l i n e  w h e n  c r o s s e d  a g a i n s t  C .  a l b i c a n s  C F  a n d  S a n t i g e n s :  

b y  I D ,  n o n e  of  t h e  100 c a n i n e  s e r a ,  i n c l u d i n g  t h e  4 5  s e r a  p o s i t i v e  f o r  

c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  r e a c t e d  w i t h  t h e s e  a n t i g e n s .
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N o n e  of  t h e  45  p o s i t i v e  c a n i n e  s e r a  a n d  155 n e g a t i v e  s e r a ,  t e s t e d  

by  ID a g a i n s t  2 a n t i g e n s  p r e p a r e d  f r o m  A .  f u m i g a t u s ,  w e r e  p o s i t i v e .  

A l s o ,  t h e  9 c a n i n e  s e r a  k n o w n  to  b e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  to  A . f u m i g a t u s  

w e r e  n e g a t i v e  w h e n  t e s t e d  b y  C I E  a g a i n s t  a l l  C r .  n e o f o r m a n s  C F  a n d  S 

s e r o t y p e  a n t i g e n s .
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D I S C U S S I O N

T h e  p r e s e n c e  of  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  to  Cr.  n e o f o r m a n s  h a s ,  f o r  

t h e  f i r s t  t i m e ,  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  s e r a  f r o m  c a t s  a n d  d o g s  i n  w h i c h  

t h e r e  w a s  no  e v i d e n c e  of  a c t i v e  c r y p t o c o c c o s i s .  A l t h o u g h  n o n e  of  t h e  

a n i m a l s  w a s  a v a i l a b l e  f o r  m y c o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n .  D r .  R o g e r s o n ,  

w h o  c o l l e c t e d  t h e  f e l i n e  s e r u m  s a m p l e s ,  s t a t e d  t h a t  t h e r e  w a s  no  s i g n  of  

c r y p t o c o c c o s i s  i n  t h e  c a t s  e x a m i n e d  p o s t - m o r t e m  a n d  t h a t  t h e  o t h e r s  

w h i c h  w e r e  n o t  k i l l e d  w e r e  c l i n i c a l l y  n o r m a l  at t h e  t i m e  t h e y  w e r e  b l e d .  

The canine sera  had b een  sent to  the Department of B a cter io lo g y  for 

invest igat ion  for antibody to bac ter ia  causing renal  d i s e a s e  or w ere  taken  

from dogs which w ere  to be used as exper im en ta l  an im als  cr blood donors

T h e r e  i s  o t h e r  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  a n i m a l s ,  

f r o m  w h i c h  t h e  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  t a k e n ,  w e r e  u n l i k e l y  t o  h a v e  

c r y p t o c o c c o s i s .  A l t h o u g h ,  e a c h  y e a r ,  o v e r  150 c a t s  a n d  700  d o g s  a r e  

a u t o p s i e d  a n d ,  w h e n  r e l e v a n t ,  m i c r o b i o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  a r e  c a r r i e d  

o u t ,  no  c a s e  o f  c r y p t o c o c c o s i s  h a s  b e e n  d i a g n o s e d  i n  G l a s g o w  o v e r  t h e  

p a s t  12 y e a r s .  O n l y  o n e  i s o l a t i o n  o f  t h e  y e a s t ,  w h i c h  w a s  o f  d o u b t f u l  

s i g n i f i c a n c e ,  h a s  b e e n  m a d e  f r o m  a  dog  ( D a w s o n ,  1979 ;  p e r s o n a l  c o m 

m u n i c a t i o n .  )

T h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  h a s  b e e n  s h o w n  to  b e  a  r e l i a b l e  m e t h o d  o f  

d e t e c t i n g  a n t i b o d y  i n  h u m a n  p a t i e n t s  w i t h  p r o v e n  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  

( G o r d o n  a n d  V e d d e r , 1 9 6 6 ;  K a u f m a n  a n d  B l u m e r , 1 968 ;  K a u f m a n ,  1976 ;  

P r o c t o r ,  1 9 7 6 ) .  I t ^ t h e r e f o r e ^ s e e m e d  l i k e l y  t h a t  t h i s  w o u l d  a l s o  b e  t h e  

c a s e  i n  a n i m a l s .  T h a t  no  s e r u m  i n  t h e  s u r v e y  w a s  p o s i t i v e  b y  t h i s  

t e s t  a l s o  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a n i m a l s  w e r e  f r e e  f r o m  o v e r t  c r y p t o c o c c a l  

i n f e c t i o n .
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E x p o s u r e  to  t h e  o r g a n i s m  in  h a b i t a t s  w h e r e  i t  i s  k n o w n  to  p r e v a i l  h a s  

r e s u l t e d  i n  t h e  s t i m u l a t i o n  of  d e m o n s t r a b l e  a n t i b o d y  in  m a n  by W a l t e r  and 

A t c h i s o n  ( 1 9 6 6 ) ,  w h o  f o u n d  t h a t  22% o f  134 s e r a  f r o m  p i g e o n  f a n c i e r s  

w e r e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  c o m p a r e d  to  3% of  a  c o n t r o l  

g r o u p  of  36 p e r s o n s .  T h e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p i g e o n  f a n c i e r s  h a d  

p r e s u m a b l y  b e e n  i n f e c t e d  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t  a n d  t h a t  s u b - c l i n i c a l  

c r y p t o c o c c o s i s ,  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  of  c i r c u l a t i n g  a n t i b o d y  

w i t h o u t  m a n i f e s t a t i o n  o f  o v e r t  c l i n i c a l  i n f e c t i o n ,  w a s  m o r e  p r e v a l e n t  t h a n  

w a s  r e a l i s e d .

That active  infection is  not e s s e n t ia l  to the production of antibody to 

this  y e a s t  was shown in the cou rse  of my exper im enta l  work. Cats 

inoculated in tranasally  with ki l led c e l l s  of Cr. neoformans developed  

antibody just as well  as  those challenged with viable  c e l l s .

T h e  s a p r o p h y t i c  e x i s t e n c e  o f  C r .  n e o f o r m a n s  in  t h e  W e s t  o f  S c o t l a n d ,  

w h e r e  t h e  p r e s e n t  s e r o l o g i c a l  s u r v e y  w a s  u n d e r t a k e n ,  h a s  b e e n  p r o v e d  

b y  E v a n s  (1977)  w h o  r e c o v e r e d  i t  f r o m  t h e  d r o p p i n g  o f  d o m e s t i c a t e d  a n d  

f e r a l  p i g e o n s .  In  B r i t a i n ,  t h e  o t h e r  r e c o r d s  of  t h e  i s o l a t i o n  of  t h i s  

s p e c i e s  f r o m  n a t u r e  a r e  f r o m  p i g e o n  h a b i t a t s  ( P a r t r i d g e  a n d  W i n n e r ,  

1 9 6 5 ,  1966 ;  R a n d h a w a ,  C l a y t o n  a n d  R i d d e l l ,  1965 ;  R a n d h a w a ,  S t a ib  

a n d  B l i s s e ,  1973)  a n d  f r o m  d r o p p i n g s  f r o m  h a b i t a t s  u s e d  b y  b o t h  p i g e o n s  

a n d  s t a r l i n g s  ( S y m m e r s ,  1 9 6 7 ) .

E l s e w h e r e ,  C r  . n e o f o r m a n s  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  s o i l  ( H a s e n c l e v e r  

a n d  E m m o n s ,  1963 ;  R o g e r s  a n d  B e n e k e ,  1964 ;  M c D o n o u g h ,  L e w i s  a n d  

P e n n ,  1 9 6 6 ) ,  f r o m  d e b r i s  i n  d e s e r t e d  h o u s e s , f r o m  r a b b i t  p e n s  ( D e n t o n  

a n d  D i  S a l v o ,  1968)  a n d  f r o m  e x c r e t a  o f  b i r d s  s u c h  a s  c h i c k e n s  ( S i l v a ,  

I 9 6 0 ;  M c D o n o u g h  e t  a l .  , 1961 ; D e n t o n  a n d  D i  S a l v o ,  1 9 6 8 ) ,  p h e a s a n t s
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( H e r  c e g , M i l a k o v i c - N o v a k  a n d  H a j s i g ,  1 9 7 3 ) ,  s p a r r o w s  ( L e o n e ,  1969)  

a n d  c u c k o o  ( T a y l o r  a n d  D u a n g m a n i ,  1 9 6 8 ) .  It  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  to  be  

a s s o c i a t e d  w i t h  b a t  g u a n o  ( A j e l l o ,  H o  s t y  a n d  P a l m e r ,  1 9 6 7 ) .

T h e  p r o p o r t i o n  of  p o s i t i v e  s e r a  v a r i e d  w i t h  t h e  a n i m a l  s p e c i e s .

A n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  p r e s e n t  i n  4 , 4 %  o f  t h e  f e l i n e  s e r a  a n d  

i n  1 3 . 7 %  of  t h e  c a n i n e  s e r a  i n  t h e  s u r v e y .  T h e  r e s p o n s e  o f  c a n i n e  a n d  

f e l i n e  s e r a  to  t h e  a n t i g e n s  a l s o  d i f f e r e d .  In  C I E  t e s t s  a l l  f e l i n e  s e r a  

e x a m i n e d  i n  t h e  s u r v e y  p r o d u c e d  o n l y  o n e  l i n e  o f  p r e c i p i t a t i o n ,  a s  d i d  

a l l  s e r a  f r o m  c a t s  c h a l l e n g e d  e x p e r i m e n t a l l y  w i t h  v i a b l e  a n d  w i t h  k i l l e d  

c e l l s  of  C r .  n e o f o r m a n s .  In  c o n t r a s t ,  a b o u t  o n e  t h i r d  of  t h e  c a n i n e  s e r a  

gave m o r e  t h a n  o n e  l i n e  in t h e  C I E  t e s t .  A d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  

from dogs and cats  was a lso  apparent when the sera  w e r e  t es ted  b y  the 

l e s s  sen s i t ive  ID method.  Using th is ,  no fe line seru m  gave a pos i t ive  

resu l t  b u t  8 (2.4%) of the 45 canine s e r a ,  which w ere  pos it ive  b y  C I E ,  

w e r e  a l s o  p o s i t i v e  i n  t h e  ID t e s t .

T h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n u m b e r s  of  s e r a  p o s i t i v e  f o r  c r y p t o 

c o c c a l  a n t i b o d y  a m o n g  c a t s  a n d  d o g s  f r o m  r u r a l  a n d  u r b a n  e n v i r o n m e n t s :  

8 . 5 %  o f  t h e  s e r a  f r o m  r u r a l  c a t s  w e r e  p o s i t i v e  a s  o p p o s e d  to  3 . 6 %  of  t h e  

s e r a  f r o m  u r b a n  c a t s .  I n  d o g s  t h e  f i g u r e s  a r e  1 6 . 9 %  a n d  13% r e s 

p e c t i v e l y .  It  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  h i g h e r  n u m b e r s  of  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  

a m o n g  r u r a l  a n i m a l s  m a y  b e  d u e  t o  g r e a t e r  e x p o s u r e  t o  t h e  y e a s t  i n  

t h e  e n v i r o n m e n t .  T o w n  p e t s ,  p a r t i c u l a r l y  d o g s ,  p r o b a b l y  s p e n d  t h e  

m a i n  p a r t  o f  t h e i r  t i m e  i n d o o r s ,  a n d ,  w h e n  o u t ,  a r e  u s u a l l y  a c c o m p a n i e d  

b y  t h e i r  o w n e r s .  T h e y  a r e  t h e r e f o r e  l e s s  l i k e l y  to  g a i n  a c c e s s  to  

h a b i t a t s  w h e r e  t h e  f u n g u s  m a y  o c c u r .  A s  C r .  n e o f o r m a n s  h a s  b e e n  

s h o w n  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d r o p p i n g s  of  c h i c k e n s ,  p h e a s a n t s ,
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s p a r r o w s  a n d  o t h e r  w i l d  b i r d s ,  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  d o g s  a n d  c a t s  l i v i n g  

i n  r u r a l  a r e a s  m a y  b e  e x p o s e d  to  t h e  y e a s t  r a t h e r  m o r e  t h a n  a r e  u r b a n  

a n i m a l s  .

In  d o g s ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n u m b e r  of  p o s i t i v e s  b e t w e e n  

m a l e s  ( 1 6 .1 % )  a n d  f e m a l e s  ( 1 3 . 1 % ) .  In  c a t s ,  t h e  d i f f e r e n c e  w a s  m u c h  

m o r e  d e f i n i t e .  A l t h o u g h  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  n u m b e r s  of  s e r a  w e r e  

e x a m i n e d  f o r  e a c h  s e x ,  s e r a  f r o m  11 f e m a l e s  w e r e  p o s i t i v e  i n  c o n t r a s t  

to one  s e r u m  s a m p l e  f r o m - a  m a l e .  O n e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  

discrepancy is  that the dif ference might be hormonal .  If  so ,  it might be

expected that the proport ion of positive samples would be different in 

entire and neutered cats .  However, the proport ion of se ra  with antibody 

was the same (8%) in entire and neutered female cats .  The only positive 

male cat had not been neutered.  That more female cats had antibody

might a lso  have been due to their being allowed out more frequently than

m a l e  c a t s .  H o w e v e r ,  w h e n  c a t  o w n e r s  w e r e  a s k e d  i f  m a l e  c a t s  t e n d e d  

to  b e  c o n f i n e d  w h i l e  f e m a l e s  w e r e  a l l o w e d  to  r o a m ,  t h e y  s t a t e d  t h a t  t h i s  

w a s  n o t  s o .

D i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e s p o n s e  o f  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a  to  a n t i g e n s  

p r e p a r e d  f r o m  t h e  4 s e r o t y p e s  w e r e  a p p a r e n t .  A n t i b o d y  to  s e r o t y p e  D 

p r e d o m i n a t e d  i n  c a t s  a n d  to  s e r o t y p e  B i n  d o g s .

S e r a  f r o m  7 c a t s  a n d  14 d o g s  h a d  a n t i b o d y  to one  s e r o t y p e  o n l y .

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  a n i m a l s  h a d  b e e n  e x p o s e d  t o  t h a t  p a r t i c u l a r  

s e r o t y p e  a n d  i t  m a y ,  t h e r e f o r e ,  b e  a s s u m e d  t h a t ,  a s  a n t i b o d y  to  s e r o 

t y p e s  A ,  B ,  C o r  D w e r e  f o u n d  s i n g l y  i n  s o m e  a n i m a l s ,  t h e s e  s e r o t y p e s

a r e  p r e s e n t  i n  B r i t a i n .

57



A s  f a r  a s  I a m  a w a r e ,  n o - o n e  h a s  s e r o t y p e d  t h e  i s o l a t e s  o f  C r  . n e o -  

f o r m a n s  in  B r i t a i n .  S t r a i n s  f r o m  n a t u r e ,  i n  U . S . A .  , w e r e  s e r o t y p e d  

b y  W a l t e r  a n d  A t c h i s o n  ( 1 9 6 6 )  w h o  f o u n d  A to b e  t h e  m a i n  s e r o t y p e  f r o m  

p i g e o n  h a b i t a t s .  S t r a i n s  i s o l a t e d  f r o m  a  v a r i e t y  of  h a b i t a t s  w e r e  s t u d i e d  

b y  D e n t o n  a n d  D i  S a lv o  (1 9 6 8 )  w h o  f o u n d  t h a t  91 o f  95 s t r a i n s  w e r e  s e r o 

t y p e  A a n d  o n e ,  f r o m  t h e  f l o o r  o f  a  d e s e r t e d  h o u s e ,  w a s  s e r o t y p e  C .  

B e n n e t t ,  K w o n  — C h u n g  a n d  H o w a r d  (1 9 7 7 )  t y p e d  s t r a i n s  f r o m  e n v i r o n 

m e n t a l  s o u r c e s  a n d  s t a t e d  t h a t  s e r o t y p e  A p r e d o m i n a t e d  in  U . S . A .  a n d  

D i n  E u r o p e .  T h e y  f a i l e d  t o  f i n d  s e r o t y p e s  B o r  C f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t  

a n d  s t a t e d  t h a t  t h e  s o u r c e  o f  t h e s e  s e r o t y p e s  w a s  n o t  k n o w n .

In v i e w  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  a n t i b o d y  to  s e r o t y p e  B 

w a s  f o u n d  i n  s e r a  f r o m  7 7 . 8 %  o f  d o g s  a n d  i n  7 of  t h e  14 d o g s  w h i c h  

r e a c t e d  to  a  s i n g l e  s e r o t y p e  o n l y .  T h i s  s e r o t y p e  w a s  a l s o  p r e s e n t  i n  

4 2 %  o f  f e l i n e  s e r a  a n d  i n  2 o f  t h e  7 c a t s  r e a c t i n g  o n l y  w i t h  a  s i n g l e  s e r o 

t y p e .  A n t i b o d y  to  s e r o t y p e  C ,  t h e  o t h e r  s e r o t y p e  f o r  w h i c h  a n  e n v i r o n 

m e n t a l  s o u r c e  i s  n o t  k n o w n ,  w a s  f o u n d  i n  6 4 * 4 %  of  d o g s  a n d  50% of  

c a t s  a n d  3 dogs a n d  3 c a t s  r e a c t e d  o n l y  w i t h  t h i s  s e r o t y p e .

I t  i s  s u r p r i s i n g  t h a t  s e r o t y p e  A ,  t h e  one  t h a t  w a s  m o s t  f r e q u e n t l y  

r e c o r d e d  f r o m  p i g e o n  h a b i t a t s  ( W a l t e r  a n d  A t c h i s o n ,  19 6 6 )  a n d  f r o m  

a v i a n  a n d  r a b b i t  h a b i t a t s  a n d  b a r n s  ( D e n t o n  a n d  D i  S a l v o ,  1968 )  s h o u l d  

b e  t h e  r a r e s t  i n  f e l i n e  s e r a  b u t  s e c o n d  i n  f r e q u e n c y  i n  c a n i n e  s e r a .  

C o n v e r s e l y ,  s e r o t y p e  D ,  t h a t  s t a t e d  b y  B e n n e t t  e t  a l .  , ( 1 9 7 7 )  t o  b e  t h e  

c o m m o n e s t  f r o m  e n v i r o n m e n t a l  s o u r c e s  i n  E u r o p e ,  w a s  t h e  r a r e s t  i n  

c a n i n e  s e r a  a n d  n o  d o g  h a d  a n t i b o d y  o n l y  t o  t h i s  s e r o t y p e .

T h i s  v a r i a t i o n  i n  t h e  r e s u l t s  b e t w e e n  c a n i n e  a n d  f e l i n e  s e r a  s u g g e s t s  

t h a t  t h e r e  m a y  b e  a  b i a s  t o w a r d s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n t i b o d y  t o  d i f f e r e n t
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s e r o t y p e s  i n  d o g s  a n d  c a t s .  T h i s  m i g h t  b e  d u e  to  s e l e c t i v e  e x p o s u r e  to  

s e r o t y p e s  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t  o r  to  a  h o s t - s e r o t y p e  a f f i n i t y .  T h e  

r e s u l t s  of  m y  e x p e r i m e n t a l  w o r k ,  i n  w h i c h  c a t s  w e r e  c h a l l e n g e d  w i t h  

t h e  4 s e r o t y p e s  a n d  w e r e  s h o w n  to  b e  c a p a b l e  of  p r o d u c i n g  p r e c i p i t a t i n g  

a n t i b o d y  t o  e a c h  s e r o t y p e ,  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e  l a t t e r  e x p l a n a t i o n  i s  

u n l i k e l y .

In  t h e  p r e c i p i t a t i o n  t e s t s ,  C F  a n t i g e n s  w e r e  m u c h  m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  

S a n t i g e n s .  A l l  s e r a  p o s i t i v e  i n  ID t e s t s  r e a c t e d  o n l y  w i t h  C F  a n t i g e n s  

a n d  i n  C I E  n o  f e l i n e  a n d  o n l y  o n e  c a n i n e  s e r u m  f a i l e d  t o  r e a c t  w i t h  C F  

a n t i g e n  b u t  d i d  s o  w i t h  S a n t i g e n .  T o  b e  c e r t a i n ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  p o s i 

t i v e  s e r a  a r e  n o t  m i s s e d ,  i t  i s  p r o b a b l y  a d v i s a b l e  t h a t  b o t h  t y p e s  o f  

a n t i g e n  s h o u l d  b e  u s e d .

A l t h o u g h  t h e  e f f i c i e n c y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  C F  a n t i g e n s  o f  C r ,  n e o f o r -  

m a n s  w e r e  c o n f i r m e d  b y  M u r p h y ,  G r e g o r y  a n d  L a r s h  (1 9 7 3 )  a n d  

M u r p h y  a n d  P a h l a v a n  ( 1 9 7 9 ) ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  a n t i g e n s  u s e d  i n  

m y  s e r o l o g i c a l  s u r v e y  m i g h t  h a v e  p r o d u c e d  c r o s s  r e a c t i o n s  i s  w o r t h  

c o n s i d e r i n g .  In  t h i s  c o u n t r y ,  t h e  l i k e l i h o o d  o f  c r o s s  r e a c t i o n s  w i t h  

B l a s t o m y c e s  d e r m a t i t i d i s  a n d  H i s t o p l a s m a  c a p s u l a t u m  c a n  b e  d i s c o u n t e d  

a s  t h e s e  f u n g i  h a v e  n o t  b e e n  s h o w n  t o  e x i s t  i n  G r e a t  B r i t a i n .

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  c r o s s  r e a c t i o n  w i t h  A s p e r g i l l u s  f u m i g a t u s  s e e m e d  

u n l i k e l y  i n  c a t s  a s  a s p e r g i l l o s i s  i s  a p p a r e n t l y  r a r e  i n  t h i s  s p e c i e s  a n d  

o n l y  2 c a s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( S a u t t e r ,  S t e e l e  a n d  H e n r y ,  19 55;

P a k e s ,  N e w  a n d  B e n b r o o k ,  1 9 6 7 ) .  I n  d o g s ,  h o w e v e r ,  c a s e s  o f  n a s a l  

a s p e r g i l l o s i s  do  o c c u r .  T h e s e  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  b y  L a n e  a n d  W a r  n o c k  

( 1 9 7 7 )  w h o  s t a t e d  t h a t  ID w a s  a  s e n s i t i v e  a n d  s p e c i f i c  t e s t  f o r  d e t e c t i o n  

o f  a n t i b o d y  t o  A .  f u m i g a t u s .  H o w e v e r ,  a s  e x a m i n a t i o n  o f  2 0 0  s e r a
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f r o m  d o g s  i n  m y  s u r v e y ,  t e s t e d  b y  I D ,  f a i l e d  t o  r e v e a l  a n t i b o d i e s  to  

A .  f u m i g a t u s  a n d  a s  9 s e r a  f r o m  c a s e s  o f  n a s a l  a s p e r g i l l o s i s ,  k n o w n  t o  be 

p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  A .  f u m i g a t u s ,  f a i l e d  i n  C I E  to  p r o d u c e  a n y  l i n e s  

o f  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  t h e  C r .  n e o f o r m a n s  a n t i g e n s  u s e d  i n  t h e  s u r v e y ,  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  a n y  o f  t h e  r e s u l t s  w e r e  d u e  t o  c r o s s  r e a c t i o n s  w i t h  t h i s  

f u n g u s  s e e m s  u n l i k e l y .

C a n d i d a  a l b i c a n s  i s  a  c o m m o n  c o m m e n s a l  i n  a n i m a l s  a n d ,  a s  i t  d o e s  

i n  m a n  ( W i n n e r  a n d  H u r l e y ,  1 9 6 6 ) ,  i s  l i k e l y  to  p r o d u c e  a  l o w  g r a d e  

i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e  i n  t h e  h o s t .  W h e n  t h e  4 5  c a n i n e  s e r a ,  p o s i t i v e  

f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y ,  w e r e  t e s t e d  a g a i n s t  C .  a l b i c a n s  a n t i g e n s  b y  

C I E ,  a  f a i n t  b r o a d  p r e c i p i t a t i o n  l i n e  w h i c h ,  a c c o r d i n g  to  E v a n s  ( 1 9 7 6 )  

m a y  r e p r e s e n t  t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y  t o  C a n d i d a  c e l l  w a l l  m a n n a n  

w a s  s e e n  i n  3 s e r a .  S u c h  s e r a ,  w i t h  l o w  a m o u n t s  o f  a n t i b o d y  to  C .  

a l b i c a n s  w o u l d  n o t ,  i n  m y  o p i n i o n ,  r e a c t  w i t h  t h e  t e s t  C r  . n e o f o r m a n s  

a n t i g e n s  f o r  2 r e a s o n s .  S t r o n g  a n t i s e r u m  t o  C . a l b i c a n s , r a i s e d  i n  

r a b b i t s ,  f a i l e d  t o  r e a c t  w i t h  a n y  o f  t h e  a n t i g e n s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  u s e d  

i n  t h e  s u r v e y .  F u r t h e r m o r e ,  r a b b i t  a n t i s e r u m  to  C r  . n e o f o r m a n s  d i d  

n o t  r e a c t  w i t h  C .  a l b i c a n s  C F  o r  S a n t i g e n s  b y  t h e  s a m e  t e s t .

M a c c a n i  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h a t  n o n e  o f  t h e  3 t y p e s  o f  C .  a l b i c a n s  a n t i g e n  

( s a l i n e  s u s p e n s i o n ,  p u r i f i e d  p o l y  s a c c h a r i d e , a n d  a l l e r g e n i c  e x t r a c t )  

o r  a n t i g e n s  f r o m  o t h e r  C a n d i d a  s p e c i e s  r e a c t e d  b y  C I E  w i t h  r a b b i t  

a n t i  C r  . n e o f o r m a n s  a n t i s e r u m .  W a l t e r  a n d  A t c h i s o n  ( 1 9 6 6 )  r e p o r t e d  

t h a t  r a b b i t  a n t i - C a n d i d a  a m t i s e r u m  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  a n y  a n t i g e n  p r e p a r e d  

f r o m  C r  . n e o f o r m a n s  s e r o t y p e s  A ,  B a n d  C w h e n  t e s t e d  b y  t h e  c o m b i n e d

c o m p l e m e n t  f i x a t i o n - f l u o r  e s  c e n t  a n t i b o d y  t e s t .
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A s  s p e c i e s  o f  s a p r o p h y t i c  c r y p t o c o c c i  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n a s a l  

c a v i t i e s  o f  7 d o g s  a n d  o n e  c a t  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  s t u d y ,  t h e  p o s s i b i l i t y  

of  c r o s s  - r e a c t i o n s  w i t h  s a p r o p h y t i c  c r y p t o c o c c i  w a s  c o n s i d e r e d .  U n f o r 

t u n a t e l y ,  t h e  a m o u n t s  of  t h e  s e r u m  s a m p l e s  r e m a i n i n g  a f t e r  t h e  o t h e r  

s e r o l o g i c a l  t e s t s  h a d  b e e n  c a r r i e d  o u t  w e r e  n o t  s u f f i c i e n t  t o  e n a b l e  a b s o r 

p t i o n  s t u d i e s  to  b e  u n d e r t a k e n .

M o s t  o f  t h e  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a  i n  t h e  s u r v e y  r e a c t e d  w i t h  C F  a n t i 

g e n s  . T h e s e  a n t i g e n s  w e r e  s h o w n  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  C r  . n e o f o r m a n s  b y  

M u r p h y  a n d  P a h l a v a n  ( 1 9 7 9 ) .  T h e s e  a u t h o r s  w e r e  t e s t i n g  t h e  s p e c i f i c i t y  

o f  t h e i r  f r a c t i o n a t i o n - p u r i f i e d  a n t i g e n  b y  s k i n  t e s t i n g  g u i n e a - p i g s .  I t  

e l i c i t e d  p o s i t i v e  s k i n  t e s t s  i n  a n i m a l s  s e n s i t i s e d  w i t h  C r .  n e o f o r m a n s  

s e r o t y p e s  A ,  B a n d  C ,  b u t  n o t  i n  t h o s e  s e n s i t i s e d  w i th  C r .  a lb i d u s .

M a c c a n i  ( 1 9 7 7 )  c r o s s e d  s a l i n e  s u s p e n s i o n  a n t i g e n s  f r o m  C r  . l a u r e n t i i  

a n d  C r .  d i f f l u e n s , s p e c i e s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  ( t a b l e  2 6 ) ,  

a g a i n s t  r a b b i t  a n t i - C r  . n e o f o r m a n s  a n t i s e r u m  b y  C I E  b u t  o b t a i n e d  o n l y  

w e a k  r e a c t i o n s  u n l i k e l y  t o  b e  c o n f u s e d  w i t h  t h e  s t r o n g  r e a c t i o n s  o b t a i n e d  

w h e n  C r .  n e o f o r m a n s  a n t i g e n  w a s  u s e d .

T h e  t e s t s  u s e d  i n  t h e  s u r v e y  w e r e  c h o s e n  f o r  t h e  f o l l o w i n g  r e a s o n s .

T h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  i s  r e l i a b l e  i n  d e t e c t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  

i n  s e r a  f r o m  h u m a n  c a s e s  o f  c r y p t o c o c c o s i s  ( G o r d o n  a n d  V e d d e r ,  1 9 6 6 ;  

K a u f m a n  a n d  B l u m e r ,  1 9 6 8 ;  K a u f m a n ,  1 9 7 6 ;  P r o c t o r ,  1 9 7 6 ) ,  A l t h o u g h  

ID i s  n o t  r e g a r d e d  a s  s e n s i t i v e  i n  t h e  d i a g n o s i s  o f  h u m a n  c r y p t o c o c c o s i s ,

i t  w a s  f e l t  t h a t  t h i s  m i g h t  n o t  n e c e s s a r i l y  b e  t h e  c a s e  i n  a n i m a l s .  A l s o ,  

t h i s  t e s t  i s  s i m p l e  a n d  s u i t a b l e  f o r  u s e  b y  v e t e r i n a r y  p r a c t i t i o n e r s .

T h e  C I E  t e s t  i s  r e c o g n i s e d  a s  a  s e n s i t i v e ,  r a p i d  a n d  r e l i a b l e  t e s t ,  b u t ,  

a s  y e t ,  i t  h a s  n o t  b e e n  e v a l u a t e d  a s  t o  i t s  d i a g n o s t i c  u s e  i n  a n i m a l  c r y p t o 

c o c c o s i s .
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T h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  f a i l e d  to  d e m o n s t r a t e  c r y p t o c o c c a l  a g g l u t i n i n s  

i n  a n y  o f  t h e  27 5 f e l i n e  a n d  100  c a n i n e  s e r a  t e s t e d ;  c o n t r a r y  t o  t h e  f i n d 

i n g s  o f  W e i l a n d  e t  a l . , ( 1 9 7 1 a )  w h o  c l a i m e d  to  h a v e  d e m o n s t r a t e d  a n t i 

b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  b y  t u b e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  i n  s e r a  f r o m  68  o f  

103 d o g s .  T h e  h i g h e s t  t i t r e  t h e y  o b t a i n e d  w a s  1 :16  b u t  31 s e r a  h a d  

t i t r e s  o f  1 :2  o r  1 : 4 .  S u c h  t i t r e s  a r e  g e n e r a l l y  r e g a r d e d  a s  o f  d o u b t f u l  

s i g n i f i c a n c e .  I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  r e a c t i o n s  a t  1:2 d i l u t i o n s  w e r e  

c o n s i d e r e d  a s  n e g a t i v e .  T h e  f a i l u r e  o f  t h e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t  t o  d e t e c t  

a n t i b o d i e s  i n  t h e  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a  i s  u n l i k e l y  t o  b e  d u e  t o  i n s e n s i t i v 

i t y  o f  t h e  t e s t ,  b e c a u s e  a  t i t r e  o f  1 : 1 2 8  w a s  o b t a i n e d  w h e n  t h e  a n t i g e n s  

u s e d  i n  t h e  s u r v e y  w e r e  t e s t e d  a g a i n s t  a n t i  s e r u m  t o  C r .  n e o f o r m a n s  

r a i s e d  i n  a  r a b b i t .

A f e w  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  t r i e d  ID t o  d e m o n s t r a t e  a n t i b o d y  i n  h u m a n  

p a t i e n t s ,  w i t h  r a t h e r  d i s a p p o i n t i n g  r e s u l t s .  K a u f m a n  a n d  B l u m e r  ( 1 9 6 8 )  

e m p l o y e d  i t  i n  a d d i t i o n  to  i n d i r e c t  F A ,  t u b e  a g g l u t i n a t i o n  a n d  c o m p l e m e n t  

f i x a t i o n ,  t o  d e t e c t  a n t i b o d y  i n  h u m a n s  w i t h  p r o v e n  c r y p t o c o c c o s i s .  A l l  

s e r a  p o s i t i v e  b y  t h e  o t h e r  t e s t s  w e r e  n e g a t i v e  b y  I D ,  W i d r a ,  M c M i l l a n  

a n d  R h o d e s  ( 1 9 6 8 )  u s e d  m i c r o - i m m u n o d i f f u s i o n  t o  d e t e c t  c r y p t o c o c c a l  

a n t i b o d y  i n  h u m a n  s e r a  a n d  f o u n d  i t  i n c o n c l u s i v e .  S o m e  s e r a  r e a c t e d  

p o s i t i v e l y  b u t  o n  r e - t e s t i n g ,  t h e y  w e r e  e i t h e r  n e g a t i v e  o r  g a v e  non.*- 

s p e c i f i c  r e a c t i o n s .  T h e y  a t t r i b u t e d  t h i s  d i s c r e p a n c y  t o  t h e  i n s t a b i l i t y  

o f  t h e i r  p o l y s a c c h a r i d e  a n t i g e n .  T h e  ID t e s t  d i d  n o t  p r o v e  t o  b e  s e n s i 

t i v e  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  N o n e  o f  t h e  f e l i n e  s e r a  w a s  p o s i t i v e  a n d  o n l y  

2 . 4 %  o f  t h e  c a n i n e  s e r a  ; e a c h  g i v i n g  o n l y  o n e  l i n e  o f  p r e c i p i t a t i o n ,  w e r e  

p o s i t i v e  b y  i t .

T h e  c o u n t e r i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  t e s t  p r o v e d  s e n s i t i v e  i n  d e t e c t i n g
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a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  i n  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a .  A n t i b o d y  to  C r  , 

n e o f o r m a n s  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  4 . 4 %  of  t h e  f e l i n e  s e r a  a n d  1 3 . 7 %  o f  

t h e  c a n i n e  s e r a ,  s o m e  o f  w h i c h  g a v e  2 - 3  l i n e s  o f  p r e c i p i t a t i o n .

T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e c o r d  o f  t h e  u s e  o f  C I E  i n  d e t e c t i n g  c i r c u l a t i n g  a n t i 

b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s  i n  a n i m a l s .  I t  h a s  b e e n  p r o v e d  u s e f u l  i n  t h e  

d i a g n o s i s  of  s e v e r a l  f u n g a l  d i s e a s e s  i n  m a n  a s  f o r  e x a m p l e ,  o f  c a n d i d i a s i s  

( G o r d o n ,  A l m y ,  G r e e n e  a n d  F e n t o n ,  19 7 1 ;  R e m i n g t o n ,  G a i n e s  a n d  G i l m e r ,  

1 9 7 2 ;  D e e  a n d  R y t e l ,  1 9 7 5 ,  1 9 7 7 ) ;  h i s t o p l a s m o s i s  ( G o r d o n  e t  a l . , 1 9 7 1 ;  

K l e g e r  a n d  K a u f m a n ,  1 9 7 3 ) ;  b l a s t o m y c o s i s ,  c o c c i d i o i d o m y c o s i s  a n d  

a s p e r g i l l o s i s  ( G o r d o n  e t  a l , , 1 9 7 1 ;  G a l u s s i o ,  F r i d m a n  a n d  N e g r o n i ,

1 9 7 3 ;  P a p a g i a n i s  a n d  S h i f r i n e ,  1 9 7 3 ;  W a r d  a n d  K o h l e r ,  1 9 7 3 ) .

T h e  d i a g n o s t i c  v a l u e  o f  t h e  C I E  t e s t  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  ID t e s t ,  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  f o r  t h e  d i a g n o s i s  a n d  s e r o l o g i 

c a l  f o l l o w - u p  o f  m y c o t i c  a n d  o t h e r  m i c r o b i a l  d i s e a s e s .  G u m a a  a n d  

M a h g o u b  (197  5) f o u n d  C I E  t o  b e  s u p e r i o r  t o  ID f o r  d i a g n o s i s  a n d  f o l l o w -  

u p  o f  m y c e t o m a  i n  m a n ,  a s  d i d  M a c K e n z i e  a n d  P h i l p o t  ( 1 9 7 5 )  f o r  a s p e r 

g i l l o s i s ,  c a n d i d i a s i s ,  h i s t o p l a s m o s i s  a n d  a l l e  s c h e r i a s i s  . O d d s ,  E v a n s  

a n d  H o l l a n d  ( 1 9 7 5 )  f o u n d  C I E  to  b e  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  ID i n  t h e  d e t e c t 

i o n  o f  C a n d i d a  p r e c i p i t i n s  a n d  r e c o m m e n d e d  i t  f o r  r o u t i n e  t e s t i n g  f o r  

s u c h  a n t i b o d i e s .  S i m i l a r  f i n d i n g s  w e r e  a l s o  r e p o r t e d  b y  M a r i e r  a n d  

A n d r i o l e  ( 1 9 7 8 ) .

In  t h i s  s u r v e y ,  C I E  p r o v e d  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  ID f o r  d e t e c t i n g  p r e 

c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  t o  C r . n e o f o r m a n s , i n  b o t h  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a .

N o t  o n l y  w e r e  m o r e  s e r a  p o s i t i v e  b y  C I E ,  b u t  m o r e  l i n e s  o f  p r e c i p i t a t i o n  

w e r e  o b t a i n e d  b y  i t  i n  t h e  c a n i n e  s e r a ,  a n d  i n  n o  i n s t a n c e  w a s  a  s e r u m
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p o s i t i v e  b y  ID a n d  n e g a t i v e  b y  C I E .  I t  w a s  a l s o  n o t i c e a b l e  t h a t  t h e  ID 

t e s t  w a s  u s u a l l y  p o s i t i v e  w i t h  s e r a  w h i c h  g a v e  m o r e  t h a n  o n e  p r e c i p i t a t 

i o n  l i n e  b y  C I E ,  i . e .  i n  s e r a  w i t h  h i g h e r  a m o u n t s  o f  a n t i b o d y .

O v e r  s e n s i t i v i t y  m a y  s o m e t i m e s  b e  a  d i s a d v a n t a g e .  A h i g h l y  s e n s i t i v e  

t e s t  s u c h  a s  C I E  m a y  g i v e  f a l s e  p o s i t i v e  r e s u l t s  d u e  t o  c r o s s  r e a c t i o n s ;  

o r  a s  w a s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  c a s e  i n  t h e  s e r a  f r o m  c a t s  a n d  d o g s  i n v e s t i 

g a t e d  h e r e ,  i t  m a y  d e t e c t  l o w  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  d e v e l o p e d  a s  a  r e s u l t  o f  

e x p o s u r e  to  t h e  o r g a n i s m  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c l i n i c a l  i l l n e s s .  I t  m a y  b e  

t h a t  t h e  l e s s  s e n s i t i v e  ID t e s t  w i l l  p r o v e  o f  m o r e  u s e  i n  d i a g n o s i s  b u t  

a s s e s s m e n t  m u s t  a w a i t  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  s e r a  f r o m  a c t u a l  d i s e a s e  c a s e s .

T h e  p r e s e n c e  o f  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  i n  s e r a  f r o m  d o g s  a n d  c a t s  

e x a m i n e d  i n  t h i s  s u r v e y  c o u l d  h a v e  d e v e l o p e d  a s  a  r e s u l t  o f  e x p o s u r e  to  

t h e  y e a s t  i n  t h e i r  e n v i r o n m e n t ,  o r ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  b e  a  r e f l e c t i o n  o f  

s u b c l i n i c  a l ,  p a s t  o r  o v e r t  i n f e c t i o n .  A s  n o  e v i d e n c e  o f  a c t i v e  o r  p a s t  

i n f e c t i o n  w i t h  c r y p t o c o c c o s i s  w a s  f o u n d  i n  t h e s e  a n i m a l s ,  i t  w a s  a s s u m e d  

, t h a t  t h e  a n t i b o d y  h a d  d e v e l o p e d  a s  a  r e s u l t  o f  e x p o s u r e  t o  t h e  y e a s t .  T h i s  

f a c t  s h o u l d  b e  k e p t  i n  m i n d  w h e n  i n t e r p r e t i n g  s e r o l o g i c a l  t e s t s  a s  a  m e a n s  

o f  d i a g n o s i n g  c r y p t o c o c c o s i s  i n  a n i m a l s .

T h e  i m p o r t a n c e  o f  e m p l o y i n g  C F  a n d  S a n t i g e n s  f r o m  t h e  4  s e r o t y p e s  

o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n  s e r o l o g i c a l  t e s t s  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d .  B y  s o  

d o i n g ,  t h e r e  i s  a  b e t t e r  c h a n c e  o f  d e t e c t i n g  a n t i b o d y  i n  a  g r e a t e r  p r o 

p o r t i o n  o f  t h e  t e s t  s e r a .  A l s o ,  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  p r e s e n c e  o f  s e r o 

t y p e s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  c a n  b e  o b t a i n e d .

T h i s  s u r v e y  h a s  g i v e n  i n f o r m a t i o n  u s e f u l  a s  a  b a c k g r o u n d  f o r  f u t u r e  

s t u d i e s .  I t  h a s  s h o w n  t h a t  a  s i g n i f i c a n t  n u m b e r  o f  c a t s  a n d  d o g s  h a v e
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b e e n  e x p o s e d  t o  C r .  n e o f o r m a n s , b u t  a s  o n l y  3 c a s e s  o f  c r y p t o c o c c o s i s  

i n  c a t s  h a v e  b e e n  r e c o r d e d  i n  B r i t a i n ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  y e a s t  i s  

o f  l o w  v i r u l e n c e  i n  t h e s e  a n i m a l s .
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T a b l e  1 .  D e t a i l s  o f  f e l i n e  a n d  c a n i n e  s e r a  e x a m i n e d  a n d  t h e  n u m b e r s  

p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  i n  C I E ,

ID a n d  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s .

T I : S T S  U S E D T O T A L
P O S I T I V E

A n i m a l s
N o .
E x a m i n e d C I E ID A g g .

N o . + v e  % N o . +ve % N o . +ve % N o . %

C A T S 2 7 5 12 4 . 4 0 0 0 0 12 4 . 4

D O G S 32 8 4 5 1 3 . 7 8 2 . 4 0 0 4 5 1 3 . 7

6 6



T a b l e  2 .  P r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s  i n  n o n - l e u k a e m i c  

a n d  l e u k a e m i c  c a t s  f r o m  u r b a n  a n d  r u r a l  e n v i r o n m e n t s .

E n v i r o n m e n t S e r a
N o n - l e u k a e m i c c a t s L e u k a e m i c  c a t s

N o .  o f  s e r a  N o . + v e  % 
t e s t e d

N o .  o f  s e r a  N o . + v e  
t e  s t e d

%

U r b a n 227 2 2 4  8 3 . 6 3 0 0

R u r  a l 4 8 4 7  4 8 . 5 1 0 0

T O T A L 2 7 5 271 12 4 . 4 4 0 0
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T a b l e  3 .  A g e  g r o u p s  o f  c a t s  e x a m i n e d  i n  t h e  s e r o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n  

a n d  o f  t h o s e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s

A g e  G r o u p
N o . o f  c a t s  
E x a m i n e d

N o . +ve  f o r  
a n t i b o d y %

5 - 1 1  m  , 110 0 (0)

1 - 3  y r  s . 107 8 ( 7 . 5 )

4 - 1 2  y r s . 58 4 ( 6 . 9 )

T O T A L 2 7 5 12 ( 4 . 4 )
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T a b l e  4 .  D e t a i l s  o f  s e r a ,  f r o m  u r b a n . a n d  r u r a l  c a t s ,  p o s i t i v e  f o r  

a n t i b o d y  to  o n e  o r  m o r e  s e r o t y p e s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n  

C I E  t e s t s

a n t i b o d y  to  s e r o t y p e  a n t i g e n s :
N u m b e r  
o f  s e r a

E n v i r o n 
m e n t A B C D

C F  S C F 5 C F s C F  S

2 U - - + - - - - —

2 U - — - - + - -

1 R — — - - + - - —

2 u -  - - - - + -

1 U - + - - - - + -

1 u - ^  - - + - +

1 R + - + + - - + +

1 R + - + + + +

1 R + ■ - ■ + + + + +

12 2 2 3 3 6 2 7 2

T O T A L 12 4 (33%) 5 (42%) 6 (50%)

_

7 (58%)

U = U r b a n  
R = R u r a l
C F  = C u l t u r e  f i l t r a t e  a n t i g e n  
S = S o m a t i c  a n t i g e n
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T a b l e  5 .  R e s u l t s  o f  e x a m i n a t i o n  o f  s e r a  f r o m  u r b a n  a n d  r u r a l  

d o g s  f o r  a n t i b o d y  t o  C r  . n e o f o r m a n s  b y  C I E .

E n v i r o n m e n t N o .  e x a m i n e d N o . + ve  f o r  
a n t i b o d y % N o . - v e %

U r b a n 100 14 (14 ) 86 (86)

R u r a l 71 11 ( 1 5 . 5 ) 60 ( 8 4 . 5 )

T O T A L 171 2 5 ( 1 4 . 6 ) 146 ( 8 5 . 4 )
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T a b l e  6 .  A g e  g r o u p s  o f  d o g s  e x a m i n e d  i n  t h e  s e r o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n  

a n d  o f  t h o s e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  C r  . n e o f o r m a n s  .

N o . o f  d o g s  
e x a m i n e d

A g e  g r o u p N o , + ve  f o r  
a n t i b o d y

%

19 5 - 1 1  m t h . 0 (0)

4 5 1 - 3  y r . 5 ( 1 1 . 1 )

4 2 4 - 6  y r  . 8 ( 19 )

32 7 - 9  y r . 3 ( 9 . 4 )

27 1 0 - 1 2  y r . 9 ( 3 3 . 3 )

6 1 3 - 1 7  y r . 0 (0)

171 25
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T a b l e  7 .  R e s u l t s  o f  e x a m i n a t i o n  of  c a n i n e  s e r a  p o s i t i v e  b y  C I E  f o r  

p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  a g a i n s t  c u l t u r e  f i l t r a t e  a n d  s o m a t i c  

a n t i g e n s  f r o m  C r  . n e o f o r m a n s  s e r o t y p e s .

N u m b e r  o f  
s e r a

A n t i b o d y  to  s e r o t y p e  a n t i g e n s :
A B C D

C F S C F  S C F S C F S

3 + - " — - - - -

1 _ + - “ - - -

7 - - + - - -

1 - - - + - - -

2 - - — “ + + -

4 + - + — - - -

2 — - + + - - -

2 + - — — + - - -

1 + - + - - - + -

11 + - + - + - - -

1 + - + + + - - -

1 - + -  - + + + +

3 + - + + ~ + -

1 + + + + - + - +

1 + + + + + + + +

1 + +■ + + + - + +

1 + - + + + - + -

2 + - + + + + + +

4 5 31 5 35 7 28 7 10 6

D o g s  4 5 3 3 ( 7 3 . 3 % ) 3 5 ( 7 7 . 8 % ) 2 9 ( 6 4 . 4 % ) 1 1 ( 2 4 . 4 % )
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T a b l e  8 .  D e t a i l s  o f  s e r a ,  f r o m  25 u r b a n  a n d  r u r a l  d o g s ,  p o s i t i v e  f o r  

a n t i b o d y  to  o n e  o r  m o r e  s e r o t y p e s  o f  C r  . n e o f o r m a n s  i n  C I E  

t e s t s .

A n t i b o d y  to  s e r o t y p e  a n t i g e n s :
N u m b e r  of E n v i r o n m e n t  _ A B C
s e r a CF S CF S CF S CF

2 R
.. ,

- - + - - - -

3 R - ** - + - -

1 R + - + - - - -

1 U + - + - - - -

1 u + - - - + - -

u - - - + - -

1 R + - + + + - -

1 R + - + - + - - -

U + - + - + - - -

1 u - + ” - + + + +

1 R - + - + + -

1 u + • - + - + - + -

1 u + - + + + +

1 R + + + + -  + - +

2 u + - + + + + + +

I R + + + + + - + +

25

R  = r u r a l ;  U = u r b a n
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F i g s .  4 - 6 :  S t a i n e d  s l i d e s  s h o w i n g  r e s u l t s  o f  C I E  t e s t s  o n  3 c a n i n e  s e r a  .

T h e  l a r g e  w e l l s  c o n t a i n e d  t h e  t e s t  s e r a .  T h e  s m a l l  w e l l s  c o n t a i n e d  

t h e  a n t i g e n s :  o n  t h e  l e f t  i n  d e s c e n d i n g  o r d e r ,  A , S ;  A ,  C F ;  B , S ;

B , C F ;  on  t h e  r i g h t  C , S ;  C , C F ;  D , S ;  D , C F .

( A m i d o  B l a c k )

F i g .  4 :

S e r u m  g i v i n g  o n e  p r e c i p i t a t i o n  l i n e  w i t h  e a c h  o f  C F  a n t i g e n s  A ,  B a n d  C

F i g .  5:

S e r u m  g i v i n g  2 p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  w i t h  e a c h  o f  C F  a n t i g e n s  A ,  B a n d  C

F i g .  6:

S e r u m  g i v i n g  3 p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  w i t h  C F . a n t i g e n  A ,  o n e  l i n e  w i t h  

C F  B a n d  2 l i n e s  w i t h  C F  C .
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E X P E R I M E N T A L  I N F E C T I O N  O F  C A T S

W I T H  C R Y P T O C O C C U S  N E O F O R M A N S
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I N T R O D U C T I O N

C r y p t o c o c c o s i s  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  m o s t  c o m m o n  s y s t e m i c  m y c o s i s  

i n  t h e  c a t  ( H o r n e ,  1 9 6 4 ;  C a t c o t t ,  1 9 7 5 ) ,  T h e  f i r s t  c a s e  o f  t h e  d i s e a s e  

i n  t h e  c a t  w a s  r e p o r t e d  b y  H o l z w o r t h  i n  1 9 5 2  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  

A m e r i c a ,  T h e  s u b j e c t  w a s  a  m a t u r e  m a l e  c a t  w i t h  a  h i s t o r y  o f  c h r o n i c  

r e s p i r a t o r y  d i s o r d e r  a n d , ,  a t  n e c r o p s y ,  i t  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  g e n e r a l i z e d  

i n f e c t i o n .  H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n  ( 1 9 5 3 )  r e p o r t e d  a  s e c o n d  c a s e ,  a l s o  

w i t h  c h r o n i c  r e s p i r a t o r y  i n v o l v e m e n t .  S i n c e  t h e n ,  c a s e s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  w i t h  i n c r e a s i n g  f r e q u e n c y  f r o m  m a n y  p a r t s  o f  t h e  w o r l d .  A t  

l e a s t  4 5  c a s e s  h a v e  b e e n  r e c o r d e d  b e t w e e n  1 952  a n d  19 7 9 : f r o m  USA ( 2 2 ) ,  

A u s t r a l i a  (5 ) ,  J a p a n  ( 4 ) ,  B r i t a i n  ( 3 ) ,  N e w  Z e a l a n d  ( 3 ) ,  B r a z i l  (2 ) ,

H a w a i i  ( 2 ) ,  A u s t r i a  ( l ) ,  C a n a d a  ( 1 ) ,  F r a n c e  (1) a n d  P a p u a  N e w  G u i n e a  

( 1 ) .  T h e s e  c a s e s ,  w i t h  t h e  r e l e v a n t  r e f e r e n c e s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  

t a b l e  1 0 .

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  i n f e c t i o n  i n  t h e  c a t  m a y  i n v o l v e  o n e  o r  m o r e  

b o d y  s y s t e m s  a n d  t h e  c l i n i c a l  s i g n s  a r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  o r g a n s  a f f e c 

t e d .  T h e  m o s t  c o m m o n  s i t e s  o f  i n v o l v e m e n t  a r e  t h e  n a s a l  c a v i t y  a n d  

l u n g s .  I n f e c t i o n s  o f  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  

H o l z w o r t h  ( 1 9 5 2 ) ;  H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n  ( 1 9 5 3 ) ;  T r a u t w e i n  a n d  N i e l s e n  

( 1 9 6 2 ) ;  R o b e r t s  ( 1 9 6 4 ) ;  F o w l e r  e t  a l , ( 1 9 6 5 ) ;  B a r r e t t  a n d  S c o t t  ( 1 9 7 5 ) ;  

D u c k w o r t h  e t  a l ,  ( 1 9 7 5 ) ;  P a l u m b o  a n d  P e r r i  ( 1 9 7 5 ) ;  R u t m a n  e t  a l .  ( 1 9 7 5 ) ;  

H u m p h r e y  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  a n d  W e i r  e t  a l .  ( 1 9 7 9 ) .  C a s e s  o f  l u n g  i n v o l v e 

m e n t  h a v e  b e e n  r e c o r d e d  b y  H o l z w o r t h  ( 1 9 5 2 ) ,  T r a u t w e i n  a n d  N i e l s e n

7 7



( 1 9 6 2 ) ,  O l a n d e r  e t  a l .  , ( 1 9 6 3 ) ,  C o r d e s  a n d  R o y a l  ( 1 9 6 7 ) ,  I v o g h l i  e t  a l . , 

( 1 9 7 4 )  a n d  R u t m a n  e t  a l . , ( 1 9 7 5 ) .

T h e  y e a s t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n f e c t i n g  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  

( C N S ) ,  ( H o l z w o r t h ,  1 9 5 2 ;  H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n ,  19 5 3 ;  O l a n d e r  e t  a l . , 

1 9 6 3 ;  J o h n s t o n  a n d  L u c a s  , 1965;  I v o g h l i  e t  a l . , 1 9 7 4 ;  R u t m a n  e t  a l . , 

1 9 7 5 ) ;  t h e  o r a l  c a v i t y  w i t h  l a b i a l ^ l i n g u a l  a n d  p a l a t i n e  l e s i o n s  ( H o l z w o r t h ,  

1 9 5 2 ;  H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n ,  1 9 5 3 ;  a n d  H u m p h r e y  e t  a l .  , 1 9 7 7 ) ;  t h e  

o r b i t  a n d  o c u l a r  s y s t e m  ( H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n ,  1 9 5 3 ;  F i s c h e r ,  1 9 7 1 ;  

I v o g h l i  e t  a l . , 1 9 7 4 ;  B a r r e t t  a n d  S c o t t ,  19 7 5 ;  R u t m a n  e t  a l . , 1 9 7 5 ;

G w i n  e t  a l . , 1 9 7 7 ) ;  a n d  t h e  s k i n  a n d  s u b c u t a n e o u s  t i s s u e  ( T r a u t w e i n  a n d  

N i e l s e n ,  19 6 2 ;  O l a n d e r  e t  a l .  , 1 9 6 3 ;  R o b e r t s ,  1 9 6 4 ;  F  o w l e r  e t  a l . , 

1 9 6 5 ;  T h e r y ,  1 9 6 9 ;  R u t m a n  e t  a l . ,  19 7 5 ;  H u m p h r e y  e t  a l .  , 1 9 7 7 ;  

B r o w n  e t  a l . ,  1978 ) .  I n v a s i o n  o f  t h e  l y m p h  n o d e s ,  w i t h  s u b s e q u e n t  

l y m p h a d e n o p a t h y  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  ( H o w e l l  a n d  A l l a n ,  19 6 4 ;

C o r d e s  a n d  R o y a l ,  1 9 6 7 ;  T h e r y ,  1 9 6 9 ;  I v o g h l i  e t  a l .  , 1 9 7 4 ;  H u m p h r e y  

e t  a l .  , 1 9 7 7 ) .  I t  h a s  a l s o  i n v a d e d  t h e  k i d n e y  ( C o r d e s  a n d  R o y a l ,  1 9 6 7 ) ,  

s p l e e n  ( i v o g h l i ,  A n d e r s o n  a n d  L e i p o l d ,  1 9 7 4 ) ,  c a r d i a c  a n d  s k e l e t a l  

m u s c l e s  ( C o r d e s  a n d  R o y a l ,  1 9 6 7 ) ,  a n d  b o n e s  ( H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n ,  

1 9 5 3  ; R u t m a n ,  R i c h a r d s  a n d  C h a n d l e r ,  1 9 7 5 ) .

T h e  p r i m a r y  p o r t a l  o f  e n t r y  o f  t h e  o r g a n i s m  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  

r e s p i r a t o r y  t r a c t ,  b y  i n h a l a t i o n  o f  d u s t - b o r n e  y e a s t  c e l l s  f r o m  t h e  

e n v i r o n m e n t .  H e n c e ,  p r i m a r y  p u l m o n a r y  i n f e c t i o n  w i t h  s u b s e q u e n t  

h a e m a t o g e n o u s  d i s s e m i n a t i o n  i s  t h e  g e n e r a l  r u l e  ( K a p l a n ,  1 9 7 3 ;

B a r r e t t  a n d  S c o t t ,  1 9 7 5 ) .

T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  o f  t r a n s m i s s i o n  o f  c r y p t o c o c c o s i s  f r o m  o n e  

h o s t  t o  a n o t h e r ,  b u t  s i n c e  B a r r e t t  a n d  S c o t t  (197  5) s t a t e d  t h a t  e x p e r i -
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m e n t a l  i n f e c t i o n  c a n  b e  i n d u c e d  i n  t h e  c a t  b y  d i r e c t  i n o c u l a t i o n ,  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  c o n t a g i o n  w i t h i n  a n d  b e t w e e n  s p e c i e s  e x i s t s .

T h e  i n c i d e n c e  o f  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  i s  u n k n o w n ,  b u t  f r o m  t h e  

i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f  c a s e s  r e p o r t e d  r e c e n t l y ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  d i s e a s e  

i s  m o r e  p r e v a l e n t  t h a n  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d .  T h e  d i f f i c u l t y  i n  a s s e s s 

i n g  t h e  i n c i d e n c e  o f  t h e  d i s e a s e  a r i s e s  f r o m  s u c h  f a c t o r s  a s  l a c k  o f  a w a r e  

n e s s  o f  t h e  d i s e a s e  a m o n g  v e t e r i n a r y  p r a c t i t i o n e r s  w h o  d o  n o t  c o n s i d e r  

i t  i n  t h e i r  d i f f e r e n t i a l  d i a g n o s i s ;  m i s d i a g n o s i s  a s  c h r o n i c  r e s p i r a t o r y  

a n d  o t h e r  d i s e a s e s  ( C a t c o t t ,  1 9 7 5 )  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e  d i s e a s e  i s  n o t  

n o t i f i a b l e ,  s o  t h a t  c a s e s  a r e  n o t  a l w a y s  r e p o r t e d  ( K a p l a n ,  1 9 7 3 ) .  

A l t h o u g h ,  a s  i n  m a n ,  t h e  d i s e a s e  i s  w o r l d - w i d e  i n  d i s t r i b u t i o n ,  t h e  

m a j o r i t y  o f  f e l i n e  c a s e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f r o m  t h e  USA w h e r e  v e t e r 

i n a r i a n s  a n d  d i a g n o s t i c i a n s  a r e  a w a r e  o f  i t s  e x i s t e n c e .

O f  t h e  4 5  r e c o r d e d  c a s e s ,  28  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  p o s t  m o r t e m .  T h i s  

m a y  i n  p a r t  b e  d u e  to  t h e  h i g h l y  f a t a l  n a t u r e  o f  t h e  d i s e a s e  o r  d u e  t o  

i n c i d e n t a l  p o s t  m o r t e m  f i n d i n g s .  T h e  r e m a i n i n g  17 c a s e s  w h i c h  w e r e  

d i a g n o s e d  a n t e  m o r t e m  b y  m i c r o s c o p y ,  c u l t u r e  a n d / o r  h i s t o p a t h o l o g y , 

m a i n l y  o r i g i n a t e d  i n  l o c a t i o n s  w h e r e  t h e  p e r s o n n e l  c o n c e r n e d  w e r e  

a w a r e  o f  t h e  d i s e a s e  a n d  w e r e  a c q u a i n t e d  w i t h  i t s  a e t i o l o g i c a l  a g e n t .

T h e r e  i s  a  m a r k e d  l a c k  o f  c o n s i s t e n c y  i n  t h e  c l i n i c a l  s i g n s  e x h i b i t e d  

b y  a n  i n f e c t e d  c a t .  H o w e v e r ,  t h e  d i s e a s e  i s  c h a r a c t e r i s e d  m o s t  f r e 

q u e n t l y  b y  n a s a l  g r a n u l o m a t o u s  l e s i o n s ,  a  c h r o n i c  n a s a l  d i s c h a r g e  a n d  

f o c a l  p u l m o n a r y  l e s i o n s  w i t h  c o u g h  a n d  d y s p n o e a  ( C a t c o t t ,  1 9 7 5 ) .

S o m e  a n i m a l s  d e v e l o p  s i g n s  r e f e r a b l e  t o  C N S  i n v o l v e m e n t ,  p a r t i c u l a r l y  

i n  d i s s e m i n a t e d  i n f e c t i o n s .  T h e s e  m a y  b e  s o m e w h a t  v a g u e ,  s u c h  a s  

l i s t l e s s n e s s ,  p u p i l l a r y  d i l a t i o n  a n d  m i l d  a t a x i a ,  o r  b e  o b v i o u s ,  s u c h  a s
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i n c o o r d i n a t i o n ,  c i r c l i n g  a n d  p a r t i a l  o r  c o m p l e t e  b l i n d n e s s ,  a s s o c i a t e d  

w i t h  l o c o m o t o r  d i s t u r b a n c e s  ( J u n g e r m a n  a n d  S c h w a r t z m a n ,  1 9 7 2 ) .

T h e  p r o g n o s i s  of  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n  t h e  c a t  i s  g r a v e  u n l e s s  t h e  

i n f e c t i o n  i s  l i m i t e d  to  a  l o c a l i s e d  s w e l l i n g  w h i c h  c a n  b e  s u r g i c a l l y  r e m o v e d  

b u t  g e n e r a l i s e d  f o r m s  o f  t h e  d i s e a s e  a r e  i n v a r i a b l y  f a t a l  ( C a t c o t t ,  1 9 7 5 ) ,  

R e p o r t s  o f  t h e r a p y  w i t h  a m p h o t e r i c i n  B ,  t h e  d r u g  of  c h o i c e  i n  t r e a t m e n t  

o f  h u m a n  c r y p t o c o c c o s i s ,  p r e s e n t  c o n f l i c t i n g  r e s u l t s .  C a m p b e l l  e t  al. , 

(1 9 7 0 )  r e p o r t e d  u n s u c c e s s f u l  t r e a t m e n t  o f  a  c a t  w i t h  a  s u b c u t a n e o u s  

t e m p o r a l  c r y p t o c o c c a l  g r a n u l o m a ,  b y  i n j e c t i o n  o f  a m p h o t e r i c i n  B i n t o  t h e  

l e s i o n .  I t  h a s  b e e n  s t a t e d  t h a t  t h e  d r u g  i s  t o o  n e p h r o t o x i c  f o r  u s e  i n  t h e  

c a t  ( L a u ,  R e i n k e  a n d  B r o w n ,  1 9 7 1 )  a n d  t h a t  i t s  u s e  i n  c a t s  i s  a  s y n o n y m  

f o r  e u t h a n a s i a  ( J u n g e r m a n  a n d  S c h w a r t z m a n ,  1 9 7 2 ) .  H o w e v e r ,  o t h e r s  

h a v e  r e c e n t l y  c l a i m e d  s u c c e s s  w i t h  i t .  B a r r e t t  a n d  S c o t t  ( 1 9 7 5 )  

r e p o r t e d  c u r e  o f  a  c r y p t o c o c c a l  n a s a l  g r a n u l o m a  i n  a  c a t  b y  i n t r a v e n o u s  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  d r u g ,  b u t  n o t  w i t h  5 - F l u o r  o c y t o  s i n e  ( 5 - F C )  g i v e n  

p e r  o s  . P a l u m b o  a n d  P e r r i  ( 1 9 7 5 )  t r e a t e d  t w o  c a t s  w i t h  n a s o - g r a n u l o -  

m a t o u s  c r y p t o c o c c o s i s  b y  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a m p h o t e r i c i n  B 

a n d  r e p o r t e d  c o m p l e t e  c u r e  i n  o n e  b u t  f a i l u r e  i n  t h e  o t h e r .  T h r a l l ,  R i c h  

a n d  F r e e m y e r  ( 1 9 7 6 )  c l a i m e d  to  h a v e  o b t a i n e d  c o m p l e t e  c u r e  w i t h  i n t r a 

v e n o u s  a m p h o t e r i c i n  B  t h e r a p y  i n  a  c a t  w i t h  f o o t  u l c e r a t i o n s  d u e  t o  C r . 

n e o f o r m a n s . H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  n e p h r o t o x i c i t y ,  p a r t i c u l a r l y  

i n  t h e  c a t ,  a l l  a u t h o r s  e m p h a s i s e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  r e g u l a r l y  m o n i t o r i n g  

t h e  b l o o d  u r e a  n i t r o g e n  a n d  k idney  f u n c t i o n  d u r i n g  t r e a t m e n t .  R e c e n t l y ,  

W e i r ,  S c h w a r t z  a n d  B u e r g e l t  ( 1 9 7 9 )  a d o p t e d  a  s y n e r g i s t i c  r e g i m e n  w i t h  

i n t r a v e n o u s  a m p h o t e r i c i n  B a n d  o r a l  5 - F C  i n  a  c a t  w i t h  n a s a l  c r y p t o c o c c a l  

g r a n u l o m a s .  T h e y  r e p o r t e d  s u c c e s s f u l  t r e a t m e n t  i n  a  4  w e e k  p e r i o d .
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s t a t i n g  t h a t  b y  c o m b i n i n g  t h e  t w o  d r u g s ,  t h e y  m i n i m i s e d  t h e  i n h e r e n t  

r i s k  o f  n e p h r o t o x i c o s i s  r e s u l t i n g  f r o m  p r o l o n g e d  u s e  o f  a m p h o t e r i c i n  B 

a n d  s i m u l t a n e o u s l y  r e d u c e d  t h e  c h a n c e s  o f  d e v e l o p m e n t  o f  5 - F C - r e s i s t a n t  

m u t a n t s ,  o f t e n  e n c o u n t e r e d  i n  h u m a n  p a t i e n t s  t r e a t e d  w i t h  5 - F C  a l o n e .

U n t i l  r e c e n t l y ,  d a t a  o n  t h e  s e r o l o g y  o f  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n  t h e  c a t  

a n d  o t h e r  a n i m a l  s p e c i e s  w a s  l a c k i n g  ( A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k ,  1 9 7 3 ) .  

H o w e v e r ,  d u r i n g  t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  W e i r  e t  a l .  , ( 1 9 7 9 ) ,  

u s i n g  t h e  l a t e x - p a r t i c l e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t ,  d e m o n s t r a t e d  s e r u m  c r y p t o 

c o c c a l  a n t i g e n  i n  a  c a t  w i t h  n a s a l  c r y p t o c o c c a l  g r a n u l o m a s .  T h e i r  o b j e c 

t i v e  w a s  t o  m o n i t o r  t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  c a t  a n d  i t s  r e s p o n s e  t o  a  c o m b i n 

a t i o n  o f  a m p h o t e r i c i n  B  a n d  5 - F C  c h e m o t h e r a p y ,  b y  p e r i o d i c a l l y  d e t e r 

m i n i n g  t h e  t i t r e s  o f  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n .  T h e y  r e p o r t e d  t h a t  a n  i n i t i a l  

t i t r e  o f  1 :1 6  p r i o r  t o  t r e a t m e n t  f e l l  t o  1:1 b y  s i x  m o n t h s  a f t e r  t h e  s t a r t  o f  

t r e a t m e n t ,  i n d i c a t i n g  s u c c e s s f u l  t h e r a p y .

S e r o l o g y  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  a s  a  r a p i d  a n d  r e l i a b l e  m e a n s  i n  t h e  

d i a g n o s i s  a n d  p r o g n o s i s  o f  h u m a n  c r y p t o c o c c o s i s .  E a r l y  d i a g n o s i s  o f  t h e  

d i s e a s e  h a s  o f t e n  e n a b l e d  t h e  i n i t i a t i o n  o f  s p e c i f i c  t h e r a p y  a n d  s u c c e s s f u l  

t r e a t m e n t  i n  h u m a n  p a t i e n t s  t h a t  m i g h t  h a v e  o t h e r w i s e  u l t i m a t e l y  d i e d  o f  

p r o g r e s s i v e  i n f e c t i o n .  R e c e n t  r e p o r t s  o n  s u c c e s s f u l  t r e a t m e n t  o f  c a s e s  

o f  c r y p t o c o c c o s i s  i n  c a t s  h a v e  s t i m u l a t e d  h o p e s  t h a t  c a t s  w i t h  t h i s  d i s e a s e  

c a n  b e  c u r e d .  H o w e v e r ,  b e f o r e  t h i s  i s  p o s s i b l e ,  i t  i s  e s s e n t i a l  t h a t  t h e  

d i s e a s e  b e  d i a g n o s e d  w h i l e  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n .

T h e  a i m  o f  t h i s  e x p e r i m e n t a l  s t u d y  w a s  t o  i n f e c t  c a t s  w i t h  C r . 

n e o f o r m a n s  a n d  f o l l o w  t h e  c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  s e r o l o g i c a l l y  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  s e r o l o g i c a l  t e s t s  w o u l d  b e  u s e f u l  a s  a  d i a g n o s t i c  t o o l  i n  t h e  e a r l y  

d i a g n o s i s  o f  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s .
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T a b l e  1 0 .  C a s e s  o f  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  r e c o r d e d  b e t w e e n  1 9 5 2 - 1 9 7 9

C o u n t r y A u t h o r s Y e a r
N u m b e r  
o f  c a s e s

U SA H o l z w o r t h 1 9 5 2 1

H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n 1953 1

M c G r a t h

K a p l a n ,  A j e l l o ,  B i t e t t b  a n d

1 9 5 4 3

M c D o n o u g h 1961 1

T r a u t w e i n  a n d  N i e l s e n 1 9 6 2 1

O l a n d e r ,  R e e d  a n d  P i e r  

R o b e r t s ,  D u n c a n ,  P e a r s o n ,  H o g l e

1 9 6 3 2

a n d  R a m s e y 1 9 6 3 1

R o b e r t s 1 9 6 4 1 <=

C h u t e ,  D a v i s  a n d  P a y n e 1 9 6 5 1

F i s c h e r 1971 2

D a u ,  R e i n k e  a n d  B r o w n 1971 1

I v o g h l i ,  A n d e r s o n  a n d  L e i p o l d 1 9 7 4 1

B a r r e t t  a r id  S c o t t 1 9 7 5 1 *

R u t m a n ,  R i c h a r d s  a n d  C h a n d l e r 1 975 1 *

T h r a l l ,  R i c h  a n d  F r e e m y e r  

G w i n ,  G e l a t t ,  H a r d y ,  P e i f f e r  a n d

1976 1 -

W i l l i a m s 1 977 1 *

B r o w n ,  N o w l i n ,  T a y l o r  a n d  O ' N e i l l  1 9 7 8 1 *

W e i r ,  S c h w a r t z  a n d  B u e r g e l t 1979 1 *

B r a z i l C a r v a l h o ,  M e l l o  a n d  F e r r e i r a 1 9 7 4 2

H a w a i i P a l u m b o  a n d  P e r r i 1 9 7 5 2 '■-

C a n a d a B e a u r e g a r d  a n d  M a l k i n 1 9 7 0 1
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T a b l e  10 (cont inued) .

C o u n t r y A u t h o r  s Y e a r N u m b e r  
o f  c a s e s

A u s t r a l i a C u r t i s 1 957 1

J o h n s t o n  a n d  L a v e r s 1 9 6 3 1

J o h n s t o n  a n d  L u c a s 1 9 6 5

C l a r k  a n d  R o u b i n 1 9 7 0 1

H e w l e t t ,  D u f f  a n d  A l l a n 1 9 7 3 1

N e w C o r d e s  a n d  R o y a l 1967 1

Z e a l a n d
W a n n e r  a n d  B a i r d 1 9 7 4 1 ^

D u c k w o r t h ,  T a y l o r  a n d  J u l i a n 1 9 7 5 1

P a p u a  N e w H u m p h r e y ,  F o r d h a m  a n d  M c K e r r o w 1977 1

G u i n e a

G r e a t H o w e l l  a n d  A l l a n 1 9 6 4 1

B r i t a i n
1 9 6 5F o w l e r ,  F o r b e s  a n d  M u r r a y 1

C a m p b e l l ,  N a y l o r ,  K e l l y  a n d  E s p l e n 19 7 0 1 *

A u s t r i a K o h l e r ,  G i a l a m a s  a n d  K u t t i n 1 9 7 6 1

F  r a n e e T h e r y 1 9 6 9 1

J a p a n Y a m a m o t o ,  I s h i d a  a n d  S a t o 19 5 7 1

S a e k i ,  T o k u t a k e  a n d  S a t o 1 9 6 4 1

C h i b a ,  K a t o  a n d  N o n o g a k i 1967 1

O k o s h i  a n d  H a s e g a w a 1 9 6 8 1

* D i a g n o s e d  a n t e  m o r t e m
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I n t r a n a s a l  I n f e c t i o n  o f  C a t s  w i t h  C r  . n e o f o r m a n s  s e r o t y p e s  a n d  o n e  

u n t y p e d  s t r a i n

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

F o u r  s e r o t y p e s  a n d  o n e  s t r a i n  o f  C r  . n e o f o r m a n s  w e r e  u s e d .

C u l t u r e s  of  s e r o t y p e s  A ,  B ,  C a n d  D w e r e  d o n a t e d  b y  D r .  E .  G .  E v a n s

o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  D e r m a t o l o g y  a n d  M i c r o b i o l o g y ,  L e e d s  G e n e r a l

I n f i r m a r y ,  E n g l a n d .  H e  o b t a i n e d  t h e m  f r o m  t h e  M y c o l o g y  R e f e r e n c e

L a b o r a t o r y ,  L o n d o n ,  w h e r e  t h e y  h a d  b e e n  d e p o s i t e d  i n  1 970  b y  D r .  M .

G o r d o n  of  t h e  N e w  Y o r k  S t a t e  D e p a r t m e n t  o f  H e a l t h .  S i n c e  t h e n ,  t h e y

h a v e  b e e n  m a i n t a i n e d  i n  a  f r e e z e  d r i e d  s t a t e  a s  n u m b e r s  3 1 6 8 ,  3 1 6 9 ,

3 1 7 0  a n d  3171  r e s p e c t i v e l y .  S t r a i n  V 3 5 9  w a s  i s o l a t e d  i n  G l a s g o w  b y

D r .  C .  O .  D a w s o n  i n  1 9 7 6  f r o m  a  n a s a l  s w a b  f r o m  a  d o g  a n d  h a d  b e e n

m a i n t a i n e d  i n  c u l t u r e .

I n o c u l a  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  c u l t u r e s  g r o w n  o n  s l a n t s  o f  SDA c o n t a i n -

o
i n g  c h l o r a m p h e n i c o l  a t  28  C f o r  4  d a y s .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  w a s h e d  

t h r e e  t i m e s  i n  S N S ,  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0  r p m  f o r  5 m i n -

g
u t e s  a n d  f i n a l l y  a d j u s t e d  t o  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 x  10 c e l l s / m l  b y  

h a e m o c y t o m e t e r  c o u n t s .

F i v e  m a l e  a n d  5 f e m a l e ,  c l i n i c a l l y  h e a l t h y ,  a d u l t  c a t s  w e r e  i n f e c t e d ,  

u s i n g  t w o  c a t s  p e r  s e r o t y p e / s t r a i n  o f  t h e  y e a s t  ( t a b l e  1 1 ) .  P r i o r  to  

i n f e c t i o n ,  n a s a l  s w a b s  f r o m  a l l  c a t s  w e r e  e x a m i n e d  b y  c u l t u r e  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  C r  . n e o f o r m a n s  a n d  s e r a  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f

a g g l u t i n a t i n g  a n d  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d i e s  t o  C r .  n e o f o r m a n s .

P r i o r  to  i n o c u l a t i o n  b y  i n t r a n a s a l  i n s t i l l a t i o n  (IN) o f  y e a s t  c e l l  

s u s p e n s i o n s ,  t h e  c a t s  w e r e  a n a e s t h e t i z e d  w i t h  V e t a l a r  ( K e t a m i n e
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h y d r o c h l o r i d e ,  P a r k e - D a v i s  ) ,  a t  t h e  r a t e  of  1 5 m g / k g  b o d y  w e i g h t ,  g i v e n  

i n t r a m u s c u l a r l y  i n t o  t h e  t h i g h  m u s c l e .  I n o c u l a t i o n  w a s  d o n e  b y  d r o p  b y  

d r o p  i n s t i l l a t i o n  f r o m  a  1 m l  s y r i n g e  w i t h o u t  a  n e e d l e .  W i t h  t h e  s y r i n g e  

h e l d  in  a n  u p r i g h t  p o s i t i o n  p o i n t i n g  d o w n w a r d ,  a n d  t h e  a n i m a l  f a c i n g  u p 

w a r d ,  1 m l  o f  i n o c u l u m  ( 1 x 1 0  c e l l s )  w a s  e q u a l l y  d i v i d e d  b e t w e e n  t h e  t w o  

h a l v e s  o f  t h e  n a s a l  c a v i t y  a n d  t h e  a n i m a l  h e l d  i n  t h e  i n o c u l a t i o n  p o s i t i o n  f o r  

a  f e w  m i n u t e s  u n t i l  t h e  i n o c u l u m  w a s  i n h a l e d .

A n i m a l s  w e r e  e x a m i n e d  d a i l y  f o r  s i g n s  o f  i n f e c t i o n  a n d  w e r e  b l e d ,  u n d e r  

g e n e r a l  a n a e s t h e s i a ,  a t  4  w e e k  i n t e r v a l s .  A t  e a c h  b l e e d i n g ,  5 - 1 0  m l  of  

b l o o d  w a s  w i t h d r a w n  f r o m  t h e  j u g u l a r  v e i n  o f  e a c h  c a t ,  i n  a  1 0 m l  s t e r i l e  

s y r i n g e  w h i c h  w a s  i m m e d i a t e l y  e v a c u a t e d  i n t o  a  s t e r i l e  u n i v e r s a l  b o t t l e .

O n  d e a t h  o r  e u t h a n a s i a ,  t h e  f o l l o w i n g  b o d y  f l u i d s ,  o r g a n s  a n d  s p e c i m e n s  

w e r e  t a k e n  f o r  c u l t u r e ,  m i c r o s c o p y ,  s e r o l o g y  a n d  w h e n  i n d i c a t e d ,  h i s t o 

p a t h o l o g y :  b l o o d ,  C S F ,  u r i n e ,  n a s a l  t u r b i n a t e s , t r a c h e a ,  l u n g s ,  h e a r t ,  

l i v e r ,  s p l e e n ,  k i d n e y s ,  m e d i a s t i n a l  l y m p h  n o d e s ,  b r a i n ,  s p i n a l  c o r d  

a n d  f a e c e s .

A t  e u t h a n a s i a ,  c a t s  w e r e  b l e d  o u t  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e .  I m m e d i a t e l y  

a f t e r  w i t h d r a w a l ,  2 m l  o f  b l o o d  w e r e  e v a c u a t e d  i n t o  a  s t e r i l e  v i a l  c o n t a i n 

i n g  E D T A  a s  a n  a n t i - c o a g u l a n t ,  f o r  c u l t u r e  , a n d  t h e  r e s t  o f  t h e  b l o o d  w a s  

k e p t  f o r  s e r o l o g y .

C e r e b r o s p i n a l  f l u i d  w a s  o b t a i n e d  s h o r t l y  a f t e r  d e a t h  o r  i m m e d i a t e l y  

a f t e r  e u t h a n a s i a  b y  c i s t e r n a l  p u n c t u r e ,  u s i n g  t h e  t e c h n i q u e  o f  K a y ,  I s r a e l

a n d  P r a t a  ( 1 9 7 4 ) .  I t  w a s  t h e n  c u l t u r e d ,  e x a m i n e d  b y  d i r e c t  m i c r o s c o p y  

i n  I n d i a - i n k  m o u n t s  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  

a n d / o r  a n t i b o d y .

U r i n e  w a s  c o l l e c t e d  s o o n  a f t e r  n e c r o p s y ,  i n  20  m l  s t e r i l e  s y r i n g e s .
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b y  p u n c t u r i n g  t h e  w a l l  o f  t h e  u r i n a r y  b l a d d e r  w i t h  a  2 1 G 1 ^  i n ,  n e e d l e .  It

w a s  t e s t e d  a s  f o r  C S F .

T h e  n a s a l  t u r b i n a t e s ,  t r a c h e a ,  l u n g s ,  h e a r t ,  l i v e r ,  s p l e e n ,  k i d n e y s ,

m e d i a s t i n a l  l y m p h  n o d e s ,  b r a i n  a n d  s p i n a l  c o r d  w e r e  a s e p t i c a l l y  r e m o v e d

s h o r t l y  a f t e r  d e a t h  o r  e u t h a n a s i a .  A l l  t h e  s p e c i m e n s  w e r e  c u l t u r e d  a n d ,

w h e n  i n d i c a t e d ,  p o r t i o n s  o f  s o m e  o r g a n s  w e r e  f i x e d  i n  10% n e u t r a l  b u f f e r e d

f o r m a l i n  f o r  h i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n .

T h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  w e r e  c u l t i v a t e d  b y  c u t t i n g  t h e m  i n t o  s m a l l  p i e c e s

w i t h  s t e r i l e  s c i s s o r s  a n d  i m p l a n t i n g  t h e  p i e c e s  i n t o  t h e  a g a r  w i t h  s t e r i l e

f o r c e p s .  T h e  t r a c h e a  w a s  c u t  o p e n  a n d  t h e  i n n e r  s u r f a c e  s w a b b e d  w i t h

a  s t e r i l e  p l a i n   ̂ c o t t o n  s w a b ,  w h i c h  w a s  t h e n  s t r e a k e d  o n  c u l t u r e  m e d i u m .

P o r t i o n s  of  l u n g s ,  h e a r t ,  l i v e r , s p l e e n ,  k i d n e y s ,  l y m p h  n o d e s ,  b r a i n

a n d  s p i n a l  c o r d  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  3 m l  SNS i n  t i s s u e  h o m o g e n i z e r s  a n d

c u l t u r e d  b y  f l o o d i n g  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  a g a r  p l a t e  w i t h  t h e  f i n e  t i s s u e

h o m o g e n a t e  , T h e  p l a t e  w a s  l e f t  f o r  a  f e w  m i n u t e s  a n d  e x c e s s  f l u i d  w a s

r e m o v e d  w i t h  a  s t e r i l e  P a s t e u r  p i p p e t t e .

B l o o d  s a m p l e s  w e r e  t r e a t e d  a s  f o l l o w s :  h a l f  of  t h e  s a m p l e  w a s

c u l t u r e d  d i r e c t l y  b y  f l o o d i n g  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  a g a r  p l a t e  a s  f o r  t h e  t i s s u e

h o m o g e n a t e s ,  a n d  t h e  o t h e r  h a l f  w a s  e n r i c h e d  i n  10 m l  s t e r i l e  S a b o u r a u d

d e x t r o s e  b r o t h  c o n t a i n i n g  c h l o r a m p h e n i c o l  i n  a  u n i v e r s a l  b o t t l e ,  i n c u b a t e d  

o
a t  2 8  C f o r  4 8  h o u r s  a n d  t h e n  s u b c u l t u r e d  a s  f o r  t h e  o t h e r  h a l f .

U r i n e  w a s  c u l t u r e d  b y  f l o o d i n g  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  a g a r  p l a t e ,  a n d  

r e m o v i n g  e x c e s s  f l u i d  w i t h  a  s t e r i l e  P a s t e u r  p i p p e t t e  a f t e r  a  f e w  m i n u t e s  

s t a n d i n g  o n  t h e  b e n c h .

F a e c a l  s a m p l e s  a n d  C S F  w e r e  c u l t u r e d  b y  s t r e a k i n g  a  l o o p f u l  o n  t o  t h e  

s u r f a c e  o f  t h e  i s o l a t i o n  m e d i u m .
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C e r e b r o s p i n a l  f l u i d  a n d  u r i n e ,  c o l l e c t e d  a t  a u t o p s y ,  w e r e  e x a m i n e d  

f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d i e s  b y  ID a n d  C I E  a g a i n s t  h o m o l o g o u s  C E  a n d  S 

a n t i g e n s ,  a n d  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n s  b y  c r o s s i n g  t h e m  a g a i n s t  r a b b i t  

a n t i - C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  a n t i - s e r u m  b y  C I E .

S e r a  w e r e  t e s t e d  a g a i n s t  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s  f o r  t h e  p r e s e n c e  of  

c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d i e s  b y  t h e  a g g l u t i n a t i o n ,  ID a n d  C I E  t e s t s ;  a n d  a g a i n s t  

r a b b i t  a n t i - C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  a n t i -  s e r u m  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i 

g e n s  b y  t h e  l a t t e r  t e s t .  In  a d d i t i o n ,  s e r a  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  w i t h  s e r o 

t y p e s  A ,  B ,  C a n d  D w e r e  t e s t e d ,  b y  C I E ,  a g a i n s t  h e t e r o l o g o u s  C E  a n d  S 

a n t i g e n s  f r o m  e a c h  o f  t h e  o t h e r  3 s e r o t y p e s ;  a n d  t h o s e  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  

w i t h  S t r , V 3 5 9  w e r e  t e s t e d  a g a i n s t  C E  a n d  S a n t i g e n s  f r o m  e a c h  o f  t h e  4 

s e r o t y p e  s .

'  R E S U L T S

P r e i n f e c t i o n  n a s a l  s w a b s  f r o m  a l l  c a t s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  C r .  n e  of  o r  - 

m a n s , a n d  p r e i n f e c t i o n  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  t o  

C r .  n e o f o r m a n s .

T h r e e  c a t s  d i e d  e a r l y  i n  t h e  c o u r s e  of  t h e  e x p e r i m e n t .  C a t  7 d i e d  

3 d a y s  p o s t i n f e c t i o n  o f  a c u t e  c a l i c i v i r u s  i n f e c t i o n ,  a n d  no  s e r u m  w a s  

a v a i l a b l e  f o r  s e r o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n .  P r o f u s e  g r o w t h  o f  C r .  n e o f o r m a n s  

w a s  r e c o v e r e d  f r o m  i t s  n a s a l  t u r b i n a t e s  a n d  t r a c h e a  a n d  a  f e w  c o l o n i e s  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l u n g s .  O t h e r  o r g a n s  a n d  b o d y  f l u i d s  d i d  n o t  

y i e l d  t h e  o r g a n i s m ,  a s  m a y  b e  s e e n  f r o m  t a b l e  1 2 .

C a t  6 d i e d  33 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n ,  o f  i r r e d u c i b l e  i n t u s s u s c e p t i o n  o f  

t h e  i l e u m .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  r e - i s o l a t e d  i n  h e a v y  g r o w t h  

f r o m  i t s  n a s a l  t u r b i n a t e s  a n d  a  f e w  c o l o n i e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l u n g s
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b u t  n o t  f r o m  o t h e r  s p e c i m e n s  o r  o r g a n s  ( t a b l e  1 2 ) .  S e r u m  s a m p l e s  

c o l l e c t e d  28  d a y s  p o s t  c h a l l e n g e  a n d  a t  a u t o p s y  w e r e  p o s i t i v e  f o r  c r y p t o 

c o c c a l  a n t i b o d y  b y  C I E ,  b u t  n o t  b y  ID o r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  ( t a b l e  1 3 ) .  

H o w e v e r ,  C S F  a n d  u r i n e  c o l l e c t e d  a t  a u t o p s y  w e r e  n e g a t i v e  f o r  p r e c i p i 

t a t i n g  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  a n d  a n t i b o d y  a n d / o r  a n t i g e n  b y  ID a n d  C I E  

t e s t s  r e s p e c t i v e l y .  H i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  s e c t i o n s  f r o m  l u n g s  a n d  

b r a i n  s t a i n e d  w i t h  H  & E , P .  A .  S.  , M a y e r ' s  m u c i c a r  m i n e  a n d  m o d i f i e d  

G o m o r i - G r o c o t t  d i d  n o t  r e v e a l  t h e  p r e s e n c e  o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n  t h e s e  

o r g a n s .

C a t  8 b e c a m e  s e r i o u s l y  i l l  w i t h  a c u t e  s t r e p t o c o c c a l  p n e u m o n i a  a n d  w a s  

k i l l e d  4 8  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  A f e w  c o l o n i e s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  w e r e  

r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s ,  b u t  n o  g r o w t h  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

o t h e r  s p e c i m e n s  ( t a b l e  1 2 ) .  C r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  

s e r u m  s a m p l e s  c o l l e c t e d  28  d a y s  p o s t  c h a l l e n g e  a n d  a t  a u t o p s y ,  b y  C I E  

b u t  n o t  b y  ID o r  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  ( t a b l e  1 3 ) ,  U r i n e  a n d  C S F  c o l l e c t e d  

a t  a u t o p s y  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n .

T h e  r e m a i n i n g  7 c a t s  w e r e  c l i n i c a l l y  o b s e r v e d  t i l l  t h e  e n d  o f  t h e  

e x p e r i m e n t ,  1 2 2 - 1 2 8  d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n .  N o n e  d e v e l o p e d  c l i n i c a l  

s y m p t o m s  s u g g e s t i v e  o f  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  a n d  a t  n e c r o p s y  n o n e  

s h o w e d  a n y  g r o s s  a b n o r m a l i t y .

S e r o l o g i c a l  r e s u l t s  f r o m  s u r v i v i n g  c a t s  w h i c h  w e r e  b l e d  a t  28  d a y  

I n t e r v a l s ,  a n d  t h e n  a t  a u t o p s y  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  1 3 ,  A s  m a y  b e  

s e e n  f r o m  t h i s  t a b l e ,  p r e c i p i t a t i n g  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  w a s  d e m o n 

s t r a b l e  b y  C I E  i n  a l l  7 c a t s ,  a s  e a r l y  a s  28  d a y s  p o s t  c h a l l e n g e  a n d  

p e r s i s t e d  u n t i l  d e a t h  1 2 2 - 1 2 8  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  B y  I D ,  a n t i b o d y  

w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  c a t s  1 ,  2 a n d  5^112 d a y s  p o s t  c h a l l e n g e ,  b u t  n o t  a t
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t h e  t i m e  of  a u t o p s y  1 0 - 1 3  d a y s  l a t e r .  E a c h  p o s i t i v e  s e r u m  g a v e  a  s i n g l e  

p r e c i p i t a t i o n  l i n e  i n  b o t h  t e s t s .  A g g l u t i n a t i n g  a n t i b o d i e s  w e r e  n o t  d e t e c 

t e d  i n  a n y  of  t h e  c a t s  d u r i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  U r i n e  a n d  C S F ,  

t a k e n  a t  a u t o p s y  f r o m  t h e  7 c a t s ,  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n .

T h e  r e s u l t s  o f  e x a m i n a t i o n  o f  s e r a  a g a i n s t  h e t e r o l o g o u s  s e r o t y p e  a n t i 

g e n s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  1 4 .  C r o s s  r e a c t i o n s  w i t h  h e t e r l o g o u s  s e r o 

t y p e  a n t i g e n s  w e r e  o b t a i n e d  i n  s e r a  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  s e r o t y p e s .  

W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h o s e  ‘f r o m  c a t s  6 a n d  8 w h i c h  w e r e  p o s i t i v e  w i t h  

b o t h  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s  a n d  a t  l e a s t  o n e  h e t e r l o g o u s  a n t i g e n  a t  28  d a y s  

p o s t  i n o c u l a t i o n ,  s e r a  f r o m  o t h e r  c a t s  (1 ,  2 ,  3 ,  4  a n d  5) r e m a i n e d  p o s i t i v e  

o n l y  w i t h  t h e  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s  up  t o  84 d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n  w h e n  

c r o s s  r e a c t i o n s  w i t h  h e t e r l o g o u s  a n t i g e n s  w e r e  n o t i c e d .  S u c h  c r o s s  

r e a c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  o n e  o r  m o r e  heterologous a n t i g e n .  N o n e  of  

t h e  s e r a  e x a m i n e d ,  f r o m  c a t s  9 a n d  1 0 ,  i n f e c t e d  w i t h  S t r .  V 3 5 9 ,  r e a c t e d  

w i t h  a n y  o f  t h e  s e r o t y p e  a n t i g e n s .

T h e  r e s u l t s  o f  c u l t u r a l  e x a m i n a t i o n  o f  b o d y  f l u i d s ,  s p e c i m e n s  a n d  

o r g a n s  f r o m  t h e s e  7 c a t s ,  t a k e n  a t  n e c r o p s y ,  a r e  s u m m a r i s e d  i n  t a b l e  

1 2 .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  r e - i s o l a t e d  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  

o f  3 c a t s ,  ( 5 ,  9 a n d  1 0 ) .  I t  w a s  r e c o v e r e d  i n  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  c a t  

5 ,  125  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n ,  a n d  a  f e w  a n d  n u m e r o u s  c o l o n i e s  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  c a t s  9 a n d  10 r e s p e c t i v e l y ,  1 2 8  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  O t h e r  s p e c i 

m e n s  a n d  o r g a n s  f r o m  t h e s e  3 c a t s  a n d  t h o s e  f r o m  t h e  o t h e r  4  c a t s ,

(1, 2 , 3  a n d  4 )  d i d  n o t  y i e l d  t h e  f u n g u s .
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11T a b l e  1 1 .  D e t a i l s  o f  c a t s  i n o c u l a t e d  i n t r a n a s a l l y  w i t h  1 x 1 0  c e l l s

o f  s t r a i n  V 3 5 9  a n d  e a c h  of  t h e  4 s e r o t y p e s  o f  C r .  n e o f o r m a n s

C a t  N o .

1
S e x I n f e c t i n g  s e r o t y p e / s t r a i n

1 F S e r o t y p e  A

2 F

3 F S e r o t y p e  B

4 M

5 F S e r o t y p e  C

6 M

7 F S e r o t y p e  D

8 M

9 M S t r .  V 3 5 9

10 M

i  ■  , ... .....  _
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T a b l e  1 4 .  R e s u l t s  o f  C I E  t e s t s ,  u s i n g  a n t i g e n s  f r o m  e a c h  s e r o t y p e ,  

o n  s e r a  f r o m  e x p e r i m e n t a l  c a t s  i n f e c t e d  w i t h  s e r o t y p e s  

a n d  w i t h  s t r .  V 3 5 9 .

I n f e c t i n g D a y s  p o s t S e r o t y p e a n t i g e n s  ;
C a t s e r o t y p e / s t r a i n i n f e c t i o n A B C D

w h e n  b l e d C E S C E S C E  S C E S

28 + 4 - “ - -

56 - - - - - -

1 A 84 + 4 4 - - - -

112 + - 4 - - - -

122 + - 4 - - -

28 4 4 “ - — — - -

56 4 - - - -  - - -

2 A 84 4 4 4 - - — - -

112 4 - 4 - 4 - -

123 4 - 4 - -  - - -

28 - - 4 4 — — _

56 - - 4 4 - - —

3 B 84 4 - - 4 4  - - -

112 4 - 4 - - - -

124 4 - 4 4 - - - -

28 - - 4 4 - - - -

56 - - 4 - - - -

4 B 84 4 - - 4 -  - - -

112 4 - 4 4 - - -

124 4 - 4 4 - - -
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T a b l e  14 ( c o n t i n u e d )

I n f e c t i n g
s e r o t y p e / s t r a i n

D a y s  p o s t S e r o t y p e a n t i g e n s  :

C a t i n f e c t i o n A B C D
j w h e n  b l e d C F  S C F  S C F S C F  S

28 N D N D + 4 N D

1 56 - 4 4 -

5 C ! .84 + - + 4 4 -

112 + 4 4 -

125 + + + 4 4 -

28 + N D 4 - N D

6 C
33 -  - -  - 4 - -

28 + + - - 4

8 D
4 8 - -  - - - 4

28 - - - - -

9

V 3 5 9
1 56 - - - - -

10
28 - - - - -

1 56 - “ - - -
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I n t r a n a s a l  a n d  I n t r a v e n o u s  I n f e c t i o n  of  C a t s  w i t h  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

T h r e e  s t r a i n s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t .  T h e y

w e r e  d o n a t e d  b y  D r .  B .  P a r t r i d g e  o f  C h a r i n g  C r o s s  H o s p i t a l ,  L o n d o n .

S t r a i n  C X H  S y m m e r s  h a d  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a  h u m a n  p a t i e n t ;  s t r .

K C H  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a  p a t i e n t  w i t h  m e n i n g e a l  i n f e c t i o n  a t  K i n g ' s  C o l l e g e

H o s p i t a l  i n  1 9 5 9  a n d  s t r .  H u n t i n g t o n  h a d  c o m e  f r o m  H u n t i n g t o n  R e s e a r c h

C e n t r e  i n  1 9 7 3 .  P a t h o g e n i c i t y  t e s t s  s h o w e d  t h e  3 s t r a i n s  t o  b e  p a t h o g e n i c

f o r  m i c e ,  w i t h  s t r a i n  d i f f e r e n c e s .  S t r a i n  K C H  w a s  t h e  m o s t  v i r u l e n t .

I n o c u l a  w e r e  p r e p a r e d  a s  i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  a n d  a d j u s t e d  to

7
a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x  10 c e l l s / m l  b y  h a e m o c y t o m e t e r  c o u n t s .

S e v e n  f e m a l e  a n d  5 m a l e ,  c l i n i c a l l y  h e a l t h y  a d u l t  c a t s  w e r e  i n f e c t e d ,  

u s i n g  4  a n i m a l s  p e r  s t r a i n  o f  C r  . n e o f o r m a n s .  L a t e r  i n  t h e  c o u r s e  o f  

t h e  e x p e r i m e n t ,  2 a n i m a l s  ( 1 7 ,  18)  w e r e  k i l l e d  a n d  w e r e  r e p l a c e d  b y  

2 o t h e r s ,  ( t a b l e  1 5 ) .  T h r e e  a d u l t  c a t s  a n d  3 k i t t e n s ,  w e r e  u s e d  a s  

e x p o s u r e  c o n t r o l s  b y  l e t t i n g  t h e m  m i x  w i t h  i n o c u l a t e d  c a t s  i n  t h e  s a m e  

r o o m .

T w o  c a t s  i n  e a c h  g r o u p  w e r e  i n f e c t e d  i n t r a n a s a l l y  a n d  2 i n t r a v e n o u s l y ,

7e a c h  r e c e i v i n g  1 x  10 y e a s t  c e l l s .  I n t r a n a s a l  i n o c u l a t i o n  w a s  c a r r i e d  

o u t  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  a n d  i n t r a v e n o u s  i n o c u l a t i o n  w a s  m a d e  v i a  

t h e  j u g u l a r  v e i n .  I n f e c t i o n  i n  a l l  c a t s  w a s  u n d e r t a k e n  u n d e r  g e n e r a l  

a n a e s t h e s i a  w i t h  V e t a l a r .

A n i m a l s  w e r e  e x a m i n e d  d a i l y  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n y  s i g n s  o f  

c l i n i c a l  i n f e c t i o n .

P r e - i n f e c t i o n  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  a l l  i n f e c t e d  a n d

9 5



c o n t r o l  c a t s  a n d  s c r e e n e d  f o r  a n t i b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s . P r e - i n f e c t i o n  

n a s a l  s w a b s  f r o m  a l l  a n i m a l s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  C r  . n e o f o r m a n s  a n d  s o  

w e r e  p o s t  i n f e c t i o n  n a s a l  s w a b s  t a k e n  2 ,  7 ,  14 a n d  2d d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n .

A n i m a l s  w e r e  b l e d  a t  2 w e e k  i n t e r v a l s  f o r  s e r o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  a n d  

s e r a  t e s t e d  a g a i n s t  h o m o l o g o u s  a n d  h e t e r o l o g o u s  f o r  m a l i n - k i l l e d  w h o l e  

y e a s t  c e l l s  a n d  C F  a n d  S a n t i g e n s  b y  a g g l u t i n a t i o n ,  ID a n d  C I E  t e s t s .

S e r a  t h a t  w e r e  p o s i t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  w e r e  a l s o  t e s t e d ,  b y  

C I E ,  a g a i n s t  t h e  8 s e r o t y p e  a n t i g e n s  u s e d  i n  t h e  s e r o l o g i c a l  s u r v e y .

R e c t a l  s w a b s  f r o m  i n f e c t e d  c a t s  w e r e  t a k e n  f o r  c u l t u r e  e a c h  t i m e  

a n i m a l s  w e r e  b l e d . A b r o n c h i a l  w a s h i n g  w a s  c o l l e c t e d  f o r  c u l t u r e  a n d  

m i c r o s c o p y  f o r  C r  . n e o f o r m a n s , 8 - 9  w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  f r o m  e a c h  o f  t h e  

6 c a t s  w h i c h  w e r e  i n f e c t e d  i n t r a n a s a l l y .

C h e s t  x - r a y  w a s  p e r f o r m e d  o n  a l l  i n o c u l a t e d  c a t s ,  ( e x c l u d i n g  c a t s  17 

a n d  18 w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  k i l l e d )  a f t e r  3 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  i n  

c a t s  23 a n d  2 4 ,  a n d  8 - 9  w e e k s  i n  c a t s  1 1 - 1 6  a n d  1 9 - 2 2 .

B o d y  f l u i d s ,  t i s s u e s  a n d  o r g a n s  f r o m  a l l  i n f e c t e d  a n d  e x p o s e d  c a t s  

w e r e  c o l l e c t e d  a t  a u t o p s y ,  p r o c e s s e d  a n d  e x a m i n e d  a s  w a s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t .
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R E S U L T S

P r e - i n f e c t i o n  s e r a  f r o m  a l l  i n f e c t e d  a n d  e x p o s e d  c a t s  w e r e  n e g a t i v e  

f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  b y  a g g l u t i n a t i o n ,  ID a n d  C I E  t e s t s ,  w h e n  t e s t e d  

â g a i n s t  a n t i g e n s  f r o m  C r .  n e o f o r m a n s  s e r o t y p e s  A ,  B ,  C a n d  D .  P r e 

i n f e c t i o n  n a s a l  s w a b s  t a k e n  4  d a y s  b e f o r e  i n f e c t i o n  a n d  s t r e a k e d  o n  

N i g e r  S e e d  a g a r  w e r e  a l l  n e g a t i v e  f o r  C r  . n e o f o r m a n s .

T h e  r e s u l t s  o f  c u l t u r e  o f  p o s t  i n f e c t i o n  n a s a l  s w a b s  f r o m  i n t r a n a s a l l y  

i n f e c t e d  c a t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  1 6 .  S w a b s  f r o m  i n t r a v e n o u s l y  i n f e c 

t e d  c a t s  w e r e  a l l  n e g a t i v e  f o r  C r  . n e o f o r m a n s  2 to  21 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  

A l l  6 i n t r a n a s a l l y  i n f e c t e d  c a t s  y i e l d e d  C r .  n e o f o r m a n s  2 d a y s  a f t e r  i n o c u 

l a t i o n ,  4  w e r e  s t i l l  p o s i t i v e  7 d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n  a n d  o n e  c a t  w a s  p o s i t i v e  

14 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  A l l  w e r e  n e g a t i v e  21 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .

A l l  r e c t a l  s w a b s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  C r  . n e o f o r m a n s  t h r o u g h o u t  t h e  

c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t .

S e d i m e n t s  f r o m  b r o n c h i a l  w a s h i n g s  f r o m  c a t s  1 1 ,  1 2 ,  1 5 ,  1 6 ,  19 a n d  

20 w e r e  a l l  m i c r o s c o p i c a l l y  n e g a t i v e  f o r  C r  . n e o f o r m a n s  w h e n  e x a m i n e d  

i n  I n d i a  i n k  m o u n t s  a n d  i n  P .  A ,  S .  -  s t a i n e d  s m e a r s .  T h e  w a s h i n g  f r o m  

o n e  c a t  ( 1 9 ) ,  t a k e n  8 w e e k s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  y i e l d e d  a  f e w  c o l o n i e s  o f  

C r .  n e o f o r m a n s  b u t  t h e  w a s h i n g s  f r o m  t h e  o t h e r  5 c a t s  w e r e  n e g a t i v e .

C h e s t  x - r a y  e x a m i n a t i o n  d i d  n o t  r e v e a l  a b n o r m a l i t y  i n  a n y  o f  t h e  c a t s  

e x a m i n e d .

C a t  18

T h i s  a n i m a l  b e c a m e  i l l ,  10 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n ,  w i t h  d e p r e s s i o n ,  

a n o r e x i a ,  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e  ( 1 0 3 . 5  F )  a n d  e m e s i s . I t  l o s t  w e i g h t  

r a p i d l y  a n d  d e v e l o p e d  c o n j u n c t i v i t i s ,  w i t h  a  d i s c h a r g e  f r o m  b o t h  e y e s .
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a n d  i t  b e c a m e  s e m i - b l i n d .  A b l o o d  s a m p l e ,  o n  t h e  1 0 t h  d a y  f o l l o w i n g  

i n f e c t i o n ,  w a s  p o s i t i v e  f o r  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  b y  v i r u s  i s o l a t i o n  t e s t ,  

a n  e y e  s w a b  a n d  a  u r i n e  s a m p l e  t a k e n  o n  t h e  s a m e  d a y  y i e l d e d  C r  . 

n e o f o r m a n s  i n  c u l t u r e .  T h e  a n i m a l  w a s  k i l l e d  o n  t h e  1 7 t h  d a y  a f t e r  

i n f e c t i o n .  A u t o p s y  r e v e a l e d  a n  e m a c i a t e d  a n i m a l  w i t h  n e c r o t i c  h e p a t i c  

f o c i  ( f i g . 7 ) ,  f l e s h y  p a l e  s p l e e n  ( f i g . 8 ) ,  y e l l o w i s h  g r e y ,  t e n d e r - t o - t o u c h  

k i d n e y s  ( f i g . 9 ) ,  o v e r i n f l a t e d  l u n g s  ( f i g . 10)  a n d  h a e m o r r h a g i c  p e r i t o n i t i s  

i n v o l v i n g  m a i n l y  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s .

C a t  17

T h i s  c a t  w a s  c l i n i c a l l y  n o r m a l  a t  t h e  t i m e  c a t  18 b e c a m e  i l l ,  b u t  w a s  

k i l l e d  a s  a  n o n - l e u k a e m i c  c o n t r o l  f o r  c a t  1 8 ,  b e c a u s e  t h e y  w e r e  i n f e c t e d  

w i t h  t h e  s a m e  s t r a i n  v i a  t h e  s a m e  r o u t e  a n d  f o r  t h e  s a m e  p e r i o d  o f  t i m e .  

A  b l o o d  s a m p l e  a n d  s m e a r  t a k e n  2 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  w e r e  n e g a t i v e  f o r  

f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  i n  t h i s  c a t .  P o s t  m o r t e m  e x a m i n a t i o n  o f  t h i s  c a t  

s h o w e d  i t  t o  b e  i n  g o o d  g e n e r a l  h e a l t h  a n d  n o  g r o s s  a b n o r m a l i t y  w a s  

s e e n  ( f i g s . 7 - 1 0 ) .

T h e  r e s u l t s  o f  c u l t u r a l  e x a m i n a t i o n  o f  o r g a n s  a n d  s p e c i m e n s  f r o m  

b o t h  c a t s  a r e  c o m p a r e d  i n  t a b l e  1 7 .  A s  m a y  b e  s e e n  f r o m  t h i s  t a b l e ,

C r  . n e o f o r m a n s  w a s  r e  - i s o l a t e d  i n  h e a v y  t o  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  a l l  t h e  

s p e c i m e n s  f r o m  c a t  1 8 ,  e x c e p t  t h e  m e d i a s t i n a l  a n d  m e s e n t e r i c  l y m p h  

n o d e s ,  h e a r t  m u s c l e  a n d  f a e c e s .  E s c h e r i c h i a  c o l i  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  

t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  a n d  i n  a d d i t i o n  to  C r  . n e o f o r m a n s , i t  w a s  

a l s o  i s o l a t e d  f r o m  t h e  n e c r o t i c  f o c i  i n  t h e  l i v e r .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  

o n l y  n a s a l  t u r b i n a t e s ,  l u n g ,  k i d n e y ,  u r i n e  a n d  s p l e e n  f r o m  c a t  17 

y i e l d e d  C r  . n e o f o r m a n s  i n  a m o u n t s  o f  g r o w t h  r a n g i n g  f r o m  s c a n t y  to  

h e a v y .
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S e c t i o n s  f r o m  t h e  s p l e e n ,  l i v e r ,  k i d n e y ,  l u n g  a n d  b r a i n  f r o m  b o t h  

c a t s ,  s t a i n e d  w i t h  H & E ,  P .  A .  S .  , M a y e r ' s  m u c i c a r  m i n e  a n d  G o m o r i -  

G r o c o t t  w e r e  e x a m i n e d .  T h e  p r e s e n c e  o f  f o c a l  n e c r o t i s i n g  h e p a t i t i s  

w a s  c o n f i r m e d  i n  c a t  18;  l a r g e  a r e a s  of  n e c r o s i s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o l o n i e s  

o f  b a c t e r i a  w e r e  s u r r o u n d e d  b y  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  a n d  l y m p h 

o i d  c e l l s  w i t h  m a c r o p h a g e s  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  e a c h  l e s i o n .  T h e r e  w e r e  

f a t t y  c h a n g e s  i n  t h e  t u b u l e s  o f  t h e  r e n a l  c o r t e x  a n d  m i l d  f o c a l  i n t e r s t i t i a l  

n e p h r i t i s  w i t h  g l o m e r u l a r  s c l e r o s i s  a n d  s o m e  c a l c i f i e d  d e b r i s  i n  t h e  

m e d u l l a r y  t u b u l e s .  T h e  p r e s e n c e  o f  C r  . n e o f o r m a n s  i n  t h e  k i d n e y  w a s  

r e v e a l e d  b y  P .  A .  S.  , M a y e r ' s  m u c i c a r m i n e  a n d  G o m o r i - G r o c o t t  s t a i n s .

I t  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  g l o m e r u l a r  c a p i l l a r i e s  ( f i g s .  1 1 ,  1 2 ) ,  B o w m a n ' s  

s p a c e  ( f i g .  13)  a n d  r e n a l  t u b u l e s  ( f i g s . 1 4 ,  1 5 ) .  I n  m o s t  c a s e s ,  t h e r e  

w a s  d i s t e n s i o n  o f  t h e  c a p i l l a r y  o r  t u b u l e ,  b u t  n o  c e l l u l a r  r e a c t i o n ,  a n d  

t h e  y e a s t  c e l l s  w e r e  o c c a s i o n a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l e s i o n s  o f  n e p h r i t i s .  

M i c r o s c o p y  o f  t h e  l u n g  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  m o d e r a t e  o e d e m a  w i t h  

s c a t t e r e d  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s .  O c c a s i o n a l  y e a s t  c e l l s  w e r e  d e m o n 

s t r a t e d  i n  t h e  c e r e b r u m ,  b u t  a p a r t  f r o m  m i l d  c y s t i c  l y s i s ,  t h e y  w e r e  

n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  o b v i o u s  i n f l a m m a t o r y  c h a n g e s  ( f i g .  1 6 ) .

A p a r t  f r o m  m i l d  t h i c k e n i n g  o f  t h e  a l v e o l a r  w a l l s ,  t h e r e  w a s  n o  

m i c r o s c o p i c  a b n o r m a l i t y  i n  o r g a n s  f r o m  c a t  17 a n d  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  

n o t  s e e n  i n  a n y  o f  t h e  s e c t i o n s .

N e a t  a n d  c o n c e n t r a t e d  s e r a  (x2 )  t a k e n  f r o m  c a t s  17 a n d  1 8 ,  a t  

a u t o p s y ,  w e r e  p o s i t i v e  b y  C I E  f o r  c i r c u l a t i n g  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  w h e n  

c r o s s e d  a g a i n s t  r a b b i t  a n t i - C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  a n t i s e r u m .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  s e r u m  s a m p l e  f r o m  c a t  17 w a s  a l s o  p o s i t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  

a n t i b o d y  b y  C I E ,  b u t  t h e  s e r u m  f r o m  c a t  18 w a s  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y
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( t a b l e  1 8 ) .  C e r e b r o s p i n a l  f l u i d s  a n d  u n c o n c e n t r a t e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  

(x2)  u r i n e  s a m p l e s ,  t a k e n  a t  a u t o p s y ,  w e r e  n e g a t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  

a n t i b o d y  a n d / o r  a n t i g e n  b y  C I E  a n d  ID i n  b o t h  c a t s  ( f i g s .  1 7 ,  1 8 ) .

C a t  24

T h i s  c a t  w a s  k i l l e d  34 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  b e c a u s e  o f  c a l i c i v i r u s  

i n f e c t i o n .  P o s t  m o r t e m  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  i t  t o  b e  e m a c i a t e d ,  w i t h  

t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o c c l u d e d  w i t h  t h i c k ,  p u r u l e n t  m a t e r i a l  a n d  t h e r e  w a s  

p u r u l e n t  d i s c h a r g e  f r o m  t h e  e y e s .  T h e  l u n g s  w e r e  s l i g h t l y  e m p h y s e m 

a t o u s .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  r e c o v e r e d  i n  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  

t h e  b r a i n  a n d  k i d n e y  h o m o g e n a t e s  a n d  i n  h e a v y  a n d  s l i g h t  g r o w t h  f r o m  

s p l e e n  a n d  l i v e r  h o m o g e n a t e s  r e s p e c t i v e l y ,  b u t  n o t  f r o m  o t h e r  o r g a n s  a n d  

s p e c i m e n s  ( t a b l e  1 7 ) .

S e c t i o n s  o f  b r a i n ,  k i d n e y ,  l i v e r  a n d  s p l e e n  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

o c c a s i o n a l  P .  A . S . - p o s i t i v e  y e a s t - l i k e  c e l l s  i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  t i s s u e  o f  t h e  

r e n a l  c o r t e x ,  b u t  t h e  o r g a n i s m  w a s  n o t  s e e n  i n  o t h e r  o r g a n s .

S e r u m  c o l l e c t e d  a t  a u t o p s y  w a s  p o s i t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  

w h e n  t e s t e d  n e a t  a n d  c o n c e n t r a t e d  x, Z b y  C I E ,  b u t  w a s  n e g a t i v e  f o r  

a n t i b o d y  ( t a b l e  1 8 ) .  C e r e b r o s p i n a l  f l u i d  a n d  u n c o n c e n t r a t e d  a n d  c o n c e n 

t r a t e d  u r i n e  w e r e  n e g a t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n  ( f i g .  1 9 ) .  

C a t  23

T h i s  c a t  s h o w e d  n e r v o u s  s i g n s  7 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n .  I t  w a s  c i r c l i n g ,  

w i t h  t h e  h e a d  t i l t e d  a n d  s h o w e d  i n c o - o r d i n a t e d  l o c o m o t i o n .  I t  t h e n  

b e c a m e  h y p e r  a e s t h e t i c  a n d  b l i n d .  B o t h  p u p i l s  w e r e  d i l a t e d ,  w i t h  

h y p o p y o n  ( f i g .  20 )  a n d  r e t i n a l  d e t a c h m e n t  i n  b o t h  e y e s .  A b l o o d  s a m p l e  

t a k e n  o n  t h e  d a y  t h e  a n i m a l  f i r s t  s h o w e d  c l i n i c a l  s i g n s  w a s  n e g a t i v e  b y  

c u l t u r e  f o r  C r .  n e o f o r m a n s ,  a n d  b y  v i r u s  i s o l a t i o n  t e s t  f o r  f e l i n e
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l e u k a e m i a  v i r u s .

T h e  a n i m a l  w a s  k i l l e d  56 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  P o s t  m o r t e m  e x a m i 

n a t i o n  s h o w e d  i t  t o  b e  i n  g o o d  g e n e r a l  c o n d i t i o n ,  a p a r t  f r o m  t h e  e y e  

l e s i o n s ,  a n d  n o  g r o s s  a b n o r m a l i t y  w a s  d i s c e r n i b l e  i n  o t h e r  o r g a n s .  T h e  

e y e s  w e r e  e n u c l e a t e d  a n d  f i x e d  f o r  h i s t o p a t h o l o g y , o t h e r  s p e c i m e n s  a n d  

o r g a n s  w e r e  t a k e n  f o r  c u l t u r e  a n d / o r  h i s t o p a t h o l o g y .

O n  m a c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n ,  b o t h  e y e s  w e r e  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r ;  

t h e r e  w a s  a  p u r u l e n t  m a s s  i n  t h e  a n t e r i o r  c h a m b e r  ( f ig  . 21)  a n d  t h e  r e t i n a  

w a s  d e t a c h e d  a n d  f u n n e l -  s h a p e d  ( f i g s ,  2 2 ,  2 3 ) .  In  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  e y e s  

t h e r e  w e r e  s m a l l  n o d u l e s  o f  p i g m e n t  a n d  i n  t h e  r i g h t  e y e  a  h a e m o r r h a g i c  

e x u d a t e  w a s  v i s i b l e  o n  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  B r u c h ' s  m e m b r a n e  ( f i g . 2 4 ) ,

I n  t h e  l e f t  e y e ,  t h e  s u b r e t i n a l  s p a c e  c o n t a i n e d  w a t e r y  f l u i d  a n d  t h e  a n t e r 

i o r  c h a m b e r ,  a  s o l i d  g e l a t i n o u s  e x u d a t e  ( f i g . 2 5 ) .

M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  r i g h t  e y e  s h o w e d  t h e  c o r n e a  w i t h  

p e r i p h e r a l  n e o v a s c u l a r i s a t i o n ,  i n t r a c e l l u l a r  e p i t h e l i a l  o e d e m a  a n d  e n d o 

t h e l i a l  v a c u o l i s a t i o n .  T h e s e  c h a n g e s  s u g g e s t e d  a  p r e - e x i s t i n g  g l a u c o m a ,  

w h i c h  r e s u l t e d  f r o m  i n f l a m m a t o r y  c e l l  i n f i l t r a t i o n  o f  t h e  o u t f l o w  s y s t e m ,  

w h i c h  w a s  p a c k e d  w i t h  l y m p h o c y t e s  a n d  p l a s m a  c e l l s .  T h e  a n t e r i o r  

c h a m b e r  c o n t a i n e d  a  f i b r i n o p u r u l e n t  e x u d a t e  ( f i g . 2 6 ) .  T h e  i r i s  a n d  

c i l i a r y  b o d y  w e r e  i n f i l t r a t e d  b y  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  c e l l s ,  b u t  t h e  

r e a c t i o n  w a s  n o t  a s  i n t e n s e  a s  t h a t  p r e s e n t  i n  t h e  c h o r o i d  i n  w h i c h  t h e r e  

was e x t e n s i v e  t i s s u e  n e c r o s i s  ( f i g . 2 7 ) .  T h e  l e n s  w a s  a r t e f a c t u a l l y  

f r a g m e n t e d  b u t  n o t  i n v o l v e d  b y  t h e  i n f l a m m a t o r y  o r  g l a u c o m a t o u s  p r o 

c e s s .  T h e  c i l i a r y  p r o c e s s e s  s h o w e d  c y s t i c  d e g e n e r a t i o n  i n  t h e  e p i t h e l i u m  

T h e  v i t r e o u s  b o d y  c o n t a i n e d  s c a t t e r e d  m a c r o p h a g e s  a n d  l y m p h o c y t e s .

T h e  r e t i n a  w a s  d e t a c h e d  a n d  d i s o r g a n i z e d  a n d  t h e  t i s s u e s  w e r e  e x t e n s i v e l y
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i n v a d e d  b y  l y m p h o c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s  ( f i g s .  2 8 ,  2 9 ) .  T h e  s u b r e t i n a l  

s p a c e  c o n t a i n e d  b l o o d  a n d  h a d  s i m i l a r  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  i n  a d d i t i o n  to  

i r o n -  a n d  m e l a n i n - l a d e n  m a c r o p h a g e s .  T h e  o p t i c  n e r v e  s h o w e d  e x t e n 

s i v e  a x o n a l  l o s s ,  w i t h  b e a d i n g  o f  t h e  r e s i d u a l  a x o n s .  T h i s  w a s  n o t  p a r a 

l l e l e d  b y  a  c o r r e s p o n d i n g  l o s s  o f  a x o n s  i n  t h e  r e t i n a ,  w h i c h  s u g g e s t e d  a n  

a d d i t i o n a l  t o x i c  o p t i c  n e u r o p a t h y .  T h e r e  w a s  n o  e v i d e n c e  o f  a n  i n f l a m 

m a t o r y  r e a c t i o n  i n  t h e  o p t i c  n e r v e .

T h e  m i c r o s c o p i c  c h a n g e s  i n  t h e  l e f t  e y e  w e r e  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  to  

t h o s e  i n  t h e  r i g h t  o n e ,  e x c e p t  t h a t  t h e r e  w a s  d i r e c t  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  

r e t r o - o c u l a r  b l o o d  v e s s e l s  a n d  t h e  o p t i c  n e r v e ,  w h i c h  s h o w e d  e x t e n s i v e  

d e m y e l i n a t i o n  a n d  a x o n a l  l o s s .  C r y p t o c o c c a l  e n d o p h t h a m i t i s  i n  t h i s  

c a t  w a s  c o n f i r m e d  b y  d e m o n s t r a t i n g  C r  . n e o f o r m a n s  i n  t h e  r e t i n a  a n d  

s u b r e t i n a l  i n f l a m m a t o r y  e x u d a t e  i n  b o t h  e y e s  ( f i g s .  3 0 - 3 3 ) .

S e c t i o n s  o f  k i d n e y ,  l u n g s ,  b r a i n ,  l i v e r  a n d  s p l e e n  d i d  n o t  r e v e a l  t h e  

o r g a n i s m ,  e v e n  w i t h  t h e  s p e c i a l  s t a i n s .

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  i s o l a t e d  i n  h e a v y  g r o w t h  f r o m  k i d n e y  

h o m o g e n a t e  a n d  u r i n e ,  b u t  n o t  f r o m  a n y  o f  t h e  o t h e r  s p e c i m e n s  a n d  o r g a n s  

e x a m i n e d  ( t a b l e  1 7 ) .

S e r u m  s a m p l e s  c o l l e c t e d  a t  a u t o p s y  w e r e  p o s i t i v e  b y  C I E  f o r  c i r c u 

l a t i n g  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  w h e n  t e s t e d  n e a t  a n d  c o n c e n t r a t e d  x 2 ,  b u t  

n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  ( t a b l e  1 8 ) .  C e r e b r o s p i n a l  f l u i d  a n d  u r i n e  c o l l e c t e d  

a t  a u t o p s y  w e r e  n e g a t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n  b y  C I E  

a n d  I D .

C a t s  1 2 ,  16 a n d  21

T h e s e  c a t s  w e r e  k i l l e d  6 5 ,  65 a n d  66 d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n  r e s p e c t i v e l y .  

N o  a n t e  m o r t e m  o r  p o s t  m o r t e m  a b n o r m a l i t y  w a s  s e e n  i n  a n y  o f  t h e m .
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A l l  w e r e  i n  g o o d  b o d i l y  c o n d i t i o n .

T h e  r e s u l t s  o f  c u l t u r a l  e x a m i n a t i o n  o f  s p e c i m e n s  a n d  o r g a n s  f r o m  

t h e s e  c a t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  1 9 .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  

r e c o v e r e d  o n l y  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  o f  c a t s  12 a n d  1 6 ,  i n  p r o f u s e  

a n d  l i g h t  g r o w t h  r e s p e c t i v e l y ,  b u t  n o t  f r o m  o t h e r  s p e c i m e n s  f r o m  e i t h e r  

c a t  o r  a n y  o f  t h o s e  f r o m  c a t  2 1 .  C e r e b r o s p i n a l  f l u i d s  a n d  u r i n e  s a m p l e s  

t a k e n  a t  a u t o p s y  w e r e  a l l  n e g a t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n .  

C a t s  1 1 ,  1 3 ,  1 4 ,  1 5 ,  1 9 ,  20 a n d  22

T h o s e  s e v e n  c a t s  w e r e  o b s e r v e d  t i l l  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  N o n e  

o f  t h e m  s h o w e d  s i g n s  o f  c l i n i c a l  i n f e c t i o n  d u r i n g  4  m o n t h s  o f  o b s e r v a t i o n ,  

a n d  t h e y  w e r e  k i l l e d  1 1 7 - 1 4 2  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  A l l  w e r e  c l i n i c a l l y  

h e a l t h y  o n  a n t e  m o r t e m  e x a m i n a t i o n  a n d  n o  g r o s s  a b n o r m a l i t y  w a s  n o t i c e d  

i n  a n y  o f  t h e m  a t  p o s t  m o r t e m  e x a m i n a t i o n .  T h e  r e s u l t s  o f  c u l t u r a l  

e x a m i n a t i o n  o f  s p e c i m e n s  a n d  o r g a n s  f r o m  t h e s e  c a t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  

t a b l e  1 9 .

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  r e - i s o l a t e d  i n  h e a v y  g r o w t h ,  o n l y  f r o m  

t h e  n a s a l  c a v i t y  o f  c a t  1 1 ,  140  d a y s  a f t e r  i n t r a n a s a l  i n o c u l a t i o n .  I t  w a s  

n o t  r e c o v e r e d  f r o m  o t h e r  s p e c i m e n s  f r o m  t h i s  c a t ,  n o r  w a s  i t  r e c o v e r e d  

f r o m  a n y  o f  t h e  s p e c i m e n s  a n d  o r g a n s  f r o m  t h e  o t h e r  6 c a t s .  No  

c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  o r  a n t i g e n  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  C S F  o r  u r i n e  

s a m p l e s  f r o m  a n y  o f  t h e s e  7 c a t s .

E x p o s u r e  C o n t r o l  C a t s :  2 5 ,  2 6 ,  2 7 ,  2 8 ,  29 a n d  30

F o u r  o f  t h e s e  c a t s  h a d  t o  b e  k i l l e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t -  

d u e  t o  c a l i c i v i r u s  i n f e c t i o n .  C a t s  26 a n d  27  w e r e  k i l l e d  34 a n d  36 d a y s

r e s p e c t i v e l y  a f t e r  e x p o s u r e ,  a n d  c a t s  28  a n d  29 w e r e  k i l l e d  70 d a y s  p o s t

e x p o s u r e .  T h e  o t h e r  2 c a t s  (2 5  a n d  30)  w e r e  o b s e r v e d  t i l l  t h e  e n d  o f
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t h e  e x p e r i m e n t  a n d  k i l l e d  a t  143  d a y s .

A t  a u t o p s y ,  a l l  c a t s  w e r e  c u l t u r a l l y  n e g a t i v e  f o r  C r .  n e o f o r m a n s .

C e r e b r o s p i n a l  f l u i d s  a n d  u r i n e  s a m p l e s  c o l l e c t e d  a t  a u t o p s y  a n d  

t e s t e d  a g a i n s t  C F  a n d  S a n t i g e n s  f r o m  e a c h  o f  t h e  3 i n f e c t i n g  C r .  n e o f o r 

m a n s  s t r a i n s ,  w e r e  a l l  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n  b y  C I E  a n d  ID 

t e s t s .

R e s u l t s  o f  t h e  S e r o l o g i c a l  E x a m i n a t i o n

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  s e r o l o g i c a l  f o l l o w - u p  o f  i n f e c t e d  c a t s ,  b y  a g g l u t i 

n a t i o n ,  ID a n d  C I E  t e s t s ,  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  2 0 .  S e r u m  c r y p t o c o c c a l  

a n t i b o d y  w a s  d e t e c t a b l e  2 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  i n  a l l  c a t s ,  e x c e p t  c a t  1 8 .  

P r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  i n  p o s i t i v e  s e r a  w a s  d e t e c t e d  b y  C I E ,  e a c h  s h o w i n g  

o n l y  o n e  l i n e  o f  p r e c i p i t a t i o n .  I m m u n o d i f f i s i o n  t e s t s  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  

p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  i n  a n y  o f  t h e  c a t s  a t  a n y  s t a g e  a f t e r  i n f e c t i o n .  

A g g l u t i n a t i n g  a n t i b o d y  w a s  d e t e c t e d  i n  3 c a t s ;  2 - 4  w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  

i n  1 c a t ,  4 - 6  w e e k s  i n  a  s e c o n d  a n d  4 - 1 2  w e e k s  i n  a  t h i r d  c a t ,  a t  a  t i t r e  

o f  1 :2  i n  e a c h  c a s e .

T h e  r e s u l t s  o f  s e r o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  b y  C I E  a r e  s u m m a r i s e d  i n  

t a b l e  2 1 .  C a t  18 w h i c h  b e c a m e  l e u k a e m i c  a f t e r  i n f e c t i o n  w a s  n e g a t i v e  

f o r  s e r u m  a n t i b o d y  2 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  a t  a u t o p s y ,  b u t  w a s  p o s i 

t i v e  f o r  s e r u m  a n t i g e n  a t  a u t o p s y .  C a t  17 w a s  p o s i t i v e  f o r  s e r u m  a n t i 

b o d y  2 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  w a s  p o s i t i v e  f o r  b o t h  s e r u m  a n t i b o d y  

a n d  a n t i g e n  a t  a u t o p s y .  C a t s  23 a n d  24  w h i c h  b e c a m e  c l i n i c a l l y  i l l ,  

w e r e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  2 a n d  4 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  b e c a m e  

n e g a t i v e  t i l l  t h e y  w e r e  s a c r i f i c e d  34  a n d  56  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  r e s p e c 

t i v e l y .  S e r a  f r o m  b o t h  c a t s  c o l l e c t e d  p r i o r  to  a u t o p s y  w e r e  p o s i t i v e
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f o r  s e r u m  a n t i g e n  b u t  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y .  C a t s  1 2 ,  16 a n d  21 r e m a i n 

e d  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y ,  t i l l  a u t o p s y  6 5 ,  65  a n d  66 d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n  

r e s p e c t i v e l y .  C a t s  13 a n d  14 r e m a i n e d  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  up  t o  84 

d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  w h e n  t h e y  b e c a m e  n e g a t i v e .  C a t s  1 5 ,  20 a n d  22  

r e m a i n e d  p o s i t i v e  u p  t o  9 8  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  b e f o r e  b e c o m i n g  n e g a t i v e .  

C a t  19 w a s  p o s i t i v e  f o r  u p  to  112  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  a n d  b e c a m e  n e g a t i v e  

t h e r e a f t e r .  C a t  11 r e m a i n e d  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  t i l l  a u t o p s i e d  140  d a y s  

p o s t  i n f e c t i o n .

F o u r  of  t h e  7 c a t s , k i l l e d  l a t e r  t h a n  10 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n ,  w e r e  i n f e c 

t e d  i n t r  a n a  s a l l y  a n d  t h e  r e m a i n i n g  3 w e r e  i n f e c t e d  i n t r a v e n o u s l y .  T w o  

o f  t h e  4  i n t r a n a s a l l y  i n f e c t e d  c a t s  (15  a n d  20)  r e m a i n e d  p o s i t i v e  f o r  p r e c i 

p i t a t i n g  a n t i b o d y  f o r  u p  to  14 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n ,  c a t  19 w a s  p o s i t i v e  f o r  

u p  t o  1 6 . w e e k s  a n d  c a t  11 r e m a i n e d  p o s i t i v e  f o r  up  to  20  w e e k s  p o s t  i n f e c 

t i o n .  T w o  o f  t h e  3 i n t r a v e n o u s l y  i n f e c t e d  c a t s  (13 a n d  14)  w e r e  p o s i t i v e  

f o r  u p  t o  12 w e e k s  a n d  t h e  3 r d  c a t  (22)  w a s  p o s i t i v e  f o r  u p  to  14 w e e k s  

a f t e r  i n f e c t i o n  ( t a b l e  2 2 ) .

S e r a  p o s i t i v e  f o r  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  w e r e  a l l  n e g a t i v e  w h e n  t e s t e d  

b y  C I E  a g a i n s t  h e t e r o l o g o u s  C F  a n d  S a n t i g e n s  f r o m  t h e  o t h e r  i n f e c t i n g  

s t r a i n s  o f  C r  . n e o f o r m a n s .  T h e y  w e r e  a l s o  n e g a t i v e  w h e n  t i t r a t e d  

a g a i n s t  h o m o l o g o u s  a n d  h e t e r o l o g o u s  a n t i g e n s  a t  1 :2  d i l u t i o n s .  T h e s e  

s e r a  w e r e  a l s o  n e g a t i v e  b y  C I E  a g a i n s t  C F  a n d  S a n t i g e n s  f r o m  s e r o t y p e s  

A ,  B ,  C a n d  D .

C e r e b r o s p i n a l  f l u i d s  a n d  u r i n e  s a m p l e s  f r o m  a l l  i n o c u l a t e d  c a t s ,  

i n c l u d i n g  t h e  o n e s  t h a t  s h o w e d  c l i n i c a l  s i g n s  o f  i n f e c t i o n ,  w e r e  n e g a t i v e  

f o r  b o t h  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n  b y  ID a n d  C I E .

S e r u m  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n s  w e r e  d e t e c t e d  i n  s e r a  c o l l e c t e d  a t
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a u t o p s y  f r o m  t h e  3 c a t s  w i t h  c l i n i c a l  i n f e c t i o n  ( 1 8 ,  23 a n d  24)  a n d  c a t  1 7 ,  

k i l l e d  a t  17 d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  b y  C I E ,  In  c a t  1 7 ,  c r y p t o c o c c a l  a n t i 

b o d y  w a s  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  s a m e  s e r u m  s a m p l e  ( t a b l e  1 8 ) .

P r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  2 of  t h e  6 e x p o s e d  c a t s ,  

b y  C I E ,  e a c h  g i v i n g  o n e  p r e c i p i t a t i o n  a r c .  C a t  25  r e a c t e d  a g a i n s t  C F  

a n t i g e n  f r o m  S t r  . H u n t i n g t o n  4 w e e k s  a f t e r  e x p o s u r e  a n d  r e m a i n e d  p o s i 

t i v e  a g a i n s t  t h e  s a m e  a n t i g e n  f o r  a n o t h e r  2 w e e k s ,  t h e n  b e c a m e  n e g a t i v e .  

C a t  30 r e a c t e d  a g a i n s t  C F  a n t i g e n  f r o m  S t r .  K C H  4  w e e k s  p o s t  e x p o s u r e  

a n d  r e m a i n e d  r e a c t i v e  a g a i n s t  i t  f o r  up  to  8 w e e k s  b e f o r e  b e c o m i n g  n e g 

a t i v e .  T h e r e  w a s  n o  e v i d e n c e  o f  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  i n  s e r a  f r o m  t h e  

o t h e r  4  c a t s  a t  a n y  s t a g e  o f  t h e  e x p o s u r e  p e r i o d .  C e r e b r o s p i n a l  f l u i d s  

a n d  u r i n e  s a m p l e s  f r o m  a l l  t h e s e  c a t s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  a n d  

a n t i g e n .
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I n t r a n a s a l  c h a l l e n g e  o f  c a t s  w i t h  k i l l e d  c e l l s  of  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s

F o l l o w i n g  t h e  f i n d i n g s  i n  t h e  p r e v i o u s  t w o  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  p r e s 

e n c e  o f  v i a b l e  C r  . n e o f o r m a n s  c e l l s  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  of  c a t s  w a s  

a c c o m p a n i e d  b y  a  d e m o n s t r a b l e  a n t i b o d y  r e s p o n s e ,  i t  w a s  d e c i d e d  to  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  k i l l e d  y e a s t  c e l l s  w o u l d  p r o v i d e  a n  

a n t i g e n i c  s t i m u l u s  i n  t h e  c a t .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

F o r m a l i n - k i l l e d  w h o l e  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  C r .

n e o f o r m a n s  s t r a i n s  K C H  a n d  H u n t i n g t o n  a n d  a d j u s t e d  t o  f i n a l  c o n c e n t r a t -  

7
i o n s  o f  1 X  10 c e l l s  /  m l  b y  h a e m o c y t o m e t e r  c o u n t s .

F o u r  a d u l t  f e m a l e  c a t s  w e r e  u s e d ;  2 c a t s  p e r  s t r a i n  o f  t h e  y e a s t .

C a t s  w e r e  c h a l l e n g e d  b y  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e  a s  p r e v i o u s l y ,  e a c h  

7
r e c e i v i n g  1 x 1 0  c e l l s .  T h e y  w e r e  b l e d  2 ,  3 a n d  4 w e e k s  p o s t  c h a l l e n g e  

a n d  s e r a  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y  t o  C r .  n e o f o r m a n s  b y  

C I E  t e s t ,  u s i n g  C F  a n d  S a n t i g e n s  f r o m  t h e  c h a l l e n g i n g  s t r a i n s .

R E S U L T S

P r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  d e t e c t e d  i n  a l l  c a t s  2 ,

3 a n d  4 w e e k s  a f t e r  t h e  i n t r  a n a  s a l  i n o c u l a t i o n  w i t h  n o n - v i a b l e  y e a s t  

c e l l s .  O n e  p r e c i p i t a t i o n  l i n e  w a s  o b t a i n e d  i n  e a c h  c a s e .
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D I S C U S S I O N

T h e  i n t r a v e n o u s  r o u t e  o f  i n f e c t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  e f f e c t i v e  t h a n  

t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e ,  f o r  i n d u c i n g  c l i n i c a l  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n  t h e  

c a t .  W h i l e  n o n e  o f  t h e  i n t r a n a s a l l y  i n f e c t e d  c a t s  s h o w e d  s y m p t o m s  of  

i n f e c t i o n ,  a l t h o u g h  v i a b l e  y e a s t  c e l l s  r e m a i n e d  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  

s o m e  f o r  a  l o n g  p e r i o d  a f t e r  IN  c h a l l e n g e ,  3 o f  t h e  i n t r a v e n o u s l y  i n f e c t e d  

a n i m a l s  ( 1 8 ,  2 3 ,  24)  b e c a m e  c l i n i c a l l y  i l l  a n d  w e r e  f o u n d  to  b e  i n v a d e d  b y  

t h e  y e a s t  a t  n e c r o p s y .  In  a d d i t i o n ,  s e r u m  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  w a s  

p r e s e n t  i n  a l l  3 c a t s ,  a  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  i n f e c t i o n .  T h e  4 t h  c a t  (17)  

w h i c h  w a s  k i l l e d  a s  a  n o n - l e u k a e m i c  c o n t r o l  f o r  c a t  18 w a s  a l s o  f o u n d  to  

b e  i n v a d e d  b y  t h e  o r g a n i s m  a t  a u t o p s y ,  a l t h o u g h  i t  w a s  n o t  s h o w i n g  s i g n s  

o f  i l l n e s s  w h e n  k i l l e d .  H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  s e r u m  c r y p t o c o c c a l  

a n t i g e n  a n d  a n t i b o d y  i n  t h i s  a n i m a l  a t  n e c r o p s y ,  w a s  r e g a r d e d  a s  e v i d e n c e  

o f  s e r o c o n v e r s i o n  t o w a r d s  t h e  a p p e a r a n c e  of  a n t i g e n  o n l y  a n d  d i s a p p e a r 

a n c e  o f  a n t i b o d y .  T h a t  i s  to  s a y ,  t h i s  c a t  m i g h t  h a v e  d e v e l o p e d  c l i n i c a ]  

i n f e c t i o n  h a d  i t  b e e n  a l l o w e d  t o  l i v e  l o n g e r .

C r y p t o c o c c a l  e n d o p h t h a l m i t i s  d e v e l o p e d  i n  c a t  23 i n  t h i s  s t u d y  a n d  t h e  

m a i n  s y m p t o m s  w e r e  b i l a t e r a l  h y p o p y o n ,  p u p i l l a r y  d i l a t i o n ,  r e t i n a l  d e t a c h 

m e n t ,  a n d  n e r v o u s  s i g n s  m a n i f e s t e d  b y  c i r c l i n g ,  i n c o - o r d i n a t i o n ,  h y p e r -  

a e s t h e s i a  a n d  b l i n d n e s s .  T h e  m a i n  l o c i  o f  i n f e c t i o n  i n  b o t h  e y e s  w e r e  

i n v o l v i n g  t h e  c h o r o i d  a n d  r e t i n a ,  w i t h  t h e  o r g a n i s m  a b u n d a n t l y  p r e s e n t  

i n  t h e  s u b - r e t i n a l  s p a c e .  T h e  e x t e n s i v e  i n f l a m m a t o r y  c e l l  i n f i l t r a t i o n  

a n d  t i s s u e  n e c r o s i s  o b s e r v e d  i n  b o t h  e y e s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  c h o r o i d  a n d  

s u b - r e t i n a l  s p a c e ,  i s  c o n t r a r y  t o  t h e  g e n e r a l  c o n c e p t  t h a t  c r y p t o c o c c a l  

i n f e c t i o n  i s  r a r e l y ,  i f  e v e r ,  a c c o m p a n i e d  b y  a n  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e .
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F r o m  t h i s  c a s e ,  a n d  t h o s e  d e s c r i b e d  b y  F i s c h e r  ( 1 9 7 1 ) ,  I v o g h l i  e t  a l . ,

( 1 9 7 4 )  a n d  G w i n  e t  a l . , ( 1 9 7 7 ) ,  i t  a p p e a r s  t h a t  c r y p t o c o c c a l  e n d o p h t h a l 

m i t i s  i n  t h e  c a t  i s  o f t e n  a c c o m p a n i e d  b y  a  c o n s i d e r a b l e  i n f l a m m a t o r y  

r e s p o n s e .  T h e  i n f e c t i o n  i n  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  c a t  d e v e l o p e d  a s  a  

p r i m a r y  c o n d i t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  p r e d i s p o s i n g  f a c t o r s .

C r y p t o c o c c a l  e n d o p h t h a l m i t i s  h a d  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  c a t  ( H o l z w o r t h ,  

1 9 5 2 ;  H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n ,  1 9 5 3 ) ;  d o g  ( R u b i n  a n d  C r a i g ,  1 9 6 5 ;  K u r t z  

a n d  F i n c o ,  1 9 7 0 ;  G e l a t t  e t  a l . , 1 9 7 3 ;  L i p t o n ,  19 7 3 ;  C a r l t o n  e t  a l .  ,

197 6 ) ;  h o r s e  ( S c o t t ,  D u n c a n  a n d  M c C o r m a c k ,  19 7 4 )  a n d  t h e  m i n k  

( T r a u t w e i n  a n d  N i e l s e n ,  1 9 6 2 ) .  C r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n v o l v i n g  t h e  

e y e s  o f  t h e  c a t  m a y  o c c u r  a s  a  l o c a l i z e d  c o n d i t i o n  ( F i s c h e r ,  19 7 1 ;

G w i n  e t  a l . , 19 7 7 )  o r  f o l l o w i n g  d i s s e m i n a t e d  i n f e c t i o n  ( H o l z w o r t h ,  1 952 ;  

H o l z w o r t h  a n d  C o f f i n ,  1 9 5 3 ,  I v o g h l i  e t  a l .  , 1 9 7 4 ) .  T h e  g e n e r a l  s y m p 

t o m s  i n c l u d e  e p i p h o r a ,  p u p i l l a r y  d i l a t i o n ,  c o r n e a l  o p a c i t y ,  r e t i n a l  d e t a c h 

m e n t  a n d  b l i n d n e s s .  H i s t o l o g i c a l  f i n d i n g s  a r e  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  

t h e  c h o r o i d  a n d  r e t i n a ,  w i t h  s u b s e q u e n t  c h o r o i d i t i s  a n d  r e t i n a l  d i s o r g a n 

i s a t i o n .

I n  t h i s  s t u d y ,  i t  w a s  e s t a b l i s h e d  t h a t  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  m i g h t  

o c c u r  c o n c u r r e n t l y  w i t h  o t h e r  d i s e a s e s  i n  t h e  c a t ,  n a m e l y  f e l i n e  l e u k 

a e m i a  a n d  c a l i c i v i r u s  i n f e c t i o n .  C a t s  18 a n d  24 s u b s e q u e n t l y  b e c a m e  

i n f e c t e d  w i t h  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  a n d  c a l i c i v i r u s ,  r e s p e c t i v e l y ,  

a f t e r  i n t r a v e n o u s  i n o c u l a t i o n  w i t h  C r .  n e o f o r m a n s  s t r .  K C H .  E v i d e n c e  

o f  i n v a s i o n  b y  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  f o u n d  i n  b o t h  c a t s  a t  a u t o p s y .

T h e  e f f e c t  o f  c o n c u r r e n t  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  i n f e c t i o n  o n  t h e  d e g r e e  

o f  i n v a s i o n  b y  C r .  n e o f o r m a n s  i n  c a t  18 b e c a m e  a p p a r e n t  w h e n  t h e  t i s s u e  

p o p u l a t i o n  o f  t h e  o r g a n i s m  i n  t h i s  c a t  w a s  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  i n  c a t  1 7 ,

109



w h i c h  w a s  i n f e c t e d  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  c a t  18 a n d  f o r  t h e  s a m e  p e r i o d  o f  

t i m e  , b u t  w a s  n e g a t i v e  f o r  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  i n f e c t i o n .  C a t  18 w a s  

f o u n d  to  b e  f u n g a e m i c  a n d  h e a v i l y  i n v a d e d  b y  t h e  f u n g u s ,  w h e r e a s  c a t  17 

w a s  n o t  f u n g a e m i c  a n d  t h e  o r g a n i s m  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  f e w e r  o r g a n s  

a n d  i n  s m a l l e r  p o p u l a t i o n s  i n  c o n t r a s t  t o  c a t  18 ( t a b l e  1 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  

t h e  f u n g u s  w a s  d e m o n s t r a t e d  m i c r o s c o p i c a l l y  i n  t h e  k i d n e y s  a n d  b r a i n  o f  

c a t  1 8 ,  b u t  i n  n o n e  o f  t h e  o r g a n s  f r o m  c a t  1 7 ,

C o n s i d e r i n g  t h e  f a c t  t h a t  t h e  o r g a n i s m  w a s  r e  - i s o l a t e d  f r o m  t h e  l u n g s ,  

k i d n e y s ,  s p l e e n  a n d  n a s a l  t u r b i n a t e s  of  c a t  17 ( t a b l e  1 7 ) ,  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  c l i n i c a l  i l l n e s s ,  a n d  t h a t  c a t s  18 a n d  24 b e c a m e  a c u t e l y  i l l  i n  a  r e l a t i v e 

l y  s h o r t  t i m e ,  w i t h  h i g h e r  f u n g a l  t i s s u e  p o p u l a t i o n s ,  i t  m a y  b e  s a i d  t h a t  t h e  

c o n c u r r e n t  p r e s e n c e  o f  f e l i n e  l e u k a e m i a  a n d  c a l i c i v i r u s  i n f e c t i o n s  i n  

t h e s e  t w o  c a t s  m a y  h a v e  a c t i v a t e d  t h e  f u n g u s  i n  t h e m  b y  l o w e r i n g  t h e i r  

r e s i s t a n c e .

C r y p t o c o c c o s i s  i s  o f t e n  e n c o u n t e r e d  a s  a  s e c o n d a r y  c o m p l i c a t i o n  t o  

c o n d i t i o n s  o t h e r  t h a n  v i r a l  i n f e c t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  c i r c u m s t a n c e s  

w h e n  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s  o r  i m m u n o l o g i c a l  d e f e n c e s  o f  t h e  h o s t  a r e  

s t r e s s e d  o r  r e n d e r e d  i n e f f e c t i v e .  T h e  p r e d i s p o s i n g  f a c t o r s  t o  c r y p t o 

c o c c o s i s  i n  m a n  a r e  m a n y  a n d  v a r i a b l e .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  r e c o g n i s e d  

o f  t h e s e  f a c t o r s  i n c l u d e  H o d g k i n s  d i s e a s e ,  s a r c o i d o s i s ,  l e u k a e m i a ,  

a p l a s t i c  a n a e m i a ,  d i a b e t e s  m e l l i t u s  , t u b e r c u l o s i s  a n d  o t h e r  d e b i l i t a t i n g  

c o n d i t i o n s ,  i m m u n o d e f i c i e n c y ,  i m m u n o s u p p r e s s i v e  t h e r a p y ,  p r o l o n g e d  

t r e a t m e n t  w i t h  b r o a d - s p e c t r u m  a n t i b i o t i c s ,  o r g a n  t r a n s p l a n t  a n d  o p e n -  

h e a r t  s u r g e r y  ( Z i m m e r m a n ,  1 9 5 5 ;  U t z ,  1 9 6 2 ;  G r u h n  a n d  S a n s o n ,  1 9 6 3 ;  

G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e ,  1 9 6 9 ;  E m m o n s  e t  a l . , 1 9 7 0 ;  C o n a n t  e t  a l . ,

1 9 7 1 ;  L e w i s  a n d  R a b i n o v i c h ,  1 9 7 2 ;  A h e a r n ,  1 9 7 4 ;  R i p p o n ,  1 9 7 4 ;

110



G o r d o n ,  1 9 7 5 ) .  W h e t h e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  a r e  p r i m a r i l y  r e s p o n s i b l e  

f o r  l o w e r e d  r e s i s t a n c e  i n  t h e  h o s t  o r  w h e t h e r  t h i s  r e s u l t s  f r o m  t h e  e f f e c t s  

o f  c e r t a i n  d r u g s  i n  u s e  f o r  t h e i r  t r e a t m e n t ,  i s  e q u i v o c a l .  H o w e v e r ,  t h e  

c o n c e n s u s  i s  t h a t  t r e a t m e n t  f o r  m a n y  o f  t h e s e  c o n d i t i o n s  i n v o l v e s  c o r t i c o 

s t e r o i d s  a n d  i t  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e s e  c o m p o u n d s  s i g n i f i c a n t l y  

d e c r e a s e  r e s i s t a n c e  t o  i n f e c t i o n s  b y  o t h e r  f u n g i  ( G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e ,  

1 9 6 9 ) .  L o n g - t e r m  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  m a y  s u p p r e s s  t h e  c o m p e t i t i v e  

e n d o g e n o u s  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  o f  t h e  h o s t ,  t h u s  p a v i n g  t h e  w a y  f o r  

a d v e n t i t i o u s  p a t h o g e n s  s u c h  a s  C r .  n e o f o r m a n s  t o  p r o l i f e r a t e  a n d  w h e n  

c i r c u m s t a n c e s  a l l o w ,  o v e r c o m e  t h e  h o s t  d e f e n c e s  a n d  c a u s e  o v e r t  i n f e c 

t i o n  ( A h e a r n ,  19 7 4 ;  G o r d o n ,  1 9 7 5 ) .  G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e  ( 1 9 6 9 )  s a i d  

o f  t h e  o p p o r t u n i s t i c  n a t u r e  o f  c r y p t o c o c c o s i s :  " t h e  d i a g n o s i s  o f  p u l m o n 

a r y  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n  p e r s o n s  w i t h o u t  s y m p t o m s  of  p u l m o n a r y  

d i s e a s e  s u g g e s t s  t h a t  p r i m a r y  p u l m o n a r y  i n f e c t i o n s  a r e  n o t  u n c o m m o n ,  

a n d  t h a t  i t  i s  t h e  d i s s e m i n a t e d  f o r m  f o r  w h i c h  a  l o w e r i n g  o f  r e s i s t a n c e  i n  

t h e  h o s t  i s  p e r h a p s  a  p r e r e q u i s i t e " .

I t  a p p e a r s  t h a t  a t  l e a s t  s o m e  of  t h e  p r e d i s p o s i n g  f a c t o r s  i n  m a n  a l s o  

p r e d i s p o s e  t o  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s .  I n  c a t s ,  s u c h  c o n d i t i o n s  i n c l u d e  

l y m p h o s a r c o m a  a n d  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  i n f e c t i o n  ( B a r r e t t  a n d  S c o t t ,  

1 9 7 5 ) ,  i m m u n o d e f i c i e n c y  ( G w i n  e t  a l .  , 1 9 7 7 ) ,  i m m u n o s u p p r e s s i v e  t h e r a p y  

( H o r n e ,  1 9 6 4 ;  P a l u m b o  a n d  P e r r i ,  1 9 7 5 ) ,  p r o l o n g e d  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  

( H o r n e ,  1 9 6 4 ) ,  h y p e r v i t a m i n o s i s  A ( C l a r k  a n d  R o u b i n ,  1 9 7 0 )  a n d  d e b i l i t y  

a n d  c o r t i c o s t e r o i d  t h e r a p y  ( B a r r e t t  a n d  S c o t t ,  1 9 7 5 ) .

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  i n f e c t i o n  w i t h  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  m a y  

c a u s e  i m m u n o s u p p r e s s i o n  i n  t h e  c a t  ( P e r r y m a n ,  H o o v e r  a n d  Y o h n ,  1 9 7 2 ;  

E s s e x ,  C o t t e r  a n d  C a r p e n t e r ,  1 9 7 3 ;  J a r r e t t ,  1 9 7 9 ) ,  a n d  t h a t  h y p e r 

v i t a m i n o s i s  A m a y  d e l a y  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  r e t i c u l o - e n d o t h e l i a l  c e i l s
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( C l a r k  a n d  R o u b i n ,  1 9 7 0 ) ,  T h a t  t h i s  m i g h t  b e  s i g n i f i c a n t  w a s  s h o w n  

b y  K a r a u o i ,  H a l l  a n d  L a r s h  ( 1 9 7 7 )  a n d  G r a y b i l l  a n d  T a y l o r  ( 1 9 7 8 ) ,  w h o  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n e  r e s p o n s e  w a s  o f  i m p o r t a n c e  

i n  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  m u r i n e  c r y p t o c o c c o s i s .

T h e  i n t r a n a s a l  r o u t e  w a s  c h o s e n  t o  s i m u l a t e  t h e  n a t u r a l  r o u t e  of  

i n f e c t i o n  a s  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i s  r e g a r d e d  a s  t h e  m a i n  p o r t a l  of  e n t r y  

o f  C r  . n e o f o r m a n s  i n t o  t h e  b o d y ,  t h r o u g h  i n h a l a t i o n  f r o m  t h e  e n v i r o n 

m e n t .  It  h a s  f o r  l o n g  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  c a s e s  of  

c r y p t o c o c c o s i s  s t a r t e d  a s  p u l m o n a r y  l e s i o n s ,  w i t h  s u b s e q u e n t  h a e m a -  

t o g e n o u s  o r  l y m p h a t i c  d i s s e m i n a t i o n ,  p a r t i c u l a r l y  t o  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  

s y s t e m  ( F r e e m a n ,  1 9 3 1 ;  C o x  a n d  T o l h u r s t ,  1 9 4 6 ;  W a l t e r ,  19 5 7 ;

A j e l l o ,  1 9 6 7 ,  1970;  K a p l a n ,  1 9 7 3 ;  G o r d o n ,  1 9 7 5  a n d  K e l l e y  a n d  M o s i e r ,

1 9 7 7 ) .

A l t h o u g h  n o  c l i n i c a l  c r y p t o c o c c o s i s  d e v e l o p e d  i n  c a t s  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  f o l l o w i n g  i n o c u l a t i o n  v i a  t h e  IN  r o u t e ,  another researcher ha s  

r e p o r t e d  s u c c e s s  w i t h  i t .  T u r n q u e s t  ( 1 9 6 8 )  i n f e c t e d  c a t s  o r a l l y ,  s u b -  

c u t a n e o u s l y  a n d  i n t r  a p e  r i t o n e  a l l y  w i t h o u t  p r o d u c i n g  c l i n i c a l  i n f e c t i o n .  

H o w e v e r ,  s o m e  o f  h i s  a n i m a l s  d e v e l o p e d  t h e  d i s e a s e  a f t e r  i n t r a n a s a l  

a n d  i n t r a t r a c h e a l  i n o c u l a t i o n ,  t h u s  p r o v i d i n g  e v i d e n c e  t h a t  t h e  r e s p i r a t 

o r y  t r a c t  i s  p r o b a b l y  t h e  m a i n  r o u t e  o f  i n f e c t i o n  b y  t h e  y e a s t  i n  c a t s .

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  p o s t - i n f e c t i o n  

n a s a l  s w a b s  f r o m  a l l  o f  t h e  6 i n t r a n a s a l l y  i n f e c t e d  c a t s  4 8  h o u r s  p o s t  

i n o c u l a t i o n ,  a n d  f r o m  o n e  c a t  14 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  In  c o n t r a s t ,  

n o n e  o f  t h e  i n t r a v e n o u s l y  i n f e c t e d  c a t s  y i e l d e d  t h e  f u n g u s  a t  a n y  o f  

t h e s e  s a m p l i n g  t i m e s .
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A n  i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  w a s  t h a t  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  

t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  o f  c a t s  17 a n d  18 o n l y  3 d a y s  a f t e r  t h e  l a s t  n a s a l  

s w a b b i n g ,  w h i c h  d i d  n o t  y i e l d  t h e  o r g a n i s m  ( t a b l e s  1 7 ,  1 9 ) .  T h i s  o b s e r 

v a t i o n  m a y  s u g g e s t  t h a t  t h e  f u n g u s  m i g h t  h a v e  b e e n  p r e s e n t  i n  t h e  n a s a l  

c a v i t i e s  o f  a t  l e a s t  s o m e  o f  t h e  i n t r a v e n o u s l y  i n f e c t e d  c a t s ,  b u t  c o u l d  

n o t  b e  o b t a i n e d  b y  t h e  n a s a l  s w a b b i n g  t e c h n i q u e  . H o w e v e r ,  t h i s  s h o u l d  

n o t  p r e c l u d e  i t s  u s e  t o  c o l l e c t  m a t e r i a l  f r o m  a g r o s s l y  v i s i b l e  a n d  d i s 

c h a r g i n g  n a s a l  g r o w t h .  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  r e p o r t e d  to  h a v e  b e e n  

i s o l a t e d  f r o m  t h e  c a t ,  f r o m  n a s a l  s w a b s  t a k e n  f r o m  s u c h  l e s i o n s  

( B a r r e t t  a n d  S c o t t ,  1 9 7 5 ;  W e i r  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .

A t  n e c r o p s y ,  3 o f  t h e  i n t r a n a s a l l y  c h a l l e n g e d  c a t s  w e r e  f o u n d  t o  h a r 

b o u r  t h e  f u n g u s  i n  t h e i r  n a s a l  c a v i t i e s ,  a  l o n g  t i m e  a f t e r  t h e y  w e r e  f o u n d  

n e g a t i v e  b y  t h e  n a s a l  s w a b b i n g  t e c h n i q u e .  C a t  11 d i d  n o t  y i e l d  t h e  

o r g a n i s m  i n  t h e  n a s a l  s w a b  b e y o n d  4 8  h o u r s  p o s t  i n f e c t i o n .  H o w e v e r ,  

w h e n  a u t o p s i e d ,  140  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  t h e  f u n g u s  w a s  r e - i s o l a t e d  

i n  h e a v y  g r o w t h  f r o m  i t s  n a s a l  t u r b i n a t e s .  C a t  1 2 ,  w h i c h  w a s  n e g a t i v e  

b y  n a s a l  s w a b  s a m p l i n g  4 8  h o u r s  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n ,  y i e l d e d  t h e  

o r g a n i s m  i n  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  i t s  n a s a l  t u r b i n a t e s  w h e n  n e c r o p s i e d  

65  d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n .  C a t  1 6 ,  t h a t  w a s  n e g a t i v e  a f t e r  t h e  1 4 t h  

d a y  o f  i n f e c t i o n  f r o m  t h e  n a s a l  s w a b ,  w a s  p o s i t i v e  f o r  C r .  n e o f o r m a n s  

f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  a t  a u t o p s y  6 5  d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n ,  ( t a b l e s  

1 6 ,  1 9 ) .

T h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  a m o n g  t h e  c a t s  i n  t h e  c u l t u r a l  i s o l a t i o n s  o f  t h e  

f u n g u s  a t  a u t o p s y .  W h ile  s o m e  c a t s  s e e m e d  t o  h a v e  e l i m i n a t e d  i t ,  o t h e r s
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h a r b o u r e d  i t  f o r  c o n s i d e r a b l y  l o n g  p e r i o d s .  A s  m a y  b e  s e e n  f r o m  t a b l e  

1 2 ,  t h e  f u n g u s  w a s  n o t  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  c a t s  1 , 2 , 3  

a n d  4 ,  1 2 2 - 1 2 4  d a y s  p o s t  c h a l l e n g e ,  w h e r e a s  i t  w a s  r e - i s o l a t e d  f r o m  

c a t s  5 ,  8 ,  9 a n d  10 b e t w e e n  4 8  a n d  128  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .  I t  i s  

e v i d e n t  t h a t  t h e  f u n g u s  d i d  n o t  o n l y  r e m a i n  v i a b l e  i n  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  

o f  t h e  p o s i t i v e  c a t s ,  b u t  w a s  p r o b a b l y  p r o l i f e r a t i n g ,  a t  l e a s t  i n  c a t s  5 a n d  

10 f r o m  w h i c h  i t  w a s  r e c o v e r e d  i n  p r o f u s e  a n d  h e a v y  g r o w t h , r e s p e c t i v e l y ,  

1 2 5 - 1 2 8  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n .

T h e  r e c o v e r y  o f  t h e  y e a s t  f r o m  t h e  t r a c h e a  a n d  l u n g s  o f  c a t  7 a n d  

l u n g s  o f  c a t  6 ,  3 a n d  33 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  r e s p e c t i v e l y ,  i n d i c a t e s  t h a t  

i t  c a n  r e a c h  t h e  l o w e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  a n d  l u n g s  a t  l e a s t  3 d a y s  a f t e r  

i n h a l a t i o n  a n d  r e m a i n  v i a b l e  i n  t h e  l u n g s  f o r  a t  l e a s t  a  m o n t h .  W h e t h e r  

t h e  s a m e  s i t u a t i o n  a p p l i e s  f o l l o w i n g  n a t u r a l  e x p o s u r e  o f  t h e  c a t  t o  t h e  

f u n g u s  i n  t h e  e n v i r o n m e n t ,  a n d  i n h a l a t i o n  o f  d r y  y e a s t  c e l l s ,  r e m a i n s  

t o  b e  s e e n .  H o w e v e r ,  i t  i s  r e a s o n a b l e  to  a s s u m e  i t  d o e s .  U n f o r t u n a t e l y ,  

f o r  s a f e t y  r e a s o n s ,  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  to  s u b s t a n t i a t e  t h i s  h y p o t h e s i s  

e x p e r i m e n t a l l y  b y  c h a l l e n g i n g  c a t s  w i t h  v i a b l e  d r y  y e a s t  c e l l s .

O n ly  c a t  19 y i e l d e d  C r .  n e o f o r m a n s  f r o m  t h e  b r o n c h i a l  w a s h i n g  8 

w e e k s  a f t e r  i n t r a n a s a l  i n o c u l a t i o n .  N o n e  o f  t h e  o t h e r  5 c a t s  t h a t  w e r e  

s a m p l e d  b y  t h i s  m e t h o d  w a s  p o s i t i v e  f o r  t h e  f u n g u s ,  i n c l u d i n g  c a t s  1 1 ,

12 a n d  16 t h a t  y i e l d e d  i t  f r o m  t h e i r  n a s a l  t u r b i n a t e s  a t  a u t o p s y .

T h e s e  f i n d i n g s  i n  e f f e c t  i n d i c a t e  t h e  i n f e r i o r i t y  o f  t h e  a n t e  m o r t e m  

s a m p l i n g  t e c h n i q u e s ,  v i z . n a s a l  s w a b b i n g  a n d  c o l l e c t i o n  o f  b r o n c h i a l  

w a s h i n g ,  t o  t h e  p o s t  m o r t e m  m e t h o d ,  i . e .  c u l t i v a t i o n  o f  t h e  n a s a l  t u r 

b i n a t e s .  T h i s  i s  u n f o r t u n a t e  i n  t h a t  i t  w o u l d  h a v e  b e e n  b e n e f i c i a l  t o  

e m p l o y  t h e  f o r m e r  t w o  m e t h o d s  t o  c o l l e c t  s p e c i m e n s  f o r  c u l t u r e  i n  c a s e s
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o f  s u s p e c t e d  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n  b y  C r .  n e o f o r m a n s  i n  t h e  c a t .

A n o t h e r  d i s a d v a n t a g e  o f  c o l l e c t i n g  t h e  b r o n c h i a l  w a s h i n g  i s  t h a t  i t  i s  

l a b o r i o u s ,  n e c e s s i t a t e s  a n a e s t h e t i z a t i o n  to  r e s t r a i n  t h e  a n i m a l  a n d  t h e r e  

i s  t h e  r i s k  o f  p r e c i p i t a t i n g  p n e u m o n i a .

T h e  f a i l u r e  t o  r e c o v e r  t h e  o r g a n i s m  f r o m  t h e  r e c t a l  s w a b s  f r o m  a n y  

o f  t h e  c a t s  a t  a n y  s t a g e  o f  i n f e c t i o n ,  i n c l u d i n g  t h o s e  c a t s  t h a t  w e r e  f o u n d  

to  b e  f u n g a e m i c  a t  a u t o p s y ,  p e r h a p s  m i n i m i s e s  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h i s  

t e c h n i q u e  f o r  i s o l a t i n g  C r  : n e o f o r m a n s  f r o m  a  d i a g n o s t i c  p o i n t  of  v i e w .

I t  a p p e a r s  t h a t  C r .  n e o f o r m a n s  i s  c l e a r e d  b y  c a t s  m o r e  r a p i d l y  f o l l o w 

i n g  i n f e c t i o n  v i a  t h e  IV  r a t h e r  t h a n  IN  r o u t e .  A s  m a y  b e  s e e n  f r o m  

t a b l e  1 9 , n o n e  o f  t h e  4  c a t s ,  i n t r a v e n o u s l y  c h a l l e n g e d  t h a t  d i d  n o t  d e v e l o p  

i n f e c t i o n ,  w a s  f o u n d  t o  h a r b o u r  t h e  o r g a n i s m  i n  a n y  t i s s u e  a t  a u t o p s y  

6 6 - 1 4 1  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  I n  c o n t r a s t ,  3 o f  t h e  6 c a t s  i n f e c t e d  i n t r a 

n a s a l l y  w e r e  h a r b o u r i n g  t h e  o r g a n i s m  i n  t h e  n a s a l  c a v i t y  f o r  up  t o  6 5 -  

140  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  T h i s  f i n d i n g ,  t h a t  s o m e  c a t s  c a n  e l i m i n a t e  

t h e  f u n g u s  a f t e r  IN  c h a l l e n g e  w h i l e  o t h e r s  h a r b o u r  i t  i n  t h e i r  n a s a l  c a v i t i e s  

f o r  m o r e  t h a n  4 m o n t h s  w i t h o u t  s h o w i n g  c l i n i c a l  i n f e c t i o n ,  i s  o f  e p i d e m i o 

l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e .

T h e r e  a r e  no  a u t h e n t i c a t e d  c a s e s  o f  m a n  to  m a n ,  a n i m a l  t o  m a n  o r  

a n i m a l  to  a n i m a l  t r a n s m i s s i o n  o f  c r y p t o c o c c o s i s  a n d  t h e  d i s e a s e  i s  

g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  n o n - c o n t a g i o u s .  M y  e x p e r i m e n t a l  w o r k  w i t h  

c a t s  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  i s  i n c o r r e c t .  V i a b l e  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  d e m o n 

s t r a t e d  i n  o c u l a r  d i s c h a r g e s  a n d  i n  u r i n e  f r o m  i n f e c t e d  c a t s  a n d  a s  

a n t i b o d y  d e v e l o p e d  i n  c o n t r o l  c a t s  h o u s e d  w i t h  i n f e c t e d  c a t s ,  t h e  y e a s t  

m u s t  h a v e  e n t e r e d  t h e i r  b o d i e s .  I n f e c t e d  a n i m a l s  m a y  t h e r e f o r e  c o n 

s t i t u t e  a  p u b l i c  h e a l t h  h a z a r d ,  e s p e c i a l l y  t o  t h e i r  o w n e r s ,  a n d  t h e  n e e d
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f o r  v e r y  c a r e f u l  h a n d l i n g  o f  i n f e c t e d  a n i m a l s ,  a s  s u g g e s t e d  b y  B a r r e t t  

a n d  S c o t t  (197  5) a n d  K e l l e y  a n d  M o s i e r  ( 1 9 7 7 )  i s  e m p h a s i s e d .

T h e  s e r o l o g i c a l  s t u d y  o f  t h e  c a t s  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  r e v e a l e d  t h a t  

t h e y  c o u l d  m o u n t  a  d e t e c t a b l e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  a t  m o s t  2 w e e k s  f o l l o w 

i n g  i n o c u l a t i o n  w i t h  v i a b l e  o r  k i l l e d  c e l l s  of  C r .  n e o f o r m a n s . I t  w a s  

a l s o  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  r o u t e  o f  i n o c u l a t i o n  d o e s  a f f e c t  t h e  d e g r e e  o f  

a n t i b o d y  r e s p o n s e  e x h i b i t e d  b y  t h e  c a t  a g a i n s t  i n t r o d u c t i o n  o f  C r  . n e o f o r  - 

m a n s  . A s  i s  s e e n  f r o m  t a b l e  2 2 ,  t h e  m a x i m a l  p e r i o d  of  p o s i t i v i t y  f o r  

c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  w a s  14 w e e k s  a f t e r  IV c h a l l e n g e ,  w h e r e a s  a n t i b o d y  

w a s  d e t e c t a b l e  i n  t h e  i n t r a n a s a l l y  c h a l l e n g e d  c a t s  f o r  u p  to  1 4 - 2 0  w e e k s  

p o s t  c h a l l e n g e ,  e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  o r g a n i s m  i n  t h e s e  c a t s  a t  

a u t o p s y .  T h e s e  v a r i a t i o n s  i n  d u r a t i o n  o f  r e s p o n s e  m a y  b e  a t t r i b u t e d  

t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r a t e  o f  c l e a r a n c e  o f  t h e  o r g a n i s m  f o l l o w i n g  i n f e c t i o n  

b y  e i t h e r  r o u t e .  C a t  1 1 ,  p e r h a p s  p r o v i d e s  a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  t h a t  t h i s  

m i g h t  h a v e  b e e n  t h e  c a s e .  T h i s  c a t  r e m a i n e d  p e r s i s t e n t l y  p o s i t i v e  f o r  

c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  t h r o u g h o u t  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d ,  a n d  w a s  f o u n d  

t o  h a r b o u r  t h e  f u n g u s  i n  i t s  n a s a l  c a v i t y  a t  a u t o p s y  140  d a y s  a f t e r  i n t r a 

n a s a l  i n o c u l a t i o n .

T h e  p e r s i s t e n c e  o f  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  f u n g u s  

a t  a u t o p s y ,  f r o m  c a t s  1 , 2 , 3  a n d  4  c o n f i r m s  t h a t  c i r c u l a t i n g  a n t i b o d y  

r e m a i n s  d e t e c t a b l e  i n  c a t s  f o r  u p  t o  124  d a y s  f o l l o w i n g  a  p r e v i o u s  

s t i m u l u s .

T h e  p r e s e n c e  o f  c i r c u l a t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  f o r  a  l o n g  

t i m e  f o l l o w i n g  s t i m u l a t i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  h u m a n s  ( K i m b a l l  e t  a l .  , 

1 9 6 7 ;  K a u f m a n  a n d  B l u m e r  , 1 9 6 8 ;  W a l t e r  a n d  J o n e s  , 1 9 6 8 ) .
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I t  w a s  s u r p r i s i n g  t h a t  s e r a  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  w i t h  u n s e r o t y p e d  s t r a i n s  

o f  C r .  n e o f o r m a n s  a n d  k n o w n  t o  b e  p o s i t i v e  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  

a g a i n s t  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s ,  w e r e  a l l  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d y  w h e n  t e s t e d  

a g a i n s t  a n t i g e n s  f r o m  s e r o t y p e s  A ,  B ,  C a n d  D .  V a r i o u s  r e l e v a n t  f a c 

t o r s  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  e x p l a i n  t h i s  d i s c r e p a n c y .  T h a t  i t  m i g h t  h a v e  

b e e n  d u e  to  t h e  C I E  t e s t  w a s  d i s p r o v e d  b y  c r o s s i n g  t h e  s e r o t y p e  a n t i g e n s  

a g a i n s t  r a b b i t  a n t i - C r . n e o f o r m a n s  a n t i s e r u m  a n d  t h e  t e s t  w a s  p r o v e d  to  

b e  w o r k i n g  p r o p e r l y .  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  a n t i b o d y  i n  t h e  c a t  s e r a  m i g h t  

h a v e  d e t e r i o r a t e d  w a s  a l s o  c o n s i d e r e d  b u t  r e - e x a m i n a t i o n  o f  t h e  s e r a  

a g a i n s t  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s  d i s p r o v e d  t h i s  p o s s i b i l i t y .  P o s i t i v e  

r e a c t i o n s  w e r e  a g a i n  o b t a i n e d  a g a i n s t  t h e  h o m o l o g o u s  a n t i g e n s .

It  w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e  a m o u n t s  o f  t h e  a n t i b o d y  i n  t h e s e  n o n - r e a c t i n g  

s e r a  m i g h t  h a v e  b e e n  i n s u f f i c i e n t  t o  r e a c t  w i t h  h e t e r o l o g o u s  a n t i g e n s .  

T h e o r e t i c a l l y  t h e  i n f e c t i n g  s t r a i n s  s h o u l d  h a v e  b e l o n g e d  to  o n e  o r  m o r e  

o f  t h e  k n o w n  s e r o t y p e s  o f  C r  . n e o f o r m a n s . I f t h i s  w a s  t h e  c a s e ,  i t  w a s  

r e a s o n a b l e  t o  e x p e c t  t h a t  a t  l e a s t  s o m e  o f  t h e s e  s e r a  a t  s o m e  s t a g e  a f t e r  

i n f e c t i o n  c o n t a i n e d  a n t i b o d i e s  w i t h  t i t r e s  h i g h  e n o u g h  to  r e a c t  w i t h i n  t h e  

c u r r e n t l y  k n o w n  a n t i g e n i c  s p e c t r u m  o f  t h e  y e a s t .

W h e t h e r  t h e  a n t i g e n i c  s p e c t r u m  of  C r .  n e o f o r m a n s  i s  n o t  y e t  f u l l y  

e l u c i d a t e d  a n d  h e n c e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e r e  b e i n g  a n o t h e r  s e r o t y p e  o r  

w h e t h e r  s o m e  k i n d  o f  a n t i g e n i c  c h a n g e s  t a k e  p l a c e  i n  t h e  k n o w n  s e r o t y p e s  

a f t e r  e n t r y  i n t o  t h e  c a t ,  r e m a i n  t o  b e  s e e n .  T h i s  l a t t e r  s p e c u l a t i o n  

s e e m s  u n l i k e l y  a s ,  i n  t h e  s u r v e y ,  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  t o  t h e  r e c o g n i s e d  

s e r o t y p e s  w e r e  f o u n d ,  a n d  c a t s  i n o c u l a t e d  e x p e r i m e n t a l l y  w i t h  s e r o t y p e s  

p r o d u c e d  a n t i b o d y  t o  t h e m .
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It  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  a p p e a r s  w h e n  c i r c u 

l a t i n g  a n t i b o d y  i s  n e u t r a l i z e d  a s  a  r e s u l t  o f  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  f u n g u s  i n  

t h e  h o s t ' s  t i s s u e s .  T h e  p r e s e n c e  o f  a n t i g e n  i n  s e r u m  o r  C S F  i s  r e g a r d e d  

a s  i n d i c a t i v e  of  a c t i v e  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n  m a n  ( G o r d o n  a n d  V e d d e r  , 

1 9 6 6 ; K a u f m a n  a n d  B l u m e r , 1 9 6 8 ;  G o o d m a n ,  K a u f m a n  a n d  K o e n i g  , 1 9 7 1 ;  

K a u f m a n ,  1 9 7 6 ) .

A n t i g e n  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  s e r a  f r o m  4 c a t s ,  i n  3 o f  w h i c h  ( 1 8 ,  2 3 ,

24)  c r y p t o c o c c o s i s  w a s  c o n f i r m e d .  T h e  4 t h  c a t  ( 1 7 ) ,  w h i c h  w a s  k i l l e d  

a s  a  c o n t r o l ,  h a d ,  a t  t h e  t i m e  o f  a u t o p s y  17 d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  b o t h  

a n t i g e n  a n d  a n t i b o d y .  T h r e e  d a y s  p r e v i o u s l y  i t  h a d  b e e n  p o s i t i v e  f o r  

a n t i b o d y  o n l y  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  a c t i v e  i n f e c t i o n  w a s  d e v e l o p i n g .  C o n 

v e r s i o n  f r o m  a n t i b o d y  to  a n t i g e n  w a s  o b s e r v e d  i n  c a t s  23 a n d  2 4 .  B o t h  

w e r e  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  u p  to  2 8  d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n .  S ix  d a y s  l a t e r  

c a t  2 4 ,  a n d  28  d a y s  l a t e r  c a t  2 3 ,  h a d  d e v e l o p e d  a n t i g e n .

F r o m  a  d i a g n o s t i c  p o i n t  o f  v i e w ,  t h e  s e r o l o g i c a l  r e s u l t s  f r o m  t h e s e  

c a t s  a r e  o f  i m p o r t a n c e .  T h e  p r e s e n c e  o f  s e r u m  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  

i n d i c a t e d  a c t i v e  c r y p t o c o c c o s i s  a n d ,  f o r  c a t s  1 8 ,  23  a n d  24 t h i s  w a s  

c o n f i r m e d  p o s t  m o r t e m .  T h i s  e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t e s t i n g  f o r  

a n t i g e n  a s  w e l l  a s  a n t i b o d y  i n  t h e  s e r o d i a g n o s i s  o f  c r y p t o c o c c o s i s  i n  

a n i m a l s .  W e i r  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  d e t e c t e d  c i r c u l a t i n g  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  

b y  t h e  l a t e x - p a r t i c l e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t ,  i n  a  c a t  w i t h  n a s a l  c r y p t o c o c c a l  

g r a n u l o m a ,  a n d  r e p o r t e d  t h a t  b y  a s s a y i n g  t h e  s e r u m  a n t i g e n  t i t r e s ,  

t h e y  w e r e  a b l e  t o  m o n i t o r  t h e  c a t ' s  r e s p o n s e  t o  a m p h o t e r i c i n  B t h e r a p y  

a n d  p r o g r e s s  a f t e r  t h e r a p y .  T h e y  s t a t e d  t h a t  t h e  c a t  h a d  a  t i t r e  o f  

1 : 1 6  p r i o r  t o  t r e a t m e n t  a n d  t h a t  i t  d e c r e a s e d  to  1:1 b y  6 m o n t h s  a f t e r  t h e  

s t a r t  o f  t h e r a p y .
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P r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  d e t e c t e d  b y  C I E  i n  a l l  

t h e  e x p e r i m e n t a l  c a t s ,  e x c e p t  t h a t  w h i c h  h a d  l e u k a e m i a  a n d  w a s  p r o b a b l y  

i m m u n o s u p p r e s  s e d . W h e n  t h e  r e s u l t s  o f  s e r o l o g i c a l  a n d  c u l t u r a l  

e x a m i n a t i o n s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  c a t s  a r e  c o m p a r e d ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  

t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i b o d y  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  m e a n  t h a t  t h e  c a t  h a s  a c t i v e  

c r y p t o c o c c o s i s  o r  e v e n  t h a t  t h e  y e a s t  i s  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  b o d y .  T h e  

p r e s e n c e  o f  c r y p t o c o c c a l  a n t i b o d y  i s ,  h o w e v e r ,  d e f i n i t e  p r o o f  t h a t  t h e  

a n i m a l  h a s  b e e n  e x p o s e d  to  t h e  y e a s t  a n d  c o u l d  m e a n  t h a t  c r y p t o c o c c o s i s  

w a s  d e v e l o p i n g .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  c l i n i c a l  s i g n s  o f  i n f e c t i o n ,  o n e  c a n n o t ,  

t h e r e f o r e ,  d i a g n o s e  c r y p t o c o c c o s i s  s o l e l y  b y  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  p r e c i 

p i t a t i n g  a n t i b o d y .

A h i g h  d e g r e e  o f  i n n a t e  r e s i s t a n c e  to  c r y p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i s  r e c o g 

n i s e d  i n  m a n  ( G o r d o n ,  1 9 7 5 )  a n d  p r o b a b l y  a l s o  i n  a n i m a l s  ( L o n g b o t t o r n  

a n d  P e p y s ,  1 9 7 5 ) .  F a c t o r s  r e g a r d e d  a s  i m p o r t a n t  i n  i n f l u e n c i n g  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  i n f e c t i v e  d i s e a s e  a r e  v a r i a t i o n  in  v i r u l e n c e  o f  t h e  i n f e c 

t i n g  s t r a i n ,  t h e  a m o u n t  a n d  r o u t e  o f  i n f e c t i v e  m a t e r i a l  e n t e r i n g  t h e  

b o d y  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e s i s t a n c e  o f  i n d i v i d u a l s  to  t h e  i n f e c t i n g  

o r g a n i s m .  A n u m b e r  o f  f a c t s  s u g g e s t  t h a t  c a t s  a r e  r e s i s t a n t  to  i n f e c 

t i o n  b y  C r  . n e o f o r m a n s .

T h e  n u m b e r  o f  c a s e s  o f  c l i n i c a l  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  i s  l o w ,  a l t h o u g h  

t h e  y e a s t  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a  v a r i e t y  o f  n a t u r a l  h a b i t a t s ,  i n  m a n y  

c o u n t r i e s .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  s e r o l o g i c a l  s u r v e y  s h o w e d  t h a t  c a t s  i n  

t h i s  a r e a  h a d  b e e n  e x p o s e d  t o  C r .  n e o f o r m a n s  a n d  h a d  n o t  d e v e l o p e d  t h e  

d i s e a s e  a n d ,  e x p e r i m e n t a l l y ,  o v e r t  d i s e a s e  w a s  i n d u c e d  i n  c a t s  o n l y  b y  

IV  i n o c u l a t i o n .
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A p o s s i b l e  t h e o r y  t o  e x p l a i n ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  t h i s  r e s i s t a n c e  t o  i n f e c 

t i o n  w a s  s u g g e s t e d  b y  t h e  r e s u l t s  o f  m y  s t u d i e s .  T h e  n o r m a l  r o u t e  o f  

i n f e c t i o n  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  b y  i n h a l a t i o n .  C a t s  i n f e c t e d  i n t r a n a s a l l y  

d e v e l o p e d  a n t i b o d y  w i t h i n  14 d a y s .  If  t h i s  a n t i b o d y  w a s  p r o d u c e d  b e f o r e  

c e l l s  o f  t h e  y e a s t  h a d  b e c o m e  i n v a s i v e ,  w o u l d  i t  b e  p r o t e c t i v e ?  I f  s o ,  

t h e  f a i l u r e  t o  i n d u c e  i n f e c t i o n ,  e s p e c i a l l y  i n  t h o s e  c a t s  w h i c h  h a r b o u r e d  

v i a b l e  y e a s t  c e l l s ,  f r o m  s t r a i n s  k n o w n  to  b e  p a t h o g e n i c ,  w i t h i n  t h e  n a s a l  

c a v i t y  f o r  l o n g  p e r i o d s ,  m i g h t  b e  e x p l a i n e d .
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T a b l e  1 5 .  D e t a i l s  o f  c a t s  i n o c u l a t e d  i n t r a n a s a l l y  o r  i n t r a v e n o u s l y

7
w i t h  1 x 1 0  c e l l s  o f  3 s t r a i n s  o f  C r .  n e o f o r m a n s

C a t  N o . S e x
W t .  ( K g s . )  a t  s t a r t  
o f  e x p e r i m e n t

R o u t e  of  
I n f e c t i o n

I n f e c t i n g
S t r a i n

11 F 2 . 7 I n t r a n a s a l

12 M 3 . 3
C X H

13 M 4 . 9
I n t r a v e n o u s

14 F 3 . 7

15 F 2 . 5
I n t r a n a s a l

16 F 1 . 9

17 M 2 . 8
K C H

18 M 3 . 9
I n t r a v e n o u s

23 F 3 . 2

24 M 3 . 2

19 F 2 . 8
I n t r a n a s a l

20 M 3 . 6
H u n t .

21 F 3 . 8
I n t r a v e n o u s

22 F 3 . 5
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T a b l e  16 . R e s u l t s  o f  c u l t u r e  o f  C r .  n e o f o r m a n s  f r o m  n a s a l  s w a b :

f r o m  c a t s  i n f e c t e d  i n t r a n a s a l l y .

C a t S t r a i n s D a y s  a f t e r  i n f e c t i o n

2 7 14

11
C X H

+ - -

12 .++ - -

15
K C H

+ + -

16 + +

19
H u n t .

+ + + -

20 + + -

n o  g r o w t h  
+ 1 - 2 0  c o l o n i e s

++ 2 1 - 5 0  c o l o n i e s

122



Û.o
3nJ

xlCJh3
fi3U
mrt
g
%
U
a
tdk

S
g

H)d
1̂

Ü

I
?
£• o

00

H

(A

i l
S  ^

• ■
Q
Z

Q
Z

G
CJo

' S
++
+

4-4-
4-4- '

h
tu
> 4-

+4- ' 4- '

G
U
D

4-4-4-
4- ■

4-
4-

>.o
G
.'S

4-
4 -
4- 4-4-

4-+
4-

4-4-

' ^

I I -
■ • ■ ■

CD
G

.3

4-4-4-
“4-
4- ' ■

iS
GO
h

P3

4- ■ ■ ■

G
0

,G
t>
G
U

H

4- • ' 1

m
0

■ 13 1
m rO 
G  h

4-
4- 4- ' t

i l
4-
4 - , t

_ c
G
*H
fP

4-
4- ■

4-4“
4-

1

fe
U

4- ' ■ ■

X)oo
s

4*
4- ■ ' 1

Q ^  .—V

I P

r- r- G*M vOtr>

G
0

0

| i
J s

G

1Vn
d So

G

3
h

' >
V
G

U

0
GOG

d
U

00
-X-

r - ■'T<NJ (G
N

td
U

iH
^  o  
£0  o  in 
o N Z G

12:



T a b l e  18 . R e s u l t s  o f  i n v e s t i g a t i o n  b y  C I E  f o r  c r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  

a n d / o r  a n t i b o d y  i n  s e r a  f r o m  c a t s  w i t h  c l i n i c a l  i n f e c t i o n  

a n d  o n e  k i l l e d  a s  a  c o n t r o l  ( 1 7 ) .

C a t T i m e  o f  A u t o p s y  
( d a y s )

A f t e r  c h a l l e n g e  -  d a y s

S e r  u m
A n t i b o d y A n t i g e n

. 17 17 17 17

18 17 - 17

23 56 28 56

24 34 28 34

124



flju
T34)
U

I

«JU

01
>«3

Cn)
Eh
o
A
h
Ü

'o
>s

o\

Vo
<y
nj

k

■ < . ' ' , < • ■ • ' ■ ' >

ua
0)

K

■ ' ■ ' > ' ■ ' ' ' ' ' ' '

c
o
o

&

+
+

+
4-
4-

4-
4-

• • • ■ ■ ■ ' ' ■ ' ■

0> 4-
4-
4-

4- ■ ■ ■ ■ • ' ' • ■ •

. s

tD
+ 4-

4-
4-

•
4-
4- ■ • ■ ■ ■ ' ' ‘ • •

1

+
+

4-+
4-

4-
4-
4-

4-
4- ■ ‘ • ■ • - ■ • ■ •

1 0>
rt .-1 x>

«
;g  %  ^

• ■ ■ , . , , , , , , ,

CO)
B

-1
+
4-

4-
4-
4-

, , , , , , , , ' .

nJ
<U

43
(J
nJ
W

H

' 4- • • ■ ■ ' ■ ■ ' ■ • ' -

l i

+ 4-
4- ' •

4- ' ■ 4-
4-

4-

Î
■ ' ' •

i l '
4-
4» ' • • ■ ' ■ ‘ • ■ ' ' ■

-S
-n)u
A

•
4-
4-

4-
4-
+ • • ' ■ - • - ' ' '

U ■ 4- • ' - • ' • ■ ■ ■ ‘ ■ >

T3
O
O

s
■

4-
4- ■ ' ■ • « ' • ■ ' • , .

°  ^  
o  a .

H  nj
-

r - o
in

m
vO

o
N nO

vO
vO

o
N

(M N

rt
U c : 2 N

m
N

sO ' rn N
N

N
N

O O

^ § ^ S > s

B
rt
Ô5

X
u

i
3K

m U C 4) O
>  i-H O

Q S

' + ± + + 4- 
+



Ioc
1̂u

•S
?

3
g
>
ci

ar)
(dGfdu
-S
V
u
-a

a
U

'Sm
g

1enoa
A)

r
I

g
•g
H

o ?
<u a .

I l

-fS
2 3

au
wtjû
<

au
w>bo
<
W>>

3  G
m ro ti
.5 ^Ijc •o bo •H co 
u <  

.1)

3  a

1*1
<

a
ü -

-  i
M
<

au
00 • M tO W) 

<

a
u
bo—• DD 
<
a
VbO
i
<
ao

3  C O 
«

O m
vÛ

O
N

N [M •43
-O

O
INJ nD

r - : :
vO
m

+ 4-

,

« '

,

4- ' ' 4- 4- ' *

;

+ ' ■ 4- ' • '

■ ■ • ■ '
^ • ■ '

+ '

:

4-' 4- 4- +

4- 4- 4- 4- 4- + 4-

■ • ■ ' 1 4- -

4- 4- 4- + 4- + 4-

■ ' • • • 4- •

4- 4- 4- 4- + 4- 4- 4- 4- 4-

' ' * ■ • > 4- ' '

4- 4-
- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

•

■ . ■ « ■ . 4- 4- ■ ' ■

4- 4- 4- 4- 4- 4- - 4- 4- 4- 4-

' ' ' ' ' ‘ 4-
' '

4- *

4- 4- 4- 4- 4- 4- + 4- 4- 4- 4- ' + 4-

• • ■ . . . , , , , . . 4 - .

5
3 UU X X

g > > 2 >
n

N m o (NJ vr> 4 0 0 0
(NJ (NJ (NJ N N

43

126



T a b l e  2 1 ,  R e s u l t s  o f  e x a m i n a t i o n  b y  C I E  f o r  a n t i b o d y  a n d  a n t i g e n

o f  s e r a  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  i n t r  a n a  s a l l y  o r  i n t r a v e n o u s l y .

I n f e c t i o n
D a y s  a f t e r c h a l l e n g e

K i l l e d  a t ;  
( d a y s )C A T S e r u m

a n t i b o d y
S e r u m
a n t i g e nS t r a i n R o u t e

C X H

IN
11 1 4 - 1 4 0 140

12 1 4 - 6 5 65

IV
13 1 4 - 8 4 120

14 1 4 - 8 4 141

K C H

IN
15 1 4 - 9 8 117

16 1 4 - 6 5 65

IV

17 1 4 - 1 7 17 17

18 - - 17 17

23 1 4 - 2 8 56 56

24 1 4 - 2 8 34 34

H u n t .

IN
19 1 4 - 1 1 2 142

20 1 4 - 9 8 142

IV
21 1 4 - 6 6 66

22 1 4 - 9 8 120
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T a b l e  2 2 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  a n t i b o d y  r e s p o n s e  i n  

s u r v i v i n g ,  i n t r  a n a  s a l l y  a n d  i n t r a v e n o u s l y  i n f e c t e d  c a t s ,  

b y  c o u n t e r i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s

C a t s R o u t e  of  
I n f e c t i o n

L a s t  +ve  
A n t i b o d y  
R e s p o n s e  
( d a y s )

M e a n
t i m e
( d a y s )

T i m e  of  A u t o p s y  
( d a y s )

15

20

19

11

c\3

;
98

98

112

140

112

117

142

142

140

13 CO3O

84 120

14 84
88

141

22 1 - 98 120
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F i g s .  7 - 1 0 :  C o m p a r i s o n  o f  m a c r o s c o p i g  a p p e a r a n c e  o f  o r g a n s  f r o m  a 

c a t  w i t h  c r y p t o c o c c o s i s  (18)  a n d  t h o s e  f r o m  a  c l i n i c a l l y  n o r m a l  c a t  (17)

F i g .  7:

L i v e r ,  c a t  1 8 ,  s h o w i n g  n e c r o t i c  f o c i .

F i g .  8:

F l e s h y  p a l e  s p l e e n  o f  c a t  1 8 .
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F i g .  9:

Y e l l o w i s h - g r e y  u r a e m i c  k i d n e y  o f  c a t  18

F i g .  10:

O v e r  i n f l a t e d  l u n g s  o f  c a t  1 8 .

13 0



m i



F i g s .  1 1 - 1 5 :  S e c t i o n s  o f  k i d n e y  i n f e c t e d  w i t h  c r y p t o c o c c o s i s  ( c a t  18)

F i g .  11:

E n c a p s u l a t e d  c e l l s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n  t h e  g l o m e r u l i .

( M a y e r ' s  M u c i c a r  m i n e , x  60 )

F i g .  12 :

M a g n i f i c a t i o n  o f  F i g . 1 1 ,  s h o w i n g  i n f e c t e d  g l o m e r u l i .

(x  2 4 0 ) .
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F i g .  13:

E n c a p s u l a t e d  a n d  b u d d i n g  c e l l s  o f  C r ., n e o f o r m a n s  i n  B o w m a n ' s  

s p a c e .

( P .  A .  S .  , X  2 4 0 )
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F i g .  14:

N u m e r o u s  c e l l s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n  a n d  a r o u n d  t h e  r e n a l  

t u b u l e s .

( G o m o r i - G r o c o t t , x  50)

F i g .  15 :

H i g h  p o w e r  v i e w  of  F i g .  1 4 .

(x 150)
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F i g .  16:

E n c a p s u l a t e d  c e l l s  o f  C r  . n e o f o r m a n s  i n  t h e  c e r e b r u m  of  c a t  1 8 .

( M a y e r ' s  m u c i c a r m i n e ,  x  150 )
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F i g s .  1 7 - 1 9 :  U n s t a i n e d  s l i d e s  s h o w i n g  r e s u l t s  o f  C I E  t e s t s  f o r  C r .  neo -  

f o r m a n s  a n t i g e n  i n  s e r u m  a n d  C S F  f r o m  3 c a t s ...

W e l l s  o n  t h e  l e f t  c o n t a i n e d  r a b b i t  a n t i s e r a  t o  C r  . n e o f o r m a n s  a n d  

t h o s e  on  t h e  r i g h t ,  i n  d e s c e n d i n g  o r d e r ,  s e r u m ^ s e r u m  x  2 a n d  C S F ,

(x  4 )

F i g .  17 :  C a t  1 8 .

A n t i g e n  p r e s e n t  i n  s e r u m  b u t  n o t  i n  C S F .  N o t e  t h a t  t h e  l i n e s  a r e  

s t r o n g e r  t h a n  i n  F i g . 1 8 .

F i g .  18 :  C a t  17:

A n t i g e n  p r e s e n t  i n  s e r u m  b u t  n o t  i n  C S F ,
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F i g .  19: C a t  2 4 .

A n t i g e n  p r e s e n t  in  s e r u m  b u t  n o t  in  C S F
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F i g s .  2 0 - 2 5 :  C l i n i c a l  s i g n s  o f  o c u l a r  c r y p t o c o c c o s i s  i n  c a t  23

F i g .  20 :

P u p i l l a r y  d i l a t a t i o n  a n d  h y p o p y o n  i n  b o t h  e y e s ,  7 w e e k s  

p o s t  i n f e c t i o n .

F i g .  21 :

. E n u c l e a t e d  e y e s  s h o w i n g  p u r u l e n t  m a s s e s  i n  t h e  a n t e r i o r  

c h a m b e r s ,  8 w e e k s  p o s t  i n f e c t i o n .
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F i g .  22 :

S a g i t t a l  s e c t i o n :  r i g h t  e y e  w i t h  d e t a c h e d ,  f u n n e l -  s h a p e d

r e t i n a .

F i g .  23 :

S a g i t t a l  s e c t i o n :  l e f t  e y e  s h o w i n g  d e t a c h e d  f u n n e l - s h a p e d

r e t i n a .
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F i g .  24 :

S a g i t t a l  s e c t i o n :  r i g h t  e y e  s h o w i n g  s m a l l  p i g m e n t e d  n o d u l e s  

o n  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  B r u c h ' s  m e m b r a n e .

F i g .  25 :

S a g i t t a l  s e c t i o n :  l e f t  e y e  s h o w i n g  a  s o l i d  g e l a t i n o u s  e x u d a t e  i n  

t h e  a n t e r i o r  c h a m b e r  ( a r r o w ) .
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F i g s .  2 6 - 3 3 :  H i s t o p a t h o l o g y  o f  e y e  l e s i o n s  i n  c a t  23 :

F i g .  26 :

S e c t i o n  t h r o u g h  t h e  r i g h t  e y e ,  s h o w i n g  f i b r i n o - p u r u l e n t  e x u d a t e  

( s t a r )  i n  t h e  a n t e r i o r  c h a m b e r .

(H & E ,  X 12)
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F i g .  27 :

E x t e n s i v e  t i s s u e  n e c r o s i s  i n  t h e  c h o r o i d  o f  t h e  r i g h t  e y e

(H & E ,  x 3 0 )
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F i g .  28 :

E x t e n s i v e  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  i n  t h e  d e t a c h e d  a n d  d i s 

o r g a n i z e d  r e t i n a  o f  t h e  r i g h t  e y e .

(H & E ,  x lOO)

F i g .  29 :

E n l a r g e m e n t  of  F i g .  2 8 ,  s h o w i n g  i n f i l t r a t i o n  o f  t h e  r e t i n a l  

t i s s u e  b y  l y m p h o c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s .

(H & E ,  X 1 0 0 0 )
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F i g .  30 :

E n c a p s u l a t e d  a n d  b u d d i n g  c e l l s  o f  C r .  n e o f o r m a n s  i n  t h e  s u b -

r e t i n a l  s p a c e  o f  t h e  r i g h t  e y e .

( M a y e r ' s  m u c i c a r m i n e , x  2 5 0 )

F i g .  31:

H i g h  p o w e r  v i e w  o f  F i g . 3 0 .

(x 4 0 0 )
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F i g .  32:

Y e a s t  c e l l s  i n  t h e  s u b r e t i n a l  s p a c e  o f  t h e  r i g h t  e y e .

( G o m o r i - G r o c o t t ,  x  100)

F i g .  33:

H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  o f  F i g .  3 2 ,  s h o w i n g  b u d d i n g  c e l l s  o f  

C r .  n e o f o r m a n s .

(x 2 5 0 )
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SUR V F  Y O N  Y E A S T S  F R O M  A N I M A L  S O U R C E S

14 5



T h e  a v a i l a b l e  r e c o r d s  o n  i s o l a t i o n s  o f  y e a s t s  f r o m  d o m e s t i c  a n i m a l s ,  

s p o r a d i c  a s  t h e y  a r e ,  h a v e  b e e n  m a i n l y  c a s e  r e p o r t s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  

a s  d i s e a s e  a g e n t s  i n  a n i m a l  h o s t s .  A f e w  e a r l y  i n v e s t i g a t i o n s . h a d  b e e n  

u n d e r t a k e n  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  y e a s t s  a s  n o r m a l  i n h a b i t a n t s  i n  t h e  d i g e s 

t i v e  t r a c t s  o f  s o m e  a n i m a l  s p e c i e s .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  a  l a c k  o f  s y s t e 

m a t i c  s t u d i e s  d e a l i n g  w i t h  t h e  p r e v a l e n c e  o f  y e a s t s  o n  a n d  i n  d o m e s t i c  

a n i m a l s ,  a n d  t h e  n a t u r e  o f  s u c h  a s s o c i a t i o n s .

A n  i n v e s t i g a t i o n  w a s  u n d e r t a k e n  to  s t u d y  t h e  p r e s e n c e  a n d  n a t u r e  o f  

a s s o c i a t i o n  o f  y e a s t s ,  o n  a n d  i n  a n i m a l s .

S a b  o u r  a  ud  d e x t r o s e  a g a r  (SDA )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l  

w a s  u s e d  a s  t h e  p r i m a r y  a n d  m a i n t e n a n c e  m e d i u m  i n  t h i s  s t u d y .

T h e  f o l l o w i n g  m a t e r i a l s  f r o m  a n i m a l  s o u r c e s  h a v e  c o m p r i s e d  t h e  

s o u r c e s  f o r  t h e  i n v e s t i g a t i o n :

(a)  N o r m a l  a n d  a b n o r m a l  c a n i n e  s k i n s  

(b)  N a s a l  t u r b i n a t e s  o f  d o g s  a n d  c a t s

(c)  O r a l  s w a b s  f r o m  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s

146



I n v e s t i g a t i o n  o f  y e a s t s  o n  n o r m a l  a n d  a b n o r i n a l  c a n i n e  s k i n s

A s  f a r  a s  i s  k n o w n ,  t h e r e  h a s  b e e n  n o  s y s t e m a t i c  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  

p r e s e n c e  o f  y e a s t s  o n  t h e  c a n i n e  s k i n .  T h e  p u b l i s h e d  r e c o r d s  o n  t h e  i s o 

l a t i o n  o f  y e a s t s  f r o m  t h i s  s o u r c e  o r i g i n a t e d  e i t h e r  f r o m  a n  i n v e s t i g a t i o n  

o f  s k i n  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  f u n g i  o t h e r  t h a n  y e a s t s ,  o r  m e r e l y  a s  c a s e  

r e p o r t s  f r o m  d i s e a s e  c o n d i t i o n s .  G e n t l e s ,  D a w s o n  a n d  C o n n o l e  ( 1 9 6 5 ) ,  

d u r i n g  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  d o g s  a n d  c a t s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  k e r a t i n o p h i l i c  

f u n g i  o n  t h e i r  c o a t s ,  r e c o v e r e d  C ,  a l b i c a n s  f r o m  a p p a r e n t l y  n o r m a l  d o g  

s k i n s .  O n l y  2 o t h e r  r e p o r t s  a r e  a v a i l a b l e ,  w h i c h  w e r e  f r o m  c a s e s  o f  

s p o n t a n e o u s  c a n i n e  c u t a n e o u s  c a n d i d i a s i s ,  a t t r i b u t e d  to  C . a l b i c a n s  .

K r a i  a n d  U s c a v a g e  ( I 9 6 0 )  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  of  t h i s  y e a s t  f r o m  a  c a s e  

o f  g e n e r a l i z e d  s k i n  i n f e c t i o n  i n  a  d o g ,  f o l l o w i n g  p r o l o n g e d  a n t i b i o t i c  t r e a t 

m e n t .  K r a i  a n d  S c h a w r t z m a n  ( 1 9 6 4 )  r e p o r t e d  2 o t h e r  s i m i l a r  c a s e s ,  o n e  

o f  w h i c h  d e v e l o p e d  a f t e r  l o n g - t e r m  a n t i b i o t i c  t h e r a p y .

I t  w a s  t h o u g h t  w o r t h  i n v e s t i g a t i n g  n o r m a l  a n d  d i s e a s e d  d o g  s k i n s  f o r  

t h e  p r e s e n c e  of. y e a s t s  o n  t h e m .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

T h e  s p e c i m e n s  i n v e s t i g a t e d  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  d o g s  s u b m i t t e d  f o r  

t r e a t m e n t  t o  t h e  V e t e r i n a r y  H o s p i t a l  a n d  t h e  C a r g i l l  D o g  a n d  C a t  H o m e  

C l i n i c ,  G l a s g o w .  T h o s e  e x a m i n e d  f o r  t h i s  s u r v e y  i n c l u d e d  c a s e s  o f  

s u s p e c t e d  r i n g w o r m ,  e c z e m a ,  d e m o d e c t i c  m a n g e  a n d  a l o p e c i a .  D o g s  

w i t h  a p p a r e n t l y  n o r m a l  s k i n s  w e r e  a l s o  s a m p l e d .  T h e  a n i m a l s  s a m p l e d  

w e r e  o f  m i x e d  s e x e s  a n d  a g e s .

U s i n g  t h e  b r u s h  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  b y  M a c k e n z i e  ( 1 9 6 3 ) ,  d o g s  w i t h  

a p p a r e n t l y  n o r m a l  s k i n s  w e r e  b r u s h e d  o n  t h e  h e a d ,  n e c k ,  b a c k ,  s i d e s .
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l e g s ,  a n d  a b d o m i n a l  r e g i o n s ,  u s i n g  o n e  b r u s h  p e r  a n i m a l .  B r u s h i n g s  

w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  l e s i o n s  o f  d o g s  w i t h  s k i n  d i s e a s e s .

O n  r e t u r n  t o  t h e  l a b o r a t o r y ,  e a c h  b r u s h  w a s  u s e d  to  i n o c u l a t e  a  p l a t e

o f  SDA s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l .  T h e  b r i s t l e s  w e r e  p r e s s e d

s e v e r a l  t i m e s  i n t o  t h e  a g a r  t o  g i v e  a  m u l t i p l e  i n o c u l a t i o n  o f  t h e  w h o l e

o
s u r f a c e .  I n o c u l a t e d  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  28  G ,  w i t h  d a i l y  

e x a m i n a t i o n ,  f o r  7 d a y s .

R E S U L T S

A t o t a l  of  102  d o g s  w a s  e x a m i n e d ,  77 w i t h  c l i n i c a l l y  n o r m a l  s k i n s  

a n d  25  w i t h  s k i n  a b n o r m a l i t i e s .  T h e  l a t t e r  g r o u p  o f  a n i m a l s  c o n s i s t e d  

o f  1 5 d o g s  w i t h  s u s p e c t e d  r i n g w o r m  i n f e c t i o n ,  8 w i t h  e c z e m a ,  1 w i t h  

d e m o d e c t i c  m a n g e  a n d  1 w i t h  e n d o c r i n e  a l o p e c i a .

T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  t a b l e  2 3 .  S i x t y  t w o  ( 6 0 . 8 % )  o f  t h e  

102  s k i n  s a m p l e s  w e r e  p o s i t i v e  f o r  y e a s t  g r o w t h  a n d  4 0  ( 3 9 . 2 % )  w e r e  

n e g a t i v e . F o r t y  s e v e n  (61%)  o f  t h e  77 d o g s  w i t h  n o r m a l  s k i n s  y i e l d e d  

y e a s t  g r o w t h  a n d  30 (39%)  w e r e  n e g a t i v e  f o r  s u c h  g r o w t h .  O f  t h e  25  d o g s  

w i t h  s k i n  c o n d i t i o n s ,  y e a s t s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  15 (60%) w h e r e a s  10 (40%)  

w e r e  n e g a t i v e  f o r  y e a s t s .

S i x t e e n  y e a s t  s p e c i e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  h e a l t h y  s k i n s  a n d  2 f r o m  

d i s e a s e d  o n e s .  T h e  n u m b e r  o f  y e a s t  i s o l a t e s  r a n g e d  f r o m  1 t o  3 s p e c i e s  

p e r  s p e c i m e n  f r o m  n o r m a l  s k i n s ,  i n  c o n t r a s t  t o  a b n o r m a l  s k i n s  w h e r e  

o n l y  o n e  y e a s t  s p e c i e s  w a s  r e c o v e r e d  p e r  s p e c i m e n .  O f  t h e  4 7  n o r m a l  

d o g  s k i n s  t h a t  w e r e  p o s i t i v e  f o r  y e a s t s ,  32 ( 6 8 . 1 % )  y i e l d e d  1 y e a s t  s p e c i e s  

e a c h ,  14 ( 2 9 . 7 % )  y i e l d e d  2 y e a s t  s p e c i e s ,  a n d  o n e  s k i n  ( 2 . 2 % )  y i e l d e d  3 

y e a s t  s p e c i e s  e a c h .  I n  c o n t r a s t ,  a l l  t h e  15 a b n o r m a l  s k i n s  y i e l d e d  o n l y  

o n e  y e a s t  s p e c i e s  e a c h .
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T h e  q u a n t i t y  o f  y e a s t  g r o w t h  f r o m  s k i n  b r u s h i n g s  v a r i e d  f r o m  a  f e w  

c o l o n i e s  to  p r o f u s e  g r o w t h ,  w i t h  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  s a m p l e s  y i e l d i n g  

m o d e r a t e  g r o w t h .  T h e r e  w a s  n o  p a r t i c u l a r  p a t t e r n  o f  a s s o c i a t i o n  

b e t w e e n  a n y  o f  t h e  y e a s t  s p e c i e s  i s o l a t e d  f r o m  d o g  s k i n s  i n  t h e  s t u d y .

Y e a s t  i s o l a t i o n s  a r e  l i s t e d  i n  t a b l e  2 4 .  In  a l l ,  78  i s o l a t e s  w e r e  r e c o v 

e r e d  f r o m  n o r m a l  a n d  a b n o r m a l  s k i n s .  T h e y  b e l o n g e d  t o  16 s p e c i e s  i n  

8 g e n e r a  ( C a n d i d a , C r y p t o c o c c u s  , L o d d e r p m y c e  s , R h o d o t o r u l a ,  P i c h i a ,  

P i t y r  o s p o r  u m  , T o r  u l o p s i s  a n d  T r  i c h o s p o r  o n ) .

T h e  s p e c i e s  e n c o u n t e r e d  i n  b r u s h i n g s  f r o m  n o r m a l  d o g  s k i n s  w e r e ,  

i n  d e s c e n d i n g  o r d e r  o f  f r e q u e n c y :  T o r  u l o p s i s  C a n d i d a  (16 ;  2 5 . 4 % ) ,

R h o d o t o r u l a  r u b r a  (9;  1 4 . 3 % ) ,  T r  i c h o s p o r  o n  c u t a n e u m  (8;  1 2 . 7 % ) ,

C a n d i d a  m e l i b i o s i c a  (6;  9 . 5 % ) ,  C .  g u i l l i e r m o n d i i  (5; 7 . 9 % ) ,

R h o d o t o r u l a  g l u t i n i s  v a r  . g l u t i n i s  (4; 6 . 3% ) ,  P i c h i a  m e m b r a n a e f a c i e n s

(4 ;  6 . 3 % ) ,  P i t y r  o s p o r  u m  p a c h y d e r  m a t i s  (3;  4 . 8 % ) ,  a n d  o n e  ( 1 . 6 % )

i s o l a t e  e a c h  o f  C .  p a r a p s i l o s i s  , C .  z e y l a n o i d e s , C r y p t o c o c c u s  

u n i g u t t u l a t u s  , L o d d e r o m y c e s  e l o n g i s p o r u s  , P i c h i a  v i n i  v a r  . v i n i ,

T . h o l m i i , T .  m a g n o l i a e  a n d  T .  v a n d e r w a l t i i .

P i t y r  o s p o r  u m  p a c h y d e r  m a t i s  , t h e  m a i n  i s o l a t e  f r o m  d i s e a s e d  s k i n s ,  

w a s  r e c o v e r e d  14 ( 9 3 . 3 % )  t i m e s  f r o m  t h e  15 p o s i t i v e  s a m p l e s .  C a n d i d a  

z e y l a n o i d e  s , i s o l a t e d  o n c e  ( 6 . 7 % )  w a s  t h e  o t h e r  y e a s t  s p e c i e s  e n c o u n t e r e d ,

D I S C U S S I O N

Y e a s t s  a r e  u b i q u i t o u s  i n  n a t u r a l  h a b i t a t s  a n d  t h e y  a l s o  e x i s t  a s  

c o m m e n s a l s  i n  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t  o f  a n i m a l s .  T h u s ,  i t  i s  p e r h a p s  n o t  

s u r p r i s i n g  t o  e n c o u n t e r  t h e m  o n  t h e  a n i m a l  s k i n .  In  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  

m a n y  y e a s t  s p e c i e s  t h a t  a r e  k n o w n  t o  e x i s t  a s  n a t u r a l  i n h a b i t a n t s  a s  w e l l  

a s  a n i m a l  c o m m e n s a l s  w e r e  i s o l a t e d .
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T h e  f o l l o w i n g  s p e c i e s ,  r e c o v e r e d  f r o m  n o r m a l  c a n i n e  s k i n ,  a r e  k n o w n  

to  e x i s t  a s  s a p r o p h y t e s  i n  n a t u r e  ( L o d d e r ,  1 9 7 4 ) :  T o r  u l o p s i s  C a n d i d a ,

L o d . e l o n g i s p o r u s , R h .  r u b r a , R h .  g l u t i n i s  v a r . g l u t i n i s ,  P .  

m e m b r a n a e f a c i e n s  , P .  v i n i  v a r  . v i n i , T . m a g n o l i a e  , T r i . c u t a n e u m  ,

C .  g u i l l i e r m o n d i i  a n d  C r  . u n i g u t t u l a t u s . O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  s o m e  

o f  t h e  y e a s t s  i s o l a t e d  h e r e ,  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  h u m a n  o r  a n i m a l  

s o u r c e s .  C a n d i d a  m e l i b i o s i c a  w a s  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  s p u t u m  b y  

B u c k l e y  a n d  v a n  U d e n  ( 1 9 6 8 ) .  C a n d i d a  g u i l l i e r m o n d i i  a n d  C . p a r a p s i l o s i s  

w e r e  r e c o v e r e d  b y  v a n  U d e n  e t  a l . , ( 1 9 5 8 )  f r o m  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t s  o f  

h o r s e s  a n d  c a t t l e ,  h o r s e s ,  s h e e p  a n d  p i g s , r e s p e c t i v e l y .

T h e  o n l y  r e c o r d  o f  T . v a n d e r w a l t i i  w a s  i t s  i s o l a t i o n  f r o m  w i n e - m a k i n g  

e q u i p m e n t  i n  S o u t h  A f r i c a  ( V i d a l - L e i r i a , 1 9 6 6 ) .  I t s  r e c o v e r y  f r o m  

n o r m a l  c a n i n e  s k i n  h e r e  p r o b a b l y  i n d i c a t e s  i t s  p o s s i b l e  s a p r o p h y t i c  

e x i s t e n c e  i n  t h e  a n i m a l ' s  e n v i r o n m e n t .

T r i c h o s p o r o n  c u t a n e u m ,  a l t h o u g h  c o n s i d e r e d  to  b e  m a i n l y  a  s o i l  i n h a b 

i t a n t  ( A j e l l o ,  1 9 6 2 ) ,  i s  a l s o  c o n s i d e r e d  t o  b e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  

k e r a t i n o u s  d e b r i s  o f  t h e  s k i n ,  s i n c e  i t  i s  i s o l a t e d  m a i n l y  f r o m  s u c h  s o u r c e s  

a s  s l u d g e  f r o m  d r a i n s  o f  s w i m m i n g  p o o l s  o r  c o m m u n a l  b a t h i n g  p l a c e s  a n d  

s k i n  s c r a p i n g s  f r o m  h u m a n  f e e t  ( G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e ,  1 9 6 9 ) .  I t  

w a s  i s o l a t e d  o n  8 o c c a s i o n s  ( 1 2 . 7 %  o f  t h e  t o t a l  i s o l a t e s )  f r o m  n o r m a l  

d o g  s k i n .  P e r h a p s  t h i s  i n c i d e n c e  i s  h i g h  e n o u g h  to  c o n s i d e r  i t  a s  p a r t  

o f  t h e  n o r m a l  f l o r a  o f  t h e  c a n i n e  s k i n .

C a n d i d a  z e y l a n o i d e s  w a s  r e c o v e r e d  o n c e  f r o m  a  n o r m a l  d o g  a n d  o n c e  

f r o m  a  d o g  w i t h  e c z e m a .  I t  w a s  r e p o r t e d  to  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a  

s k i n  i n f e c t i o n  i n  a  d o g  i n  A u s t r i a  ( L o d d e r , 1 9 7 4 ) .  H o w e v e r ,  i t  w a s  n o t  

t h o u g h t  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s k i n  c o n d i t i o n  h e r e ,  b e c a u s e  o n l y  a  f e w
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c o l o n i e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s p e c i m e n  a n d  t h e  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n  

w a s  s i m i l a r  i n  b o t h  n o r m a l  a n d  d i s e a s e d  s k i n s .

P i t y r  o s p o r  u m  p a c h y d e r  m a t i s  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t o  b e  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  s k i n  a n d  e a r s  o f  d o g s  a n d  o t h e r  a n i m a l s ,  i n c l u d i n g  c a t t l e ,  h o r s e  

a n d  p i g ,  a s  a  n o r m a l  c o m m e n s a l  ( G u s t a f s o n ,  I 9 6 0 ,  C a r t e r ,  1 9 7 5 ) .  

H o w e v e r ,  t h e  o r i g i n a l  i s o l a t i o n  o f  t h i s  y e a s t  w a s  m a d e  f r o m  t h e  i n f l a m e d  

s k i n  o f  a n  I n d i a n  r h i n o c e r o s  b y  W e i d m a n  ( 1 9 2 5 )  a n d  K o m i n a m i  a n d  S o n e d a  

( 1 9 5 4 )  r e p o r t e d  a n o t h e r  i s o l a t i o n  f r o m  t h e  s k i n  o f  a n  I n d i a n  e l e p h a n t .

In  t h e  p r e s e n t  s u r v e y ,  P i t ,  p a c h y d e r  m a t i s  h a s  b e e n  r e c o v e r e d  f r o m  b o t h  

n o r m a l  a n d  a b n o r m a l  c a n i n e  s k i n .  H o w e v e r ,  t h e  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  of. 

i s o l a t i o n  f r o m  d o g s  w i t h  s k i n  c o n d i t i o n s  a s  c o m p a r e d  t o  a p p a r e n t l y  h e a l t h y  

d o g s ,  i s  p r o b a b l y  s i g n i f i c a n t .  I t  w a s  o b t a i n e d  f r o m  3 o f  77 n o r m a l  s k i n s ,  

b u t  f r o m  14 o f  25 d i s e a s e d  o n e s ,  i n  e a c h  c a s e  b e i n g  t h e  s o l e  i s o l a t e .

I t  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  10 d o g s  w i t h  s u s p e c t e d  r i n g w o r m ,  a l l  o f  w h i c h  

w e r e  f o u n d  t o  b e  n e g a t i v e  f o r  d e r m a t o p h y t e s ; f r o m  2 d o g s  w i t h  e c z e m a ,  

f r o m  o n e  w i t h  d e m o d e c t i c  m a n g e  a n d  o n e  w i t h  e n d o c r i n e  a l o p e c i a .  T h e  

q u a n t i t y  o f  g r o w t h  i n  a l l  c a s e s  r a n g e d  f r o m  h e a v y  t o  p r o f u s e .  In  3 c a s e s  

o f  s u s p e c t e d  r i n g w o r m  i n f e c t i o n ,  t h e  y e a s t  w a s  r e c o v e r e d  i n  p r o f u s e  

p u r e  g r o w t h  a n d  i n  o n e  o f  t h e s e  c a s e s  m a n y  P i t y r  o s po  r  u m  -  l i k e  c e l l s  

w e r e  s e e n  i n  a  G r a m -  s t a i n e d  s m e a r  f r o m  s k i n  s c a l e s .  T h i s  l a t t e r  c a s e  

w a s  a  c h r o n i c j c r u s t y  s k i n  i n f e c t i o n  o f  a  y e a r ' s  d u r a t i o n  o n  t h e  b r i d g e  of  

t h e  n o s e  o f  a  d o g .

J u d g i n g  b y  t h e  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n ,  i t  m a y  b e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

n o r m a l  c a n i n e  s k i n  h a r b o u r s  y e a s t s  a s  p a r t  o f  i t s  n o r m a l  f l o r a .  A t  

l e a s t  T .  C a n d i d a ,  R h .  r u b r a , T r i .  c u t a n e u m ,  C .  m e l i b i o s i c a ,  C .  

g u i l l i e r m o n d i i , R h .  g l u t i n i s  v a r  . g l u t i n i s , P .  m e m b r a n a e f a c i e n s  a n d
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P i t ,  p a c h y d e r  m a t i s  m a y  b e  d e s i g n a t e d  a s  c o m m e n s a l s  o f  t h e  n o r m a l  

d o g  s k i n .  O t h e r  y e a s t  s p e c i e s  m a y  h a v e  b e e n  t r a n s i e n t s  d u e  t o  c o n t a m i 

n a t i o n  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t .

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  i n c r e a s e  i n  i n c i d e n c e  o f  i s o l a t i o n  o f  P i t .  

p a c h y d e r  m a t i s  f r o m  d i s e a s e d  d o g  s k i n s  a t  n e a r l y  5 t i m e s  i t s  i n c i d e n c e  o f  

i s o l a t i o n  f r o m  n o r m a l  s k i n s ,  p r o b a b l y  i n d i c a t e s  a n  a b n o r m a l  p r o l i f e r a t i o n  

o f  t h i s  y e a s t  o n  d i s e a s e d  s k i n s .  I t  m a y  b e  t h a t  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  

d i s e a s e d  s k i n  p r o v i d e  c o n d i t i o n s  f a v o u r i n g  s e l e c t i v e  m u l t i p l i c a t i o n  of  

t h i s  y e a s t .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  l a r g e  n u m b e r s  o f  y e a s t s  m a y  i r r i t a t e  

t h e  s u p e r f i c i a l  s k i n  l a y e r s ,  t h e r e b y  a g g r a v a t i n g  a n  a l r e a d y  e x i s t i n g  s k i n  

c o n d i t i o n .  I t  m a y  a l s o  b e  t h a t  P i t ,  p a c h y d e r  m a t i s  i t s e l f  w a s  t h e  c a s u a l  

a g e n t  i n  s o m e  of  t h e s e  s k i n  c o n d i t i o n s .  T h e  p o t e n t i a l  p a t h o g e n i c i t y  o f  

t h i s  y e a s t  h a s  b e e n  n o t i c e d  b y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s .  I t  h a s  b e e n  i n c r i m i n a t e d  

a s  a n  a e t i o l o g i c a l  a g e n t  i n  o t i t i s  e x t e r n a  i n  t h e  d o g  ( G u s t a f s o n ,  1 9 5 5 ;  

M a n k t e l o w ,  I 9 6 0 ;  B a x t e r  a n d  L a w l e r ,  1 9 7 2 ;  S h a r m a  a n d  R h o a d e s ,  1 9 7 5 ;  

G e d e k  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .
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T a b l e  2 4 . Y e a s t  s p e c i e s  i s o l a t e d  f r o m  n o r m a l  a n d  a b n o r m a l  c a n i n e  s k i n s .

S p e c i e s
N o ,  o f  i s o l a t i o n s  f r o m :

N o r m a l  s k i n s  
{%)

a b n o r m a l  s k i n s  
(%)

C a n d i d a  g u i l l i e r m o n d i i  

C .  m e l i b i o s i c a  

C . p a r a p s i l o s i s  

C .  z e y l a n o i d e s

5 ( 7 . 9 )

6 ( 9 . 5 )

1 ( 1 . 6 )

1 ( 1 . 6 )

C r y p t o c o c c u s  u n i g u t t u l a t u s 1 ( 1 . 6 )

L f O d d e r o m y c e s  e l o n g i s p o r u s 1 ( 1 . 6 )

R h o d o t o r u l a  g l u t i n i s  v a r  . g l u t i n i s  

R h .  r u b r a

4  ( 6 . 3 )

9 ( 1 4 . 3 )

1 ( 6 . 7 )

P i c h i a  m e m b r a n a e f a c i e n s

P .  v i n i  v a r .  v i n i

4  ( 6 . 3 )

1 ( 1 . 6 )

P i t y r  o s p o r  n m  p a c h y d e r  m a t i s 3 ( 4 . 8 ) 14 ( 9 3 . 3 )

T o r  u l o p s i s  c a n d i d a  

T .  h o l m i i  

T .  m a g n o l i a e  

T ,  v a n d e r w a l t i i

16 ( 2 5 . 4 )

1 ( 1 . 6 )

1 ( 1 . 6 )

1 (1 . 6 )

T r i c h o s p o r o n  c u t a n e u m

T O T A L S

8 ( 1 2 . 7 )

63 15
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I n v e s t i g a t i o n  o f  y e a s t s  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  d o g s  a n d  c a t s

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

T h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  a s  t h e  m a i n  p o r t a l  o f  

e n t r y  i n t o  t h e  b o d y  o f  t h e  o r g a n i s m s  c a u s i n g  t h e  m a j o r  s y s t e m i c  m y c o s e s ,  

i n c l u d i n g  c r y p t o c o c c o s i s ,  A j e l l o  ( 1 9 6 7 ) ,  K a p l a n  ( 1 9 7 3 ) ,  R i p p o n  ( 1 9 7 4 ) ,  

D u p e r v a l ,  H e r m a n s ,  B r e w e r  a n d  R o b e r t s  (1 9 7 7 )  a n d  K e l l e y  a n d  M o s i e r  

( 1 9 7 7 ) a l l  b e l i e v e  t h a t ,  i n  m o s t  i n s t a n c e s ,  h u m a n  a n d  a n i m a l  i n f e c t i o n s  

w i t h  t h e  c a s u a l  a g e n t s  o f  t h e  d e e p  m y c o s e s  a r e  a c q u i r e d  a s  a  r e s u l t  o f  

i n h a l a t i o n  o f  f u n g a l  s p o r e s  o r  o t h e r  i n f e c t i v e  e l e m e n t s  f r o m  t h e  e n v i r o n 

m e n t .  O u t b r e a k s  o f  p n e u m o n i t i s  f o l l o w i n g  h e a v y  e x p o s u r e  t o  d u s t  c o n 

t a i n i n g  C r ,  n e o f o r m a n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  E m m o n s  ( i 9 6 0 ) .  T h e y  

o c c u r r e d  i n  w o r k m e n  w h o  w e r e  c l e a n i n g  o u t  o r  d e m o l i s h i n g  o l d  b u i l d i n g s  

i n  w h i c h  p i g e o n s  h a d  l i v e d  a n d  p i g e o n  m a n u r e  h a d  a c c u m u l a t e d  t o  a  s i z e a b l e  

d e p t h .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  i s  m o s t  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  m a n  

a n d  a n i m a l s  a s  a  p a t h o g e n .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  r e p o r t s  s u g g e s t i n g  a  

p o s s i b l e  c o m m e n s a l  e x i s t e n c e  i n  m a n .  H o w a r d  ( 1 9 7 3 )  i s o l a t e d  t h e  y e a s t  

f r o m  3 o f  561 s p u t u m  s a m p l e s  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  i t  m i g h t  b e  a  c o m m e n s a l  

o f  t h e  h u m a n  n a s o p h a r y n x .  R a n d h a w a  a n d  P a l iw a i  ( 1 9 7 7 )  i s o l a t e d  i t  f r o m  

o r o p h a r y n g e a l  w a s h i n g s  o f  a  h e a l t h y  p e r s o n ;  a n d  D u p e r v a l  e t .  a l .  , ( 1 9 7 7 )  

i s o l a t e d  i t  f r o m  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  o f  p a t i e n t s  w i t h  d i s e a s e s  o t h e r  

t h a n  c r y p t o c o c c o s i s .  T h e s e  r e s e a r c h e r s  i n d i c a t e d  t h a t  C r .  n e o f o r m a n s  

m i g h t  o c c u r  a s  a  t r a n s i e n t  i n h a b i t a n t  o f  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  o f  

h e a l t h y  p e r s o n s  a n d  t h o s e  w i t h o u t  c l i n i c a l  c r y p t o c o c c o s i s .

I t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  c l i n i c a l l y  n o r m a l  a n i m a l s ,  l i k e  m a n ,  m a y  

a s y m p t o m a t i c a l l y  h a r b o u r  t h e  f u n g u s  i n  t h e i r  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t ,
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b e c a u s e  n o  i n v e s t i g a t i o n  h a s ,  s o  f a r ,  b e e n  m a d e  i n  t h i s  r e s p e c t .

In  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  w o r k ,  c i r c u l a t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  

d e m o n s t r a t e d  i n  a p p a r e n t l y  h e a l t h y  c a t s  a n d  d o g s  a n d  m o r e o v e r  i t  w a s  

e x p e r i m e n t a l l y  e s t a b l i s h e d  t h a t  C r  . n e o f o r m a n s  c o u l d  r e m a i n  v i a b l e  a n d  

p r o b a b l y  m u l t i p l y  i n  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  o f  c a t s ,  f o l l o w i n g  i n t r a n a s a l  

i n o c u l a t i o n ,  w i t h o u t  c a u s i n g  c l i n i c a l  i n f e c t i o n  i n  t h e s e  a n i m a l s .

D o g s  a n d  c a t s ,  a m o n g  o t h e r  a n i m a l s ,  a r e  s u s c e p t i b l e  t o  i n f e c t i o n  w i t h  

C r  . n e o f o r m a n s .  T h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i s  t h e  s y s t e m  m o s t  f r e q u e n t l y  

i n v o l v e d  i n  t h e s e  a n i m a l s .  I n h a l a t i o n  o f  t h e  y e a s t  f r o m  t h e i r  s u r r o u n d i n g s  

h a s  o f t e n  b e e n  r e g a r d e d  a s  t h e  s o u r c e  o f  i n f e c t i o n .  H o w e v e r ,  s i n c e  n o  

p r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n  h a s  b e e n  d o n e  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  a n d  o t h e r  

y e a s t s  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  of  t h e s e  h o s t s ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  u n d e r t a k e  

s u c h  a  s u r v e y .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

N a s a l  t u r b i n a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  100  d o g s  a n d  75 c a t s  u n d e r g o i n g  

r o u t i n e  p o s t  m o r t e m  e x a m i n a t i o n  a t  t h e  D e p a r t m e n t  o f  V e t e r i n a r y  

P a t h o l o g y ,  G l a s g o w .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  o n e  d o g  w i t h  a  n a s a l  t u m o u r ,  

n o  o t h e r  a n i m a l  s h o w e d  a n y  g r o s s  a b n o r m a l i t y  o f  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  

t r a c t  a t  t h e  t i m e  o f  t h e  p o s t  m o r t e m  c o l l e c t i o n  o f  t h e  s p e c i m e n s .

W i t h  t h e  a n i m a l  l y i n g  i n  t h e  d o r s a l  p o s i t i o n ,  t h e  n a s a l  s k i n  w a s  r e m o v e d  

a n d  t h e  n a s a l  b o n e s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  d o r s a l  p o r t i o n s  o f  t h e  m a x i l l a r y  

b o n e s  w e r e  r e m o v e d ,  u s i n g  b o n e  f o r c e p s ,  t o  e x p o s e  t h e  t u r b i n a t e s .

T h e  a l a r  f o l d  o f  t h e  m a x i l l o t u r b i n a t e  w a s  t h e n  g r a s p e d  w i t h  f o r c e p s ,  p u l l e d  

m e d i a l l y  a n d  t h e  l a t e r a l  a t t a c h m e n t s  o f  t h e  m a x i l l o t u r b i n a t e  t o  t h e  

m a x i l l a r y  b o n e  c u t  t h r o u g h .  I n  t h i s  w a y ,  t h e  i n t a x t  m a x i l l o t u r b i n a t e
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c o u l d  b e  r e m o v e d  f r o m  o n e  s i d e  o f  t h e  n a s a l  c a v i t y .  T h e  p r o c e s s  w a s  

r e p e a t e d  to  o b t a i n  t u r b i n a t e  f r o m  t h e  o t h e r  s i d e .

T h e  t u r b i n a t e s  w e r e  c u t  i n t o  s m a l l  p i e c e s  w i t h  s t e r i l e  s c i s s o r s  a n d  a t

l e a s t  30 f r a g m e n t s  w e r e  i n o c u l a t e d  o n  SDA s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m -

o
p h e n i c o l .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  28  C f o r  7 d a y s .

R E S U L T S

D e t a i l s  o f  t h e  n u m b e r s  o f  a n i m a l s  e x a m i n e d  a n d  t h e  n u m b e r s  f r o m  

w h i c h  y e a s t s  w e r e  i s o l a t e d  a r e  g i v e n  i n  t a b l e  2 5 ,  O f  t h e  100 t u r b i n a t e  

s a m p l e s  f r o m  d o g s ,  38  (38%)  y i e l d e d  y e a s t s .  T h e  a m o u n t  o f  y e a s t  g r o w t h  

r a n g e d  f r o m  m o d e r a t e  ( 1 - 2 0  c o l o n i e s )  t o  p r o f u s e  ( o v e r  50 c o l o n i e s ) ;  

w i t h  2 5  o f  t h e  s p e c i m e n s  g i v i n g  m o d e r a t e  g r o w t h ,  7 g i v i n g  h e a v y  g r o v A h  

( 2 1 - 5 0  c o l o n i e s )  a n d  6 y i e l d i n g  p r o f u s e  g r o w t h .

F i f t y  y e a s t  i s o l a t e s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  38  p o s i t i v e  d o g s .

T w e n t y  e i g h t  ( 7 3 . 7 % )  o f  t h e s e  s p e c i m e n s  y i e l d e d  o n e  y e a s t  s p e c i e s  e a c h ,

9 ( 2 3 . 7 % )  y i e l d e d  2 s p e c i e s  a n d  o n e  ( 2 . 6 % )  s p e c i m e n  y i e l d e d  4  s p e c i e s  

e a c h  ( t a b l e  2 5 ) .  T h e  50 c a n i n e  i s o l a t e s  b e l o n g e d  t o  24 y e a s t  s p e c i e s  i n  

9 g e n e r a ,  n a m e l y :  C a n d i d a , C r y p t o c o c c u s , H a n s e n u l a , R h o d o t o r u l a ,

T o r u l o p s i s  , P i c h i a  , P i t y r o s p o r u m  , S a c c h a r o m y c e s  a n d  T r i c h o s p o r o n .

F i f t e e n  (20%)  o f  t h e  75 c a t s  y i e l d e d  y e a s t  g r o w t h .  . T h e  a m o u n t  o f  

g r o w t h  f r o m  t h e  p o s i t i v e  c a t s  w a s  p r e d o m i n a n t l y  m o d e r a t e  (12  s p e c i m e n s ) ,  

w i t h  3 s p e c i m e n s  y i e l d i n g  h e a v y  g r o w t h .

N i n e t e e n  y e a s t  s p e c i e s  w e r e  i s o l a t e d :  e l e v e n  ( 7 3 , 3 % )  o f  t h e  p o s i t i v e  

s p e c i m e n s  y i e l d e d  o n e  y e a s t  s p e c i e s  e a c h ,  a n d  4 ( 2 6 . 7 % )  s p e c i m e n s  g a v e  

2 y e a s t  s p e c i e s  e a c h .  N o  m o r e  t h a n  2 y e a s t  s p e c i e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a n  

o f  t h e  p o s i t i v e  f e l i n e  t u r b i n a t e s .  T h e  19 f e l i n e  i s o l a t e s  b e l o n g e d  t o  12 s p e d
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i n  t h e  g e n e r a :  C a n d i d a , C r y p t o c o c c u s , H a n s e n u l a , R h o d o t o r u l a  a n d

T o r  u l o p s i s .

T h e  s p e c i e s  e n c o u n t e r e d  m o s t  f r e q u e n t l y  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  of  

d o g s  a n d  c a t s ,  a l t h o u g h  i n  v a r y i n g  f r e q u e n c i e s ,  w e r e :  T o r u l o p s i s  C a n d i d a ,

C a n d i d a  a l b i c a n s , R h o d o t o r u l a  m i n u t a  v a r .  m i n u t a  a n d  R h . r u b r a . 

T o r u l o p s i s  C a n d i d a  w a s  r e c o v e r e d  13 t i m e s , C .  a l b i c a n s  8 t i m e  s , R h , 

m i n u t a  v a r .  m i n u t a  7 t i m e s  a n d  R h .  r u b r a  6 t i m e s ,  f r o m  b o t h  a n i m a l  

s p e c i e s  . T a b l e  2 6 ,  w h i c h  s u m m a r i z e s  t h e  d e t a i l s ,  s h o w s  a  g e n e r a l l y  

h i g h e r  i n c i d e n c e  o f  i s o l a t i o n  o f  t h e s e  s p e c i e s  f r o m  t h e  c a n i n e  n a s a l  c a v i t y .  

O t h e r  y e a s t  s p e c i e s  i s o l a t e d  w e r e  r e c o v e r e d  l e s s  f r e q u e n t l y .  A l l  t h e  

s p e c i e s  t h a t  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f e l i n e  n a s a l  c a v i t y  w e r e  a l s o  r e c o v e r e d  

f r o m  d o g s ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  C .  z e y l a n o i d e s , H .  c a l i f o r n i c a ,  R h . 

g l u t i n i s  v a r  . d a i r e n e n s i s  a n d  R h .  g l u t i n i s  v a r .  g l u t i n i s , w h i c h  w e r e  i s o 

l a t e d  o n l y  f r o m  c a t s .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  m a n y  o f  t h e  c a n i n e  i s o l a t e s  

w e r e  n o t  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  f e l i n e  t u r b i n a t e s .

T h e r e  w a s  n o  p a r t i c u l a r  p a t t e r n  o f  a s s o c i a t i o n  a m o n g  t h e  y e a s t  s p e c i e s  

i s o l a t e d  f r o m  e i t h e r  d o g s  o r  c a t s .

D I S C U S S I O N

T h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  w e r e  c h o s e n  f o r  i n v e s t i g a t i o n  b e c a u s e  i t  h a d  

b e e n  e s t a b l i s h e d  t h a t  c u l t u r i n g  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  w a s  m u c h  m o r e  s u c c e s 

s f u l  t h a n  w a s  n a s a l  s w a b b i n g ,  i n  r e t r i e v i n g  C r .  n e o f o r m a n s  f r o m  t h e  

n a s a l  c a v i t y  o f  c a t s  f o l l o w i n g  i n t r a n a s a l  i n s t i l l a t i o n .

T h e  d i f f e r e n c e  i n  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n  a m o n g  y e a s t  s p e c i e s  a n d  

q u a n t i t y  o f  g r o w t h  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a n i n e  a n d  f e l i n e  n a s a l  t u r b i n a t e s  

m a y  b e  d u e  t o  a n a t o m i c a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  2 a n i m a l  s p e c i e s .

I n  d o g s ,  t h e  n o s t r i l s  a r e  w i d e r ,  t h e  n a s a l  c a v i t y  i s  l o n g e r  a n d  t h e
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t u r b i n a t e s  a r e  m o r e  v a s c u l a r .  H e n c e ,  y e a s t s  m a y  e n t e r  m o r e  e a s i l y  

a n d  f i n d  a  b e t t e r  e n v i r o n m e n t - f o r  p r o l i f e r a t i o n  t h e r e .

A l t h o u g h  C r .  n e  o f  o r  m a n s  w a s  n o t  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n a s a l  c a v i t y  o f  

e i t h e r  s p e c i e s ,  s a p r o p h y t i c  c r y p t o c c i  h a v e  b e e n  i s o l a t e d .  C r  . a l b i d u s  

v a r ,  a l b i d u s ,  C r .  l a u r e n t i i  v a r , l a u r e n t i i ,  C r .  l u t e o l u s  a n d  C r .  u n i g u t t u -  

l a t u s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  o f  d o g s  a n d  C r  . a l b i d u s  

v a r  . d i f f l u e n s  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e  s o f  b o t h  d o g s  a n d  c a t s .

T h e  i s o l a t i o n  o f  s a p r o p h y t i c  c r y p t o c o c c i  a n d  o t h e r  y e a s t  s p e c i e s  f r o m  

t h e  c a n i n e  a n d  f e l i n e  n a s a l  c a v i t i e s  w a s  n o t  u n e x p e c t e d ,  s i n c e  m o s t ,  i f  n o t  

a l l ,  o f  t h e  y e a s t  s p e c i e s  i s o l a t e d  h e r e ,  a r e  k n o w n  t o  e x i s t  s a p r o p h y t i c  a l l y  

i n  t h e  a n i m a l  e n v i r o n m e n t .  I t  i s ,  t h u s ,  r e a s o n a b l e  t o  e x p e c t  t h e i r  p r e s 

e n c e  i n  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  o f  a n i m a l s  a s  a  r e s u l t  o f  i n h a l a t i o n  o f  

d u s t  o r  a t m o s p h e r e .  C r y p t o c o c c u s  a l b i d u s  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  a i r  

b y  S a i t o  ( 1 9 2 2 )  a n d  f r o m  . s o i l  b y  S n e l l e r  a n d  S w a t e k  ( 1 9 7 4 ) .  P h a f f  a n d  

F e l l  ( 1 9 7 4 ) r e p o r t e d  t h a t  a l l  17 s t r a i n s  o f  t h i s  s p e c i e s  r e c e i v e d  b y  t h e m  

f r o m  i n v e s t i g a t o r s  i n  v a r i o u s  p a r t s  o f  t h e  w o r l d  h a d  o r i g i n a t e d  f r o m  

t e r r e s t e r i a l  s o u r c e s .

C r y p t o c o c c u s  l a u r e n t i i  w a s  i s o l a t e d  f r o m  s o i l  b y  P h a f f  a n d  S p e n c e r  

( L o d d e r  , 1 9 7 4 )  a n d  b y  S n e l l e r  a n d  S w a t e k  ( 1 9 7 4 ) ,  a n d  C r .  l u t e o l u s  w a s  

i s o l a t e d  f r o m  a i r  b y  S a i t o  ( 1 9 2 2 ) ,

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  i s  a  s a p r o p h y t e  t h a t  p r o l i f e r a t e s  p a r t i c u l a r l y  

i n  a v i a n  h a b i t a t s  w h i c h  p r o v i d e  s e l e c t i v e  g r o w t h  r e q u i r e m e n t s ,  v i z ,  c r e a 

t in i n e  . i n  b i r d  f a e c e s .  O n e  m a y  s p e c u l a t e  a s  t o  t h e  r e a s o n  f o r  i t s  

a b s e n c e  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  d o g s  a n d  c a t s  i n v e s t i g a t e d  h e r e .  O f  

t h e  1751  s o i l  s a m p l e s  c o l l e c t e d  b y  E m m o n s  ( 1 9 5 4 ) ,  1127 c o l l e c t e d  b y  

A j e l l o  ( 1 9 5 8 ) ,  a n d  842  c o l l e c t e d  b y  M c D o n o u g h ,  A j e l l o ,  A u s h e r m a n ,
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B a l o w s ,  M c C l e l l a n  a n d  B r i n k m a n  ( 1 9 6 1 ) ,  t h e  n u m b e r  o f  r e c o v e r i e s  of  

C r  . n e o f o r m a n s  f r o m  n o n - p i g e o n  r e l a t e d  s o i l s  w a s  l e s s  t h a n  1%.

S n e l l e r  a n d  S w a t e k  ( 1 9 7 4 )  s t u d y i n g  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  g e n u s  C r y p t o -  

c o c c u s  i n  S o u t h e r n  C a l i f o r n i a  s o i l ,  i s o l a t e d  C r  . a l b i d u s  a n d  C r  . l a u r e n t i i

f r o m  18 o f  t h e  226  n a t u r a l  s o i l  s a m p l e s ,  b u t  t h e y  d i d  n o t  r e c o v e r  C r  . 

n e o f o r m a n s  . T h e s e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r e c o v e r y  o f  C r .  n e o f o r m a n s  

f r o m  n a t u r a l  s o i l s  i s  n o t  c o m m o n ,  a n d  t h i s  m a y  p a r t i a l l y  e x p l a i n  t h e  

a b s e n c e  of  t h i s  s p e c i e s  f r o m  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  d o g s  a n d  c a t s  i n  t h i s  

s u r v e y .

H o w e v e r ,  i t  m a y  b e  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  e x a m i n e d  i s  n o t  b i g  

e n o u g h  to  d r a w  a  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c o n c l u s i o n ,  a n d  t h i s  s h o u l d  n o t  

p r e c l u d e  t h e  l i k e l i h o o d  of  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  y e a s t  i n  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  

t r a c t  o f  t h e s e  a n i m a l s .  T h e  m a j o r i t y  o f  a n i m a l s  e x a m i n e d  w e r e  c o l l e c t e d  

f r o m  l o c a l  v e t e r i n a r y  s u r g e o n s  w i t h o u t  c a s e  h i s t o r i e s  a s  t o  t h e i r  e n v i r o n 

m e n t s .  F u r t h e r m o r e ,  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  a p p a r e n t l y  n o r m a l  d o g s  a n d  c a t s  i n  t h i s  s t u d y  a n d  

w a s  t h o u g h t  t o  h a v e  r e s u l t e d  f r o m  e x p o s u r e  t o  t h e  y e a s t  i n  t h e i r  e n v i r o n 

m e n t .

C a n d i d a  a l b i c a n s  w a s  i s o l a t e d  o n  8 o c c a s i o n s ,  a s  t h e  s o l e  i s o l a t e  f r o m  

a l l  s p e c i m e n s  t h a t  y i e l d e d  i t .  I t  w a s  r e c o v e r e d  7 t i m e s  f r o m  d o g s ,  3 

t i m e s  i n  p r o f u s e  g r o w t h ,  a n d  o n c e  f r o m  a  c a t .  T h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  

y e a s t  i n  g r e a t  n u m b e r s  i n  t h e  n a s a l  c a v i t i e s  o f  d o g s  a n d  c a t s  m a y  i n d i c a t e  

t h a t  i t  w a s  o r i g i n a l l y  p r e s e n t  i n  q u a n t i t y .  T h e r e  i s  t h e  p o s s i b i l i t y ,  

h o w e v e r ,  t h a t  i t  h a d  p r o l i f e r a t e d  i n  t h i s  s i t e  a f t e r  d e a t h .

T o r u l o p s i s  C a n d i d a  i s  u b i q u i t o u s  i n  n a t u r e .  I t  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  

a i r  b y  S a i t o  ( 1 9 2 2 )  a n d  f r o m  a  w i d e  v a r i e t y  o f  t e r r e s t e r i a l  h a b i t a t s
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L o d d e r  ( 1 9 7 4 ) .  I t s  p r e d o m i n a n c e  a m o n g  t h e  y e a s t  i s o l a t e s  f r o m  b o t h  

d o g s  a n d  c a t s  p r o b a b l y  i s  a n  i n d i c a t i o n  o f  i t s  s a p r o p h y t i c  v e r s a t i l i t y .  

A l t h o u g h  i t  w a s  i s o l a t e d  13 t i m e s  f r o m  9 d o g s  a n d  f r o m  4  c a t s ,  i t  w a s  

r e c o v e r e d  i n  m o d e r a t e  g r o w t h  o n  10 o c c a s i o n s  a n d  i n  h e a v y  g r o w t h  o n  

3 o c c a s i o n s .  A s  w a s  s t a t e d  i n  t h e  c a s e  o f  C .  a l b i c a n s ,  o n e  m u s t  t a k e  

i n t o  a c c o u n t  t h e  l i k e l y  p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  y e a s t  a f t e r  d e a t h .

R h o d o t o r u l a  m i n u t a  v a r .  m i n u t a  a n d  R h . r u b r a , w h i c h  w e r e  i s o l a t e d  

f r o m  d o g s  a n d  c a t s  i n  a p p r o x i m a t e l y  s i m i l a r  f r e q u e n c i e s ,  a r e  a l s o  

n a t u r a l  i n h a b i t a n t s  i n  t h e  a n i m a l  e n v i r o n m e n t .  B o t h  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  

f r o m  s o i l  a n d  a t m o s p h e r e  ( A n d e r s o n ,  1 9 1 8 ;  S a i t o ,  1 9 2 2 ;  L o d d e r ,  1 9 7 4 ) .  

R h o d o t o r u l a  s p  . a r e  ' f r e q u e n t l y  e n c o u n t e r e d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  f r o m  n a s a l  

w a s h i n g s  f r o m  d o g s  w i t h  n a s a l  a s p e r g i l l o s i s .  T h i s  i s  p e r h a p s  a n  i n d i c a t i o n  

o f  t h e i r  p r e v a l e n c e  i n  t h e  e n v i r o n m e n t .

T h e  r e m a i n i n g  y e a s t  s p e c i e s  w e r e  i s o l a t e d  o n l y  o c c a s i o n a l l y ,  a n d  

m i g h t  h a v e  b e e n  t r a n s i e n t  c o n t a m i n a n t s .  In  t h e  c a s e  o f  P i t ,  p a c h y d e r - 

m a t i s  , t h e r e  i s  no  r e c o r d  o f  i t s  i s o l a t i o n  f r o m  n a t u r e ,  a n d  i t  h a s  b e e n  

a s s o c i a t e d  m a i n l y  w i t h  t h e  s k i n  o f  d o g s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  e a r  c a n a l  

o f  h e a l t h y  a s  w e l l  a s  d o g s  w i t h  o t i t i s  e x t e r n a . G u s t a f s o n  ( 1 9 5 5 ) ,

M a n k t e l o w  ( I 9 6 0 ) ,  F r a s e r  ( 1 9 6 1 ;  1 9 6 5 ) ,  B a x t e r  a n d  L a w l e r  ( 1 9 7 2 )

a n d  S h a r m a  a n d  R h o a d e s  (197  5) h a v e  a l l  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  o f  P i t . 

p a c h y d e r m a t i s  f r o m  h e a l t h y  a n d  o t i t i c  c a n i n e  e a r s .  I t  h a s  b e e n  i s o l a t e d  

f r o m  s k i n s  o f  h e a l t h y  a n d  d i s e a s e d  d o g s  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  S o ,  t h e  

i s o l a t e s  o b t a i n e d  f r o m  2 d o g s  h e r e  m a y  h a v e  b e e n  c o n t a m i n a n t s  f r o m  t h e  

s k i n s  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  a n i m a l s .

J u d g i n g  f r o m  t h e  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n ,  a n d  i n  s o m e  c a s e s  f r o m  t h e
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q u a n t i t y  of  g r o w t h  y i e l d e d ,  i t  m a y  b e  s a i d  t h a t  a t ' l e a s t  T . C a n d i d a ,  

C .  a l b i c a n s ,  R h .  m i n u t a  a n d  R h .  r u b r a ,  a m o n g  o t h e r s ,  do  e x i s t  a n d  

m a y  m u l t i p l y  i n  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t s  o f  d o g s  a n d  c a t s .
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T a b l e  2 6 .  Y e a s t s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  n a s a l  t u r b i n a t e s  o f  d o s s  a n d  c a t s .

Y e a s t  s p e c i e s

C a n d i d a  a l b i c a n s

C .  c u r i o s a

C .  p a r a p s i l o s i s

C . p s e u d o t r  o p i c a l i s

C .  z e y l a n o i d e s

N o .  o f  i s o l a t i o n s :
D o s s C a t s

T o t a l  N o . 
of  i s o l a t i o n s

8

C r y p t o c o c c u s  a l b i d u s  v a r  . a l b i d u s  

C r .  a l b i d u s  v a r . d i f f l u e n s  

C r .  l a u r e n t i i  v a r .  l a u r e n t i i

C r .  l u t e o l u s

C r .  u n i s u t t u l a t u s

H a n s e n u l a  c a l i f o r n i c a

H .  h o l s t i i

P i c h i a  m e m b r a n a e f a c i e n s

P i t y r o s p o r u m  p a c h y d e r m a t i s

R h o d o t o r u l a  g l u t i n i s  v a r  . d a i r e n e s i s

R h .  g l u t i n i s  v a r  . g l u t i n i s  

R h .  m i n u t a  v a r  . m i n u t a  

R h .  p i l i m a n a e  

R h .  r u b r a

S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  

S a c c h .  t e l l u r  i s

T o r u l o p s i s  Candida 13
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T a b l e  26 ( c o n t i n u e d )

Y e a s t  s p e c i e s
N o .  o f  i s o l a t i o n s : T o t a l  N o . 

o f  I s o l a t i o n sD o g  s C a t s

T , c e l l i c u l o s a  

T .  e r n o b i i  

T . g l a b r a t a  

T . g r o p e n g i e s s e r i  

T ,  m a g n o l i a e

1 - 1

1 • - 1

1 - 1

2 “ 2

2 1 3

T r i c h o s p o r o n  c u t a n e u m 1 . - 1

T O T A L S 50 19 69
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O r a l  y e a s t  f l o r a  o f  n o r m a l  g u i n e a - p i g s

T h e  f i n d i n g  o f  2 c a s e s  o f  s p o n t a n e o u s  o r a l  c a n d i d i a s i s  i n  g u i n e a - p i g s  

a n d  t h e  l a c k  o f  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  y e a s t  f l o r a  o f  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  t h e s e  

a n i m a l s ,  s t i m u l a t e d  t h i s  s t u d y .  T h e  i n t e n t i o n  w a s  to  i n v e s t i g a t e  t h e  

p r e v a l e n c e  o f  C .  a l b i c a n s  a n d  o t h e r  y e a s t s  i n  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  n o r m a l  

g u i n e a - p i g s  .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

O n e  h u n d r e d  g u i n e a - p i g s  w e r e  e x a m i n e d ,  f r o m  a b r e e d i n g  s t o c k  k e p t  

i n  t h e  a n i m a l  h o u s e  u n i t  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  V e t e r i n a r y  P a t h o l o g y ,  

G l a s g o w .  A l l  a n i m a l s  w e r e  c l i n i c a l l y  h e a l t h y  a t  t h e  t i m e  o f  s a m p l i n g .  

T h e y  w e r e  f e d  d r y  f o o d  p e l l e t s  ( P e t e r  P a n  S p e c i a l i z e d  F o o d ;  m a n u f a c t u r e d  

b y  H a m l y n  A n g u s  M i l l i n g ,  P e r t h )  a d  l i b . a n d  a l l o w e d  f r e e  a c c e s s  t o  d r i n k 

i n g  w a t e r .  I n  a d d i t i o n ,  t h e y  w e r e  g i v e n  c a b b a g e  t w i c e  a  w e e k  a n d  h a y  

a d  l i b .

O n e  m o u t h  s w a b  w a s  t a k e n  f r o m  e a c h  a n i m a l ,  u s i n g  s t e r i l e  p l a i n

c o t t o n  s w a b s .  T h e  p a l a t e ,  i n n e r  c h e e k s  a n d  t o n g u e  w e r e  a l l  s c r u b b e d

w i t h  t h e  s w a b ,  a n d  t h e  a n i m a l  a l l o w e d  to  c h e w  t h e  s w a b  u n t i l  i t  w a s  w e t .

I m m e d i a t e l y  a f t e r  c o l l e c t i o n ,  e a c h  s w a b  w a s  s t r e a k e d  o n t o  t h e  s u r f a c e

o f  SD A s u p p l e m e n t e d  w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  

o
2 8  C ,  w i t h  d a i l y  e x a m i n a t i o n ,  f o r  a  w e e k .  F o o d  p e l l e t s  f r o m  t h e  s t o c k  

u s e d  f o r  f e e d i n g  t h e s e  a n i m a l s  w e r e  s i m i l a r l y  c u l t u r e d  f o r  y e a s t s .

R E S U L T S

T w e n t y  y e a s t  i s o l a t e s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  o r a l  c a v i t i e s  o f  19 

(19% )  o f  t h e  100 g u i n e a - p i g s  i n v e s t i g a t e d  ( t a b l e  2 7 ) .  T h e y  b e l o n g e d  t o  

4  s p e c i e s  i n  3 g e n e r a ,  w h i c h  a r e ,  i n  o r d e r  o f  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n ,
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S a c c h a r  o m y c e  s t e l l u r  i s  (11;  5 5 % ) ,  C .  a l b i c a n s  (.6; 3 0 % ) ,  T r i c h o s p o r  o n

c u t a n e u m  (2; 10%) a n d  C . c i f ë r r i i  (1; 5% ).  S i n g l e  i s o l a t e s  w e r e  o b 

t a i n e d  f r o m  18 m o u t h  s w a b s ,  a n d  t w o  i s o l a t e s  f r o m  o n e  s w a b .  P r i m a r y  

i s o l a t i o n  g r o w t h  r a n g e d  f r o m  m o d e r a t e  ( 1 - 2 0  c o l o n i e s )  to  p r o f u s e  ( o v e r  

50 c o l o n i e s ) .  T w e l v e  (60%)  s w a b s  y i e l d e d  m o d e r a t e  y e a s t  g r o w t h ,

5 (25%)  y i e l d e d  h e a v y  g r o w t h  ( 2 1 - 5 0  c o l o n i e s )  a n d  3 (15%)  y i e l d e d  p r o f u s e  

p u r e  g r o w t h  ( t a b l e  2 8 ) .  C a n d i d a  a l b i c a n s  w a s  t h e  o n l y  i s o l a t e  f r o m  t h e

6 s w a b s  t h a t  y i e l d e d  i t :  o n  o n e  o c c a s i o n  i n  m o d e r a t e  g r o w t h ,  i n  h e a v y  

g r o w t h  o n  4 o c c a s i o n s  a n d  i n  p r o f u s e  p u r e  g r o w t h  f r o m  o n e  s w a b .

S a c c h a r  o m y c e  s t e l l u r i s  w a s  t h e  s o l e  i s o l a t e  f r o m  10 s w a b s ,  a n d  w i t h  

C .  c i f e r r i i  f r o m  o n e  s w a b .  I t  w a s  o b t a i n e d  i n  m o d e r a t e  g r o w t h  o n  8 

o c c a s i o n s ,  i n  h e a v y  g r o w t h  o n c e  a n d  i n  p r o f u s e  p u r e  g r o w t h  t w i c e .  

T r i c h o s p o r o n  c u t a n e u m  w a s  o b t a i n e d  a s  a  s i n g l e  i s o l a t e ,  i n  m o d e r a t e  

g r o w t h ,  f r o m  2 s w a b s ,  a n d  C . c i f e r r i i  w a s  o b t a i n e d  o n c e ,  i n  m o d e r a t e  

g r o w t h ,  t o g e t h e r  w i t h  S a c c h .  t e l l u r i s .

N o  y e a s t  i s o l a t i o n  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s t o c k  f o o d  p e l l e t s .

D I S C U S S I O N

It  i s  a p p a r e n t  t h a t  y e a s t s  c o n s t i t u t e  p a r t  o f  t h e  n o r m a l  m i c r o b i a l  

f l o r a  i n  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  g u i n e a - p i g s .  N i n e t e e n  p e r c e n t  o f  t h e  100  

c l i n i c a l l y  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s  i n v e s t i g a t e d  h e r e  y i e l d e d  y e a s t  g r o w t h .

T h e  a b s e n c e  o f  y e a s t s  i n  t h e  s t o c k  p e l l e t s  u s e d  f o r  f e e d i n g  t h e  a n i m a l s  

e l i m i n a t e s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e i r  b e i n g  a n  e x t e r n a l  s o u r c e  o f  t h e  y e a s t  

s p e c i e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e i r  o r a l  c a v i t i e s .

C a n d i d a  a l b i c a n s  i s  r e c o g n i s e d  a s  b e i n g  p a r t  o f  t h e  n o r m a l  f l o r a  o f  t h e  

o r a l  c a v i t y  o f  a p p a r e n t l y  n o r m a l  h u m a n s  ( W i n n e r  a n d  H u r l e y ,  1 9 6 6 ;  

W i n n e r ,  1 9 6 9 ) ;  a n d  i s  g e n e r a l l y  i n c l u d e d  w i t h  t h e  t y p i c a l  i n t e s t i n a l  f l o r a
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o f  w a r m - b l o o d e d  a n i m a l s .  V a n  U d e n ,  C a r m o  S o u s a  a n d  F a r i n l i a  ( 1 9 5 8 )  

i s o l a t e d  i t  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  " c o n t e n t s  of a p p a r e n t l y  h e a l t h y  h o r s e s ,  

s h e e p ,  g o a t s  a n d  p i g s ;  K a w a k i t a  a n d  v a n  U d e n  ( 1 9 6 5 )  i s o l a t e d  i t  f r o m  t h e  

d i g e s t i v e  t r a c t  o f  s e a g u l l s ;  a n d  C l a r k e  ( I 9 6 0 )  r e c o v e r e d  i t  f r o m  t h e  

b o v i n e  r u m e n .  F r o m  i t s  i s o l a t i o n  i n  q u a n t i t y ,  f r o m  6 of  t h e  19 p o s i t i v e  

a n i m a l s  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e  y e a s t  a p p e a r s  t o  b e  a  n o r m a l  r e s i d e n t  i n  t h e  

g u i n e a - p i g  o r a l  c a v i t y .  H o w e v e r ,  i t  a l s o  a p p e a r s  t h a t  f o r  s o m e  r e a s o n s ,  

n o t  c l e a r l y  u n d e r s t o o d ,  t h i s  y e a s t  m a y  c o n v e r t  f r o m  a  n o r m a l  c o m m e n s a l  

t o  a  p a t h o g e n  c a u s i n g  o v e r t  c l i n i c a l  i n f e c t i o n  i n  g u i n e a - p i g s .  T h e  f i n d i n g  

o f  c l i n i c a l  o r a l  t h r u s h  i n  2 g u i n e a - p i g s ,  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e ,  d u r i n g  

t h e  c o u r s e  of  t h i s  s t u d y ,  i l l u s t r a t e s  j u s t  t h a t .  T h e  f a c t  t h a t  t h e  n o r m a l l y  

c o m m e n s a l  C .  a l b i c a n s  m a y ,  u n d e r  c e r t a i n  c i r c u m s t a n c e s ,  b e c o m e  a n  

i n v a s i v e  h u m a n  p a t h o g e n  i s  w e l l  r e a l i s e d  i n  t h e  c a s e  o f  h u m a n  h o s t s  

( W i n n e r ,  1 9 6 9 ;  A h e a r n ,  1974) ,

S a c c h a r o m y c e s  t e l l u r i s , w h i c h  w a s  f o u n d  to  c o n s t i t u t e  55% of  t h e  

y e a s t  i s o l a t e s  f r o m  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  g u i n e a - p i g s ,  i s  a  s p e c i e s  t h a t  i s  

a d a p t e d  p r i m a r i l y  t o  a  s a p r o p h y t i c  e x i s t e n c e  i n  m a n  a n d  w a r m - b l o o d e d  

a n i m a l s  ( L o d d e r ,  1 9 7 4 ) .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  t y p e  s t r a i n  w h i c h  

w a s  r e c o v e r e d  b y  h i m  i n  1 9 5 6 ,  v a n  d e r  W a l t  (1 9 7 4 )  s t a t e d  t h a t  a l l  k n o w n  

s t r a i n s  o f  t h i s  s p e c i e s  h a v e  s o  f a r  b e e n  d e r i v e d  e i t h e r  f r o m  h u m a n  o r  

f r o m  a n i m a l  s o u r c e s .  V a n  U d e n  e t  a l . , ( 1 9 5 8 )  i s o l a t e d  i t  f r o m  t h e  c a e c a  

o f  c a t t l e ,  h o r s e s  a n d  p i g s  a n d  d e s i g n a t e d  i t  a s  " a n  o b l i g a t e  s a p r o p h y t e  

t h a t  h a s  i t s  n a t u r a l  h a b i t a t  i n  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t  o f  w a r m - b l o o d e d  a n i m a l s "  

T r i c h o s p o r o n  c u t a n e u m ,  a l t h o u g h  c o n s i d e r e d  t o  b e  m a i n l y  a  s o i l  

i n h a b i t a n t ,  ( A j e l l o ,  1 9 6 2 )  a n d  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  k e r a t i n o u s  

d e b r i s  o f  t h e  s k i n  ( G e n t l e s  a n d  L a  T o u c h e ,  1 9 6 9 ) ,  h a s  a l s o  b e e n  i s o l a t e d
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f r o m  f a e c e s  a n d  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  c o n t e n t s  o f  h u m a n  a n d  w a r m 

b l o o d e d  a n i m a l s .  B a t i s t a  a n d  S i l v e i r a  ( I 9 6 0 )  i s o l a t e d  i t  f r o m  h u m a n  

f a e c e s ;  a n d  v a n  U d e n  e t  a l . ,  ( 1 9 5 7 ,  19 5 8 )  r e c o v e r e d  i t  f r o m  t h e  c a e c a  of  

c a t t l e ,  h o r s e s  a n d  p i g s  a n d  d e s i g n a t e d  i t  a s  " a  f a c u l t a t i v e  s a p r o p h y t e  t h a t  

g r o w s  n a t u r a l l y  b o t h  i n s i d e  a n d  o u t s i d e  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t  o f  w a r m - b l o o d e d  

a n i m a l s " .  I n  t h e  p r e s e n t  s u r v e y ,  T r i .  c u t a n e u m  r e p r e s e n t e d  10% o f  t h e  

t o t a l  y e a s t  i s o l a t e s  f r o m  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s .

C a n d i d a  c i f e r r i i ,  r e c o v e r e d  o n c e  f r o m  t h e  m o u t h  o f  a  g u i n e a - p i g  i n  t h i s  

s u r v e y ,  i s  a  r e l a t i v e l y  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  s p e c i e s .  I t  w a s  f i r s t  i s o l a t e d  

f r o m  a  w o u n d  o n  t h e  n e c k  o f  a  c o w ,  a n d  w a s  d e s c r i b e d  b y  K r e g e r - v a n  

R i j  i n  1 9 6 5 .  O t h e r  i s o l a t i o n s  o f  t h i s  y e a s t  h a v e  b e e n  m a d e  f r o m  w o o d  

i n  a  c o w  s h e d  a n d  f r o m  t h e  t h r o a t  o f  a  p i g  ( v a n  U d e n  a n d  B u c k l e y ,  1 9 7 4 ) .

T h e  f o u r  y e a s t  s p e c i e s  i s o l a t e d  f r o m  g u i n e a - p i g s  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  

w e r e  a b l e  to  g r o w  a t  3 7 ° C .  T h i s  m a y  p a r t l y  e x p l a i n  t h e  i s o l a t i o n  o f  a t  

l e a s t  C .  a l b i c a n s  a n d  S a c c h .  t e l l u r i s  i n  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  s o m e  a n i 

m a l s  ( t a b l e  28 ) ,  a n  i n d i c a t i o n  t h a t  t h e y  c o u l d  g r o w  a n d  m u l t i p l y  i n  t h e  

o r a l  c a v i t y  o f  g u i n e a - p i g s .  I t  m a y  b e  s u g g e s t e d  t h a t  a t  l e a s t  C .  a l b i c a n s  

a n d  S a c c h .  t e l l u r i s  a r e  n o r m a l  i n h a b i t a n t s  o f  t h e  g u i n e a - p i g  o r a l  c a v i t y ,  

j u d g i n g  b y  t h e i r  f r e q u e n c y  o f  i s o l a t i o n .  O n e  c a n  o n l y  s p e c u l a t e  w h e t h e r  

T r i .  c u t a n e u m  a n d  C . c i f e r r i i  a r e  n o r m a l  i n h a b i t a n t s  i n  t h e  m o u t h s  o f  

t h e s e  a n i m a l s  o r  n o t .  T h e  n u m b e r s  o f  i s o l a t i o n  o f  t h e s e  l a t t e r  s p e c i e s  

w e r e  t o o  l o w  t o  r e g a r d  t h e m  a s  a  n o r m a l  p a r t  o f  t h e  m i c r o b i a l  f l o r a  o f  

t h e  o r a l  c a v i t y  o f  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s ,  a n d  i t  i s  p e r h a p s  r e a s o n a b l e  t o  

r e g a r d  t h e m  a s  t r a n s i e n t  i n h a b i t a n t s .
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T a b l e  2 7 ,  Y e a s t  s p e c i e s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  o r a l  c a v i t y  o f  100  n o r m a l

g u i n e a - p i g s .

S p e c i e s

C a n d i d a  a l b i c a n s

C .  c i f e r r i i

I s o l a t i o n s
No. %

30

S a c c h a r  o m y c e  s t e l l u r i s 11 55

T r i c h o s p o r o n  c u t a n e u m

T O T A L 20

10
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T a b l e  2 8 ,  D e g r e e  o f  y e a s t  g r o w t h  f r o m  g u i n e a - p i g s  o r a l  s w a b s .

Y e a s t  s p e c i e s

Q u a n t i t y  o f  G r o w t h : T o t a l  
N o .  o f  
i s o l a t i o n sM o d e r a t e H e a v y P r o f u s e

S a c c h .  t e l l u r i s 8 1 2 11

C . a l b i c a n s  

C . c i f e r  r  i i

1 4 1 6

1 - - 1

T r i ,  c u t a n e u m 2 - - 2

T O T A L S 12 (60%) 5 (25%) 3 (15%) 20

Moderate : 1-20 colonies

Heavy : 21-50 colonies

Profuse : over 50 colonies
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P a t h o l o g i c a l  s p e c i m e n s  f r o m  a n i m a l  s o u r c e s -  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  y e a s t s .  T h e s e  i n c l u d e d  75  e a r  s w a b s  f r o m  c a s e s  o f  c a n i n e  

o t i t i s ;  36 v a g i n a l  s w a b s  f r o m  b i t c h e s  w i t h  i n f e r t i l i t y  p r o b l e m s ;  9 f a e c a l  

s a m p l e s  f r o m  d o g s  w i t h  g a s t r o e n t e r i t i s ;  15 s a m p l e s  o f  m a s t i t i c  b o v i n e  

m i l k ;  o r a l  s w a b s  f r o m  2 c a s e s  o f  t h r u s h  i n  g u i n e a - p i g s  a n d  o r g a n s  a n d  

g u t  c o n t e n t s  f r o m  a  r a c i n g  p i g e o n  w i t h  h a e m o r r h a g i c  e n t e r i t i s .

P i t y r  o s p o r u m  p a c h y d e r m a t i s  w a s  r e c o v e r e d ,  i n  p r o f u s e  g r o w t h ,  

f r o m  24 (32%) o f  t h e  75 o t i t i c  d o g  e a r s ,  b e i n g  t h e  s o l e  y e a s t  i s o l a t e  i n  

t h e s e  s p e c i m e n s .  T h e  36 v a g i n a l  s w a b s  f r o m  b i t c h e s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  

y e a s t  g r o w t h .  S ix  o f  t h e  9 f a e c a l  s a m p l e s  f r o m  d o g s ,  3 of  w h i c h  w e r e  

f u r t h e r  s t u d i e d ,  y i e l d e d  C . a l b i c a n s  . No  y e a s t  i s o l a t i o n  w a s  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  15 m a s t i t i c  b o v i n e  m i l k  s a m p l e s  e x a m i n e d .

S ix  c l i n i c a l  c a s e s  w e r e  s t u d i e d  b e c a u s e  t h e  y e a s t s  f r o m  t h e m  w e r e  

e i t h e r  p r i m a r i l y  i n v o l v e d  i n  t h e  c a u s a t i o n  o r  s e c o n d a r i l y  c o n t r i b u t e d  

t o  t h e  c o n d i t i o n  o f  t h e  d i s e a s e d  a n i m a l .  T h e y  i n c l u d e d  a  c a s e  o f  

h a e m o r r h a g i c  g a s t r o e n t e r i t i s  i n  a  r a c i n g  p i g e o n ,  3 c a s e s  o f  g a s t r o 

i n t e s t i n a l  a i l m e n t s  i n  p u p p i e s  a n d  2 c a s e s  o f  o r a l  t h r u s h  i n  g u i n e a - p i g s .

C a s e  1

A y o u n g  r a c i n g  p i g e o n ,  p u r c h a s e d  f r o m  t h e  S o u t h  o f  W a l e s  a n d  s e n t  

b y  r a i l  t o  S c o t l a n d ,  b e c a m e  a c u t e l y  i l l  a n d  d i e d  24 h o u r s  a f t e r  a r r i v a l .  

N o  t r e a t m e n t  w a s  g i v e n .  P o s t  m o r t e m  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  a c u t e

h a e m o r r h a g i c  e n t e r i t i s  i n v o l v i n g  t h e  w h o l e  l e n g t h  o f  t h e  i n t e s t i n e .  T h e  

i n t e s t i n a l  m u c o s a  w a s  h i g h l y  i n f l a m e d  a n d  t h e  c o n t e n t s  w e r e  b l o o d -  

t i n g e d .  T h e  l i v e r  w a s  s l i g h t l y  h y p e r a e m i c  .
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L a b o r a t o r y  I n v e s t i g a t i o n

T h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  w e r e  s u b j e c t e d  to  b a c t e r i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  

w h i c h  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e  o f  n u m e r o u s  y e a s t - l i k e  c e l l s  m i c r o s c o p i c a l l y ,  

a n d  t h e  w h o l e  b i r d  w a s  r e f e r r e d  f o r  m y c o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n ,  a f t e r  

c u l t u r i n g  f o r  b a c t e r i a .

C u l t u r e s  w e r e  s e t  u p ,  f r o m  a n  o r a l  s w a b ,  c r o p ,  g i z z a r d  a n d  i n t e s t i n a l  

c o n t e n t s ,  l i v e r  a n d  s p l e e n ,  o n  SDA w i t h  c h l o r a m p h e n i c o l .  C r o p  a n d  

g i z z a r d  c o n t e n t s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r , s h a k e n ,  

a l l o w e d  t o  s e t t l e ,  a n d  0 . 5  m l  v o l u m e s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  s t r e a k e d  

o n t o  t h e  a g a r  s u r f a c e .  A l o o p f u l  o f  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  w a s  s t r e a k e d  

d i r e c t l y  o n t o  t h e  a g a r .  L i v e r  a n d  s p l e e n  w e r e  s e a r e d  w i t h  a  h o t  s p a t u l a ,  

i n c i s e d  o p e n  w i t h  a  s t e r i l e  s c a l p e l ,  a n d  m a t e r i a l  f r o m  t h e  c u t  s u r f a c e s  

s t r e a k e d  o n t o  t h e  a g a r  s u r f a c e .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  37 C .  A 

s m e a r  w a s  p r e p a r e d  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  a n d  s t a i n e d  w i t h  G r a m  

s t a i n .

T e n  w i l d ,  a p p a r e n t l y  h e a l t h y ,  w o o d  p i g e o n s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  y e a s t s  i n  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t ,  l i v e r  a n d  s p l e e n ,

R E S U L T S

N o  s i g n i f i c a n t  b a c t e r i a  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  

o f  t h e  r a c i n g  p i g e o n .  N u m e r o u s  o v o i d  y e a s t  c e l l s ,  b u d d i n g  o n  n a r r o w  

b a s e s ,  w e r e  s e e n  i n  t h e  G r a m - s t a i n e d  s m e a r  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n 

t e n t s .  C u l t u r e s  f r o m  a l l  s p e c i m e n s ,  e x c e p t  t h e  o r a l  s w a b ,  y i e l d e d  

b r o w n i s h ,  d i s c r e t e  y e a s t - l i k e  c o l o n i e s ,  a f t e r  4 8  h o u r s  o f  i n c u b a t i o n . -  

P r o f u s e  g r o w t h  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  a n d  l i v e r ,  

a n d  a  h e a v y  g r o w t h  f r o m  t h e  s p l e e n ,  c r o p  a n d  g i z z a r d  c o n t e n t s .
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G r a m - s t a i n e d  s m e a r s  f r o m  c u l t u r e s  f r o m  a l l  o r g a n s  c o n f i r m e d  t h e  

p r e s e n c e  of  s m a l l  o v o i d  y e a s t  c e l l s ,  b u d d i n g  m u l t i l a t e r a l l y  o n  n a r r o w  

b a s e s .

T h e  y e a s t  w a s  i d e n t i f i e d  a s  T o r u l o p s i s  p i n t o l o p e s i i  a c c o r d i n g  to  

L o d d e r  ( 1 9 7 4 ) .

T h i s  y e a s t  w a s  n o t  i s o l a t e d  f r o m  a n y  of  t h e  10 w o o d  p i g e o n s  e x a m i n e d  

T o r u l o p s i s  C a n d i d a  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  o f  o n e  

b i r d ,  b u t  o t h e r s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  y e a s t s .

D I S C U S S I O N

T o r u l o p s i s  p i n t o l o p e s i i  i s  a  t h e r m o p h i l i c  a n d  a c i d o p h i l i c  s p e c i e s  t h a t  

r e q u i r e s  a  t e m p e r a t u r e  o f  3 7 - 4 2 ^ C  a n d  a  l o w  p H  f o r  g r o w t h  ( v a n  U d e n  

a n d  V i d a l - L e i r i a , 1 9 7 4 ) .  I t  i s  k n o w n  to  b e  w e l l  a d a p t e d  t o  t h e  a c i d  

e n v i r o n m e n t  o f  t h e  s t o m a c h  of  m i c e ,  r a t s  a n d  o t h e r  s m a l l  r o d e n t s  

( M a c k i n n o n ,  1 9 5 9 ;  v a n  U d e n ,  1 9 6 3 ) .  It  h a s  a l s o  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  

b i r d s  a n d  o t h e r  a n i m a l  s p e c i e s  . K a w a k i t a  a n d  v a n  U d e n  ( 1 9 6 5 )  r e c o v 

e r e d  i t  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t s  o f  4  s p e c i e s  o f  g u l l ;  l e s s e r  b l a c k 

h e a d e d  g u l l  ( L a r u s  f u s c u s ) ,  s l e n d e r - b i l l e d  g u l l  ( L .  g e n e i ) ,  h e r r i n g  g u l l  

( L .  a r g e n t a t u s ) a n d  b l a c k - h e a d e d  g u l l  ( L .  r i d i b u n d u s ) .  A m o n g  14 

s t r a i n s  o f  t h i s  s p e c i e  s s t u d i e d  b y  v a n  U d e n  a n d  V i d a l -  L e i r  i a  ( 1 9 7 4 ) ,

4  s t r a i n s  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s  o f  p i g e o n s .  V a n  U d e n ,  

C a r m o  S o u s a  a n d  F a r i n h a  ( 1 9 5 8 )  i s o l a t e d  t h i s  y e a s t  f r o m  t h e  c a e c a l  

c o n t e n t s  o f  a  h o r s e .

I t  i s  r e a s o n a b l e  p e r h a p s ,  t o  r e g a r d  t h e  r a c i n g  p i g e o n ,  a m o n g  o t h e r  

b i r d  s p e c i e s  , w i t h  a  h i g h  b o d y  t e m p e r a t u r e  a n d  a n  a c i d i c  e n v i r o n m e n t  

o f  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t ,  t o  b e  a n  i d e a l  h o s t  f o r  t h e  e x i s t e n c e  a n d  

g r o w t h  o f  T .  p i n t o l o p e s i i . A l t h o u g h  t h e  r a c i n g  a n d  w o o d  p i g e o n s  a r e
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n o t  t h e  s a m e  s p e c i e s ,  i t  i s  p r o b a b l y  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  

t h e i r  b o d y  t e m p e r a t u r e s  a n d  g u t  e n v i r o n m e n t  m a y  b e  m o r e  o f  l e s s  s i m i 

l a r .  H e n c e ,  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e  w o o d  p i g e o n s  m i g h t  c a r r y  t h i s  

y e a s t  s p e c i e s  i n  t h e i r  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t s .  H o w e v e r ,  t h e  n u m b e r  of  

b i r d s  a v a i l a b l e  f o r  e x a m i n a t i o n ,  a l t h o u g h  a l l  n e g a t i v e  f o r  T .  p i n t o l o p e s i i , 

w a s  n o t  b i g  e n o u g h  to  b e  c o n c l u s i v e .

I t  w a s  n o t  s u r p r i s i n g  to  f i n d  T , p i n t o l o p e s i i  i n  t h e  s t o m a c h  a n d  i n t e s 

t i n e s  o f  a  r a c i n g  p i g e o n ,  b u t  t h e  i s o l a t i o n  i n  p r o f u s e  a n d  h e a v y  g r o w t h  

f r o m  t h e  l i v e r  a n d  s p l e e n  w a s  c e r t a i n l y  a b n o r m a l .  T h e  i s o l a t i o n s  f r o m  

t h o s e  2 o r g a n s  a n d  i t s  p r e s e n c e  i n  q u a n t i t y  i n  t h e  i n t e s t i n a l  c o n t e n t s ,  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  b a c t e r i a ,  s u g g e s t e d  t h a t  i t  m i g h t  h a v e  c a u s e d  

t h e  d e a t h  o f  t h i s  b i r d .

T h e  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  m i g h t  h a v e  b e e n  t h a t  t h e  b i r d  w a s  s t r e s s e d  

b y  t r a v e l l i n g  a n d  t h e  y e a s t ,  a l r e a d y  p r e s e n t  i n  i t s  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t ,  

p r o l i f e r a t e d  r a p i d l y ,  w i t h  h a r m f u l  e f f e c t s  o n  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o s a ,  p r e 

c i p i t a t i n g  a c u t e  e n t e r i t i s .  B y  p e r s o p t i o n  t h r o u g h  t h e  d a m a g e d  m u c o s a ,  

i t  m i g h t  t h e n  h a v e  g o t  a c c e s s  t o  t h e  b l o o d s t r e a m ,  r e a c h i n g  l i v e r  a n d  

s p l e e n ,  w i t h  a  f a t a l  o u t c o m e .

A s  y e t  t h e r e  i s  n o  p u b l i s h e d  d a t a  o n  t h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  T .  p i n t o -  

l o p e s i i .  H o w e v e r ,  a c c o r d i n g  t o  L o d d e r  ( 1 9 7 4 ) ,  v a n  U d e n  i n  1 9 5 2 ,  

i s o l a t e d  t h i s  y e a s t  f r o m  l i v e r s  a n d  s p l e e n s  o f  3 m i c e  i n  P o r t u g a l ,  b u t  

i t  w a s  n o t  s t a t e d  i f  t h o s e  a n i m a l s  w e r e  d i s e a s e d .  V a n  U d e n ' s  p u b l i c 

a t i o n  w a s  n o t  a v a i l a b l e  f o r  c o n s u l t a t i o n ,  b u t  o n e  c a n  r e a s o n a b l y  a s s u m e  

t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  s p e c i e s  i n  l i v e r s  a n d  s p l e e n s  o f  t h o s e  m i c e  

m i g h t  h a v e  b e e n  a b n o r m a l .
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C a s e  2

An 11 -month-old m a l e  A l s a t i a n  w a s  a d m i t t e d  t o  t h e  V e t e r i n a r y  H o s p i t a l

w i t h  a  h i s t o r y  o f  v o m i t i n g  a n d  d i a r r h o e a  f o r  3 d a y s ,  3 w e e k s  p r e v i o u s l y .

T h e  v o m i t i n g  s t o p p e d  s o o n  a f t e r  a d m i s s i o n ,  b u t  t h e  d i a r r h o e a  c o n t i n u e d .

T r e a t m e n t  p r i o r  to  a d m i s s i o n  i n c l u d e d  S t r e p t o q u a i n e , O x y t e t r a c y c l i n e  ,

T h i a z o l e  a n d  E n t e r  o s o r b  . O n  t h e  a d m i s s i o n  d a y ,  t h e  b o d y  t e m p e r a t u r e  

o
w a s  101 F ,  a b d o m i n a l  p a l p a t i o n  r e v e a l e d  t e n d e r  i n t e s t i n e s  a n d  a c u t e  

a b d o m i n a l  p a i n  a n d  f a e c e s  w e r e  s o f t .  A t e n t a t i v e  d i a g n o s i s  o f  " i d i o 

p a t h i c  d i a r r h o e a "  w a s  m a d e  a n d  t h e  a n i m a l  w a s  h o s p i t a l i z e d .

D u r i n g  c o n f i n e m e n t ,  t h e  a b d o m i n a l  p a i n  g r a d u a l l y  s u b s i d e d ,  t h e  

d i a r r h o e a  s t o p p e d  a n d  t h e  a n i m a l  w a s  d i s c h a r g e d  a f t e r  11 d a y s .  N o  

r e c o r d  o f  s p e c i f i c  t r e a t m e n t  w a s  a v a i l a b l e .

L a b o r a t o r y  F i n d i n g s

A f a e c a l  s w a b  t a k e n  3 d a y s  b e f o r e  a d m i s s i o n  b y  t h e  V e t e r i n a r y  S u r g e o n  

w a s  b a c t é r i o l o g i e  a l l y  n e g a t i v e ,  b u t  y i e l d e d  a  p r o f u s e  p u r e  y e a s t  g r o w t h .

A s e c o n d  f a e c a l  s w a b  t a k e n  8 d a y s  l a t e r  w a s  n e g a t i v e  f o r  S a l m o n e l l a e ,  

b u t  y i e l d e d  a  g r o w t h  o f  n o n - h a e m o l y t i c  c o l i f o r m s .  A t h i r d  s w a b  t a k e n  

24  h o u r s  l a t e r  g a v e  r e s u l t s  s i m i l a r  t o  t h e  s e c o n d  o n e .  T h e  2 n d  a n d  

3 r d  f a e c a l  s w a b s  w e r e  n o t  a v a i l a b l e  f o r  m y c o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  

b e c a u s e  t h e y  w e r e  u s e d  t o  i n o c u l a t e  a  t e t r a t h i o n a t e  b r o t h  f o r  

S a l m o n e l l a e .

T h e  y e a s t  i s o l a t e d  f r o m  t h e  f i r s t  s w a b  w a s  i d e n t i f i e d  a s  C .  a l b i c a n s .

C a s e  3

A  3 - m o n t h - o l d  f e m a l e  B o x e r  w a s  p r e s e n t e d  to  t h e  H o s p i t a l  w i t h  

d i a r r h o e a  s i n c e  i t  w a s  o b t a i n e d  2 w e e k s  p r e v i o u s l y  f r o m  a  D o g  a n d  C a t  

H o m e .  V a r i o u s  t r e a t m e n t s  ( n o t  s p e c i f i e d )  w e r e  g i v e n  b y  t h e  V e t e r i n a r y
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S u r g e o n ,  w i t h o u t  s u c c e s s .

o
C l i n i c a l  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  a  b o d y  t e m p e r a t u r e  o f  1 0 1 . 2  F  a n d  

f a e c e s  w e r e  b l o o d - t i n g e d  a n d  m u c o i d  i n  c o n s i s t e n c y .  A t e n t a t i v e  d i a g 

n o s i s  o f  " i d i o p a t h i c  d i a r r h o e a "  w a s  m a d e .

F o r  a  w e e k  i n  c o n f i n e m e n t  a t  t h e  H o s p i t a l ,  t h e  a n i m a l  p a s s e d  m a i n l y  

b l o o d y  a n d  d a r k  m u c o i d  f a e c e s ,  w i t h  g r a d u a l  i m p r o v e m e n t  i n  g e n e r a l  

c o n d i t i o n .  It  w a s  g i v e n  L o m o t i l  t a b l e t s  f o r  2 d a y s  a n d  w a s  d i s c h a r g e d  

a f t e r  s h o w i n g  c l i n i c a l  i m p r o v e m e n t .

L a b o r a t o r y  F i n d i n g s

A f a e c a l  s w a b  s u b m i t t e d  f o r  b a c t e r i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o n  t h e  d a y  o f  

a d m i s s i o n  w a s  n e g a t i v e  f o r  S a l m o n e l l a e ;  b u t  y i e l d e d  n o n - h a e m o l y t i c  

c o l i f o r m s ,  t o g e t h e r  w i t h  a  h e a v y  y e a s t  g r o w t h .  A n o t h e r  f a e c a l  s w a b  

w a s  p a r a s i t o l o g i c a l l y  n e g a t i v e .

T h e  y e a s t  i s o l a t e  w a s  i d e n t i f i e d  a s  C .  a l b i c a n s .

C a s e  4

T h e  s u b j e c t  i n  t h i s  c a s e  w a s  a  5 - m o n t h - o l d  p u p p y ,  w i t h  a  p r e s u m p t i v e  

d i a g n o s i s  o f  d i a r r h o e a .  N o  o t h e r  c l i n i c a l  d e t a i l s  w e r e  g i v e n  b y  t h e  

V e t e r i n a r y  S u r g e o n  w h o  r e f e r r e d  a  f a e c a l  s w a b  f o r  b a c t e r i o l o g i c a l  

e x a m i n a t i o n .

A p r o f u s e  p u r e  y e a s t  g r o w t h  w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f a e c a l  s w a b ,  a n d  

t h e  y e a s t  i s o l a t e  w a s  i d e n t i f i e d  a s  C .  a l b i c a n s .

D I S C U S S I O N

C a n d i d a  a l b i c a n s  i s  a  n o r m a l  i n h a b i t a n t  o f  t h e  a l i m e n t a r y  t r a c t  o f  

m a n y  a n i m a l  s p e c i e s  w h e r e  i t  l i v e s  a s  a  b u d d i n g  y e a s t  o n  t h e  m u c o s a l  

s u r f a c e  a n d  i n  t h e  m u c o s a l  s e c r e t i o n s . ( P a r l e , 1 9 5 7 ;  v a n  U d e n ,  I 9 6 0 ;  

M a r p l e s ,  1 9 6 6 ) ,  U n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  c h a n g e s  o c c u r  i n  t h e  h o s t
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t i s s u e s ,  o r  i n  t h e  e n d o g e n o u s  c o m p e t i t i v e  m i c r o b i a l  f l o r a  of  t h e  g a s t r o 

i n t e s t i n a l  t r a c t ,  t h e  f u n g u s  m a y  c h a n g e  f r o m  a  h a r m l e s s  c o m m e n s a l  to  

a n  i n v a s i v e  p a t h o g e n  c a u s i n g  o v e r t  c l i n i c a l  d i s e a s e  ( v a n  U d e n  e t  a l . , 

1 9 5 7 ;  S m i t h ,  19 6 7 ;  W i n n e r ,  1 9 6 9 ;  A h e a r n ,  1 9 7 4 ) .  H e n c e  c a n d i d i a s i s  

i s  g e n e r a l l y  r e g a r d e d  a s  a n  o p p o r t u n i s t i c  i n f e c t i o n  of  e n d o g e n o u s  o r i g i n ,  

a l t h o u g h  t h e  r o l e  o f  C .  a l b i c a n s  a s  a  p r i m a r y  p a t h o g e n  i n  a  w i d e  v a r i e t y  

o f  h o s t  s p e c i e s  , c a u s i n g  v a r i o u s  d i s e a s e  s y m p t o m s ,  i s  w e l l  r e c o g n i s e d  

( A i n s w o r t h  a n d  A u s t w i c k ,  1 9 7 3 ;  C a r t e r ,  197 5 ) .

F a c t o r s  p r e d i s p o s i n g  t o  C a n d i d a  i n f e c t i o n  i n  a n i m a l s  i n c l u d e  l o n g 

t e r m  o r a l  t r e a t m e n t  w i t h  b r o a d - s p e c t r u m  a n t i b i o t i c s ,  s y s t e m i c  t r e a t 

m e n t  w i t h  c o r t i c o s t e r o i d s  a n d  i m m u n o s u p p r e s s i v e  d r u g s  ( W i l s o n  a n d  

P l u n k e t t ,  1 9 6 5 ) ;  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  a n i m a l  f e e d  a n d  o t h e r  d i e t a r y  

f a c t o r s  i n c l u d i n g  f e e d  h i g h  i n  g l u c o s e  a n d  m a l t o s e  ( M c C a r t y ,  1 9 5 6 ;

M i l l s  a n d  H i r t h ,  19 6 7 ;  J u n g e r  m a n  a n d  S c h w a r t z  m a n ,  1 9 7 2 ) ;  a n d  u n d e r 

l y i n g  c h r o n i c  a n d  d e b i l i t a t i n g  d i s e a s e s ,  m a l n u t r i t i o n  a n d  p o o r  h u s b a n d r y  

( J e o f f e r y  a n d  K e n z y ,  I 9 6 0 ;  B a k e r  a n d  C a d m a n ,  1 9 6 3 ;  W a g s t a f f  e t  a l .  , 

1968).

T h e  p r e d i s p o s i t i o n  t o  C .  a l b i c a n s  i n f e c t i o n  i n  a n i m a l s  a s  a  r e s u l t  o f  

p r o l o n g e d  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  i s  w e l l  d o c u m e n t e d .  M i l l s  a n d  H i r t h  

( 1 9 6 7 )  h a v e  r e p o r t e d  s y s t e m i c  c a n d i d i a s i s  i n  c a l v e s  o n  p r o l o n g e d  a n t i 

b i o t i c  t h e r a p y  f o r  d i a r r h o e a ;  a n d  K r a i  a n d  U s c a v a g e  ( I 9 6 0 )  s t a t e d  t h a t  

" i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  c a n d i d i a s i s  a t t r i b u t a b l e  t o  e x c e s s i v e  a n t i b i o t i c  

a d m i n i s t r a t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  v a r i o u s  a n i m a l  s p e c i e s  , m a n i f e s t e d  

a s  s t o m a t i t i s  a n d  e n t e r i t i s  i n  c a t t l e  o r  a s  s t o m a t i t i s  i n  d o g s " .  A m o n g  

t h e  t h e o r i e s  s u p p o r t i n g  a n t i b i o t i c  e n h a n c e m e n t  o f  c a n d i d a l  g r o w t h  a r e :  

d i r e c t  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  f u n g u s ,  r e m o v a l  o f  b a c t e r i a l  f l o r a  c o m p e t i n g
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f o r  n u t r i e n t s  o r  r e m o v a l  o f  o r g a n i s m s  s e c r e t i n g -  a n t i f u n g a l  s u b s t a n c e s  

( J u n g e r m a n  a n d  S c h w a r t z  m a n ,  1 9 7 2 ) .  M i l l s  a n d  H i r t h  ( 1 9 6 7 )  s t a t e d  

t h a t  " t i s s u e  d a m a g e  b y  a n t i b i o t i c s  m a y  f a c i l i t a t e  l o c a l  i n v a s i o n  b y  

C a n d i d a  s p p .  a n d  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  a l i m e n t a r y  f l o r a  m a y  c a u s e  a  v i t a m i n  

d e f i c i e n c y ,  t h e r e b y  l o w e r i n g  r e s i s t a n c e  of  t i s s u e s  t o  i n v a s i o n  b y  C . 

a l b i c a n s . " T h e y  w e r e  a l s o  o f  t h e  o p i n i o n  t h a t  t h e  f u n g u s  f l o u r i s h e s  

w h e n  t h e  a n t i b i o t i c  i s  t e t r a c y c l i n e ,  s i n c e  C .  a l b i c a n s  u t i l i s e s  t h i s  d r u g  

a s  a  s o u r c e  o f  n i t r o g e n .

In  d o g s ,  C . a l b i c a n s  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  of  

t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t .  A u s t w i c k ,  P e p i n ,  T h o m p s o n  a n d  Y a r r o w

( 1 9 6 6 )  i s o l a t e d  i t  i n  q u a n t i t y  f r o m  a  g r o u p  o f  p u p p i e s  w i t h  d i a r r h o e a ;  

a n d  C a r t e r  (1 9 7 5 )  s t a t e d  i t  a s  a  c a u s e  o f  m y c o t i c  s t o m a t i t i s  i n  d o g s .

C o m m o n  f a c t o r s  i n  t h e  c a s e s  d e s c r i b e d  h e r e  a r e ,  t h a t  t h e  a n i m a l s  

w e r e  y o u n g  ( 3 - 1 1  m o n t h s ) ,  w i t h  d i a r r h o e i c  m a n i f e s t a t i o n s  o f  s o m e  d u r a 

t i o n ,  a n d  a t  l e a s t  2 o f  t h e m  h a d  h a d  s o m e  f o r m  o f  t r e a t m e n t .  I n  t h e  

f i r s t  c a s e ,  t h e  a n i m a l  h a d  o x y t e t r a c y c l i n e , w i t h  o t h e r  d r u g s ,  f o r  t h e  

d i a r r h o e a ,  a n d  i n  t h e  s e c o n d ,  t h e  p u p p y  h a d  r e c e i v e d  v a r i a b l e  u n s p e c i 

f i e d  t r e a t m e n t ,  p r o b a b l y  i n c l u d i n g  a n t i b i o t i c s .

In  t h e  f i r s t  c a s e ,  C . a l b i c a n s  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  f a e c a l  s w a b  i n  

p r o f u s e  g r o w t h  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  b a c t e r i a ;  i n  t h e  s e c o n d  c a s e ,  t h e  

y e a s t  w a s  i s o l a t e d  i n  h e a v y  g r o w t h  a n d  i n  t h e  t h i r d  c a s e  i n  p r o f u s e  p u r e  

g r o w t h .  I t  i s  w o r t h  m e n t i o n i n g  t h a t  a l l  p r i m a r y  i s o l a t i o n s  w e r e  m a d e  

o n  b a c t e r i o l o g i c a l  m e d i a  ( b l o o d  a g a r  a n d  M a c o n k e y  a g a r )  a n d  u n d e r  c o n 

d i t i o n s  f a v o u r a b l e  f o r  b a c t e r i a l  g r o w t h .  T h e  n o n - h a e m o l y t i c  c o l i f o r m s  

i s o l a t e d  i n  t h e  f i r s t  c a s e  f r o m  t h e  f a e c a l  s w a b s  t h a t  w e r e  n o t  e x a m i n e d  

m y c o l o g i e  a l l y  a n d  f r o m  t h e  s e c o n d  c a s e ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  y e a s t  g r o w t h .
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m i g h t  n o t  h a v e  b e e n  o f  a e t i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e .  C o l i f o r m s  a r e  n o r m a l  

c o m m e n s a l s  i n  t h e  d o g ' s  i n t e s t i n e s  a n d  t h e  n u m b e r s  o f  c o l o n i e s  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  s w a b s  w e r e  n o t  s u g g e s t i v e  o f  a b n o r m a l  m u l t i p l i c a t i o n  b y  t h e s e  

o r g a n i s m s  .

U n f o r t u n a t e l y ,  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  to  e x a m i n e  t h e  f o r m  i n  w h i c h  t h e  

y e a s t  w a s  p r e s e n t  ( y e a s t  o r  m y c e l i a l  f o r m )  i n  t h e  f a e c e s .  T h e  s w a b s  

w e r e  u s e d  t o  e n r i c h  a  p r i m a r y  i s o l a t i o n  t e t r a t h i o n a t e  b r o t h  f o r  S a l m o n e l l a e

A l t h o u g h  Co a l b i c a n s  w a s  n o t  c l a i m e d  t o  p r i m a r i l y  h a v e  c a u s e d  t h e  

d i a r r h o e a  i n  t h e s e  p u p p i e s ,  t h e  c i r c u m s t a n c e s  w e r e  s u g g e s t i v e  o f  a b n o r 

m a l  p r o l i f e r a t i o n  b y  t h e  y e a s t ,  a n d  i t  p r o b a b l y  p l a y e d  a  s e c o n d a r y  r o l e  i n  

t h e  c o n d i t i o n s .  A n t i b i o t i c  t r e a t m e n t ,  a t  l e a s t  i n  o n e  c a s e ,  m i g h t  h a v e  

c a u s e d  f l o u r i s h i n g  o f  t h e  y e a s t ,  t h u s  a g g r a v a t i n g  t h e  d i s e a s e  c o n d i t i o n .

I t  i s  p e r h a p s  w o r t h  m e n t i o n i n g  t h a t  C ,  a l b i c a n s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  3 o f  t h e  

o t h e r  6 f a e c a l  s w a b s  f r o m  d i a r r h o e i c  d o g s ,  b u t  n o t  i n  q u a n t i t y  t o  s u g g e s t  

m o r e  t h a n  a n  o r d i n a r y  o c c u r r e n c e .

I t  a p p e a r s  t h a t  y e a s t  i n f e c t i o n s  a r e  n o t  u s u a l l y  c o n s i d e r e d  b y  c l i n i 

c i a n s  i n  t h e  d i f f e r e n t i a l  d i a g n o s i s  o f  d i a r r h o e a .  T h e  t h r e e  c a s e s  of  

s t u b b o r n  d i a r r h o e a  i n  p u p p i e s  s t u d i e d  h e r e ,  w e r e  a l l  d i a g n o s e d  a s  

" i d i o p a t h i c  d i a r r h o e a " ,  .a g e n e r a l  t e r m  u s e d  f o r  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  of  

u n k n o w n  a e t i o l o g y .  I n  a l l  c a s e s ,  f a e c a l  s a m p l e s  w e r e  s u b m i t t e d  f o r  

b a c t e r i o l o g i c a l  a n d  p a r a s i t o l o g i c a l ,  b u t  n o t  m y c o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n ,  

a n d  i n  n o n e  o f  t h e  c a s e s  w a s  a  s i g n i f i c a n t  b a c t e r i a l  o r  p a r a s i t i c  

a e t i o l o g y  d i s c e r n i b l e .
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C l i n i c a l  o r a l  c a n d i d i a s i s  i n  g u i n e a - p i g s  - c a s e s  5 a n d  6

O r a l  t h r u s h ,  c a u s e d  b y  i n f e c t i o n  o f  t h e  m u c o u s  m e m b r a n e s  b y  

C . a l b i c a n s  , i s  w e l l  k n o w n  i n  m a n ,  o c c u r r i n g  p a r t i c u l a r l y  i n  y o u n g  

c h i l d r e n  a n d  d e b i l i t a t e d  a d u l t s .  I n  t h e  v e t e r i n a r y  f i e l d ,  o r a l  t h r u s h  i s  

m o s t  f r e q u e n t l y  e n c o u n t e r e d  i n  b i r d s  a f f e c t e d  w i t h  a v i a n  c a n d i d i a s i s .

T h e  c o n d i t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  t u r k e y s  ( K u p r o w s k i ,  I 9 6 0 ;  T r i p a t h y ,  

K e n z y  a n d  M a t h e y ,  1 9 6 7 ;  S a e z ,  1 9 6 9 ,  1 9 7 4 ;  B i c k f o r d ,  G a l l i n a ,  

W i n t e r f i e l d  a n d  B o l t e ,  1 9 7 1 ;  E n c h e v ,  A l e k s a n d r o v ,  T s o n e v ,  S h i s h k o v ,  

V r a n s k a ,  K y u r t o v ,  K o l e v  a n d  K r " s t e v , 19 7 5 ;  T a b u c h i ,  S a t o ,  N a k a z a w a ,  

M u t o  a n d  I s h i z a k a ,  1 9 7 6 ) ;  c h i c k e n s ,  ( S a n s o n e t t i  D e  R e a l ,  1 9 5 4 ;  R o z a n s k a  

a n d  S a m o r e k - D z i e k a n o s k a , 1 9 7 1 ;  P i c o n e  a n d  P e n a ,  1973 ; , )  

p a r t r i d g e s ,  ( K e y m e r  a n d  A u s t w i c k ,  1 9 6 1 )  a n d  p e a c o c k s ,  ( S a e z ,  1 9 7 4 ) .

F e w  c a s e s  o f  o r a l  t h r u s h  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  m a m m a l s .  S m i t h

( 1 9 6 7 )  d e s c r i b e d  e r o s i o n s  i n  t h e  m o u t h  o f  a  y o u n g  c a l f  w h i c h  a l s o  h a d  

e x t e n s i v e  e p i t h e l i a l  l e s i o n s  a l o n g  t h e  o e s o p h a g u s ,  a b o m a s u m ,  r u m e n  a n d  

r e t i c u l u m . P r e p a r a t i o n s  f r o m  t h e  l e s i o n s  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  

o f  a b u n d a n t  p s e u d o h y p h a e  a n d  C .  a l b i c a n s  w a s  o b t a i n e d  i n  c u l t u r e  .

G i t t e r  a n d  A u s t w i c k  ( 1 9 5 9 ) ,  r e p o r t e d  a n  o u t b r e a k  o f  c a n d i d i a s i s  i n  

p i g l e t s  i n  w h i c h  t y p i c a l  o r a l  a n d  o e s o p h a g e a l  t h r u s h  l e s i o n s  w e r e  m a n i 

f e s t e d  a n d  C .  a l b i c a n s  w a s  i s o l a t e d .  O s b o r n e ,  M c C r e a  a n d  M a n n e r s  

( i 9 6 0 )  d e s c r i b e d  t h e  d i s e a s e  i n  a r t i f i c i a l l y  r e a r e d  p i g l e t s .  T h e  l e s i o n s  

w e r e  o f  t h e  c l a s s i c a l  t h r u s h  t y p e ,  i n v o l v i n g  t h e  t o n g u e ,  h a r d  p a l a t e ,  

o e s o p h a g u s  a n d  t h e  e n t i r e  l e n g t h  o f  t h e  a l i m e n t a r y  t r a c t .  C a n d i d a  

a l b i c a n s  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  l e s i o n s .  S i m i l a r  c o n d i t i o n s  i n v o l v i n g  

t h e  o r a l  a n d  o e s o p h a g e a l  m u c o s a  i n  p i g l e t s  d u e  t o  t h i s  y e a s t  h a v e  b e e n

1 8 2



d e s c r i b e d  b y  A u s t w i c k ,  P e p i n ,  T h o m p s o n  a n d  Y a r r o w  ( 1 9 6 6 ) ,  C o m a n

( 1 9 6 8 ) a n d  A d a m e s t e a n u , A d a m e s t e a n u  a n d  C a r a b a s i u  ( 1 9 7 4 ) .

S p o n t a n e o u s  o r a l  t h r u s h  d u e  t o  C . a l b i c a n s  h a s  a l s o  b e e n  d e s c r i b e d  i n  

m o n k e y s .  K a u f f m a n  a n d  Q u i s t  ( 1 9 6 9 )  d e s c r i b e d  a  c a s e  o f  o r a l  c a n d i d i a 

s i s  i n  a  m a l e  r h e s u s  m o n k e y  (M a c a c a  m u l a t t a ) ,  w i t h  i n a n i t i o n ,  a n o r e x i a  

a n d  s t u b b o r n  d i a r r h o e a  o v e r  a  2 m o n t h s  p e r i o d .  A t  n e c r o p s y ,  y e l l o w  

a d h e r e n t  p s e u d o m e m b r a n e  l i n e d  t h e  e n t i r e  o e s o p h a g u s .  C a n d i d a  a l b i c a n s  

w a s  d e m o n s t r a t e d  m i c r o s c o p i c a l l y  a n d  i s o l a t e d  i n  c u l t u r e .  M c C u l l o u g h ,  

M o o r e  a n d  K u n t z  ( 1 9 7 7 )  d i a g n o s e d  c a n d i d i a s i s  i n  a  f e m a l e  m o n k e y  w h i c h  

h a d  b e e n  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  S c h i s t o s o m a .  T h e  l e s i o n s  i n v o l v e d  

t h e  n a s a l ,  p h a r y n g e a l  a n d  i n t e s t i n a l  m u c o s a l  s u r f a c e s  a n d  a  p h a r y n g e a l  

l y m p h  n o d e .  T h e  m o n k e y  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  s u s c e p t i b l e  t o  

e x p e r i m e n t a l  o r a l  c a n d i d i a s i s .  B u d t z - J o r g e n s e n  ( 1 9 7 5 )  i n d u c e d  C . 

a l b i c a n s  i n f e c t i o n  o f  t h e  o r a l  m u c o s a  i n  a d u l t  m o n k e y s  b y  i n o c u l a t i n g  t h e  

y e a s t  u n d e r  a r c y l i c  p l a t e s  c o v e r i n g  t h e  p a l a t a l  m u c o s a .  S i m i l a r  i n f e c 

t i o n  w a s  p r o d u c e d  i n  m o n k e y s  b y  O l s e n  a n d  H a a n a e s  ( 1 9 7 7 )  w i t h  a  s i m i 

l a r  m e t h o d  t o  t h a t  o f  B u d t z - J o r g e n s e n .  In  b o t h  c a s e s ,  o r a l  t h r u s h ,  

c o m p a r a b l e  t o  d e n t u r e  s t o m a t i t i s  i n  m a n ,  w a s  m a n i f e s t e d .

I n  t h e  g u i n e a - p i g s ,  C .  a l b i c a n s  i n f e c t i o n s  h a v e  s o  f a r  o n l y  b e e n  i n d u c e d  

e x p e r i m e n t a l l y  a n d  h a v e  r e s u l t e d  i n  o r a l ,  c u t a n e o u s ,  g e n i t a l  a n d  g e n e r a l 

i s e d  l e s i o n s .  D r o u h e t  ( 1 9 6 5 )  i n d u c e d  b u c c a l  a n d  v a g i n a l  c a n d i d i a s i s  i n  

g u i n e a - p i g s  a n d  r e p o r t e d  a n  e f f e c t i v e  a c t i o n  of  p i m a r i c i n  i n  r e s o l v i n g  

t h e s e  c o n d i t i o n s .  B u t  h e  a l s o ,  i n  1 9 6 9 ,  s t a t e d  t h a t  e x p e r i m e n t a l  t h r u s h  

i n  t h e  g u i n e a - p i g  a p p e a r e d  o n l y  a f t e r  a  p r e p a r a t o r y  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  

p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n .

C u t a n e o u s  c a n d i d i a s i s  h a s  b e e n  e x p e r i m e n t a l l y  p r o d u c e d  i n  g u i n e a -
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p i g s  f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  o f  C . a l b i c a n s  t o  s c a r i f i e d  a n d  n o n -  s c a r i f i e d  

s k i n  o f  t h e  b a c k  ( v a n  C u t s e m  a n d  T h i e n p o n t , 1971 ) a n d  u n d e r  o c c l u s i v e  

d r e s s i n g s  ( S o h n l e , F r a n k  a n d  K i r k p a t r i c k ,  1 9 7 6 ) .  B o t h  i n f e c t i o n  m e t h o d s  

r e s u l t e d  i n  c u t a n e o u s  l e s i o n s ,  c h a r a c t e r i s e d  b y  i n f l a m m a t o r y  c e l l u l a r  

i n f i l t r a t i o n ,  w i t h  c r u s t i n g  a n d  s c a l i n g  o f  t h e  k e r a t i n i z e d  s k i n  l a y e r s .

T h e s e  c u t a n e o u s  l e s i o n s  w e r e  d e s c r i b e d  b y  t h e  f o r m e r  a u t h o r s  a s  b e i n g  

c o m p a r a b l e  to  e x p e r i m e n t a l  c u t a n e o u s  c a n d i d i a s i s  i n  m a n .  ■

T h e  y e a s t  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  c a u s e d  a b o r t i o n  i n  p r e g n a n t  

g u i n e a - p i g s .  L y s e n k o  a n d  M i l o r a d o v i c h  (1 9 6 6 )  i n d u c e d  a b o r t i o n  i n  11 o f  

18 p r e g n a n t  g u i n e a - p i g s ,  24 h o u r s  t o  6 d a y s  a f t e r  i n t r a p e r i t o n e a l , s u b 

c u t a n e o u s  a n d  r e c t a l  i n f e c t i o n  w i t h  C .  a l b i c a n s .  G e n e r a l i s e d  C ,  a l b i c a n s  

i n f e c t i o n  i n  g u i n e a - p i g s ,  a f f e c t i n g  m a i n l y  t h e  k i d n e y  a n d  h e a r t ,  w a s  

o b s e r v e d  b y  H u r l e y  a n d  F a u c i  ( 1 9 7 5 ) ,  f o l l o w i n g  i n t r a p e r  i t o n e a l  a n d  i n t r a 

v e n o u s  i n o c u l a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  g u i n e a - p i g  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  

r e f r a c t o r y  t o  i n f e c t i o n  w i t h  t h e  y e a s t  v i a  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t .  V o i s i n ,  

A e r t s ,  W a t t e l ,  T o n n e l  a n d  P e t i t p r e z  (1 9 7 1 )  i n o c u l a t e d  C . a l b i c a n s  b l a s t o -  

s p o r e s  i n t r a t r  a c h e  a l l y  i n t o  a  g r o u p  o f  g u i n e a - p i g s  a n d  f o u n d  t h a t  t h e  

y e a s t  w a s  p h a g o c y t o s e d  a n d  r a p i d l y  e l i m i n a t e d  f r o m  t h e i r  l u n g s .

T h e r e  i s  n o  r e c o r d  o f  n a t u r a l  c a s e s  o f  c a n d i d i a s i s  i n  g u i n e a - p i g s .

T w o  c a s e s  o f  s p o n t a n e o u s  n a t u r a l  o r a l  t h r u s h  i n  g u i n e a - p i g s  h a v e  b e e n  

d i a g n o s e d  a n d  a r e  d e s c r i b e d  h e r e .

C a s e s  5 a n d  6

T w o  m a l e ,  1 6 - m o n t h - o l d ^ p e t  g u i n e a - p i g s  w e r e  p r e s e n t e d  a t  t h e  

V e t e r i n a r y  H o s p i t a l .  T h e  a n i m a l s  l o o k e d  t o  b e  i n  g o o d  h e a l t h ,  b u t  t h e i r  

u p p e r  i n c i s o r s  w e r e  c o n t i n u a l l y  b r e a k i n g  o f f  a n d  t h e y  h a d  d i f f i c u l t y  i n  

e a t i n g .  B o t h  s h o w e d  c r u s t e d  l e s i o n s  o n  t h e  a n t e r i o r  r e g i o n  o f  t h e  u p p e r
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l i p s  a n d  d e g e n e r a t i o n  o f  t h e  u p p e r  i n c i s o r s  w h i c h  w e r e  d i s c o l o u r e d  w i t h  , 

b l a c k  d e b r i s  f i r m l y  a t t a c h e d  t o  t h e i r  i n n e r  s u r f a c e  a n d  p e n e t r a t i n g  t h e  

p e r i o d o n t a l  s p a c e  ( f i g s .  3 4 ,  3 5 ) .  O n  r e m o v a l  o f  t h e  d e b r i s ,  a  r a w ,  

n o n - b l e e d i n g  s u r f a c e  w a s  e x p o s e d  o n  t h e  g u m .

T h e  l e s i o n s  h a d  p e r s i s t e d  f o r  m o r e  t h a n  4 m o n t h s ,  d u r i n g  w h i c h  t i m e  

t h e  a n i m a l s  h a d  b e e n  t r e a t e d  t o p i c a l l y  t w i c e  p e r  d a y  w i t h  N y s t a n  ( S q u i b b )  

a n d  F u c i d i n e  H ( L e o  L a b o r a t o r i e s )  o i n t m e n t s  w h i c h  h a d  b e e n  p r e s c r i b e d  

b y  t h e  l o c a l  V e t e r i n a r y  S u r g e o n .

T h e  o w n e r ,  w h o  h a d  h a d  t h e  a n i m a l s  s i n c e  t h e y  w e r e  v e r y  y o u n g ,  

c o u l d  n o t  r e m e m b e r  a n y  i n j u r y  o r  d i s e a s e  c o n d i t i o n  w h i c h  m i g h t  h a v e  

p r e d i s p o s e d  t o  t h e  i n f e c t i o n  a n d ,  a s  f a r  a s  s h e  w a s  a w a r e ,  t h e r e  h a d  b e e n  

n o  p r i o r  t r e a t m e n t  w i t h  a n t i b i o t i c s .  T h e  a n i m a l s  w e r e  k e p t  o n  a  v a r i e d  

d i e t  o f  f r u i t s ,  v e g e t a b l e s ,  p o t a t o e s  a n d  b r e a d .  D r i n k i n g  w a t e r  w a s  n o t  

u s u a l l y  g i v e n .

W h e n  t h e  c o n d i t i o n  h a d  b e e n  d i a g n o s e d  a s  o r a l  c a n d i d i a s i s ,  N y s t a t i n  

o i n t m e n t  w a s  p r e s c r i b e d  f o r  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  t w i c e  d a i l y .  T h e  o w n e r  

w a s  a l s o  a d v i s e d  t o  c l e a n  t h e  a f f e c t e d  t e e t h  r e g u l a r l y .  A f t e r  3 m o n t h s  

o f  t r e a t m e n t ,  t h e  o w n e r  r e p o r t e d  t h a t  t h e  l i p  l e s i o n s  h a d  d i s a p p e a r e d  

a n d  t h e r e  w a s  a  m a r k e d  i m p r o v e m e n t  i n  t h e  m o u t h  l e s i o n s .  A t  h e r  • 

l a s t  r e p o r t ,  7 m o n t h s  a f t e r  t h e  t r e a t m e n t  w a s  b e g u n ,  t h e  t e e t h  h a d  n o t  

b r o k e n .

M i c r o b i o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n

O n  t h e  f i r s t  v i s i t  t o  t h e  H o s p i t a l ,  a  s w a b  w a s  t a k e n  f r o m  t h e  l i p  l e s i o n  

o f  o n e  o f  t h e  a n i m a l s  a n d  s u b m i t t e d  fo r .  b a c t e r i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n .  

C u l t u r e  g a v e  a  m i x t u r e  o f  b a c t e r i a ,  t h e  p r e d o m i n a n t  b a c t e r i a l  s p e c i e s  

b e i n g  S t a p h y lo c o c c u s  e p i d e r m i d i s  a n d  n u m e r o u s  c o l o n i e s  o f  a  y e a s t  w h i c h
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w a s  i d e n t i f i e d  a s  C .  a l b i c a n s .

O n  t h e  s e c o n d  v i s i t ,  a  w e e k  l a t e r ,  m a t e r i a l  f r o m  t h e  l i p  l e s i o n s ,  

d e b r i s  f r o m  i n s i d e  o r  a r o u n d  t h e  a f f e c t e d  i n c i s o r s  a n d  f a e c a l  s a m p l e s  

w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  e a c h  a n i m a l .  O n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  

s a m p l e s  f r o m  t h e  t e e t h ,  n u m e r o u s  b u d d i n g  y e a s t  c e l l s  a n d  p s e u d o h y p h a e  

w e r e  o b s e r v e d  i n  K O H  p r e p a r a t i o n s  a n d  i n  s m e a r s  s t a i n e d  b y  G r a m  ( f i g .

3 6 ) .  A s i m i l a r  r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  i n  m o u n t s  f r o m  t h e  l i p  l e s i o n  o f  o n e  

a n i m a l ;  t h e  o t h e r  w a s  n o t  e x a m i n e d  b y  m i c r o s c o p y  d u e  t o  s h o r t a g e  o f  

m a t e r i a l .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  f a e c e s  d i d  n o t  r e v e a l  t h e  p r e s 

e n c e  o f  h y p h a e  o r  p s e u d o h y p h a e ,  b u t  y e a s t - l i k e  c e l l s ' w e r e  s e e n .

C u l t u r e s  f r o m  a l l  s p e c i m e n s  f r o m  l i p  l e s i o n s ,  t o o t h  d e b r i s  a n d  f a e c e s  

y i e l d e d  p r o f u s e  g r o w t h  o f  a  y e a s t  w h i c h  w a s  i d e n t i f i e d  a s  C .  a l b i c a n s .

D I S C U S S I O N

C a n d i d a  a l b i c a n s  m a y  b e  p r e s e n t  a s  a  c o m m e n s a l  o n  t h e  m u c o u s  m e m 

b r a n e s  a n d  i n  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  o f  m a n  a n d  a n i m a l s ,  a n d ,  t h e r e f o r e ,  

t h e  i s o l a t i o n  o f  t h i s  y e a s t  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  m a y  n o t  a l w a y s  b e  

i n d i c a t i v e  o f  i n f e c t i o n .  D e f i n i t e  d i a g n o s i s  o f  c a n d i d i a s i s  r e q u i r e s  t h e  

d e m o n s t r a t i o n  i n  t i s s u e s  a n d  s p e c i m e n s  o f  b o t h  b l a s t o s p o r e s  a n d  p s e u d o 

h y p h a e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  w h i c h  i s  r e g a r d e d  a s  e v i d e n c e  o f  t r a n s f o r m a t i o n  

f r o m  t h e  h a r m l e s s  c o m m e n s a l  y e a s t  f o r m  to  t h e  i n v a s i v e  m y c e l i a l  f o r m  

( S o l t y s ,  1 9 6 3 ;  M a c k e n z i e ,  1 9 6 6 ;  M e r c h a n t  a n d  P a c k e r ,  1 9 6 7 ;  G e n t l e s  

a n d  L a  T o u c h e ,  1 9 6 9 ;  J u n g e r m a n  a n d  S c h w a r t z  m a n ,  1 9 7 2 ) .

A l t h o u g h  C . a l b i c a n s  i s  c a p a b l e  o f  c a u s i n g  p r i m a r y  i n f e c t i o n s ,  c a n d i d 

i a s i s  i s  m o s t  c o m m o n l y  e n c o u n t e r e d  a s  a  s u p e r  i n f e c t i o n  i n  c o m p r o m i s e d  

h u m a n  h o s t s .  P r e d i s p o s i n g  f a c t o r s  to  C a n d i d a  i n f e c t i o n  a r e  m a n y  a n d
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v a r i e d ,  i n c l u d i n g  l o n g - t e r m  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t ,  i m m u n o s u p p r e s s i v e  

t h e r a p y ,  d i a b e t e s  m e l l i t u s ,  a n d  d e b i l i t a t i n g  c o n d i t i o n s ,  e t c . ( W i n n e r  a n d  

H u r l e y ,  1 9 6 6 ;  W i n n e r ,  1 9 6 9 ;  A h e a r n ,  1 9 7 4 ) .  I t  i s  a l s o  r e c o g n i s e d  a s  

a  c o m p l i c a t i o n  o f  o p e n - h e a r t  s u r g e r y  a n d  o r g a n  t r a n s p l a n t  ( M c C o n n e l l  and 

R o b e r t s ,  1 9 6 7 ;  C o n w a y ,  K o t h a r i ,  H o c k e y  a n d  Y a c o u b ,  1 9 6 8 ;  M u r r a y ,  

B u c k l e y  a n d  T u r n e r ,  1 9 6 9 ;  E v a n s  a n d  F o r s t e r ,  1 9 7 6 ) ;  a n d  a s  a  c o m 

p l i c a t i o n  o f  b u r n s  ( M a c M i l l a n ,  H a w  a n d  H o l d e r ,  1 9 7 2 ;  H o l d e r ,  K o z i n  

a n d  L a w  , 1 9 7 7 ) .

In  a n i m a l s ,  C a n d i d a  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  p r o l o n g e d  a n t i 

b i o t i c  t r e a t m e n t  ( M i l l s  a n d  H i r t h ,  1 9 6 7 ) ,  a n t i b i o t i c  r e s i d u e s  i n  a n i m a l  

f e e d  ( Q u i n ,  1 9 5 2 ) ,  p o o r  h u s b a n d r y  ( B a k e r  a n d  C a d m a n ,  1 9 6 3 )  a n d  a s  a  

s u p e r  i n f e c t i o n  to  o t h e r  d i s e a s e s ,  s u c h  a s  g a s t r i c  m u c o r m y c o s i s  i n  p i g s  

( G i t t e r  a n d  A u s t w i c k ,  1 9 5 9 ) .

D r o u h e t  ( 1 9 6 9 )  s t u d i e d  t h e  i n  v i v o  e f f e c t  of  p r o l o n g e d  a d m i n i s t r a t i o n  

o f  a n t i b a c t e r i a l  a n t i b i o t i c s  i n  r e l a t i o n  to  e x p e r i m e n t a l  o r a l  a n d  s y s t e m i c  

c a n d i d i a s i s  i n  g u i n e a - p i g s ,  r a b b i t s  a n d  d o g s .  H e  c o n c l u d e d  t h a t  a n t i 

b a c t e r i a l  a n t i b i o t i c s  e n h a n c e  t h e  d e v e l o p m e n t  of  C . a l b i c a n s  i n  t h e  m u c o u s  

m e m b r a n e s ,  a n d  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  a n d  s e v e r i t y  

o f  c a n d i d i a s i s .  H e  s t a t e d  t h a t  e x p e r i m e n t a l  t h r u s h  i n  t h e  g u i n e a - p i g  

a n d  r a b b i t  a n d  C a n d i d a  e n d o c a r d i t i s  i n  t h e  d o g , a p p e a r  o n l y  a f t e r  a  

p r e p a r a t o r y  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n .  H i s  h y p o t h e s i s  

w a s  t h a t  t h e  s u p p r e s s i o n  o f  t h e  c o m p e t i t i v e  a l i m e n t a r y  b a c t e r i a l  f l o r a  

u p s e t s  t h e  b a c t e r i a - y e a s t  e q u i l i b r i u m  i n  f a v o u r  o f  t h e  l a t t e r ,  l e a d i n g  to  

o p p o r t u n i s t i c  p a t h o l o g i c a l  c o m p l i c a t i o n s ;  a n d  t h a t  t h e  a n t i b a c t e r i a l  a n t i 

b i o t i c s  i n h i b i t  a n t i b o d y  s y n t h e s i s  a n d  p h a g o c y t i c  a c t i v i t y ,  t h u s  r e d u c i n g  

t h e  h o s t  r e s i s t a n c e  t o  C .  a l b i c a n s  i n f e c t i o n .
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In  t h e  2 c a s e s  o f  o r a l  t h r u s h  i n  t h e  g u i n e a - p i g -  s t u d i e d  h e r e ,  i t  a p p e a r s  

t h a t  C .  a l b i c a n s  w a s  t h e  c a u s e  o f  t h e  c o n d i t i o n s ,  a n d  n o  e v i d e n c e  o f  p r e 

d i s p o s i t i o n  c o u l d  b e  d i s c e r n e d .  T h e  y e a s t  w a s  d e m o n s t r a t e d  m i c r o 

s c o p i c a l l y  i n  t h e  l e s i o n s  i n  b o t h  t h e  y e a s t  a n d  m y c e l i a l  f o r m s  a n d  w a s  ■ 

i s o l a t e d  i n  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  a l l  s p e c i m e n s  f r o m  b o t h  g u i n e a - p i g s .

S t a p h y l o c o c c u s  e p i d e r m i d i s  w a s  t h e  m a i n  b a c t e r i a l  i s o l a t e  f r o m  t h e  l i p  

l e s i o n  of  o n e  o f  t h e  a n i m a l s .  H o w e v e r ,  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  i t  w a s  c a u s i n g  

t h e  i n f e c t i o n ;  i t  i s  r e g a r d e d  a s  a  n o n - p a t h o g e n  c o m m o n l y  o c c u r r i n g  a s  a  

c o m m e n s a l  o n  t h e  s k i n  o f  m a n  a n d  a n i m a l s  ( B u x t o n  a n d  F r a s e r ,  1 9 7 7 ) .

I t  m i g h t  h a v e  b e e n  a  c o n t a m i n a n t  f r o m  t h e  a n i m a l  s k i n .

T h e  m o u t h  l e s i o n s  i n  t h e s e  2 c a s e s  a r e  r e m a r k a b l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  

u s u a l  m o i s t ,  c r e a m y ,  c u r d - l i k e  p a t c h e s  o n  i n f l a m e d  m u c o u s  m e m b r a n e s ,  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  o r a l  t h r u s h  i n  m a n  a n d  a n i m a l s .  T h e  m a i n  s y m p t o m s  

w e r e  b r e a k i n g  o f f  o f  t h e  i n c i s o r  t e e t h ,  w i t h  b l a c k  d e b r i s  s t i c k i n g  to  t h e i r  

s u r f a c e s  a n d  d r y ,  c r u s t e d  l e s i o n s  o n  t h e  l i p s .  A  s l i g h t l y  h y p e r a e m i c  

a r e a  w a s  p r e s e n t  o n  t h e  g u m , o n  r e m o v a l  o f  t h e  t o o t h  d e b r i s .

C a n d i d a  a l b i c a n s  h a s  b e e n  f o u n d ,  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  to  b e  p a r t  of  

t h e  n o r m a l  o r a l  y e a s t  f l o r a  o f  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s .  I t  m a y  b e  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  i n f e c t i o n  i n  t h e  2 g u i n e a - p i g s  m i g h t  h a v e  b e e n  o f  e n d o g e n o u s  

o r i g i n .  B u t  w h a t  c a u s e d  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  l e s i o n s  i n  b o t h  a n i m a l s  a t  

t h e  s a m e  t i m e  f o r  t h e  s a m e  d u r a t i o n  i s  n o t  c l e a r .  A s i m i l a r  c a s e  o f  

p r i m a r y  C a n d i d a  i n f e c t i o n  i n  a  g u i n e a - p i g  w a s  d i a g n o s e d  b y  L a u d e r  a n d  

D a w s o n  ( 1 9 7 9 ;  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) ,  w h o  o b s e r v e d  t h r u s h - l i k e  

l e s i o n s  i n  a  y o u n g  g u i n e a - p i g  d u e  to  C .  a l b i c a n s , w i t h  l a b o r a t o r y  f i n d i n g s  

s i m i l a r  to  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  t h e s e  c a s e s .  N o  u n d e r l y i n g  a b n o r m a l i t y  

w a s  d e t e c t e d  t h e n .
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A c c o r d i n g  to  t h e  o w n e r  o f  t h e  2 g u i n e a - p i g s ,  t o p i c a l  t r e a t m e n t  w a s  

e f f e c t i v e ;  t h e  s c a b s  o n  t h e  l i p s  d i s a p p e a r e d  a n d  t h e  t e e t h  h a d  n o t  b r o k e n  

f o r  m o r e  t h a n  7 m o n t h s  a f t e r  s t a r t i n g  t h e  t r e a t m e n t .  B e c a u s e  o f  t h e  

w e l l - d o c u m e n t e d  s p e c i f i c i t y  o f  N y s t a t i n  a s  a n  a n t i - C a n d i d a  a l b i c a n s  a n t i 

b i o t i c  ( K u t t i n ,  B e e m e r  a n d  M e r o z ,  1 9 7 6 ;  B e v e r i d g e ,  F a i r b u r n ,  F i n n ,  

S c o t t ,  S t e w a r t  a n d  S u m m e r l y ,  1 9 7 7 ) ,  t h i s  c u r e  i s  y e t  a  f u r t h e r  e v i d e n c e  

t h a t  C .  a l b i c a n s  w a s  t h e  c a u s e  o f  p r i m a r y  i n f e c t i o n  i n  t h e s e  2 c a s e s .
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F i g s .  3 4 - 3 6 :  O r a l  c a n d i d i a s i s  i n  g u i n e a - p i g s .

F i g .  34 :  T o o t h  l e s i o n s

B l a c k  d e b r i s  o n  t h e  i n s i d e  s u r f a c e  o f  t h e  u p p e r  i n c i s o r s  a n d  

i n  t h e  p e r i o d o n t a l  s p a c e  ( l e f t ) ;  r a w ,  n o n - b l e e d i n g  s u r f a c e  o n  

t h e  g u m  o n  r e m o v a l  o f  d e b r i s  ( r i g h t ) .
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Fig .  35: Lip le s ion

Crusty and scaly lesion  on the upper lip (arrow)

Fig. 36:

Gram “Stained sm ear from the tooth lesion  in F ig . 34. 

Hyphal fragments and blastospores were present amid 

the debris; Gram - negative bacilli were also v is ib le ,

( x  1000)
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S T U D I E S  O N  S O M E  B L A C K  Y E A S T S

1 9 2



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

B l a c k  y e a s t s  a r e  a  g r o u p  o f  o l i v a c e o u s  to  b l a c k  p i g m e n t e d  f u n g i  t h a t  

b e l o n g  to  t h e  F a m i l y  D e m a t i a c e a e .  T h e  t e r m  b l a c k  y e a s t  i s  d e r i v e d  

f r o m  t h e  f a c t  t h a t  s o m e  o f  t h e m  e x h i b i t  i n i t i a l l y  a  y e a s t - l i k e  g r o w t h  

w h i c h  e v e n t u a l l y  b e c o m e s  f i l a m e n t o u s .

A j e l l o  (1 9 7 7 )  h a s  d e s c r i b e d  b l a c k  y e a s t s  a s  " d e m a t i a c e o u s , f i l a m e n 

t o u s  f u n g i  w h i c h ,  i n  c e r t a i n  s t a g e s  o f  t h e i r  d e v e l o p m e n t  a n d  u n d e r  c e r t a i n  

e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  h a v e  a  u n i c e l l u l a r  p h a s e  d u r i n g  w h i c h  m u l t i 

p l i c a t i o n  i s  b y  a  b u d d i n g  p r o c e s s .  T h e  c o l o n i e s  a t  t h i s  s t a g e  a r e  p a s t y  

w i t h  s o m e  s h a d e s  of  b l a c k " .  A l t h o u g h  a l l  b l a c k  y e a s t s  a r e  b y  d e f i n i t i o n  

d e m a t i a c e o u s  f u n g i ,  n o t  a l l  s u c h  f u n g i  a r e  b l a c k  y e a s t s ;  b e c a u s e  n o t  a l l  

o f  t h e m  e x h i b i t  a n  i n i t i a l  y e a s t - l i k e  g r o w t h .  B l a c k  y e a s t s  a r e  o f  i n t e r 

e s t  t o  m e d i c a l  m y c o l o g i s t s  b e c a u s e  s o m e  a r e  p o t e n t i a l l y  p a t h o g e n i c  to  

h u m a n s ,  a n d  c a n  c a u s e  d i s e a s e s  t h a t  r a n g e  i n  s e v e r i t y  f r o m  t h e  m i l d  a n d  

s u p e r f i c i a l  t o  t h o s e  w h i c h  i n v o l v e  v i t a l  o r g a n s  a n d  h e n c e  j e o p a r d i s e  t h e  

l i f e  o f  t h e i r  h o s t s  ( A j e l l o ,  1 9 7 7 ) .

T h i s  g r o u p  o f  f u n g i  m a i n l y  c a u s e s  s u b c u t a n e o u s  a n d  l o c a l i s e d  d i s e a s e s  

s u c h  a s  c h r o m o b l a s t o m y c o s i s ,  p h a e o h y p h o m y c o s i s  , m y c e t o m a  a n d  t i n e a  

n i g r a .  I n f e c t i o n  i n  t h e s e  d i s e a s e s  u s u a l l y  r e s u l t s  f r o m  c o n t a m i n a t i o n  

o f  t r a u m a t i s e d  s k i n  f r o m  s o i l ,  w o o d  a n d  d e c a y i n g  v e g e t a t i o n  w h e r e  

t h e s e  o r g a n i s m s  a b o u n d .  A t  l e a s t  o n e  b l a c k  y e a s t ,  F o n s e c a e a  d e r m a -  

t i t i d i s  i s  k n o w n  to  b e  n e u r o t r o p i c ,  c a u s i n g  c e r e b r a l  a b s c e s s e s .  In  

s o m e  s y s t e m i c  i n f e c t i o n s ,  p a r t i c u l a r l y  t h o s e  i n v o l v i n g  t h e  b r a i n ,  i t  

h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p r i m a r y  s i t e  o f  i n f e c t i o n  m i g h t  b e  p u l m o n -  - 

a r y  ( R i p p o n ,  1 9 7 4 ) .

A l t h o u g h  b l a c k  y e a s t s  a r e  w e l l  r e c o g n i s e d  a s  d i s e a s e  a g e n t s  i n  m a n .
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l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e i r  s p o n t a n e o u s  i n f e c t i v i t y  to  d o m e s t i c  a n i m a l s .  

T w o  c a s e s  o f  c h r o m o m y c o s i s  w e r e  r e p o r t e d  i n  d o m e s t i c  a n i m a l s ,  o n e  

i n  a  d o g  a n d  t h e  o t h e r  i n  a  h o r s e .  H o s k i n s ,  Lacroix and Mayer  (1959) descr ibed 

a  c a s e  i n  a  f i v e  y e a r  o l d  m a l e  d o g ,  i n  w h i c h  t h e  f i r s t  v i s i b l e  s i g n  w a s  a  

b l a c k  p i g m e n t e d  n o d u l e  b e t w e e n  t h e  t o e s  o f  t h e  r i g h t  f o r e f o o t .  T h e  

l e s i o n  p e r s i s t e d  a n d  a f t e r  t w o  y e a r s  t h e  p r e s c a p u l a r  l y m p h  n o d e  b e c a m e  

e n l a r g e d  a n d  w a s  f o u n d ,  o n  i n c i s i o n ,  to  b e  f i r m  a n d  t h e  c u t  s u r f a c e  c o n 

t a i n e d  n u m e r o u s  b r o w n  a n d  b l a c k  f o c i .  S i m p s o n  ( 1 9 6 6 )  r e p o r t e d  a  c a s e  

i n v o l v i n g  t h e  s k i n  o f  t h e  v e n t r a l  n e c k  r e g i o n  a n d  t h e  v e n t r a l  t h o r a c i c  a r e a  

o f  a  t w e l v e  y e a r  o l d  P a l o m i n o  g e l d i n g .  T h e  l e s i o n s  c o n s i s t e d  o f  m u l t i p l e  

n o d u l e s  w h i c h  p e r i o d i c a l l y  b r o k e  o p e n  a n d  d r a i n e d .  B r o w n  s e p t a t e  

h y p h a e  a n d  b u d d i n g  b o d i e s  w e r e  h i s t o l o g i c a l l y  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  g r a n u 

l o m a t o u s  l e s i o n s .  H o w e v e r ,  t h e  d e m a t i a c e o u s  f u n g i  i n c r i m i n a t e d  i n  

b o t h  c a s e s  w e r e  i d e n t i f i e d  o n l y  a s  H o r m o d e n d r u m  . I t  i s  d i f f i c u l t ,  

t h e r e f o r e ,  to  s p e c u l a t e  w h e t h e r  b l a c k  y e a s t s  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h o s e  

c a s e s  o r  n o t .

T h e r e  a r e  a  f e w  r e p o r t s  i n c r i m i n a t i n g  b l a c k  y e a s t s  a s  d i s e a s e  a g e n t s  

i n  f r o g s  . F r a n k  a n d  R o e s t e r  ( 1 9 7 0 )  i s o l a t e d  F . d e r m a t i t i d i s  f r o m  a  

f r o g  w i t h  c u t a n e o u s  l e s i o n s ,  a n d  s t a t e d  t h a t  a m p h i b i a  w e r e  c a r r i e r s  o f  

H o r m o d e n d r u m  ( H o r m i s c i u m )  d e r m a t i t i d i s .  F l k a n  a n d  P h i l p o t  (197  3) 

i s o l a t e d  a  P h i a l o p h o r a  s p . , " p r o b a b l y  P .  g o u g e r o t i i " f r o m  f r o g s  s u f f e r 

i n g  f r o m  s k i n  c o n d i t i o n s ,  b u t  t h e y  w e r e  n o t  s u r e  i f  i t  w a s  t h e  p a t h o g e n .  

T h e  p a u c i t y  o f  c a s e  r e p o r t s  of  b l a c k  y e a s t  i n f e c t i o n s  i n  a n i m a l s  m a y  b e  

d u e  t o  l a c k  o f  r e c o g n i t i o n  r a t h e r  t h a n  t h e  a b s e n c e  o f  d i s e a s e  c o n d i t i o n s  

c a u s e d  b y  t h e s e  f u n g i .

T h e r e  i s  a  g r e a t  d e a l  o f  c o n t r o v e r s y  r e g a r d i n g  t h e  t a x o n o m y  of
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d e m a t i a c e o u s  f u n g i  a n d  m u c h  c o n f u s i n g  n o m e n c l a t u r e .  It  i s  n o t  u n c o m 

m o n  to  f i n d  t h a t  a  d e m a t i a c e o u s  f u n g u s  i s  g i v e n  d i f f e r e n t  n a m e s  b y  t h e  

s a m e  a u t h o r .  T h i s  r e f l e c t s  t h e  p r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  i n  s t u d y i n g  a n d  

i n t e r p r e t i n g  t h e  m i c r o s c o p i c  m o r p h o l o g y  of  t h e s e  o r g a n i s m s .  R i p p o n  

( l 9 7 4 )  s t a t e d  t h a t  " t h e  t a x o n o m y  o f  t h e  a g e n t s  o f  c h r o m o m y c o s i s  

( d e m a t i a c e o u s  f u n g i )  h a s  b e e n  o n e  o f  t h e  m o s t  c o n f u s i n g  i n  t h e  f i e l d  o f  

m e d i c a l  m y c o l o g y " .

C u r r e n t l y ,  t h r e e  g e n e r h  a r e  r e c o g n i s e d  i n  m e d i c a l  m y c o l o g y ,  n a m e l y ,  

P h i a l o p h o r a , C l a d o s p o r i u m  a n d  F o n s e c a e a  ( R i p p o n ,  1 9 7 4 ;  H a l e y  a n d  

C a l l a w a y ,  1 9 7 8 ) .  In  v i v o ,  t h e s e  f u n g i  a r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  e a c h  

o t h e r .  A l l  o c c u r  a s  b r o w n  p i g m e n t e d  b r a n c h i n g  s e p t a t e  h y p h a e  a n d / o r  

p l a n t a t e - d i v i d i n g , r o u n d e d  b o d i e s  ( s c l e r o t i c  b o d i e s )  i n  t i s s u e s ,  s k i n  

s c r a p i n g s  a n d  e x u d a t e s  ( R i p p o n ,  1 9 7 4 ;  H a l e y  a n d  C a l l a w a y ,  1 9 7 8 ) ,

H e n c e ,  t h e i r  s p e c i f i c  i d e n t i f i c a t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  s t u d y  o f  t h e i r  c u l t u r a l  

c h a r a c t e r i s t i c s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e i r  t y p e s  o f  s p o r u l a t i o n ,  p e r c e n t a g e  o f  

s p o r e  t y p e s  p r e s e n t  a n d  d e t a i l s  o f  s p o r e  p r o d u c t i o n .  A t  p r e s e n t ,  

t h r e e  g e n e r a l  t y p e s  o f  s p o r u l a t i o n  a r e  r e c o g n i s e d  i n  m e d i c a l  m y c o l o g y  

( R i p p o n ,  1 9 7 4 ;  H a l e y  a n d  C a l l a w a y ,  1 9 7 8 ) ,

I n  t h e  P h i a l o p h o r a  t y p e  of  s p o r u l a t i o n ,  t h e r e  i s  a  d i s t i n c t  c o n i d i o -  

p h o r e  c a l l e d  a  p h i a l i d e  , w h i c h  o c c u r s  t e r m i n a l l y  o r  a l o n g  t h e  h y p h a ,

( f i g ,  37 ) .  T h e  p h i a l i d e  i s  g e n e r a l l y  f l a s k - s h a p e d ,  w i t h  a  r o u n d e d ,  

o v a l ,  o r  e l o n g a t e  b a s e ,  a  c o n s t r i c t e d  n e c k  a n d  a n  o p e n i n g  t h a t  m a y  h a v e  

a  f l a r i n g  c o l l a r e t t e  a n d  l i p .  T h e  c o n i d i a  a r e  f o r m e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  

f l a s k  ( s e m i e n d o g e n o u s  s p o r u l a t i o n )  a n d  a r e  e x t r u d e d  t h r o u g h  t h e  n e c k .  

T h e y  m a y  a c c u m u l a t e  a r o u n d  t h e  n e c k  a r e a ,  r e s e m b l i n g  " f l o w e r s  i n  a  

v a s e " .  T h e  c o n i d i a  a r e  o v a l ,  s m o o t h - w a l l e d , h y a l i n e  a n d  h a v e  n o
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a t t a c h m e n t  s c a r s .

In  t h e  R h i n o c l a d i e l l a  ( A c r o t h e c a )  t y p e ,  t h e  c o n i d i o p h o r e s  a r e  s i m p l e  

a n d  s o m e t i m e s  n o t  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  t h e  v e g e t a t i v e  h y p h a e .  O v a l  c o n 

i d i a  a r e  p r o d u c e d  i r r e g u l a r l y  o n  t h e  t i p  a n d  a l o n g  t h e  s i d e s  o f  t h e  c o n i d i o 

p h o r  e ( a c r o p l e u r o g e n o u s  s p o r u l a t i o n )  . ( f i g . 38 ) .  T h e y  a r e  u s u a l l y  s i n g l e  

a n d  d o  n o t  b u d .  H o w e v e r ,  o c c a s i o n a l l y  c h a i n s  f o r m e d  b y  b u d d i n g  a n d  

t r a n s i t i o n  to  t h e  C l a d o s p o r i u m  t y p e  s p o r u l a t i o n  a r e  s e e n .  W h e n  t h e  

c o n i d i a  a r e  d e t a c h e d ,  s m a l l  b u d  s c a r s  c a n  b e  f o u n d  o n  t h e  c o n i d i o p h o r e  , 

a n d  t h e r e  i s  a  s i n g l e  s c a r  ( s p i c u l a )  o n  t h e  s p o r e  a t  t h e  a t t a c h m e n t  s i t e .

T h e  C l a d o s p o r i u m  ( H o r m o d e n d r u m )  t y p e  o f  s p o r u l a t i o n  i s  c h a r a c t e r 

i s e d  b y  a  s i m p l e  s t a l k  t h a t  s e r v e s  a s  a  c o n i d i o p h o r e  ( f ig  .39 ) .  I t  i s  

u s u a l l y  s l i g h t l y  e n l a r g e d  a t  t h e  d i s t a l  e n d .  T w o  o r  m o r e  s p o r e s  a r e  

f o r m e d  a t  t h e  t i p .  T h e s e  i n  t u r n  b u d  a n d  f o r m  s e c o n d a r y  s p o r e s  a t  

t h e i r  d i s t a l  p o l e s  ( a c r o p e t a l o u s  s p o r u l a t i o n ) .  S p o r u l a t i o n  c o n t i n u e s  

w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  l o n g  c h a i n s .  T h e  y o u n g e s t  s p o r e  i s  t h e  o n e  m o s t  

d i s t a l  to  t h e  c o n i d i o p h o r e  . D e t a c h e d  s p o r e s  s h o w  a  t h i c k e n i n g  o r  s c a r ,  

c a l l e d  a  d i s j u n c t o r ,  w h e r e  t h e y  w e r e  c o n n e c t e d  t o  t h e  o t h e r  s p o r e s .

A l l  o f  t h e  s p o r e s  i n  t h e  c h a i n  w i l l  h a v e  t w o  o r  t h r e e  d i s j u n c t o r  s c a r s ,  

e x c e p t  t h e  t e r m i n a l  s p o r e  w h i c h  w i l l  h a v e  o n e .  A s p o r e  h a v i n g  t h r e e  

d i s j u n c t o r  s i s  d e s c r i b e d  a s  "  s h i e l d - s h a p e d "  .

W h i l e  m e m b e r s  o f  t h e  g e n e r a  P h i a l o p h o r a  a n d  C l a d o s p o r i u m  s p o r u l a t e  

a l m o s t  e x c l u s i v e l y  b y  t h e  p h i a l o p h o r a  a n d  c l a d o s p o r i u m  t y p e s  r e s p e c t i v e l y ,  

m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  F  o n s e c a e a  m a y  p r o d u c e  m o r e  t h a n  o n e  t y p e  o f  

s p o r u l a t i o n ,  t h e  p r o p o r t i o n s  v a r y i n g  w i t h  t h e  s t r a i n  a n d  m e d i a  u s e d  

f o r  g r o w t h .

A  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  o n  s o m e  b l a c k  y e a s t s ,  i s o l a t e d  f r o m  a n i m a l
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s o u r c e s ,  t o  d e t e r m i n e  t h e i r  c u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s ,  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  

p a t h o g e n e s i s  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s .  T h e  i d e n t i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  

a d o p t e d  w e r e  t h o s e  o f  R i p p o n  ( 1 9 7 4 )  a n d  H a l e y  a n d  C a l l a w a y  ( 1 9 7 8 ) .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

O r  g a n i s m  s

T h r e e  i s o l a t e s  w e r e  s t u d i e d  : V 4 1 3  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a  t o n g u e  u l c e r

a n d  o e d e m a t o u s  t i s s u e  o f  a  d o g ;  V 4 3 6  f r o m  a  n e c r o t i c  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  

a d h e r i n g  to  t h e  p l e u r a  in  a  d o g  w i t h  p l e u r i s y  a n d  V 4 9 7  f r o m  a  s u b c u t a n 

e o u s  s u b l i n g u a l  u l c e r  i n  a  p o n y .  A l t h o u g h  t h e  i s o l a t e s  w e r e  r e c o v e r e d  

i n  q u a n t i t y  i n  c u l t u r e ,  n o n e  o f  t h e m  c o u l d  b e  e s t a b l i s h e d  a s  t h e  c a u s e  of  

t h e  d i s e a s e  c o n d i t i o n  i n  q u e s t i o n ,  s i n c e  t h e y  w e r e  n o t  m i c r o s c o p i c a l l y  

d e m o n s t r a b l e  i n  t h e  l e s i o n s .

I s o l a t e s  w e r e  p r o v i s i o n a l l y  i d e n t i f i e d  a n d  s e n t  to  t h e  C o m m o n w e a l t h  

M y c o l o g i c a l  I n s t i t u t e  ( C M I ) ,  S u r r e y ,  E n g l a n d ^ f o r  c o n f i r m a t i o n .  T h e  

H e r b a r i u m  n u m b e r s  a r e  I M I  2 3 5 7 9 3  ( V 4 1 3 ) ,  I M I  2 3 5 7 9 4  ( V 4 9 7 )  a n d  

I M I  2 3 5 7 9 5  ( V 4 3 6 ) .

C U L T U R A L  C H A R A C T E R I S T I C S  

M a c r o s c o p i c  m o r p h o l o g y

C o l o n i a l  a p p e a r a n c e s  a n d  r a t e s  o f  g r o w t h  w e r e  s t u d i e d  o n  S a b o u r a u d  

d e x t r o s e  a g a r  (SDA)  a n d  p o t a t o  d e x t r o s e  a g a r  ( P D A ) .  P l a t e s  w e r e  

p o i n t - i n o c u l a t e d  f r o m  y o u n g  ( 3 - 4  d a y s  o l d )  y e a s t - p h a s e  c u l t u r e s  a n d  

i n c u b a t e d  a t  2 8  C w i t h  f r e q u e n t  e x a m i n a t i o n  f o r  4  w e e k s .  A t  t h i s  

t i m e ,  c o l o n i a l  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  d e s c r i b e d ,  r a t e s  o f  g r o w t h  d e t e r 

m i n e d  a n d  p l a t e s  w e r e  l e f t  o n  t h e  b e n c h  f o r  a n  e x t r a  4  w e e k s  b e f o r e  

f i n a l  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n .  S t r e a k  c u l t u r e s  w e r e  a l s o  m a d e  o n

197



SDA a n d  P D A  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  28 C f o r  2 w e e k s  to  s t u d y  t h e  p i g 

m e n t a t i o n  a n d  c o n s i s t e n c y  of  t h e  y e a s t - p h a s e s  . C o l o u r  m a t c h i n g s  a n d  

c o l o n i a l  m o r p h o l o g y  w e r e  d e s c r i b e d  a c c o r d i n g  to  R a y n e r  (1 9 7 0 )  a n d  

O f c e n a s e k  a n d  D v o r a k  ( 1 9 7 3 ) ,  r e s p e c t i v e l y .

M i c r o s c o p i c  m o r p h o l o g y

T y p e s  of  s p o r u l a t i o n  a n d  s p o r e  s i z e s  w e r e  s t u d i e d  o n  s l i d e - c u l t u r e  s . 

B l o c k s  o f  SDA a n d  P D A  2 x  2 c m .  w e r e  i n o c u l a t e d  f r o m  y o u n g  c u l t u r e s ,  

c o v e r  s l i p s  a p p l i e d ,  a n d  i n c u b a t i o n  c a r r i e d  o u t  a t  2 8 ° C  i n  p e t r i  d i s h e s  

c o n t a i n i n g  m o i s t  f i l t e r  p a p e r s ,  w i t h  w e e k l y  e x a m i n a t i o n ,  f o r  6 w e e k s .  

T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  t h e n  m o u n t e d  i n  l a c t o p h e n o l  f o r  e x a m i n a t i o n .  

T e a s e d  p r e p a r a t i o n s  f r o m  8 w e e k  o l d  p i n - p o i n t  c u l t u r e s  w e r e  a l s o  e x a m 

i n e d  f o r  t y p e s  o f  s p o r u l a t i o n ,  i n  l a c t o p h e n o l - c o t t o n - b l u e  m o u n t s .

o o
G r o w t h  a t  37 C a n d  4 3  C

S t r e a k  c u l t u r e s  w e r e  s e t  u p  o n  SDA p l a t e s ,  f r o m  y o u n g  c u l t u r e s  o f  t h e

o
3 i s o l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  37 C f o r  1 - 3  w e e k s .

V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  w e r e  c u l t u r e d  o n  SDA s l a n t s  i n  u n i v e r s a l  b o t t l e s  a n d  

i n c u b a t e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a d j u s t e d  to  a  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  o f  4 3 ° C  f o r

4  w e e k s .

T h e r m o t o l e r a n c e

Y e a s t s  w e r e  g r o w n  i n  g l u c o s e - p e p t o n e  b r o t h  a t  28  C f o r  4  d a y s ,  t h e n

a f t e r  t h o r o u g h  m i x i n g ,  4  m l  w e r e  d i s p e n s e d  i n t o  s t e r i l e  b i j o u  b o t t l e s ,

o o o o
w a r m e d  a t  37 C f o r  10 m i n u t e s ,  a n d  t h e n  h e l d  a t  56 C , 60  C a n d  7 0  C

i n  a  w a t e r  b a t h .  S a m p l e s  w e r e  t a k e n  f o r  2 h o u r s  a t  h a l f  h o u r  i n t e r v a l s ,

w h e n  0 . 5  m l  f r o m  e a c h  c u l t u r e  a t  e a c h  t e m p e r a t u r e  w e r e  s t r e a k e d  o n

SDA p l a t e s .  V i a b i l i t y  w a s  t e s t e d  f o r  b y  i n c u b a t i o n  a t  28  C f o r  1 w e e k .

T h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  b r o t h  w a s  r e - i n c u b a t e d  a t  2 8 ^ C  f o r  4 d a y s  a n d  t h e n
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t e s t e d  f o r  v i a b i l i t y .

G e l a t i n  l i q u e f a c t i o n

G e l a t i n  g e l s  i n  u n i v e r s a l s  w e r e  i n o c u l a t e d  f r o m  y o u n g  c u l t u r e s ,  u s i n g

o
a  s t r a i g h t  w i r e ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  24 C f o r  2 w e e k s ,  a t  w h i c h  t i m e  t h e

o
b o t t l e s  w e r e  p l a c e d  a t  4 C f o r  1 5 - 3 0  m i n u t e s  a n d  e x a m i n e d  f o r  l i q u e 

f a c t i o n .

U r e a  h y d r o l y s i s

o
S l a n t s  o f  C h r i s t e n s e n ' s  u r e a  a g a r  w e r e  i n o c u l a t e d ,  i n c u b a t e d  a t  2 8  C 

a n d  e x a m i n e d  d a i l y  f o r  u r e a s e  p r o d u c t i o n .

M O U S E  P A T H O G E N I C I T Y

I n o c u l a

o
I s o l a t e s  w e r e  g r o w n  o n  SDA s l a n t s  a t  28 C f o r  4  d a y s ,  h a r v e s t e d  a n d  

w a s h e d  3 t i m e s  i n  s t e r i l e  n o r m a l  s a l i n e  (SNS) b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0  

r p m  f o r  5 m i n u t e s .  W e t  m o u n t s  w e r e  e x a m i n e d  t o  e n s u r e  t h a t  a l l  

o r g a n i s m s  w e r e  i n  t h e  y e a s t  p h a s e .  C e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  t h e n  m a d e  

i n  SN S a n d  a d j u s t e d  to  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 x 1 0  c e l l s / m l ,  b y  

h a e m o c y t o m e t e r  c o u n t s .

A n i m a l s

T h r e e - m o n t h - o l d  B L A B  C w h i t e  m i c e  w e r e  u s e d  f o r  t h e  p a t h o g e n i c i t y  

s t u d y .

N i n e  m i c e  w e r e  u s e d  p e r  i s o l a t e :  3 w e r e  i n f e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y

5
w i t h  2 X 10 y e a s t  c e l l s  i n  0 . 2 m l  S N S ,  3 s u b c u t a n e o u s l y  i n  t h e  a b d o m i -

5
n a l  r e g i o n  w i t h  1 x  10 c e l l s  i n  0 . 1  m l  SN S a n d  3 i n t r a v e n o u s l y  i n t o

5
t h e  t a i l  v e i n  w i t h  1 x 1 0  c e l l s  i n  0 .  1 m l  S N S .

A n i m a l s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  s y m p t o m s  o f  i l l n e s s  a n d  m o r t a l i t y .  A f t e r
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d e a t h ,  h e a r t  b l o o d ,  l u n g s ,  l i v e r ,  s p l e e n ,  k i d n e y s ,  b r a i n ,  s p i n a l  c o r d

a n d  g r o s s  l e s i o n s  f r o m  o t h e r  s i t e s  w e r e  c u l t u r e d  o n  p l a t e s  o f  SDA c o n -

o
t a i n i n g  c h l o r a m p h e n i c o l  a n d  i n c u b a t e d  a t  28 C f o r  7 d a y s .  K O H  p r e 

p a r a t i o n s  a n d  G r a m - s t a i n e d  s m e a r s  w e r e  p r e p a r e d .  P o r t i o n s  f r o m  

o r g a n s  a n d  t i s s u e s  o f  s o m e  m i c e  w e r e  f i x e d  i n  1 0 % n e u t r a l  b u f f e r e d  

f o r m a l i n ,  s e c t i o n s  c u t  t o  4  ny.*- t h i c k n e s s  a n d  s t a i n e d  w i t h  H & E  a n d  

P . A . S .

R E S U L T S

C o l o n i a l  m o r p h o l o g y  o f  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7

T h e s e  i s o l a t e s  i n i t i a l l y  e x h i b i t e d  y e a s t - l i k e  g r o w t h  a n d  r e m a i n e d  i n  

t h a t  p h a s e  f o r  1 0 - 1 4  d a y s ,  b e f o r e  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  f i l a m e n t o u s  

p h a s e .  In  s t r e a k  c u l t u r e s  o n  S D A ,  b o t h  i s o l a t e s  g r e w  a s  s m o o t h ,  

m o i s t ,  o l i v e  g r e e n  t o  b l a c k  c o l o n i e s  ( f i g s .  4 0 ,  4 2 ) ,  p r o d u c i n g  a  d i f f u s e  

o l i v a c e o u s  p i g m e n t ,  w i t h  a  g r e e n - o l i v a c e o u s  r e v e r s e .  O n  P D A ,  b o t h  

y i e l d e d  a  t e n a c i o u s  m u c o i d  g r o w t h ,  s o  s l i m y  t h a t  i t  w a s  d i f f i c u l t  t o  h o l d  

o n  t h e  i n o c u l a t i o n  l o o p ;  a n d  I n d i a - i n k  m o u n t s  f r o m  b o t h  i s o l a t e s  r e v e a l e d  

t h e  y e a s t  c e l l s  t o  b e  e n c a p s u l a t e d ,

o
In  p o i n t  i n o c u l a t i o n  c u l t u r e s ,  a f t e r  4  w e e k s  i n c u b a t i o n  a t  28  C o n  

S D A ,  V 4 1 3  g r e w  a s  a  c i r c u l a r ,  f l a t ,  f r i n g e d  c o l o n y  w i t h  a  g l a b r o u s  

c e n t r e  a n d  s u b m e r g e d  p e r i p h e r a l  m y c e l i u m .  T h e  c e n t r e  w a s  b l a c k  a n d  

t h e  p e r i p h e r y  g r e y i s h - o l i v a c e o u s  ; a  g r e y i s h - v e l v e t y  s e c t o r  d e v e l o p e d  

o n  t h e  p e r i p h e r y  a n d  i t  a t t a i n e d  a  d i a m e t e r  o f  3 c m .  O n  P D A ,  i t  

d e v e l o p e d  a  c i r c u l a r ,  s l i g h t l y  r a i s e d ,  r a d i a l l y  f u r r o w e d  c o l o n y ,  w i t h  

g r e y i s h  h a i r y  g r o w t h  a t  t h e  c e n t r e  a n d  c o n c e n t r i c  z o n i n g  t o w a r d s  t h e  

p e r i p h e r y ,  i n t e r m i n g l e d  w i t h  g l i s t e n i n g  o l i v e - g r e e n ,  g l a b r o u s ,  y e a s t -
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l i k e  g r o w t h  (f ig  . 4 1 ) .  T h e  c o l o n y  w a s  4 . 3  c m  i n  d i a m e t e r .  O n  b o t h  

m e d i a ,  t h i s  i s o l a t e  p r o d u c e d  a n  o l i v a c e o u s  p i g m e n t  t h a t  d i f f u s e d  i n t o  

t h e  m e d i u m  a n d  a n  o l i v e  - g r e e n  r e v e r s e .

I s o l a t e  V 4 9 7  e x h i b i t e d  c u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  s i m i l a r  to  t h o s e  of

o
V 4 1 3 .  A f t e r  4  w e e k s  o n  SD A a t  28  C ,  t h e  c o l o n y  w a s  4  c m  i n  d i a m e t e r ,  

c i r c u l a r ,  f l a t ,  f r i n g e d  w i t h  p e r i p h e r a l  r a d i a t i o n  a n d  h a d  a  w r i n k l e d ,  

g r e y i s h - o l i v e  c e n t r e  s u r r o u n d e d  b y  a  g l a b r o u s ,  f l a t ,  b l a c k  z o n e ,  a n d  a  

p o w d e r y ,  r a d i a l l y  r a d i a t e d  o l i v a c e o u s  z o n e  p e r i p h e r a l l y ,  w i t h  g r e y i s h -  

p o w d e r y  e d g e s .  O n  P D A ,  i t  g a v e  r i s e  t o  a  c i r c u l a r ,  g r e y i s h - o l i v e  

p o w d e r y  g r o w t h ,  t h a t  w a s  s l i g h t l y  r a i s e d ,  w i t h  c o n c e n t r i c  z o n a t i o n  

( f i g . 4 3 ) ,  a n d  a  d i a m e t e r  o f  4 . 5  c m  w a s  a t t a i n e d  a f t e r  4  w e e k s  a t  2 8  C .

I t  h a d  a n  o l i v e - g r e e n  r e v e r s e  o n  b o t h  SD A a n d  P D A .

M i c r o s c o p i c  m o r p h o l o g y

In  w e t  m o u n t s  f r o m  y o u n g  y e a s t - l i k e  c u l t u r e s ,  o n l y  s i n g l e ,  o v o i d  a n d  

o c c a s i o n a l l y  s p h e r o i d ,  h y a l i n e ,  t h i n - w a l l e d  y e a s t  c e l l s  w e r e  s e e n .

M a t u r e  c e l l s  h a d  1 o r  2 b u d  s c a r s  ( f i g . 4 4 ) .

In  s l i d e  c u l t u r e  a n d  t e a s e d  p r e p a r a t i o n s ,  b o t h  i s o l a t e s  s p o r u l a t e d  

e q u a l l y  w e l l  o n  SDA a n d  P D A .  T h e y  p r o d u c e d  p r e d o m i n a n t l y  C l a d o s p o r i u m '  

t y p e  s p o r u l a t i o n  w i t h  l o n g  c h a i n s  o f  s p o r e s  ( f i g s .  4 5 ,  4 7 ) ,  a n d  o c c a s i o n a l  

R h i n o c l a d i e l l a - t y p e  w i t h  e l l i p t i c a l  s p o r e s  d i r e c t l y  d e v e l o p i n g  o n  t h e  

c o n i d i o p h o r e s  ( f i g s .  4 6 ,  4 8 ) .  T h e r e  w e r e  v i s i b l e  a p i c u l a e  o n  f r e e  

c o n i d i a .  T h e  c o n i d i a  w e r e  t h i c k  w a l l e d ,  o v o i d  t o  s p h e r i c a l ,  v a r y i n g  i n  

s i z e  f r o m  5 . 2  ( 2 . 9  - 8 . 6 ) x  2 . 8  ny4. ( 1 . 4  -  4 . 3 )  i n  t h e  c a s e  o f  .

V 4 1 3  to  6 . 0  rnyX. ( 3 . 6  - 8 . 6 ) x  3 . 5  rryX ( 2 . 2  -  4 . 3 )  i n  t h e  c a s e  o f  V 4 9 7 .  

G r o w t h  a t  37 C a n d  4 3  C
o

B o t h  i s o l a t e s  g r e w  w e l l  a t  37 C y i e l d i n g  v i s i b l e  y e a s t - l i k e  g r o w t h
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a f t e r  4 8 - 7 2  h o u i s  i n c u b a t i o n ,  b u t  n e i t h e r  o f  t h e m  g r e w  a t  4 3  C ( t a b l e  2 9 ) .  

T h e r m o t o l e r a n c e

1 o o
B o t h  i s o l a t e s  s u r v i v e d  f o r  u p  t o  1% h o u r s  a t  56 C a n d  60 C ,  b u t  d i e d

o o o
a f t e r  l e s s  t h a n  ^  h o u r  a t  70 C a n d  a f t e r  2 h o u r s  a t  56 C a n d  60 C .

G e l a t i n  l i q u e f a c t i o n

N o n e  o f  t h e  t w o  i s o l a t e s  l i q u e f i e d  g e l a t i n  a f t e r  2 w e e k s  i n c u b a t i o n

( t a b l e  2 9 ) .

U r e a  h y d r o l y s i s

B o t h  i s o l a t e s  h y d r o l y s e d  u r e a  a f t e r  3 - 5  d a y s  ( t a b l e  2 9 ) .

M o u s e  p a t h o g e n i c i t y

B o t h  i s o l a t e s  w e r e  p a t h o g e n i c  to  m i c e  a n d  b o t h  w e r e  n e u r o t r o p i c

( t a b l e  2 9 ) .

C o l o n i a l  m o r p h o l o g y  o f  i s o l a t e  V 4 3 6

T h i s  i s o l a t e  g a v e  a n  i n i t i a l  y e a s t - l i k e  g r o w t h  t h a t  r e m a i n e d  i n  t h e

y e a s t  p h a s e  f o r  2 w e e k s  w h e n  a e r i a l  m y c e l i a  a p p e a r e d .  G r o w t h  w a s

s i m i l a r  o n  b o t h  SDA a n d  P D A .  I t  w a s  t a r  b l a c k ,  g l i s t e n i n g  a n d  s o f t

( f i g .  4 9 ) ,  w i t h  a  b l a c k ,  d i f f u s i n g  p i g m e n t  a n d  a  b l a c k  r e v e r s e .

T h i s  i s o l a t e  w a s  d i f f e r e n t  f r o m  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 .  A f t e r  4  w e e k s  of  

o
g r o w t h  o n  SDA a t  28  C ,  t h e  c o l o n y  w a s  l o b u l a t e  , w i t h  t w o  t y p e s  o f  s e c t o r

a n  o l i v e - g r e y  m e m b r a n o u s  w r i n k l e d  s e c t o r  a n d  a  s m o o t h ,  f l a t ,  b l a c k

o n e  ( f i g . 5 0 ) ,  w i t h  a  d i a m e t e r  o f  2 . 7  5 c m .  O n  P D A ,  i t  e x h i b i t e d  a n

e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  g r o w t h  t o  t h a t  o n  S D A ,  T h e  c o l o n y  w a s  l o b u l a t e ,

s e c t o r e d :  a  v e r r u c o s e  v e l v e t y  o l i v e - g r e y  s e c t o r  a n d  a n  o l i v e - g r e e n

o
w r i n k l e d  s e c t o r  a n d  h a d  a  d i a m e t e r  o f  2 . 7 5  c m  a f t e r  4  w e e k s  a t  28  C .

I t  h a d  a n  o l i v a c e o u s  r e v e r s e  o n  b o t h  m e d i a .
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M i c r o s c o p i c  m o r p h o l o g y

In  w e t  m o u n t s  f r o m  y o u n g  y e a s t  p h a s e  c u l t u r e s ,  t h i s  i s o l a t e  o c c u r r e d  

a s  e l o n g a t e ,  s p i n d l e - s h a p e d ,  h y a l i n e ,  t h i n - w a l l e d  c e l l s ,  w i t h  w e l l -  

d e v e l o p e d  t r a n s v e r s e  s e p t a  i n  m a t u r e  c e l l s  ( f i g . 5 1 ) .

I t  s p o r u l a t e d  w e l l  o n  b o t h  SDA a n d  P D A ,  e n t i r e l y  b y  t h e  C l a d o s p o r i u m  

t y p e ,  w i t h  l o n g  c h a i n s  o f  l a r g e ,  t h i c k - w a l l e d , r o u n d e d  c o n i d i a  ( c h l a -  

m y d o s p o r e s )  t h a t  m e a s u r e d  6 . 0  m%t ( 4 . 3  - 8 . 6 ) x  5 . 6  rn /b  ( 4 . 3  -  7 . 2 )  

( f i g .  5 2 ) .

o
G r o w t h  a t  37 C a n d  t h e r m o t o l e r a n c e

It  d i d  n o t  g r o w  a t  37 C ( t a b l e  2 9 ) ,  a n d  d i e d  a f t e r  l e s s  t h a n  ^  h o u r  a t

o o o
56 C ,  60 C a n d  70 C .

G e l a t i n  l i q u e f a c t i o n  a n d  u r e a  h y d r o l y s i s

T h i s  i s o l a t e  l i q u e f i e d  g e l a t i n  w i t h i n  2 w e e k s  a n d  h y d r o l y s e d  u r e a  

a f t e r  3 d a y s  ( t a b l e  2 9 ) .

M o u s e  p a t h o g e n i c i t y

I t  w a s  n o t  p a t h o g e n i c  t o  m i c e  ( t a b l e  2 9 ) .

I d e n t i f i c a t i o n

I s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 ,  w h i c h  e x h i b i t e d  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  i n  v i t r o

a n d  i n  v i v o  c h a r a c t e r i s t i c s ,  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  o n e  s p e c i e s .  B o t h

w e r e  i d e n t i f i e d  a s  F o n s e c a e a  d e r m a t i t i d i s , b y  v i r t u e  o f :  g r o w t h  a t

o
37  C ,  a b s e n c e  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  p r e s e n c e  o f  m o r e  t h a n  o n e  t y p e

o f  s p o r u l a t i o n ,  p r e d o m i n a n t  C l a d o s p o r i u m - t y p e  a n d  o c c a s i o n a l

R h i n o c l a d i e l l a - t y p e  ; a n d  n e u r o t r o p i c  a f f i n i t y .

I s o l a t e  V 4 3 6  w a s  i d e n t i f i e d  a s  a  C l a d o s p o r i u m  s p .  b y  v i r t u e  o f :

o
i n a b i l i t y  to  g r o w  a t  37 C ,  p r e s e n c e  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  s p o r u l a t i o n  

b y  t h e  C l a d o s p o r i u m - t y p e  a l o n e ,  a n d  a b s e n c e  o f  p a t h o g e n i c i t y  t o  m i c e .
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M o u s e  P a t h o g e n i c i t y  o f  t h e  3 i s o l a t e s

I s o l a t e  V 4 3 6  w a s  n o n - p a t h o g e n i c  . I s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  w e r e  

p a t h o g e n i c  b y  t h e  i n t r a v e n o u s  ( I V ) ,  i n t r a p e r  i t o n e a l  ( I P )  a n d  s u b c u t a n e o u s  

(sc) r o u t e s  o f  i n o c u l a t i o n .

T h e  r e s u l t s  o f  i n f e c t i v i t y  s t u d y  a n d  c u l t u r a l  i s o l a t i o n s  o f  o r g a n i s m s  

f r o m  o r g a n s  a n d  t i s s u e s  of  i n f e c t e d  m i c e  a r e  s u m m a r i s e d  i n  t a b l e s  3 0 ,

31 o A s  m a y  b e  s e e n  f r o m  t a b l e  3 0 ,  a l l  t h e  m i c e  i n f e c t e d  w i t h  i s o l a t e  

V 4 9 7  d i e d  w i t h i n  7 d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n ;  6 m i c e  d i e d  1 - 3  d a y s  a n d  3 m i c e  

d i e d  5 - 7  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  S e v e n  o f  t h e  9 m i c e  i n f e c t e d  w i t h  i s o l a t e  

V 4 1 3  d i e d  w i t h i n  14 d a y s  o f  i n f e c t i o n ,  3 a n i m a l s  d i e d  1 - 2  d a y s ,  3 d i e d  

5 - 7  d a y s  a n d  o n e  a n i m a l  d i e d  14 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  T w o  o f  t h e  3 m i c e  

i n f e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  w i t h  i s o l a t e  V 4 3 6  d i e d  24 h o u r s  a f t e r  i n o c u l a t i o n ,  

b u t  t h e  r e m a i n i n g  7 m i c e  s u r v i v e d  t i l l  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t  w h e n  

t h e y  w e r e  k i l l e d  2 1 - 2 4  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .

A s  m a y  b e  s e e n  f r o m  t a b l e  31 , i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  c a u s e d  g e n e r 

a l i z e d  i n f e c t i o n  i n  m i c e ,  f o l l o w i n g  i n o c u l a t i o n  v i a  a l l  3 r o u t e s .  T h e  f u n g i  

w e r e  r e - i s o l a t e d  f r o m  a l l  o r g a n s  a n d  t i s s u e s  o f  m i c e  a f t e r  d e a t h  a n d  

w e r e  m i c r o s c o p i c a l l y  d e m o n s t r a b l e  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  o r g a n s  e x a m i n e d .  

G r o s s  l e s i o n s  v a r i e d  f r o m  l o c a l i s e d  s u b c u t a n e o u s  g r a n u l e  m a t a  a t  

t h e  i n j e c t i o n  s i t e s  ( f i g . 53)  to  a c u t e  p e r i t o n i t i s ,  p n e u m o n i a  a n d  c e r e b r a l  

h a e m o r r h a g e s .  F o c a l  l e s i o n s  w i t h  g r e e n i s h  d i s c o l o r a t i o n  w e r e  p r e s e n t  

i n  t h e  l u n g s ,  l i v e r s  a n d  s p l e e n s  o f  m o s t  o f  t h e  i n f e c t e d  m i c e .  B r a i n s  

f r o m  s o m e  m i c e  w e r e  g r e y i s h  b r o w n .

B o t h  i s o l a t e s  e x h i b i t e d  s i m i l a r  m i c r o s c o p i c  a p p e a r a n c e s  i n  o r g a n s  o f  

i n f e c t e d  m i c e .  In  K O H  s q u a s h  p r e p a r a t i o n s  f r o m  t h e  l i v e r ,  s p l e e n ,  

l u n g s  a n d  k i d n e y s ,  t h e y  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  f o r m  o f  s h o r t  c h a i n s  o f
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r o u n d e d ,  s w o l l e n  c e l l s  ( m o n i l i f o r m  b o d i e s )  ( f i g .  5 4 ) ,  i n  a d d i t i o n  to  

s i n g l e  a n d  b u d d i n g  y e a s t - l i k e  c e l l s ;  w h e r e a s  i n  t h e  b r a i n  a n d  s p i n a l  c o r d  

t h e y  w e r e  a b u n d a n t l y  p r e s e n t  i n  t h e  f o r m  of  l o n g ,  b r a n c h i n g ,  s l e n d e r  

h y p h a e  w i t h  o c c a s i o n a l  b l a s t o s p o r e s  ( f ig  . 5 5 ) .

H i s t o p a t h o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  b r a i n  s e c t i o n s  f r o m  t h e  m i c e  i n f e c 

t e d  w i t h  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  m a n y  f o c i  o f  

a c u t e  e n c e p h a l i t i s .  T h e s e  w e r e  c o m p o s e d  o f  a c c u m u l a t i o n s  o f  i n f l a m 

m a t o r y  c e l l s ,  w h i c h  w e r e  . m a i n l y  n e u t r o p h i l s  a n d  t h e r e  w a s  n e u r a l  d e g e n 

e r a t i o n  a n d  g l i o s i s  i n  t h e  s u r r o u n d i n g  n e r v o u s  t i s s u e .  T h e r e  w a s  a l s o  

o c c a s i o n a l  d e g e n e r a t i o n  a n d  n e c r o s i s  o f  c e l l s  i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  f o c i  

a n d  g e n e r a l i z e d  p e r i v a s c u l a r  c u f f i n g  b y  m o n o n u c l e a r  c e l l s  a n d  n e u t r o 

p h i l s .  T h e  o r g a n i s m s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  f o r m  of  l o n g ,  b r a n c h i n g  

h y p h a e  i n v a d i n g  t h e  b r a i n  p a r e n c h y m a  ( f i g s ,  5 6 - 5 8 ) .

T h e  p e r i t o n e a l  l e s i o n s  d e v e l o p i n g  a t  t h e  i n j e c t i o n  s i t e s ,  c o n s i s t e d  o f  

c o a l e s c i n g  a r e a s  o f  n e c r o s i s  i n  t h e  f a t t y  p e r i t o n e a l  t i s s u e s .  T h e  n e c r o t i c  

a r e a s  w e r e  c o m p o s e d  o f  a m o r p h o u s  d e b r i s  w i t h  p y k n o t i c  n u c l e a r  f r a g 

m e n t s .  I n  g e n e r a l ,  t h e  a r e a s  o f  n e c r o s i s  w e r e  s u r r o u n d e d  b y  a  z o n e  of  

i n f l a m m a t o r y  c e l l s  w h i c h  w e r e  m a i n l y  n e u t r o p h i l s  w i t h ,  m o r e  p e r i p h e r a l l y ,  

s o m e  l a r g e  f o a m y  m a c r o p h a g e s  a n d  a  f e w  l y m p h o c y t e s ,  p r o d u c i n g  a  

g r a n u l o m a t o u s  a p p e a r a n c e .  M a s s e s  o f  y e a s t  c e l l s  a n d  h y p h a e  w e r e  

p r e s e n t  i n  t h e  n e c r o t i c  d e b r i s .  I n  a d d i t i o n ,  m o n i l i f o r m - l i k e  h y p h a e  

w e r e  a l s o  o c c a s i o n a l l y  s e e n  ( f i g s  . 5 9 ,  6 0 ) .

T h e  s u b c u t a n e o u s  g r a n u l o m a t a  w e r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  e x t e n s i v e  

g r a n u l o m a t o u s  r e a c t i o n s  a r o u n d  t h e  o r g a n i s m s ,  w h i c h  w e r e  p r e s e n t  

e x c l u s i v e l y  i n  t h e  y e a s t  f o r m  ( f i g s .  6 1 ,  6 2 ) .  T h e  i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  

c o n s i s t e d  o f  c e n t r a l  a r e a s  o f  n e c r o s i s  s u r r o u n d e d  b y  a  z o n e  o f  i n f l a m -
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m a t o r y  c e i l s ,  w h i c h  w e r e  p r e d o m i n a n t l y  n e u t r o p h i l s ,  b u t  m o r e  p e r i p h e r 

a l l y  t h e r e  w e r e  l a r g e  e p i t h e l o i d  m a c r o p h a g e s  a n d  l y m p h o c y t e s .  A r o u n d  

a n d  w a l l i n g  o f f  t h e  g r a n u l o m a t o u s  l e s i o n s  t h e r e  w e r e  z o n e s  o f  f i b r o s i s  i n  

w h i c h  a  m i x e d  c e l l u l a r  i n f i l t r a t e  o f  n e u t r o p h i l s ,  l y m p h o c y t e s  a n d  m a c r o 

p h a g e s  was  p r e s e n t .

T h e  2 s u r v i v i n g  m i c e ,  t h a t  w e r e  s u b c u t a n e o u s l y  i n f e c t e d  w i t h  i s o l a t e  

V 4 1 3 ,  w e r e  k i l l e d  16 a n d  23 d a y s  p o s t  i n f e c t i o n .  B o t h  h a d  s u b c u t a n e o u s  

l e s i o n s  f r o m  w h i c h  t h e  f u n g u s  w a s  r e c o v e r e d .  I n  a d d i t i o n ,  i t  w a s  a l s o  

r e c o v e r e d  f r o m  t h e  s p l e e n  o f  t h e  m o u s e  k i l l e d  16 d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n .

T h e  o r g a n  w a s  p a l e  a n d  e n l a r g e d .

I s o l a t e  V 4 3 6  w a s  r e  - i s o l a t e d  f r o m  b o t h  m i c e  t h a t  d i e d  24 h o u r s  a f t e r  

IV  i n o c u l a t i o n ,  b u t  f r o m  n o n e  o f  t h e  o r g a n s  o f  a n y  o f  t h e  s u r v i v i n g  m i c e  

t h a t  w e r e  k i l l e d  2 1 - 2 4  d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n .  N o  l e s i o n s  d e v e l o p e d  a t  

t h e  I P  o r  SC i n j e c t i o n  s i t e s  i n  a n y  o f  t h e  m i c e  i n f e c t e d  b y  t h e s e  r o u t e s  

n o r  w e r e  t h e r e  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  i n t r a v e n o u s l y  i n f e c t e d  m i c e .

D I S C U S S I O N

T h e  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 ,  r e g a r d i n g  

c o l o n i a l  m o r p h o l o g y ,  c o n i d i a l  s i z e  a n d  v i r u l e n c e  t o  m i c e ,  a r e  u n d e r 

s t a n d a b l e .  T h e s e  d e m a t i a c e o u s  f u n g i  a r e  k n o w n  t o  b e  p l e o m o r p h i c  

( N i e l s e n ,  1 9 7 0 ;  R i p p o n ,  1 9 7 4 ) ,  a n d  v a r i a t i o n  i n  v i r u l e n c e  a m o n g  

s t r a i n s  o f  t h e  s a m e  s p e c i e s  o c c u r s  ( J o t i s a n k a s a , N i e l s e n  a n d  C o n a n t ,  

1 9 7 0 ) .

T h e  t w o  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 ,  d i f f e r e d  f r o m  P h i a l o p h o r a  ( W a n g i e l l a )  

d e r m a t i t i d i s  i n  t h a t  t h e  l a t t e r  s p o r u l a t e s  e x c l u s i v e l y  b y  t h e  P h i a l o p h o r a  

t y p e ,  p r o d u c i n g  p h i a l i d e s  ( J o t i s a n k a s a  e t  a l . , 1 9 7 0 ;  A j e l l o ,  1 9 7 7 ) .
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T h e y  a l s o  d i f f e r e d  f r o m  P .  g o u g e r o t i i  (E x o p h i a l a  j e a n s e l m e i )  a n d

Po s p i n i f e r a  (E .  s p i n i f e r a )  w h i c h  s p o m l a t e  b y  t h e  P h i a l o p h o r a  t y p e  p r o -

o
d u c i n g  p h i a l i d e s ,  e x h i b i t  v a r i a b l e  g r o w t h  a t  37 C a n d  a r e  n o t  n e u r o t r o p i c

( R i p p o n ,  1 9 7 4 ) .  M y  i s o l a t e s  w e r e  a l s o  d i s t i n c t  f r o m  C l a d o s p o r i u m
o

w e r n e c k i i  w h i c h  d o e s  n o t  g r o w  a t  37 C a n d  s p o r u l a t e s  e x c l u s i v e l y  b y  t h e  

C l a d o s p o r i u m  t y p e  ( N i e l s e n ,  1 9 7 0 ) ;  w h e r e a s  i n  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 ,  

t h e  R h i n o c l a d i e l l a  t y p e  w a s  o c c a s i o n a l l y  s e e n ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  

C l a d o s p o r i u m  t y p e .  T h e ' o l i v e - g r e e n  y e a s t - l i k e  g r o w t h  o n  SDA d i s t i n 

g u i s h e s  t h e  tw o  i s o l a t e s  f r o m  A u r e o b a s i d i u m  p u l l u l a n s  , t h e  y o u n g  

c o l o n i e s  o f  w h i c h  a r e  c r e a m y  o n  SDA ( A j e l l o ,  1 9 7 7 ) .

T h e  n e u r o t r o p i c  a f f i n i t y  e x h i b i t e d  b y  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 ,  i n  

m i c e ,  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h e s  t h e m  f r o m  o t h e r  b l a c k  y e a s t s  a n d  r e l a t e s  

t h e m  to  F .  d e r m a t i t i d i s  w h i c h ,  s o  f a r ,  i s  t h e  o n l y  b l a c k  y e a s t  k n o w n  

t o  b e  n e u r o t r o p i c  ( j o t i s a n k a s a  e t  a l .  , 19 7 0 ;  R i p p o n ,  1 9 7 4 ) .  T h e i r  

i n a b i l i t y  to  g r o w  a t  4 3  C d i f f e r e n t i a t e d  t h e m  f r o m  t h e  t h e r m o p h i l i c  

d e m a t i a c e o u s  f i l a m e n t o u s  f u n g u s  C l a d o s p o r i u m  b a n t i a n u m  , w h i c h  i s  

a l s o  n e u r o t r o p i c  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  ( R i p p o n , 1 9 7 4 ) .

A f t e r  p r o v i s i o n a l  i d e n t i f i c a t i o n  t h e  3 i s o l a t e s  w e r e  s e n t  t o  t h e  C M I  

f o r  c o n f i r m a t i o n .  D r .  B ,  D .  B r a d y  t h o u g h t  V 4 3 6  w a s  n o t  a  C l a d o s p o r i u m  

s p .  , b u t  c o u l d  n o t  p l a c e  i t  w i t h  c e r t a i n t y  e l s e w h e r e .  She  p r o v i s i o n a l l y  

p l a c e d  i t  i n  t h e  g e n u s  S a r c i n o m y c e s  , a s  S .  c r u s t a c e u s L i n d n e r ,  b u t  

s t r e s s e d  t h a t  i t  w a s  d i s t i n c t  f r o m  t h i s  s p e c i e s .  D e  H o o g  a n d  H e r m a n i d e s  

( 1 9 7 7 ) w h o  d e s c r i b e d  S .  c r u s t a c e u s , d i d  p o i n t  o u t  s o m e  s i m i l a r i t i e s  

b e t w e e n  t h i s  s p e c i e s  a n d  t h e  C l a d o s p o r i u m  s p ,  C .  w e r n e c k i i .  S u c h  

f e a t u r e s  i n c l u d e d  c h l a m y d o s p o r u l a t i o n ,  p r o d u c t i o n  o f  s h o r t  p r o t u b e r a n c e s  

r e s e m b l i n g  a n n e l l a t e d  b u t t s  a n d  p r o d u c t i o n  o f  c o n i d i a  o f  t h e  s a m e  s i z e
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a n d  s h a p e .  T h e  t e r m  C l a d o s p o r i u m  s p .  i s  g e n e r a l l y  u s e d  i n  t h e  f i e l d  o f

m e d i c a l  m y c o l o g y  to  a c c o m m o d a t e  s a p r o p h y t i c ,  n o n - p a t h o g e n i c  d e m a t i a -

o
O e o u s  f u n g i  t h a t  d o  n o t  g r o w  a t  37 C ,  a r e  p r o t e o l y t i c  a n d  s p o r u l a t e  o n l y

b y  t h e  C l a d o s p o r i u m  t y p e  o f  s p o r u l a t i o n  ( R i p p o n ,  1 9 7 4 ;  H a l e y  a n d

C a l l a w a y ,  197 8 ) ;  c r i t e r i a  w h i c h  i s o l a t e  V 4 3 6  f u l f i l s ,  a s  m a y  b e  s e e n

f r o m  t a b l e  2 9 .  H e n c e ,  i t  w a s  t h o u g h t  j u s t i f i a b l e  p l a c i n g  t h i s  i s o l a t e

a s  a  C l a d o s p o r i u m  s p .

T h e  d e a t h  i n  2 m i c e  s h o r t l y  a f t e r  IV  i n o c u l a t i o n  w i t h  i s o l a t e  Y 4 3 6

m i g h t  h a v e  b e e n  d u e  to  m e c h a n i c a l  b l o c k a g e  of  b l o o d  c i r c u l a t i o n  i n  t h e i r

v i t a l  o r g a n s .  T h e  y e a s t  c e l l s  o f  t h i s  i s o l a t e  a r e  l a r g e r  t h a n  t h o s e  o f

t h e  o t h e r  i s o l a t e s .  T h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  f u n g u s  f r o m  t h e  o r g a n s  o f  t h o s e

2 m i c e  24 h o u r s  p o s t  i n o c u l a t i o n  w a s  n o t  u n e x p e c t e d .  S i n c e  n o n e  o f  t h e

7 s u r v i v i n g  m i c e  b e c a m e  i l l  f o l l o w i n g  I V ,  I P  o r  SC i n o c u l a t i o n  w i t h  t h i s

i s o l a t e ,  a n d  n o n e  o f  t h e m  s h o w e d  g r o s s  l e s i o n s  a t  p o s t  m o r t e m  e x a m i -

n a t i o n  o r  w a s  c u l t u r a l l y  p o s i t i v e  f o r  t h e  f u n g u s ,  t h i s  i s o l a t e  w a s  r e g a r d e d

a s  n o n - p a t h o g e n i c  to  m i c e .

D r .  B r a d y  p l a c e d  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  i n  E x o p h i a l a  p i s c i p h i l u s , M c G i n n i s

a n d  A j e l l o  ( 1 9 7 4 ) ,  b u t  i n d i c a t e d  t h a t  h e r  i d e n t i f i c a t i o n s  w e r e  t e n t a t i v e

s i n c e  h e r  f i n d i n g s  d i d  n o t  q u i t e  c o n f o r m  w i t h  d e s c r i p t i o n s  o f  t h a t  f u n g u s .

T h e r e  a r e  o b v i o u s  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  m y  2 i s o l a t e s  a n d  E . p i s c i p h i l u s  .

A c c o r d i n g  t o  M c G i n n i s  a n d  A j e l l o  ( 1 9 7 4 ) ,  E . p i s c i p h i l u s  d o e s  n o t  g r o w  

o
a t  37 C ,  s p o r u l a t e s  p o o r l y  o n  SD A a n d  p r o d u c e s  p h i a l i d e s :  V 4 1 3  a n d  

V 4 9 7  g r e w  w e l l  a t  37 C ,  s p o r u l a t e d  w e l l  o n  S D A ,  a n d  n o n e  o f  t h e m  

p r o d u c e d  v i s i b l e  p h i a l i d e s  u n d e r  a n y  c o n d i t i o n s  o f  g r o w t h .

M y  p r o v i s i o n a l  i d e n t i f i c a t i o n  f o r  i s o l a t e s  V41 3 a n d  V 4 9 7  w a s  t h a t  

b o t h  w e r e  E o n s e c a e a  d e r m a t i t i d i s , o n  t h e  g r o u n d s  t h a t  t h e y  g r e w  w e l l
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a t  3 7 ° C ,  w e r e  n o n - p r o t e o l y t i c  , s p o r u l a t e d  b y  m o r e  t h a n  o n e  t y p e  of  

s p o r u l a t i o n  a n d  w e r e  p a t h o g e n i c  to  m i c e ,  w i t h  n e u r o t r o p i c  a f f i n i t y .

T h e  t a x o n o m y  o f  F .  d e r m a t i t i d i s  h a s  b e e n  d e b a t e d  s i n c e  i t  w a s  o r i g i n 

a l l y  r e v i e w e d  a n d  d e s c r i b e d  b y  C a r r i o n  ( 1 9 5 0 ) ,  w h o  s t u d i e d  t h e  t y p e  

c u l t u r e ,  i s o l a t e d  a n d  n a m e d  H o r m i s c i u m  d e r m a t i t i d i s  b y  K a n o  i n  1 9 3 7 .

I t  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  a  c h r o n i c  l e s i o n  o n  a  w o m a n ’ s f a c e .  C a r r i o n  

( 1 9 5 0 )  w a s  o f  t h e  o p i n i o n  t h a t  K a n o  w a s  i n c o r r e c t  i n  c a l l i n g  h i s  i s o l a t e  

a  H o r m i s c i u m  s p ,  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  i t  s h o u l d  b e  p l a c e d  i n  t h e  g e n u s  

E o n s e c a e a  a s  F .  d e r m a t i t i d i s ,  b e c a u s e  i t  s p o r u l a t e d  b y  t h e  H o r m o d e n d r u m  

( C l a d o s p o r i u m ) t y p e ,  t h e  P h i a l o p h o r  a  t y p e  a n d  o c c a s i o n a l l y  b y  t h e  

A c r o t h e c a  ( R h i n o c l a d i e l l a ) t y p e .

C o n a n t ,  S m i t h ,  B a k e r ,  C a l l a w a y  a n d  M a r t i n  ( 1 9 5 4 )  o p p o s e d  C a r r i o n  

a n d  p l a c e d  t h e  f u n g u s  i n  t h e  g e n u s  H o r  m o d e n d r u m  a s  H .  d e r m a t i t i d i s ,  

a n d  E m m o n s ,  B i n f o r d  a n d  U t z  ( 1 9 6 3 )  t r a n s f e r r e d  i t  t o  t h e  g e n u s  

P h i a l o p h o r a  a s  P .  d e r m a t i t i d i s . S c h o l - S c h w a r z  ( 1 9 6 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  

K a n o ' s  i s o l a t e  b e  t r a n s f e r r e d  to  t h e  g e n u s  R h i n o c l a d i e l l a , a l o n g  w i t h  

o t h e r  h u m a n  p a t h o g e n i c  s p e c i e s  i n  t h e  g e n e r a  E o n s e c a e a  a n d  P h i a l o p h o r a . 

H e r  r e a s o n  f o r  a d o p t i n g  t h i s  g e n u s  w a s  b a s e d  o n  t h e  a p p a r e n t  s i m i l a r i t i e s  

b e t w e e n  t h e s e  o r g a n i s m s  a n d  R . a t r o v i r e n s  N a n n f e l d t ,  1 9 3 4 ,  i n  w h i c h  4 

d i f f e r e n t  m e t h o d s  o f  s p o r u l a t i o n  ( d e n t i c u l a t i o n ,  a n n e l l a t i o n ,  s e m i - e n d o g 

e n o u s  d e v e l o p m e n t  a n d  a c r o p e t a l  b u d d i n g  w i t h  c h a i n  f o r m a t i o n )  w e r e  

o b s e r v e d .  T h e r e  a r e  o b j e c t i o n s  to  t h i s  l a t t e r  a m e n d a t i o n ,  b e c a u s e ,  a s  

i t  i s  n o w  d e f i n e d ,  t h e  g e n u s  R h i n o c l a d i e l l a  c o u l d  n o t  a c c o m m o d a t e  t h o s e  

s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s  E o n s e c a e a , a g a i n  b e c a u s e  o f  t h e  v a r i e t y  o f  s p o r e s  

p r o d u c e d  ( J o t i s a n k a s a  e t  a l .  , 1 9 7 0 ;  R i p p o n ,  1 9 7 4 ;  S i l v a - H u t n e r  a n d  

C a r r i o n ,  1 9 7 5 ) .
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L a t e l y ,  B u t t e r f i e l d  a n d  J o n g  ( 1 9 7 6 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  of  c a r b o n  s o u r c e s  

o n  c o n i d i o g e n e s i s  i n  t h e  t y p e  c u l t u r e  of  H o r m i s c i u m  d e r m a t i t i d i s  

( A T C C 2 8 8 6 9 )  a n d  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  f u n g u s  w a s  p o l y m o r p h i c ,  p r o d u c i n g  

a  P h i a l o p h o r a  s t a t e  i n  m e d i a  c o n t a i n i n g  g l u c o s e  a n d  m a l t o s e  a n d  a  

C l a d o s p o r i u m  s t a t e  i n  m e d i a  c o n t a i n i n g  g a l a c t o s e  a n d  m e l i b i o s e .  T h e y  

c o n c l u d e d  t h a t  i t  w a s  m o r p h o l o g i c a l l y  a n d  d e v e l o p m e n t a l l y  c l o s e l y  r e l a t e d  

t o  P o n s e c a e a  p e d r o s o i  a n d  a d v o c a t e d  t h a t  i t  s h o u l d  b e  c l a s s i f i e d  a s  

F .  d e r m a t i t i d i s .

M c G i n n i s  ( 1 9 7 7 )  s t u d i e d  t h e  t y p e  c u l t u r e  o f  K a n o ' s  i s o l a t e  a n d  f o u n d  

t h a t  t h e  c o n i d i o p h o r e s  p r o d u c e d  b y  t h i s  f u n g u s  w e r e  p h i a l i d e s  w i t h o u t  

c o l l a r e t t e s .  H e ,  o n  t h e  g r o u n d s  t h a t  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  P h i a l o p h o r a  

s p o r u l a t e  f r o m  p h i a l i d e s  w i t h  a  c o n s t r i c t e d  n e c k  a n d  a  t e r m i n a l  c o l l a r e t t e ,  

p r o p o s e d  t h a t  K a n o ' s  i s o l a t e  c o u l d  n o t  b e  c l a s s i f i e d  i n  t h i s  g e n u s .  

A c c o r d i n g l y ,  h e  c r e a t e d  t h e  g e n u s  W a n g i e l l a  t o  a c c o m m o d a t e  t h i s  b l a c k  

y e a s t ,  w h i c h  h e  c a l l e d  W .  d e r m a t i t i d i s .

R i p p o n  ( l 9 7 4 )  r e c o g n i s e s  F .  d e r m a t i t i d i s  ( K a n o  1 9 3 7 )  C a r r i o n  1950  

a s  t h e  s p e c i e s  a n d  H .  d e r m a t i t i d i s  K a n o  1 9 3 7 ,  H .  d e r m a t i t i d i s  C o n a n t  

1 9 5 4 , a n d  P .  d e r m a t i t i d i s  E m m o n s  1 9 6 3  a s  i t s  s y n o n y m s .  D u r i n g  t h e  

p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  n a m e  F . d e r m a t i t i d i s  R i p p o n  1 9 7 4  w a s  a d o p t e d  f o r  

i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7 .  T h e  p r e s e n c e  of  p r e d o m i n a n t  C l a d o s p o r i u m  

t y p e  s p o r u l a t i o n  w i t h  o c c a s i o n a l  R h i n o c l a d i e l l a  t y p e ,  i n  t h e  2 i s o l a t e s ,  

i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  o r i g i n a l  d e s c r i p t i o n  o f  C a r r i o n  ( 1 9 5 0 ) ,  a l t h o u g h  

n o  P h i a l o p h o r a  t y p e  w a s  o b s e r v e d .  R i p p o n  ( 1 9 7 4 )  s t a t e s  t h a t  F . 

d e r m a t i t i d i s  p r o d u c e s  i n c o n s p i c u o u s  p h i a l i d e s ,  t h a t  i t  m a y  s p o r u l a t e  

p l e u r o g e n o u s l y  ( R h i n o c l a d i e l l a  t y p e )  a n d  t h a t  s p o r u l a t i o n  o f  a l l  t y p e s  b y  

t h i s  s p e c i e s  i s  u s u a l l y  s p a r s e .
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T h e  p a t h o g e n i c i t y  o f  F .  d e r m a t i t i d i s  t o  m i c e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d

b y  J o t i s a n k a s a ,  N i e l s e n  a n d  C o n a n t  ( 1 9 7 0 ) .  T h e y  i n f e c t e d  n o r m a l  a n d

c o r t i s o n e - t r e a t e d  m i c e  w i t h  8 h u m a n  i s o l a t e s  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  a l l

i s o l a t e s  w e r e  n e u r o t r o p i c ,  b u t  t h a t  t h e r e  w e r e  d i f f e r e n c e s  i n  v i r u l e n c e .

In  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  (F .  d e r m a t i t i d i s ) e x h i b i t e d

u n e q u i v o c a l  a f f i n i t y  f o r  t h e  C N S  i n v a d i n g  b r a i n  a n d  s p i n a l  c o r d ,  w i t h

f a t a l  o u t c o m e .  I n v a s i o n  o f  t h e  C N S  b y  b o t h  i s o l a t e s  f o l l o w e d  I V ,  I P  a n d

SC i n o c u l a t i o n ,  a s  e v i d e n c e d  b y  t h e  r e s u l t s  o f  h i s t o p a t h o l o g i c a l  f i n d i n g s

a n d  c u l t u r a l  i s o l a t i o n s .  I t  i s  w o r t h  m e n t i o n i n g  t h a t  J o t i s a n k a s a  e t  a l . ,

( 1 9 7 0 )  w e r e  u n a b l e  t o  i n d u c e  l e t h a l  i n f e c t i o n s  i n  n o r m a l  m i c e  b y  I P

i n o c u l a t i o n  w i t h  h e a v y  d o s e s ,  b u t  d e a t h  w a s  v e r y  c o m m o n  i n  a n i m a l s

6
w h i c h  h a d  b e e n  p r e t r e a t e d  w i t h  c o r t i s o n e  a n d  w h i c h  r e c e i v e d  25  x  10

y e a s t  c e l l s  i n t r a p e r i t o n e a l l y . I s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  k i l l e d  n o r m a l  m i c e

5 . 5
a t  m u c h  l o w e r  d o s e s  o f  2 x  10  y e a s t  c e l l s  i n t r a p e r i t o n e a l l y  a n d  1 x 10

c e l l s  s u b c u t a n e o u s l y . T h e s e  d i s c r e p a n c i e s  m a y  b e  d u e  t o  s t r a i n  d i f f e r 

e n c e s  w i t h i n  F .  d e r m a t i t i d i s  a s  w a s  s u g g e s t e d  b y  J o t i s a n k a s a  e t  a l . ,  

( 1 9 7 0 )  o r  m a y  b e  b e c a u s e  s o m e  o f  t h e i r  i s o l a t e s  w e r e  s o  o l d  t h a t  t h e y  

m i g h t  h a v e  b e c o m e  l e s s  v i r u l e n t .

B o t h  i s o l a t e s  V 4 1 3  a n d  V 4 9 7  p r o l i f e r a t e  f r e e l y  i n  t h e  b r a i n  a n d  s p i n a l  

c o r d  a s  l o n g  b r a n c h i n g  h y p h a e  b u t  i n  o t h e r  o r g a n s  s u c h  a s  t h e  l i v e r  , 

l u n g ,  s p l e e n  a n d  k i d n e y  t h e y  o c c u r  a s  s h o r t  c h a i n s  o f  s w o l l e n  c e l l s  

( m o n i l i f o r m  h y p h a e ) .  T h i s  l a t t e r  f o r m  m i g h t  h a v e  d e v e l o p e d  i n t o  t h e  

c l a s s i c a l  t i s s u e  f o r m  o f  s c l e r o t i c  b o d i e s  n o t i c e a b l e  i n  s p o n t a n e o u s  i n f e c 

t i o n s  w i t h  d e m a t i a c e o u s  f u n g i ,  h a d  t h e  a n i m a l s  b e e n  a b l e  t o  s u r v i v e  f o r  

a n y  l e n g t h  o f  t i m e .  In  t h e  SC  g r a n u l o m a t a ,  b o t h  i s o l a t e s  o c c u r  i n  t h e  

y e a s t  f o r m  o n l y ,  w h e r e a s  i n  t h e  p e r i t o n e a l  c o n n e c t i v e  t i s s u e ,  t h e y  o c c u r  

i n  b o t h  t h e  y e a s t  a n d  h y p h a l  f o r m s ,  w i t h  o c c a s i o n a l  m o n i l i f o r m  h y p h a e .
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T a b l e  31 . P a t h o g e n i c i t y  to  m i c e  o f  i s o l a t e s  V 4 1 3 ,  V 4 9 7  a n d  V 4 3 6 .

I s o l a t e V 4 1 3 V 4 9 7 V 4 3 6

R o u t e  o f  i n f e c t i o n IV I P SC
.....  1

IV I P SC IV I P SC

N o .  o f  m i c e  c h a l l e n g e d 3 3 3 3 3 3 3 3 3

N o . o f  m i c e  w h i c h  d i e d 3 3 3

i

3 3 2 0 0

N o . of H e a r t  b l o o d 2 1 0 3 3 2 2 0 0

m i c e L u n g s 3 3 1 3 3 3 2 0 0

w i t h L i v e r 3 3 1 3 3 3 2 0 0

p o s i t i v e S p l e e n 3 3 2 3 3 3 2 0 0

c u l t u r e K i d n e y s 3 3 1 3 3 3 2 0 0

f r o m  : B r a i n 3 3 1 3 3 3 2 0 0

S p i n a l  c o r d 3 3 1 3 3 3 2 0 0

P e r i t o n e u m N D 3 N D N D 3 N D N D ND N D

SC l e s i o n s N D N D 3 N D N D 3 N D N D N D

I V  = i n t r a v e n o u s  
I P  = i n t r a p e r i t o n e a l  
SC = s u b c u t a n e o u s  
N D  = n o t  d o n e
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F i g .  37 :

P h i a l o p h o r a  t y p e  o f  s p o r u l a t i o n ,

( A f t e r  R i p p o n ,  19 7 4 )
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F i g .  38 :

R h i n o c l a d i e l l a  (A c r o t h e c a )  t y p e  o f  s p o r u l a t i o n .

( A f t e r  R i p p o n ,  1 9 7 4 )
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Fig. 39.

C l a d o s p o r i u m  (H o r m o d e n d r u m )  t y p e  o f  s p o r u l a t i o n .

( A f t e r  R i p p o n ,  1 9 7 4 )
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W e t  m o u n t  f r o m  a  3 - d a y s - o l d  c u l t u r e ,  o n  SD A  a t  28  C ,  
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s c a r s  ( a r r o w s )  o n  s o m e  c e l l s .
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o
a  6 - w e e k s - o l d  s l i d e - c u l t u r e  o n  P D A  a t  28  C .
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s l i d e - c u l t u r e  i n  F i g .  4 5 .

(x 6 0 0 )
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C o l o n y  w a s  l o b u l a t e  a n d  s e c t o r e d :  a n  o l i v e - g r e y  m e m b r a n o u s  

s e c t o r  a n d  a  s m o o t h  b l a c k  f l a t  o n e .
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W e t  m o u n t  f r o m  a  3 - d a y s - o l d  c u l t u r e  o n  SD A a t  28  C ,  

s h o w i n g  e l o n g a t e  h y a l i n e  c e l l s ;  t r a n s v e r s e  s e p t a  w e r e  

v i s i b l e  i n  s o m e  o f  t h e  c e l l s .

(x  6 0 0 )
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C l a d o s p o r i u m - t y p e  o f  s p o r u l a t i o n ,  w i t h  l o n g  c h a i n s  o f

t h i c k - w a l l e d  c o n i d i a ;  f r o m  a  6 - w e e k s  - o l d  s l i d e  - c u l t u r e  

o
o n  SD A a t  28  C .
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S u b c u t a n e o u s  g r a n u l o m a  i n  a  m o u s e ,  16 d a y s  a f t e r  

SC i n f e c t i o n  w i t h  i s o l a t e  V 4 1 3 .
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F i g .  54:

K O H  t o u c h  p r e p a r a t i o n  f r o m  t h e  l i v e r  o f  a  m o u s e  i n f e c t e d  

i n t r  a p e  r i  t o n e  a l l y  w i t h  i s o l a t e  V 4 1 3 .  T h e  f u n g u s  w a s  

p r e s e n t  i n  t h e  f o r m  of  s h o r t  c h a i n s  o f  r o u n d e d  s w o l l e n  

c e l l s  ( m o n i l i f o r m  b o d i e s ) .

(x  2 5 0 )
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V 4 1 3 ,  L o n g  b r a n c h i n g  h y p h a e  w e r e  i n v a d i n g  t h e  b r a i n .

( P . A . S .  , X 4 0 0 )
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H y p h a l  i n v a s i o n  o f  m o u s e  b r a i n  f o l l o w i n g  S C  i n o c u l a t i o n  

w i t h  V 4 1 3 .

( P . A . S .  , X 4 0 0 )
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I n v e s t i g a t i o n  o f  p a t h o l o g i c a l  s p e c i m e n s  h a s  s h o w n  t h a t  a n i m a l  d i s e a s e s  

a t t r i b u t a b l e  to  y e a s t s  a r e  n o t  a t  a l l  c o m m o n  i n  t h e  a r e a  s e r v e d  b y  t h e  

V e t e r i n a r y  H o s p i t a l ,  G l a s g o w .  C a n i n e  o t i t i s  e x t e r n a  a s s o c i a t e d  w i t h  

P i t ,  p a c h y d e r m a t i s  w a s  t h e  o n l y  d i s e a s e  c o n d i t i o n  e n c o u n t e r e d  w i t h  a n y  

d e g r e e  o f  f r e q u e n c y .  C a n d i d a  a l b i c a n s  . w a s  d i a g n o s e d  a s  t h e  c a u s e  of

2 c a s e s  o f  o r a l  t h r u s h  i n  g u i n e a - p i g s .  T h e  d i s e a s e  w a s  t h o u g h t  t o  b e  o f  

a  p r i m a r y  n a t u r e  i n  b o t h  a n i m a l s  a s  n o  p r e d i s p o s i n g  f a c t o r s  c o u l d  b e  

f o u n d .  T h i s  y e a s t  w a s  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  c a s e s  o f  g a s t r o e n t e r i t i s  i n

3 p u p p i e s ,  i n  2 o f  w h i c h  p r i o r  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  m i g h t  h a v e  c a u s e d  

p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  y e a s t ,  A f a t a l  g a s t r o e n t e r i t i s  a n d  s y s t e m i c  i n f e c t i o n  

i n  a  r a c i n g  p i g e o n  w a s  b e l i e v e d  to  h a v e  b e e n  c a u s e d  b y  T o r u l o p s i s  

p i n t o l o p e s i i  w h i c h  w a s  i s o l a t e d  i n  h e a v y  a n d  p r o f u s e  g r o w t h  f r o m  l i v e r  

a n d  s p l e e n  a s  w e l l  a s  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t .

B l a c k  y e a s t s ,  i s o l a t e d  f r o m  s a m p l e s  t a k e n  a t  a u t o p s y  f r o m  2 d o g s  

a n d  a  p o n y ,  b u t  n o t  c o n s i d e r e d  to  b e  of  a e t i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e s e  

c a s e s ,  w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  a  p a t h o g e n i c i t y  s t u d y  i n  m i c e  u n d e r t a k e n .

O n e  C l a d o s p o r i u m  s p .  w a s  n o n - p a t h o g e n i c  b u t  2 s t r a i n s  o f  F o n s e c a e a  

d e r m a t i t i d i s  w e r e  h i g h l y  v i r u l e n t ,  s h o w i n g  m a r k e d  n e u r o t r o p i c  a f f i n i t y .

I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  s u g g e s t e d  t h a t  b l a c k  y e a s t s  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d  i n  

d i f f e r e n t i a l  d i a g n o s i s  i n  a n i m a l s  w i t h  d i s e a s e s  o f  t h e  n e r v o u s  s y s t e m .

O n e  i n t e r e s t i n g  r e s u l t  f r o m  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  y e a s t  f l o r a  o f  

c a n i n e  s k i n s  w a s  t h a t  P i t ,  p a c h y d e r  m a t i s  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  d i s e a s e d  

s k i n s  5 t i m e s  m o r e  f r e q u e n t l y  t h a n  f r o m  h e a l t h y  o n e s .  It  m a y  b e  t h a t  

p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  c a n i n e  s k i n  r e n d e r  i t  f a v o u r a b l e  f o r  t h e  

p r o l i f e r a t i o n  o f  t h i s  y e a s t  o r  i t  m a y  b e  t h a t  t h i s  y e a s t  i s  c a p a b l e  o f  

c a u s i n g  s k i n  i n f e c t i o n  i n  t h e  d o g .
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T h e  m o s t  f r e q u e n t l y  e n c o u n t e r e d  y e a s t s  o n  n o r m a l  d o g  s k i n  w e r e  

T .  C a n d i d a , R h .  r u b r a  a n d  T r i .  c u t a n e u r n  a n d  t h e s e  m i g h t  b e  r e g a r d e d  

a s  c o m m e n s a l s .  O t h e r  s p e c i e s  w h i c h  o c c u r r e d  s p o r a d i c a l l y  w e r e  a s s u m e d  

t o  b e  c o n t a m i n a n t s  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t .

T h e  y e a s t  f l o r a  o f  t h e  n a s a l  c a v i t y - o f  d o g s  a n d  c a t s  w a s  i n v e s t i g a t e d  

b y  c u l t u r e  o f  t u r b i n a t e s .  A l t h o u g h  C r .  n e o f o r m a n s  w a s  n o t  r e c o v e r e d ,  

a  n u m b e r  o f  s a p r o p h y t i c  c r y p t o c o c c i  w e r e  i s o l a t e d .  T h e s e  w e r e  p r e s e n t  

m o r e  f r e q u e n t l y  i n  d o g s  t h a n  i n  c a t s .  S p e c i e s  i n  t h e  g e n e r a  C a n d i d a , 

R h o d o t o r u l a  a n d  T o r  u l o p s i s  w e r e  c o m m o n  i n  d o g s  a n d  c a t s .

B e c a u s e  2 c a s e s  o f  o r a l  t h r u s h  w e r e  d i a g n o s e d  i n  g u i n e a - p i g s ,  t h e  

y e a s t  f l o r a  o f  t h e  m o u t h  o f  n o r m a l  g u i n e a - p i g s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  

p r e d o m i n a n t  s p e c i e s  w a s  S a c  c h a r  o m y  c e  s t e l l u r i s , f o l l o w e d  b y  C .  a l b i c a n s  

w h i c h  w a s  p r e s e n t  i n  6% o f  t h e  a n i m a l s .  A s  f a r  a s  I a m  a w a r e ,  t h e  

i s o l a t i o n  o f  C .  c i f e r r i i  f r o m  a  g u i n e a - p i g  r e p r e s e n t s  t h e  f i r s t  r e c o r d  o f  

t h e  o c c u r r e n c e  o f  t h i s  s p e c i e s  i n  S c o t l a n d .

I n  t h e  s e r o l o g i c a l  s u r v e y ,  p r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  t o  C r  . n e o f o r  m a n s  

w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  s e r a  f r o m  d o g s  a n d  c a t s  b y  t h e  C I E  t e s t ,  s o m e  

c a n i n e  s e r a  w e r e  a l s o  p o s i t i v e  b y  I D ,  b u t  no s e r u m  g a v e  a  p o s i t i v e  

a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n .

T h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  a n t i b o d y  i n  a p p a r e n t l y  n o r m a l  d o g s  a n d  c a t s  i n  

c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  l a c k  o f  c a s e s  o f  c r y p t o c o c c o s i s  i n  t h i s  a r e a  s u g g e s t s  

t h a t  e i t h e r  t h e s e  e x p o s e d  a n i m a l s  h a v e  a  h i g h  i n n a t e  r e s i s t a n c e  to  

i n f e c t i o n  b y  C r .  n e o f o r  m a n s  o r  t h a t  m o s t  o f  t h e  s t r a i n s  o f  t h i s  y e a s t  

p r e s e n t  i n  n a t u r e  a r e  o f  l o w  v i r u l e n c e .

B y  u s i n g  a n t i g e n s  p r e p a r e d  f r o m  e a c h  s e r o t y p e ,  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  

t h a t  s e r o t y p e s  A ,  B ,  C a n d  D m u s t  o c c u r  i n  n a t u r e  i n  t h i s  c o u n t r y  w a s
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o b t a i n e d .  A n  i n t e r e s t i n g  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  p o s i t i v e  f e l i n e  a n d  c a n i n e  

s e r a  w a s  n o t e d .  T h e  m o s t  p r e v a l e n t  a n t i b o d y  i n  f e l i n e  s e r a  w a s  t h a t  to  

s e r o t y p e  D w h i l s t  i n  c a n i n e  s e r a  a n t i b o d y  to  s e r o t y p e  B p r e d o m i n a t e d .

N o  s a t i s f a c t o r y  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  v a r i a t i o n  w a s  f o u n d .

A s  m i g h t  b e  e x p e c t e d ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  a n i m a l s  w i t h  a n t i b o d y  w a s  

h i g h e r  i n  r u r a l  t h a n  i n  u r b a n  p o p u l a t i o n s  .

In  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s ,  s t r a i n s  o f  C r .  n e o f o r  m a n s , e v e n  t h o s e  p r o v e d  

t o  b e  v i r u l e n t  f o r  m i c e  w e r e ,  w i t h  o n e  e x c e p t i o n ,  n o n - p a t h o g e n i c  to  c a t s .  

O n l y  o n e  o f  t h e  8 s t r a i n s  c a u s e d  d i s e a s e .  N o n e  o f  t h e  16 c a t s  c h a l l e n g e d  

b y  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e  d e v e l o p e d  o v e r t  i n f e c t i o n ,  b u t  3 of  t h e  8 i n t r a 

v e n o u s l y  i n f e c t e d  c a t s  d e v e l o p e d  c l i n i c a l  d i s e a s e .

P r e d i s p o s i n g  f a c t o r s  a p p e a r  to  b e  i m p o r t a n t  i n  e n a b l i n g  t h e  d i s e a s e  

t o  d e v e l o p .  O n e  o f  t h e  3 d i s e a s e d  c a t s  h a d  f e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s  i n f e c 

t i o n  a n d  a n o t h e r  h a d  c a l i c i v i r u s  i n f e c t i o n  c o n c u r r e n t l y  w i t h  c r y p t o c o c c o s i s  

N o  p r e d i s p o s i n g  c o n d i t i o n  w a s  r e c o g n i s e d  i n  t h e  t h i r d  i n f e c t e d  c a t ,  n o r  i n  

a  c l i n i c a l l y  n o r m a l  c a t  k i l l e d  a s  a  c o n t r o l  17 d a y s  a f t e r  i n t r a v e n o u s  

i n o c u l a t i o n  w i t h  t h e  s a m e  s t r a i n s  a s  t h e  i n f e c t e d  c a t s .  A t  p o s t  m o r t e m _, 

t h i s  a n i m a l  w a s  f o u n d  t o  h a v e  C r .  n e o f o r m a n s  i n  t h e  s p l e e n ,  l u n g s ,  

k i d n e y ,  u r i n e  a n d  n a s a l  c a v i t y .  T h e  c l i n i c a l  s i g n s  o f  d i s e a s e  s h o w n  

b y  t h e  c a t s  v a r i e d  m a r k e d l y ,  c o n f i r m i n g  t h a t  f e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s  

p r e s e n t s  n o  w e l l - d e f i n e d  c l i n i c a l  p a t t e r n .

C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  w a s  n o t  r e c o v e r e d  i n  c u l t u r e ,  a t  a u t o p s y ,  

f r o m  c a t s  i n o c u l a t e d  i n t r a v e n o u s l y  b u t  w h i c h  d i d  n o t  d e v e l p p  t h e  d i s e a s e .  

C u l t u r e s  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  b y  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e  s h o w e d  t h a t  C r  . 

n e o f o r m a n s  r e m a i n e d  v i a b l e  w i t h i n  t h e  n a s a l  c a v i t y  f o r  l o n g  p e r i o d s .
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s u g g e s t i n g  t h a t  c a t s  a r e  u n a b l e  t o  c l e a r  y e a s t  c e l l s  f r o m  t h i s  s i t e .

If s u c h  " c a r r i e r "  c a t s  b e c o m e  c o m p r o m i s e d ,  i t  s e e m s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

d i s e a s e  m i g h t  b e  a c t i v a t e d ,

M y c o l o g i c a l  m e t h o d s  o f  i n  v i v o  d i a g n o s i s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  A p a r t  

f r o m  t h e  f i r s t  f e w  d a y s  a f t e r  i n t r a n a s a l  c h a l l e n g e ,  c u l t u r e s  of  n a s a l  s w a b s  

w e r e  n e g a t i v e  e v e n  f r o m  c a t s  i n  w h i c h  v i a b l e  y e a s t  w a s  s h o w n  to  b e  p r e 

s e n t  i n  t h e  n a s a l  c a v i t y .  R e t r o s p e c t i v e l y ,  i t  w a s  r e a l i z e d  t h a t  n a s a l  

w a s h i n g  w o u l d  p r o b a b l y  be '  o f  u s e  i n  d i a g n o s i s .  N e g a t i v e  r e s u l t s  w e r e  

a l s o  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  o f  b r o n c h i a l  w a s h i n g s  a n d  f a e c a l  s a m p l e s .

T h e  y e a s t  w a s ,  h o w e v e r ,  r e c o v e r e d  i n  c u l t u r e  f r o m  a n  o c u l a r  d i s 

c h a r g e  a n d  f r o m  u r i n e  f r o m  2 i n f e c t e d  c a t s  a n d  f r o m  t h e  c o n t r o l  c a t  

w h i c h  w a s ,  I b e l i e v e  , d e v e l o p i n g  c r y p t o c o c c o s i s .  I t  i s  t h e r e f o r e  

s u g g e s t e d  t h a t ,  a s  a n  a i d  t o  d i a g n o s i s ,  u r i n e  s a m p l e s  f r o m  c a t s  w i t h  

s u s p e c t e d  c r y p t o c o c c o s i s  s h o u l d  b e  c u l t u r e d .

A s  w i t h  t h e  p o s i t i v e  s e r u m  s a m p l e s  i n  t h e  s u r v e y ,  s e r a  f r o m  e x p e r i 

m e n t a l  c a t s  w e r e  p o s i t i v e  b y  C I E , g i v i n g  o n e  l i n e  o f  p r e c i p i t a t i o n  a n d  

a l l  w e r e  n e g a t i v e  a t  a  1 :2  d i l u t i o n .  H o w e v e r ,  s e r a  f r o m  3 i n t r a n a s a l l y  

c h a l l e n g e d  c a t s  w e r e  a l s o  p o s i t i v e  b y  I D .  A g g l u t i n a t i n g  a n t i b o d y  w a s  n o t  

d e m o n s t r a t e d  i n  a n y  s e r u m  f r o m  a n  e x p e r i m e n t a l  c a t .

P r e c i p i t a t i n g  a n t i b o d y  to  C r .  n e o f o r m a n s  d e v e l o p e d  i n  c a t s  w i t h i n  

2 w e e k s  o f  c h a l l e n g e .  A n t i b o d y  p e r s i s t e d  f o r  l o n g e r  i n  c a t s  i n f e c t e d  

i n t r a n a s a l l y  t h a n  i n  t h o s e  i n f e c t e d  i n t r a v e n o u s l y ,  p r o b a b l y  b e c a u s e  t h e  

y e a s t  r e m a i n e d  w i t h i n  t h e  n a s a l  c a v i t y .

S e r a  f r o m  c a t s  i n f e c t e d  w i t h  i n d i v i d u a l  s e r o t y p e s  w e r e  i n i t i a l l y  

p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d y  o n l y  t o  t h e  i n f e c t i n g  s e r o t y p e ,  b u t  l a t e r  s h o w e d  

c r o s s  r e a c t i o n s  w i t h  o t h e r  s e r o t y p e s .  It  w a s  s u r p r i s i n g  t h a t  n o n e  o f
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t h e  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  t h e  15 c a t s  i n f e c t e d  w i t h  t h e  4 u n t y p e d  s t r a i n s  

g a v e  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n  w i t h  a n y  s e r o t y p e  a n t i g e n .  T h i s  s e e m s  to  

s u g g e s t  t h a t  t h e r e  m a y  b e  a n o t h e r  s e r o t y p e  of  C r .  n e o f o r  m a n s  .

A s  a  r e s u l t  o f  t h i s  w o r k ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i g e n  

i s  t h e  o n l y  d e f i n i t e  s e r o l o g i c a l  p r o o f  o f  a c t i v e  c r y p t o c o c c o s i s  i n  t h e  c a t .  

C r y p t o c o c c a l  a n t i g e n  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  s e r a  o f  t h e  3 c a t s  w i t h  c l i n i c a l  

i n f e c t i o n  a n d  i n  t h e  c o n t r o l  c a t  w h i c h  w a s  b e l i e v e d  to  b e  i n  t h e  p r o c e s s  o f  

d e v e l o p i n g  d i s e a s e .  I t  w a s  s h o w n  t h a t  a n t i b o d y  c o u l d  r e s u l t  f r o m  e x p o s u r e  

t o  v i a b l e  o r  k i l l e d  c e l l s  a n d  c o u l d  p e r s i s t  f o r  a  l o n g  t i m e ,  e v e n  i n  c a t s  

f r e e  f r o m  c l i n i c a l  d i s e a s e .  T h e  p r e s e n c e  of  a n t i b o d y  c a n n o t ,  t h e r e f o r e ,  

b e  r e g a r d e d  a s  p r o o f  o f  a c t i v e  c r y p t o c o c c o s i s .  H o w e v e r ,  i t  c o u l d  b e  a  

s i g n i f i c a n t  s u p p l e m e n t a r y  d i a g n o s t i c  f a c t o r  i n  a n  a n i m a l  w i t h  c l i n i c a l  

s i g n s  s u g g e s t i v e  of  c r y p t o c o c c o s i s .

I n  t h e  c o u r s e  of  t h i s  e x p e r i m e n t a l  s t u d y ,  2 f a c t o r s  o f  s i g n i f i c a n c e  i n  

t h e  e p i z o o t i o l o g y  of  c r y p t o c o c c o s i s  w e r e  n o t e d .  I t  w a s  s h o w n  t h a t  c a t s  

w i t h  c r y p t o c o c c o s i s  c a n  e x c r e t e  t h e  y e a s t  i n  o c u l a r  d i s c h a r g e s  a n d  i n  

u r i n e  a n d  t h a t  i n  q u a n t i t y  s u f f i c i e n t  t o  a f f e c t  n o r m a l  i n - c o n t a c t  c a t s .

C o n t r o l  c a t s  k e p t  i n  t h e  s a m e  r o o m  a s  i n f e c t e d  c a t s  d e v e l o p e d  a n t i b o d y  

t o  C r .  n e o f o r m a n s  w i t h i n  4 w e e k s ,  p r o v i n g  t h a t  t h e  y e a s t  m u s t  h a v e  b e e n  

p r e s e n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a r id  t h a t ,  t o  i n d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y ,  

y e a s t  c e l l s  m u s t  h a v e  e n t e r e d  t h e i r  b o d i e s .

I n  v i e w  o f  t h i s ,  I b e l i e v e  t h a t  c r y p t o c o c c o s i s  s h o u l d  b e  r e g a r d e d  a s  a  

c o n t a g i o u s  d i s e a s e  a n d  t h a t  a f f e c t e d  a n i m a l s  s h o u l d  b e  s t r i c t l y  i s o l a t e d .
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B e e m e r ,  A .  M .  , S c h n e e r s o n - P o r a t , S .  a n d  K u t t i n ,  E .  S .  ( 1 9 7 0 ) .  

R h o d o t o r u l a  m u c i l a g i n o s a  d e r m a t i t i s  o n  f e a t h e r e d  p a r t s  o f  c h i c k e n s :  

a n  e p i z o o t i c  o n  a  p o u l t r y  f a r m .  A v i a n  D i s .  , 1 4 ,  2 3 4 - 2 3 9 .

B e n n e t t ,  J .  E . , K w o n - C h u n g ,  K .  J .  a n d  H o w a r d ,  D .  H .  ( 1 9 7 7 ) ,  E p i d e 

m i o l o g i c  d i f f e r e n c e s  a m o n g  s e r o t y p e s  o f  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s .

A m .  J .  E p i d e m i o l . , 1 0 5 , 5 8 2 - 5 8 6 .

B e r k h o u t ,  C .  M .  ( 1 9 2 3 ) ,  D e  S c h i m m e l g e s l a c h t e n  M o n i l i a , O i d i u m , 

Q o s p o r a  e n  T o r u l a  . T h e s i s  U t r e c h t .

B e r t s c h i n g e r , H .  U .  , S c h w e i z e r ,  R .  a n d  S c h o l e r ,  H . J .  ( 1 9 6 4 ) .  H e f e n

a l s  m a s t i t i s e r r e g e r  b e i m  R i n d .  S c h w e i z e r  A r c h .  T i e r h e i l k . , 1 0 6 ,  1 8 3 -  

1 9 2 .

B e v e r i d g e ,  G .  W . ,  F a i r b u r n ,  E . , F i n n ,  O .  A . ,  S c o t t ,  O .  L .  S . ,

S t e w a r t ,  T . W .  a n d  S u m m e r l y ,  R ,  ( 1 9 7 7 ) .  A c o m p a r i s o n  o f  n y s t a t i n  

c r e a m  w i t h  n y s t a t i n / t r i a m c i n o l o n e  a c e t o n i d e  c o m b i n a t i o n  c r e a m  i n  t h e  

t r e a t m e n t  o f  c a n d i d a l  i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  f l e x u r e s .  C u r r .  M e d .  R e s .  & 

O p i n . , 4 ,  5 8 4 - 5 8 7 .

B i c k f o r d ,  A .  A . ,  G a l l i n a ,  A .  M .  , W i n t e r f i e l d ,  R ,  W ,  a n d  B o l t e ,  H .  

( 1 9 7 1 ) .  S t u d i e s  o f  a n  u n u s u a l  p o x  i n f e c t i o n  i n  t u r k e y s .  A v i a n  D i s . ,

2 5 ,  6 1 4 - 6 2 5 .

B i s p i n g ,  W .  , R e f a i ,  M .  a n d  T r a u t w e i n ,  G .  ( 1 9 6 4 ) .  C a n d i d a  p a r a p s i l o s i s
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a l s  Ui' s a c h e  e i n e s  R i n d e r a b o r t e  s . B e r l .  M u n c h ,  t i e r a r z t l .  W s c h r . ,  77 , 

2 6 0 - 2 6 2 .

B l a x l a n d ,  J .  D .  a n d  F i n c h a n n ,  I .  H .  ( 1 9 5 0 ) .  M y c o s i s  o f  t h e  c r o p  ( m o n i 

l i a s i s )  i n  p o u l t r y ,  w i t h  p a r t i c u l a r  r e f e r e n c e  to  s e r i o u s  m o r t a l i t y  o c c u r r i n g  

i n  y o u n g  t u r k e y s  . B r  . v e t . J .  , 1 0 6 ,  2 2 1 - 2 3 1 .

B o r k o w s k a - T r i p p e n b a c h ,  B ,  a n d  S z w e j k o w s k i ,  H .  (1 9 5 0 ) .  M o n i l i a s i s  

u  d r o b i u .  P r o c e e d i n g s  2 n d  M e e t .  P o l i s h  P a r a s i t o l . S o c . ,  1 0 5 - 1 0 6 .

B r o w n ,  R .  J „  , N o w l i n ,  C .  B ,  , T a y l o r ,  D .  R ,  a n d  O ’N e i l l ,  T .  P .  ( 1 9 7 8 ) .  

D e r m a l  c r y p t o c o c c o s i s  i n  a  c a t .  M o d ,  v e t .  P r a c t . , 5 9 ,  4 4 7 .

B u c k l e y ,  H .  R .  a n d  v a n  U d e n ,  N .  ( 1 9 6 8 ) .  F i v e  n e w  C a n d i d a  s p e c i e s .  

M y c o p a t h .  M y c o l .  a p p l .  , 3 6 , 3 5 7 - 2 6 6 .

B u d t z - J o r g e n s e n ,  F . ( 1 9 7 5 ) .  E f f e c t s  o f  t r i a m c i n o l o n e  a c e t o n i d e  o n  

e x p e r i m e n t a l  o r a l  c a n d i d i a s i s  i n  m o n k e y s .  S c a n d .  J .  o f  D e n t .  R e s . , 

1 7 1 - 1 7 8 .

B u t t e r f i e l d ,  W . a n d  J o n g ,  S ,  C .  ( 1 9 7 6 ) .  E f f e c t  o f  c a r b o n  s o u r c e  o n  

c o n i d i o g e n e s i s  i n  F o n s e c a e a  d e r  m a t i t i d i  s , a g e n t  o f  c h r o m o m y c o s i s .  

M y c o p a t h .  M y c o l .  a p p l . , 5 8 , 5 9 - 6 2 .

B u x t o n ,  A .  a n d  F r a s e r ,  G .  ( 1 9 7 7 ) ,  A n i m a l  M i c r o b i o l o g y ,  V o l  1 , ;  

B l a c k w e l l  S c i e n t i f i c  P u b l i c a t i o n s ,  O x f o r d ,  L o n d o n ,  E d i n b u r g h ,  M e l b o u r n e .

C a g n i a r d - L a t o u r  ( 1 8 3 7 ) .  C i t e d  b y  A .  H .  R o s e  a n d  J .  S .  H a r r i s o n  ( 1 9 6 9 ) .

C a m p b e l l ,  C .  K . ,  N a y l o r ,  D ,  C . , K e l l y ,  N .  C .  a n d  E s p l e n ,  W . B . ( 1 9 7 0 )
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C r y p t o c o c c o s i s  i n  a  c a t .  V e t . R e c . , 8 7 ,  4 0 6 - 4 0 9 .

C a r l t o n ,  W .  W ,  , F e e n e y ,  D .  A .  a n d  Z i m m e r m a n ,  J .  L .  ( 1 9 7 6 ) .  

D i s s e m i n a t e d  c r y p t o c o c c o s i s  w i t h  o c u l a r  i n v o l v e m e n t  i n  a  d o g .  J . A m . 

a n i m .  H o s p .  A s s . , 1 2 , 5 3 - 5 9 .

C a r  m o -  S o u s a , D o  L .  ( 1 9 6 9 ) .  D i s t r i b u t i o n  o f  y e a s t s  i n  n a t u r e .  p p  1 0 1 -  

1 0 5  i n :  T h e  Y e a s t s .  V o ,  1 . ,  E d . :  A .  H .  R o s e  a n d  J .  S .  H a r r i s o n .  

A c a d e m i c  P r e s s ,  L o n d o n  a n d  N e w  Y o r k .

C a r r i o n ,  A ,  L .  ( 1 9 5 0 ) .  Y e a s t l i k e  d e m a t i a c e o u s  f u n g i  i n f e c t i n g  t h e  h u m a n  

s k i n ;  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  s o - c a l l e d  H o r m i s c i u m  d e r m a t i t i d i s  . A r c h .  

D e r m .  S y p h . , 6 1 , 9 9 6 - 1 0 0 9 .

C a r t e r ,  G .  R .  ( 1 9 7 5 ) .  D i a g n o s t i c  P r o c e d u r e s  i n  V e t e r i n a r y  M i c r o b i o l o g y  

2 n d  E d , ;  2 n d  P r i n t i n g .  C h a r l e s  C . T h o m a s ,  P u b l i s h e r ,  S p r i n g f i e l d ,  

I l l i n o i s .

C a r v a l h o ,  E .  C .  Q .  D e ,  M e l l o ,  C .  a n d  F e r r e i r a ,  A .  C .  S .  ( 1 9 7 4 ) .  

C r y p t o c o c c o s i s  i n  a  c a t .  S e c o n d  c a s e  i n  B r a z i l .  R e v t a  d e  M e d ,  v e t .

2 £ ,  4 3 - 5 4 .

C a s t e l l a n i ,  A .  ( 1 9 6 3 ) .  B a l a n o p o s t h i t i s  c h r o n i c a  u l c e r a t i v a  c r y p t o c o c c i c a . 

D e r m a t o l .  T r o p . , J u l y - S e p t e m b e r , 1 3 7 - 1 4 1 .

C a t c o t t ,  E .  J . ( 1 9 7 5 ) .  F e l i n e  M e d i c i n e  a n d  S u r g e r y .  2 n d  E d . :

A m e r i c a n  V e t e r i n a r y  P u b l i c a t i o n s  I n c .  , D r a w e r  K K ,  Sam ta  B a r b a r a ,  

C a l i f o r n i a .
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C h i b a ,  T . ,  K a t o ,  Y .  a n d  N o n o g a k i ,  M .  ( 1 9 6 7 ) .  A f e l i n e  c a s e  o f  c r y p t o 

c o c c o s i s  t a k e n  f r o m  p e r i t o n e a l  n e o p l a s m .  J .  J a p ,  v e t ,  m e d .  A s s . , 2 0 ,  

2 8 7 - 2 8 8 .

C h u t e ,  H .  Li. ,  D a v i s ,  F .  L .  a n d  P a y n e , D .  D .  ( 1 9 6 5 ) .  C r y p t o c o c c o s i s  

i n  t h e  c a t .  J .  M a i n e  m e d .  A s s . , 5 6 , 2 2 8 - 2 2 9  .

C l a r k ,  L .  a n d  R o u b i n ,  G .  S.  ( 1 9 7 0 ) .  C r y p t o c o c c o s i s  i n  a  c a t ,  A u s t . 

v e t . J . , 46  , 5 4 4 - 5 4 8 .

C l a r k e ,  R ,  T ,  J .  ( i 9 6 0 ) .  R u m e n  C a n d i d a  s p e c i e s  a n d  b o v i n e  m a s t i t i s .

N . Z . v e t . J . , ^ , 7 9 .

C o d a z z a ,  D . , B e r t o l d i n i ,  G . a n d  S a m p i e r i ,  G . ( 1 9 7 3 ) .  G e n i t a l  i n f e c t i o n  

b y  C r y p t o c o c c u s  a l b i d u s  i n  t h e  h o r s e .  F o l i a  V e t .  L a t .  , 3 ,  3 3 9 - 3 4 2 .

C o m a n ,  E .  ( 1 9 6 8 ) .  N o t e s  a n d  d a t a  o n  C a n d i d a  a l b i c a n s  i n f e c t i o n  i n  p i g 

l e t s .  R e v t a ,  Z o o t e c h .  M e d .  V e t . ,  B u c u r e s t i , 1 8 ,  6 4 - 6 8 .

C o n a n t ,  N .  F . , S m i t h ,  D .  T . ,  B a k e r ,  R . D . , C a l l a w a y ,  J .  L .  a n d  

M a r t i n ,  D .  S .  ( 1 9 5 4 ) .  M a n u a l  o f  C l i n i c a l  M y c o l o g y .  2 n d  E d . :

W .  B .  S a u n d e r s  C o . ,  P h i l a d e l p h i a  a n d  L o n d o n .

C o n a n t ,  N .  F . , S m i t h ,  D .  T . ,  B a k e r ,  R .  D .  a n d  C a l l a w a y ,  J .  L .  ( 1 9 7 1 ) ,  

M a n u a l  o f  C l i n i c a l  M y c o l o g y .  3 r d  E d . :  W .  B .  S a u n d e r s  C o .  ,

P h i l a d e l p h i a ,  L o n d o n ,  T o r o n t o .

C o n w a y ,  N .  , K o t h a r i ,  M .  L .  , L o c k e y , E . a n d  Y a c o u b ,  M .  H .  ( 1 9 6 8 ) .  

C a n d i d a  e n d o c a r d i t i s  a f t e r  h e a r t  s u r g e r y .  T h o r a x , 2 3 ,  3 5 3 - 3 5 5 .
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C o o k ,  A .  H .  ( E d . )  ( 1 9 5 8 ) .  T h e  C h e m i s t r y  a n d  B i o l o g y  of  Y e a s t s .

A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,

C o r d e s ,  D ,  O .  a n d  R o y a l ,  W .  A .  ( 1 9 6 7 ) .  C r y p t o c o c c o s i s  i n  a  c a t .

N . Z .  v e t .  J o ,  1 5 ,  1 1 7 - 1 2 1 .

C o x ,  L .  B .  a n d  T o l h u r s t ,  J . C . ( 1 9 4 6 ) .  H u m a n  c r y p t o c o c c o s i s  : a  c l i n i 

c a l ,  p a t h o l o g i c a l  a n d  m i c r o b i o l o g i c a l  s t u d y  w i t h  a  r e p o r t  o f  t h i r t e e n  c a s e s .  

M e l b o u r n e :  M e l b o u r n e  U n i v .  P r e s s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  O x f o r d  U n i v .  P r e s s ,  

M e l b o u r n e  a n d  L o n d o n .

C u n h a , D a  T .  a n d  L u s i n s ,  J .  ( 1 9 7 3 ) .  C r y p t o c o c c u s  a l b i d u s  m e n i n g i t i s .

S t h . m e d .  J . , 6 6 , 1 2 3 0 ^ 1 2 4 3 .

C u r t i s ,  A .  J .  ( 1 9 5 7 ) .  A c a s e  o f  t o r u l o s i s  i n  a  d o m e s t i c  c a t .  A u s t .  J .  

M e d .  T e c h n o l .  , 2 »  71 .

v a n  C u t s e m ,  J .  a n d  T h i e n p o n t ,  D .  ( 1 9 7 1 ) ,  E x p e r i m e n t a l  c u t a n e o u s  

C a n d i d a  a l b i c a n s  i n f e c t i o n  i n  g u i n e a - p i g s .  S a b o u r  a u d i a , 9 ,  1 7 - 2 0 .

D a l e ,  J .  E .  ( 1 9 7 2 ) .  C a n i n e  d e r m a t o s i s  c a u s e d  b y  C a n d i d a  p a r a p s i l o s i s . 

V e t .  M e d ,  s m a l l  A n i m .  C l i n . , 6 7 ,  5 4 8 - 5 4 9 .

D a n k o ,  G .  ( 1 9 7 2 ) .  M y c o t i c  m a s t i t i s  o f  c a t t l e .  D e t e c t i o n  o f  t h e  d i s e a s e  

i n  a  H u n g a r i a n  d a i r y  h e r d .  M a g y .  A l l a t o r v .  L a p .  , 2 7 ,  4 9 3 - 4 9 6 .

D a w s o n ,  C .  O .  ( 1 9 7 9 ) .  P e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n .

D e e ,  T .  H .  a n d  R y t e l ,  M .  W .  ( 1 9 7 5 ) .  C l i n i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  c o u n t e r -  

i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  i n  d e t e c t i o n  o f  C a n d i d a  s e r u m  p r e c i p i t i n s .  J .

L a b .  d i n .  M e d . ,  8 5 ,  1 6 1 - 1 6 6 .
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D e e ,  T .  H .  a n d  R y t e l ,  M ,  W .  ( 1 9 7 7 ) .  D e t e c t i o n  o f  C a n d i d a  s e r u m  p r e c i -  

t i n s  b y  c o u n t e r i m m u n o e l c t r o p h o r e s i s  : a n  a d j u n c t  i n  d e t e r m i n i n g  s i g n i f i 

c a n t  c a n d i d i a s i s .  J .  d i n .  M i c r o b i o l . , 4 5 3 - 4 5 7 .

D e n t o n ,  J .  F .  a n d  D i  S a l v o ,  A .  F ,  ( 1 9 6 8 ) .  T h e  p r e v a l e n c e  o f  C r y p t o  

c o c c u s  n e o f o r m a n s  i n  v a r i o u s  n a t u r a l  h a b i t a t s .  S a b o u r  a u d i a , 6 ,  2 1 3 - 2 1 7 .

D i d d e n s , H .  A .  a n d  D o d d e r ,  J ,  ( 1 9 4 2 ) .  D i e  H e f e s a m m l u n g  d e s  

C e n t r a a l b u r e a u  v o o r  S c h i m m e l c u l t u r e s  . I I .  D i e  a n a s k o s p o r o g e n e n  

H e f e n ,  N o r t h - H o l l a n d  P u b l i s h i n g  C o . ,  A m s t e r d a m .

D r o u h e t ,  E ,  ( 1 9 6 5 ) .  E t u d e  e x p é r i m e n t a l e  d ’u n  n o u v e l  a n t i b i o t i q u e ,  l a  

p i m a r i c i n e .  B u l l .  S o c ,  f r  . D e r m . S y p h . ,  7 2 , 2 4 9 - 2 5 3 .

D r o u h e t ,  E ,  ( 1 9 6 9 ) .  S é l e c t i o n  d e s  l e v u r e s  s o u s  a n t i b i o t i q u e s  e t  c o n s é 

q u e n c e s  p a t h o l o g i q u e s .  C a h .  M é d .  \ e t .  , 6 ,  (R e v .  m e d .  v e t .  M y c o l . ,

1 9 7 0 ,  1_, A b s t .  4 9 5 ) .

D u c k w o r t h ,  R .  H , ,  T a y l o r ,  D .  E .  S .  a n d  J u l i a n ,  A ,  F .  ( 1 9 7 5 ) .

N e o f o r m a n s  i n f e c t i o n  i n  a  c a t .  V e t . R e c . , 9 6 ,  4 8 .

D u p e r v a l ,  R . ,  H e r m a n s ,  P .  E . ,  B r e w e r ,  N .  S .  a n d  R o b e r t s ,  G .  D .

( 1 9 7 7 ) .  C r y p t o c o c c o s i s ,  w i t h  e m p h a s i s  o n  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  i s o l a t i o n  

o f  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  f r o m  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t .  C h e s t , 7 2 ,  1 3 - 1 9 .

E b e r t h ,  J .  ( 1 8 5 8 ) .  E i n i g e  b e o b a c h t u n g e n  v o n  p f l a n z l i c k e n  p a r a s i t e n  b e i . 

T h i e r e n - A r c h ,  f .  P a t h .  A n a t .  u .  P h y s i o l . , 3 9 , 5 2 2 .

E l k a n ,  E .  a n d  P h i l p o t ,  C .  M .  ( 1 9 7 3 ) ,  M y c o t i c  i n f e c t i o n s  i n  f r o g s  d u e  

t o  a  P h i a l o p h o r a - l i k e  f u n g u s .  S a b o u r a u d i a , 11 , 9 9 - 1 0 5 .
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E m m o n s ,  C . W , ( 1 9 5 2 ) .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  s t r a i n s  f r o m  a

s e v e r e  o u t b r e a k  o f  b o v i n e  m a s t i t i s .  M y c o p a t h .  M y c o l .  a p p l . ,  2»  2 3 1 - 2 3 4 .

E m m o n s ,  C . W .  ( 1 9 5 4 ) .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  s a p r o p h y t i s m  i n  t h e  e p i d e 

m i o l o g y  o f  t h e  m y c o s e s .  T r a n s .  N .  Y .  A c a d .  S c i .  , 1 7 , 1 5 7 - 1 6 6 .

E m m o n s ,  C .  W .  ( I 9 6 0 ) .  ' P r e v a l e n c e  o f  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  i n  

p i g e o n  h a b i t a t s  . P u b l i c  H l t h .  R e p ,  W a s h i n g t o n ,  7 5 , 3 6 2 - 3 6 4 ,

E m m o n s ,  C ,  W .  , B i n f o r d ,  C .  H„ a n d  U t z ,  J .  P .  ( 1 9 6 3 ) .  M e d i c a l

M y c o l o g y .  H e n r y  K i m p t o n ,  L o n d o n .

E m m o n s ,  C .  W ,  , B i n f o r d ,  C .  H .  a n d  U t z ,  J .  P .  ( 1 9 7 0 ) .  M e d i c a l

M y c o l o g y .  2 n d  E d .  * L e a  a n d  F e b i g e r ,  P h i l a d e l p h i a .

E n c h e v ,  S . ,  A l e k s a n d r o v ,  M . , T s o n e v ,  T s . ,  S h i s h k o v ,  N . ,  V r a n s k a ,

T s . ,  K y u r t o v ,  N .  , K o l e v ,  M .  a n d  K r " s t e v ,  E .  ( 1 9 7 5 ) .  C a n d i d i a s i s  
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I v o g h l i ,  B . ,  A n d e r s o n ,  N .  V .  a n d  L e i p o l d ,  H ,  W . ( 1 9 7 4 ) .  D i s s e m i n a t e d  

c r y p t o c o c c o s i s  i n  a  c a t .  V e t .  M e d ,  s m a l l  A n i m .  C l i n .  , 6 9 ,  4 2 3 - 4 2 6 .

J a r r e t t ,  O .  ( 1 9 7 9 ) .  F e l i n e  l e u k a e m i a  v i r u s .  I n  P r a c t i c e , J_, 1 5 - 2 3 .

J e o f f e r y ,  S .  M .  S .  a n d  K e n z y ,  S .  G .  ( I 9 6 0 ) .  N u t r i t i o n a l  f a c t o r s  i n f l u e n 

c i n g  e x p e r i m e n t a l  C a n d i d a  a l b i c a n s  i n f e c t i o n  i n  c h i c k e n s .  1. E f f e c t  o f  

v i t a m i n  A d e f i c i e n c y .  A v i a n  D i s . , 4 ,  1 3 8 - 1 5 1 .

J o h n s t o n ,  L .  A .  Y . a n d  L a v e r s ,  D .  W .  ( 1 9 6 3 ) .  C r y p t o c o c c a l  m e n i n g i t i s  

i n  a  c a t  i n  N o r t h  Q u e e n s l a n d .  A u s t .  v e t .  J . , 3 9 ,  3 0 6 - 3 0 7 .

J o h n s t o n ,  L ,  A .  Y . a n d  L u c a s , M . H .  ( 1 9 6 5 ) ,  M e n i n g i t i s  i n  a  c a t .

A u s t .  v e t .  J . ,  4 1 ,  2 9 9 .

J d r g e n s e n ,  A .  (1886 ) .  i n :  M i c r o o r g a n i s m s  a n d  F e r m e n t a t i o n ,  T r a n s 

l a t e d  a n d  e d i t e d  b y  A .  H a n s e n .  G r i f f i n  & C o .  L t d .  , L o n d o n .

J o t i s a n k a s a ,  V . ,  N i e l s e n ,  H .  S .  a n d  C o n a n t ,  N .  F . ( 1 9 7 0 ) .  P h i a l o p h o r a  

d e r m a t i t i d i s  ; i t s  m o r p h o l o g y  a n d  b i o l o g y .  S a b o u r a u d i a , _8, 9 8 - 1 0 7 .

J u n g e r m a n ,  P .  F . a n d  S c h w a r t z  m a n ,  R  . M .  ( 1 9 7 2 ) .  V e t e r i n a r y  M e d i c a l  
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K a n o ,  K .  ( 1 9 3 7 ) .  U b e r  d i e  c h r o m o b l a s t o m y k o s e  d u r c h  e i n e n  n o c h  n i c h t  

a l s  p a t h o g e n  b e s c h r i e b e n e n  p i l z  : H o r m i s c i u m  d e r m a t i t i d i s  n  s p .  .

A r c h .  D e r m .  S y p h . , 1 7 6 ,  2 8 2 - 2 9 4 .

K a p l a n ,  W .  ( 1 9 5 9 ) .  P i e d r a  i n  l o w e r  a n i m a l s .  A c a s e  r e p o r t  o f  w h i t e  

p i e d r a  i n  a  m o n k e y  a n d  a  r e v i e w  o f  t h e  l i t e r a t u r e .  J .  A m .  v e t .  m e d .
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g e n .  M i c r o b i o l . , 3 9 , 1 2 5 - 1 2 9 .

K a y ,  W ,  J , ,  I s r a e l ,  E .  a n d  P r a t a ,  R .  G .  ( 1 9 7 4 ) ,  S y m p o s i u m  o n  b i o p s y  

t e c h n i q u e s :  C e r e b r o s p i n a l  f l u i d . V e t .  C l i n .  N o r t h  A m . , 4 1 9 - 4 3 5 .

K e l l e y ,  D .  C .  a n d  M o s i e r ,  J .  E .  ( 1 9 7 7 ) ,  P u b l i c  h e a l t h  a s p e c t s  o f  m y 

c o t i c  d i s e a s e s .  J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 7 1 , 1 1 6 8 - 1 1 7 0 .

K e y m e r ,  I ,  F . a n d  A u s t w i c k ,  P .  K .  C . ( 1 9 6 1 ) .  M o n i l i a s i s  i n  p a r t r i d g e s  

( P e r d i x  p e r d i x ) .  S a b o u r a u d i a , _1, 2 2 - 2 9 .
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P n e u m o n i a  a s s o c i a t e d  w i t h  T o r u l o p s i s  g l a b r a t a  i n  a n  a b o r t e d  b o v i n e  

f o e t u s .  S a b o u r a u d i a , 14 , 4 3 - 4 5 .
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K r a b i s c h ,  P ,  a n d  A m t s b e r g ,  G . ( 1 9 7 4 ) .  O c c u r r e n c e  o f  y e a s t s  f r o m  

m a t e r i a l  f r o m  d o m e s t i c  a n d  z o o  a n i m a l s ,  D t .  t i e r a r z t l .  W s c h r , , 81 , 

4 0 - 4 2 .

K r a i ,  F . a n d  S c h w a r t z m a n ,  R ,  M .  ( 1 9 6 4 ) .  V e t e r i n a r y  a n d  C o m p a r a t i v e  

D e r m a t o l o g y .  2 n d  E d . ,  J .  B ,  L i p p i n c o t t  C o . ,  P h i l a d e l p h i a  a n d  M o n t r e a l .
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K r a i ,  F .  a n d  U s c a v a g e ,  J .  P .  ( i 9 6 0 ) .  C u t a n e o u s  c a n d i d i a s i s  i n  a  d o g .

J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 3 6 , 6 1 2 - 6 1 5 ,

K r  e g e r - v a n  R i j ,  N .  J .  W .  ( 1 9 6 5 ) .  C a n d i d a  c i f e r r i i , a  n e w  y e a s t  s p e c i e s .  

M y c o p a t h .  M y c o l .  a p p l ,  , 2 6 , 4 9 - 5 2 .

K u p r o w s k i ,  M . ( I 9 6 0 ) .  O n  t h e  p a t h o g e n e s i s  a n d  m o r p h o l o g y  o f  m o n i l i a 

s i s  i n  p o u l t r y .  D t . t i e r a r z t l . W s c h r . , 67 , 1 8 5 - 1 8 9 .

K u r t z ,  H .  J .  a n d  F i n c o ,  D ,  R .  ( 1 9 7 0 ) .  G r a n u l o m a t o u s  c h o r i o r e t i n i t i s  

c a u s e d  b y  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  i n  a  d o g ,  J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s .  , 
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C a n d i d a  t r o p i c a l i s  i n f e c t i o n  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  o f  t u r k e y s  i n  I s r a e l .  

A v i a n  D i s .  , 1 9 ,  3 9 3 - 3 9 5 .

K u t t i n ,  E .  S . ,  B e e m e r ,  A .  M ,  a n d M e r o z ,  M .  ( 1 9 7 6 ) .  C h i c k e n  d e r m a t i t i s  

a n d  l o s s  o f  f e a t h e r s  f r o m  C a n d i d a  a l b i c a n s . A v i a n  D i s . , 2 0 ,  2 1 6 - 2 1 8 .

L a g e n b e c k ,  B .  ( 1 8 3 9 ) .  C i t e d  b y  J .  W .  W i l s o n  a n d  O .  A .  P l u n k e t t  

( 1 9 6 5 )  p  1 6 5 .

L a n e ,  J .  G . a n d  W a r n o c k ,  D .  W .  ( 1 9 7 7 ) .  T h e  d i a g n o s i s  o f  A s p e r g i l l u s  

f u m i g a t u s  i n f e c t i o n  o f  t h e  n a s a l  c h a m b e r s  o f  t h e  d o g  w i t h  p a r t i c u l a r  r e f e r 

e n c e  t o  t h e  v a l u e  o f  t h e  d o u b l e  d i f f u s i o n  t e s t .  J .  s m a l l  A n i m .  P r a c t .  , 

1 6 9 - 1 7 7 .

L a u ,  R . E  . , R e i n k e  , J .  D . a n d  B r o w n ,  S .  G .  ( 1 9 7 1 ) .  C r y p t o c o c c o s i s  
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P u b l i s h i n g  C o . ,  A m s t e r d a m .
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M a c k e n z i e ,  D .  W ,  R .  a n d  P h i l p o t ,  C .  M .  ( 1 9 7 5 ) .  C o u n t e r  i m m u n o 

e l e c t r o p h o r e  s i s  a s  a  r o u t i n e  m y c o s e r o l o g i c a l  p r o c e d u r e .  M y c o p a t h .  
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R e i f f ,  E . , K a u t z m a n n ,  R . , E l l e r s  , H .  a n d  L i n d e m a n n ,  M .  ( i 9 6 0 ) .  D i e  

H e f e n .  I .  D i e  H e f e n  i n  d e r  W i s s e n s c h a f t . V e r l a g  H a n s  C a r l .  N l i r n b e r g

R e i f f ,  E . , K a u t z m a n ,  R . , L i t e r  s , H . a n d  L i n d e m a n n ,  M .  ( 1 9 6 2 ) .  D i e  

H e f e n .  I I .  T e c h n o l o g i e  d e r  H e f e n ,  V e r l a g  H a n s  C a r l .  N U r n b e r g .

R e m i n g t o n ,  J .  S . ,  G a i n e s ,  J .  D . a n d  G i l m e r ,  M .  A .  ( 1 9 7 2 ) ,  D e m o n 

s t r a t i o n  o f  C a n d i d a  p r e c i p i t i n s  i n  h u m a n  s e r a  b y  c o u n t e r i m m u n o e l e c t r o -  

p h o r e s i s .  L a n c e t , 1 ,  4 1 3 .

R i p p o n ,  J .  W .  ( 1 9 7 4 ) .  M e d i c a l  M y c o l o g y :  t h e  p a t h o g e n i c  f u n g i  a n d  t h e  

p a t h o g e n i c  a c t i n o m y c e t e  s . W . B . S a u n d e r s  C o . ,  P h i l a d e l p h i a ,  L o n d o n ,  

T o r o n t o .

R o b e r t s ,  E ,  D .  ( 1 9 6 4 ) .  F e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s .  I o w a  S t .  U n i v .  V e t . ,

2 8 ,  3 9 - 4 1 .

R o b e r t s ,  E .  D .  , D u n c a n ,  J .  R . , P e a r s o n ,  P .  T . ,  H o g l e ,  R .  M .  a n d  

R a m s e y ,  F . K .  ( 1 9 6 3 ) .  F e l i n e  c r y p t o c o c c o s i s .  I o w a  S t .  U n i v .  V e t . ,

2 6 ,  3 0 - 3 3 .

R o b i n ,  C .  ( 1 8 5 3 ) .  H i s t o i r e  n a t u r e l l e  d e s  v é g é t a u x  p a r a s i t e s  q u i  c r o i s s e n t  

s u r  l ' h o m m e  e t  s u r  a n i m a u x  v i v a n t s .  P a r i s ,
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R o g e r s ,  A .  L .  a n d  B e n e k e ,  E .  S .  ( 1 9 6 4 ) .  H u m a n  p a t h o g e n i c  f u n g i  

r e c o v e r e d  f r o m  B r a z i l i a n  s o i l .  M y c o p a t h .  M y c o l .  a p p l . ,  2 2 , 1 5 - 2 0 .

R o m a n ,  W .  ( E d . )  ( 1 9 5 7 ) .  Y e a s t s .  W .  J u n k ,  t h e  H a g u e .

R o s e ,  Ao H .  a n d  H a r r i s o n ,  J ,  S .  ( E d s . )  ( 1 9 6 9 ) .  T h e  Y e a s t s .  V o l .  I:

B i o l o g y  o f  y e a s t s .  A c a d e m i c  P r e s s ,  L o n d o n  a n d  N e w  Y o r k .

R o s e ,  A .  H .  a n d  H a r r i s o n ,  J .  S .  ( E d s . )  ( 1 9 7 0 ) .  T h e  Y e a s t s .  V o l .  I I .

P h y s i o l o g y  a n d  B i o c h e m i s t r y .  A c a d e m i c  P r e s s ,  L o n d o n  a n d  N e w  Y o r k .

R o z a n s k a ,  M .  a n d  S a m o r e k - D z i e k a n o s k a , E .  ( 1 9 7 1 ) .  E f f e c t  o f  o x y t e t r a -  

c y c l i n e  o n  t h e  d e v e l o p m e n t  of  C a n d i d a  a l b i c a n s  i n  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  

c h i c k s .  M e d y c y n a  w e t . , 2 7 , 3 3 7 - 3 4 1 .

R u b i n ,  L .  F .  a n d  C r a i g ,  P .  H .  ( 1 9 6 5 ) .  I n t r a o c u l a r  c r y p t o c o c c o s i s  i n  a  

d o g .  J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 4 7 , 2 7 - 3 2 ,

R u t m a n ,  M .  A . ,  R i c h a r d s ,  D .  A ,  a n d  C h a n d l e r ,  F . W .  ( 1 9 7 5 ) .  F e l i n e  

c r y p t o c o c c o s i s ;  c a s e  r e p o r t .  F e l i n e  P r a c t . , 2» 3 6 - 4 3 .

S a e k i ,  Y . , T a k u t a k e ,  S .  a n d  S a t o ,  H .  ( 1 9 6 4 ) .  A c a s e  r e p o r t  o n  f e l i n e  

c r y p t o c o c c o s i s .  J .  J a p ,  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 7 ,  2 0 - 2 2 .

S a e z ,  H .  ( 1 9 6 9 ) .  A v i a n  c a n d i d i a s i s  o f  t h e  o e s o p h a g u s  a s s o c i a t e d  w i t h  

h e l m i n t h i a s i s .  E c o n .  M e d .  A n i m . , 1 0 , 1 4 1 - 1 4 7 ,

S a e z ,  H .  ( 1 9 7 4 ) .  C a n d i d i a s i s  o f  t h e  u p p e r  d i g e s t i v e  t r a c t ;  p s e u d o c a n d i d 

i a s i s  a n d  t h e  y e a s t  f l o r a  o f  t h e  p e a c o c k .  A n i m a l  d e  C o m p a g n i e ,  3 ,  2 5 9 -  

2 7 2 .
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S a e z ,  H . ,  H u g o t ,  J . - P . ,  a n d T r a o r e ,  F .  ( 1 9 7 4 ) .  S a c c h a r  o m y c e  s t e l l u r  i s  , 

a  y e a s t  o f  t h e  d i g e s t i v e  f l o r a  o f  a n i m a l s ,  p a r t i c u l a r l y  c o m m o n  i n  t h e  

b a b o o n  .( P a p i o  p a p l o ) . A n n .  P a r a s i t .  H u m .  C o m p . , 4 9 , 7 7 5 - 7 8 3 .

S a e z ,  H .  a n d  R i n j a r d ,  J .  ( 1 9 7 3 ) ,  T r i c h o s p o r  o n  c a p i t a t u m , a  m e m b e r  o f  

t h e  f u n g a l  f l o r a  o f  t h e  d i g e s t i v e  t r a c t  o f  c e r t a i n  s u i d a e  . A n n l s .  M e d ,  

v e t . , 1 1 7 , 1 7 7 - 1 8 2 .

S a i t o ,  K ,  ( 1 9 2 2 ) .  U n t e r  s u c h u n g e n  l i b e r  d i e  a t m o s p h Ë r i s c h e n  p i l z k e i m e .  

J a p .  J .  B o t . , 2 » 1 “ 54 .

S a l g u e s ,  R .  ( 1 9 3 7 ) .  L e s  p r o p r i é t é s  f o n g i c i d e s  p r e v e n t i v e s  d u  b l e u  d e  

m e t h y l e n e  e n  p a t h o l o g i e  a n i m a l e .  C .  R .  A c a d .  S c i . ,  P a r i s ,  2 0 4 ,  7 2 1 -  

7 2 3 .

S a l i s b u r y ,  R . M .  ( 1 9 4 9 ) .  P o u l t r y  d i s e a s e s  c a u s e d  b y  m o u l d  a n d  y e a s t  

i n f e c t i o n s .  N . Z .  J .  A g r i c . , 7 9 ,  5 5 8 ,

S a l v i n ,  S .  B .  ( 1 9 5 9 ) .  C u r r e n t  c o n c e p t s  of  d i a g n o s t i c  s e r o l o g y  a n d  s k i n  

h y p e r s e n s i t i v i t y  i n  t h e  m y c o s e s .  A m . J .  M e d .  , 2 7 , 9 7 - 1 1 4 .

S a n f e l i c e ,  F . ( 1 8 9 4 ) .  C o n t r i b u t o  a l i a  m o r f o l o g i a  e b i o l o g i a  d e i  b l a s t o -  

m i c e t i  c h e  s i  s v i l u p p a n o  n e i  s u c c h i  d i  a l e  u n i  f r u t t i .  A n n a l i  Ig . s p e r  . ,

4 ,  4 6 3 - 4 9 5 .

S a n f e l i c e ,  F .  ( 1 8 9 5 a ) .  S u l l a z i o n e  p a t o g e n a  d e i  b l a s t o m i c e t i .  A n n a l i  Ig . 

s p e r  . , 2 »  239  .

S a n f e l i c e ,  F . ( 1 8 9 5 b ) .  U e b e r  e i n e n  n e u e n  p a t h o g e n e n  B l a s t o m y c e t e n
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w e l c h e r  i n n e x ' h a l b  d e r  G e w e b e  u n t e r  B i l d u n g  k a l k a r t i g  a u s s e b e n d e r  M a s  s e n  

d e g e n e r i e r t .  Z e n t b l .  B a k t . P a r a s i t K d e  A b t .  I . , 1 8 , 5 2 1 - 5 2 6 .

S a n s o n e t t i  D e  R e a l ,  A .  ( 1 9 5 4 ) .  M o n i l i a s i s  i n  b i r d s  (G a l l u s  d o m e s t i c u s ) 

o f  V e n e z u e l a .  R e v .  M e d .  V e t .  C a r a c a s ,  1 3 ,  1 8 1 - 1 8 6 .

S a u t t e r ,  J .  H . ,  S t e e l e ,  D .  S .  a n d  H e n r y ,  J .  F .  ( 1 9 5 5 ) ,  S y m p o s i u m  o n  

g r a n u l o m a t o u s  d i s e a s e s .  P a r t  2 .  C a s e  1 1 .  A s p e r g i l l o s i s  i n  a  c a t .

J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 2 7 , 5 1 8 - 5 1 9 .

S c h e l l n e r  . ( 1 9 3 5 ) a U e b e r  e i n e  b e i m  P f e r d e  d u r c h  H e f e z e l l e n  v e r u r s a c h t e  

G e s c h w u l s t  i n  d e r  N a s e n h b h l e  u n d  d e r  e n  N e b e n h b h l e n .  Z .  V e t e r i n ë r k ,

4 7 ,  1 1 1 - 1 1 6 .

S c h l e g e l ,  M .  ( 1 9 1 2 ) ,  S o o r k r a n k h e i t  b e i  H U h n e r n .  M i i n c h .  t i e r M r z t l .  

W s c h r  . , 5 6 , 6 3 .

S c h l e g e l ,  M .  ( 1 9 2 1 ) .  V I I ,  S o o r k r a n k h e i t  b e i  G d n s e n .  Z . I n f e k t K r  . 

H a u s t i e r e  , 21 , 2 0 4 ,

S c h o l e r ,  H .  ( 1 9 6 3 ) .  P p  1 2 2 - 1 2 4  i n :  H e f e p i l z e  a l s  K r a n k e i t - S e r r e g e r  b e i  

M e n s c h  u n d  T i e r .  E d . :  C .  S c h i r r e n  a n d  H .  R i e t h ;  S p r i n g e r - V e r l a g ,

B e r l i n .

S c h o l - S c h w a r z , M ,  B ,  ( 1 9 6 8 ) .  R h i n o c l a d i e l l a , i t s  s y n o n y m  F o n s e c a e a  

a n d  i t s  r e l a t i o n  t o  P h i a l o p h o r a . A n t o n i e  v a n  L e e u w e n h o e k , 3 4 , 1 1 9 - 1 5 2 .

S c h u l t e ,  F . a n d  S c h o l z ,  H .  D .  ( 1 9 6 2 ) .  C a n d i d a  t r o p i c a l i s  a l s  U r  s a c h e  

e i n e s  a b o r t e s  b e i m  r i n d .  D t .  t i e r a r z t l . W s c h r . ,  6 9 ,  6 7 7 - 6 8 0 .
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S c h w a b e ,  C .  W ,  ( 1 9 5 4 ) .  P r e s e n t  k n o w l e d g e  o f  t h e  s y s t e m i c  m y c o s e s  i n  

d o g s :  A r e v i e w .  V e t . M e d  . , 4 9  , 4 7 9 - 4 8 6 .

S c o t t ,  Eo A . ,  D u n c a n ,  J ,  R . a n d  M c C o r m a c k ,  J . E . ( 1 9 7 4 ) .  C r y p t o 

c o c c o s i s  i n v o l v i n g  t h e  p o s t o r b i t a l  a r e a  a n d  f r o n t a l  s i n u s  i n  a  h o r s e .

J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 6 5 ,  6 2 6 - 6 2 7 .

S e b r y a k o v ,  E .  V ,  ( 1 9 7 3 ) ,  F u n g i  o f  t h e  g e n u s  C a n d i d a , t h e  c a u s a l  a g e n t s  

o f  m a s t i t i s  o f  c a t t l e .  M y k r o b i o l .  Z h . ,  3 5 , 7 3 0 - 7 3 5 .

S e b r y a k o v ,  E .  V . ,  V e l i t o k ,  I ,  G .  , Z a v g o r o d n y i , V .  N ,  a n d  T i k h o n o v ,

P .  I .  ( 1 9 7 1 ) .  O n  t h e  t r e a t m e n t  of  m a s t i t i s  i n  c o w s .  V e t e r i n a r  i y a , 4 8 , 

1 0 2 - 1 0 5 .

S e e l i g e r ,  H .  P .  R .  ( 1 9 6 4 ) .  U s e  o f  s e r o l o g i c a l  m e t h o d s  f o r  t h e  d i a g n o s i s  

o f  c r y p t o c o c c o s i s .  A r e v i e w .  A n n .  S o c .  B e i g e  M e d .  T r o p .  , 4 4 ,  6 5 7 -  

6 7 2 .

S e g a l ,  E .  a n d  A j e l l o ,  D .  ( 1 9 7 6 ) .  E v a l u a t i o n  o f  a  n e w  s y s t e m  f o r  t h e  

r a p i d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c l i n i c a l l y  i m p o r t a n t  y e a s t s .  J .  d i n .  M i c r o b i o l . ,

4 ,  1 5 7 - 1 5 9 .

S e g e r s ,  E ,  a n d  C r a e n e n ,  M ,  ( 1 9 7 6 ) .  C a n d i d a  m a s t i t i s  p r o b l e m  i n  d a i r y  

h e r d .  V l a a m s  d i e r g e n e e s k .  T i j d s c h r . , 4 5 ,  6 2 - 6 8 .

S e i b o l d ,  H .  R . , R o b e r t s ,  C .  S .  a n d  J o r d a n ,  E .  M .  ( 1 9 5 3 ) .  C r y p t o c o c c o 

s i s  i n  a  d o g .  J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s .  , 1 2 2 ,  2 1 3 - 2 1 5 .

S h a r m a ,  V .  D .  a n d  R h o a d e s ,  H .  E .  ( 1 9 7 5 ) .  T h e  o c c u r r e n c e  a n d  m i c r o 
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b i o l o g y  o f  o t i t i s  e x t e r n a  i n  t h e  d o g .  J .  s m a l l  A n i m .  P r a c t . , J_6> 2 4 1 - 2 4 7 .

S i d k a r , A . ,  S i n g h ,  G , ,  B a n e r j e e ,  M .  G .  a n d  S h a r m a ,  R .  N .  ( 1 9 7 2 ) .  

I s o l a t i o n  o f  C a n d i d a  p s e u d o t r o p i c a l i s  f r o m  c a s e s  o f  a b o r t i o n  a m o n g  m a r e s :  

a  n o t e .  I n d i a n  J .  A n i m .  S c i .  , 4 2 , 7 3 7 - 7 3 8 .

S i l v a ,  M .  E .  ( i 9 6 0 ) .  A  r e c o r d  o f  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  a n d

M i c r o s p o r u m  g y p s e u m  i n  s o i l  f r o m  B a h i a ,  B r a z i l .  B o l .  F u n d .  G .  M o n i z ,

Ü »  7 - 1 3 .

S i l v a - H u t n e r , M .  ( 1 9 7 0 ) .  Y e a s t s :  p p  3 5 2 - 3 6 3  i n :  M a n u a l  o f  C l i n i c a l  

M i c r o b i o l o g y .  E d . :  J .  E .  B l a i r ,  E .  H .  L e n n e t t e  a n d  J .  P .  T r a u n t .

A m e r .  S o c .  M i c r o b i o l o g y ,  B e t h e s d a ,  M a r y l a n d .

S i l v a - H u t n e r ,  M .  a n d  C a r r i o n ,  A ,  L .  ( 1 9 7 5 ) .  D i f f e r e n t i a l  c h a r a c t e r i s 

t i c s  o f  t h e  f u n g a l  a g e n t s  o f  C h r o m o b l a s t o m y c o s i s .  p p  1 1 8 - 1 2 5  i n :

M y c o s e s :  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  3 r d  I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e  o n  t h e  M y c o s e s .

S a o  P a u l o ,  B r a z i l ,  1 9 7 4 .  P A H O ,  W a s h i n g t o n ,  D . C .

S i l v e r i o , D o s  S .  M .  R .  a n d  C a m a r g o ,  Z .  P .  D e  ( 1 9 7 5 ) .  C l a s s i f i c a t i o n  

o f  y e a s t s  i s o l a t e d  f r o m  g e n i t a l  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e s  o f  E n g l i s h  

t h o r o u g h b r e d  h o r s e s .  B i o l o g i c o , 41 , 1 6 2 - 1 6 7 .

S i m o n ,  J . ,  N i c h o l s ,  R  . E . a n d  M o r s e ,  E .  V .  ( 1 9 5 3 ) ,  A n  o u t b r e a k  of  

b o v i n e  c r y p t o c o c c o s i s .  J .  A m .  v e t ,  m e d .  A s s . , 1 2 2 ,  3 1 - 3 5 .

S i m p s o n ,  J .  G . ( 1 9 6 6 ) .  A  c a s e  o f  c h f o m o b l a s t o m y c o s i s  i n  a  h o r s e .

V e t .  M e d .  , 61 , 1 2 0 7 - 1 2 0 9 .
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S m i t h ,  J .  M .  B .  ( 1 9 6 7 ) .  C a n d i d i a s i s  i n  a n i m a l s  i n  N e w  Z e a l a n d .  

S a b o u r a u d i a , _5» 2 2 0 - 2 2 5 .

S m i t h ,  J .  M .  B .  ( 1 9 6 8 ) .  A n i m a l  m y c o s e s  i n  N e w  Z e a l a n d .  M y c o p a t h . 

M y c o l . a p p l . , 34 , 3 2 3 - 3 3 6 .

S n e l l e r , M .  R .  a n d  S w a t e k ,  F ,  W .  ( 1 9 7 4 ) .  D i s t r i b u t i o n  of  t h e  g e n u s  

C r y p t o c o c c u s  i n  S o u t h e r n  C a l i f o r n i a  S o i l s .  S a b o u r a u d i a , 1 2 ,  4 6 - 5 3 ,

S o h n l e , P .  G . , F r a n k ,  M .  M .  a n d  K i r k p a t r i c k ,  C .  H .  ( 1 9 7 6 ) ,  M e c h a n 

i s m s  i n v o l v e d  i n  e l i m i n a t i o n  o f  o r g a n i s m s  f r o m  e x p e r i m e n t a l  c u t a n e o u s  

C a n d i d a  a l b i c a n s  i n f e c t i o n s  i n  g u i n e a  p i g s . J .  I m m u n o l . , 1 1 7 , 5 2 3 - 5 3 0 ,

S o l t y s ,  M .  A ,  ( 1 9 6 3 ) .  B a c t e r i a  a n d  F u n g i  P a t h o g e n i c  to  M a n  a n d  A n i m a l s  

B a i l l i e r e  T i n d a l l  a n d  C o x ,  L o n d o n .

S t e l l i n g ,  D .  N .  M .  ( 1 9 3 1 ) .  D i e  H e f e s a m m l u n g  d e s  C e n t r a a l b u r e a u  

v o o r  S c h i m m e l c u l t u r e  s . I .  D i e  S p o r o g e n e n  H e f e n ,  N o r t h - H o l l a n d  

P u b l i s h i n g  C o . ,  A m s t e r d a m ,

S u d a r i c ,  F . , A g o n o v i c ,  N .  a n d  H a d z i m u r a t o v i c , M .  ( 1 9 7 0 ) .  O n  t h e  

o c c u r r e n c e  o f  C a n d i d a  t r o p i c a l i s  i n  t h e  l u n g s  o f  a  p i g .  V e t .  G l a s n .  ,

2 4 ,  1 2 3 - 1 2 8 .

S w i n n e - D e s  g a i n ,  D . ( 1 9 7 5 ) .  C r y p t o c o c c u s  n e o f o r m a n s  o f  s a p r o p h y t i c  

o r i g i n .  S a b o u r a u d i a , 1 3 , 3 0 3 - 3 0 8 .
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