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Popis i objasSnjenje kratica
SA - Sabouraudov agar

CLSI - Institut za klinicke i laboratorijske standarde (eng. Clinical and Laboratory Standards
Institute)

EUCAST - Europski odbor za istrazivanje antimikrobne osjetljivosti (eng. European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing)

MIK - minimalna inhibicijska koncentracija

MH-GM - Mueller-Hintonov agar s dodatkom 2% glukoze i 0,5 pg/l metilenskog modrila
McF - McFarland jedinica

CFU/mL - broj kolonija u mililitru (eng. colony forming units per milliliter)

SAA - Sabouraudov agar s dodatkom aktidiona

MICOZ - mikonazol

CTRIM - klotrimazol

ITRAC - itrakonazol
S - osjetljiv (eng. susceptible)
| - umjereno osjetljiv (eng. intermediate)

R - otporan (eng. resistant)
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1. UvOD

Gljivica Malassezia pachydermatis fizioloski je stanovnik koze i sluznice vanjskog
zvukovoda u pasa. Pripada koljenu Basidiomycota, podkoljenu Ustilaginomycotina, razredu
Exobasidomycetes ili prema nekim autorima zasebnom razredu Malasseziomycetes (WANG i
sur., 2014.; WU i sur., 2015.), redu Malasseziales te porodici Malasseziaceae. Rod
Malassezia trenutno broji sedamnaest vrsta, od kojih je njih sedam izolirano s koZe i sluznica
ljudi i zivotinja (M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M.
restricta i M. slooffiae), Cetiri samo iz ljudi (M. dermatis, M. japonica, M. yamatoensis i M.
arunalokei sp. nov.), te Sest vrsta izoliranih samo sa zivotinja (M. nana, M. caprae, M. equina,
M. cuniculi, M. brasiliensis sp. nov. i M. psittaci sp. nov.). Sve pripadnike gljivica iz roda
Malassezia mikroskopski karakterizira debela viSeslojna stani¢na stijenka koja je gradena od
Secera, proteina i lipida. RazmnoZzavaju se pupanjem, prilikom kojeg na jednom polu nastaje
stanica kcerka koja svojim Sirokim dijelom ostaje vezana za mati¢nu stanicu. Zbog toga
njihov oblik podsje¢a na bocu te ih je u vidnom polju mikroskopa vrlo lako prepoznati
(GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.). M. pachydermatis je lipofilna vrsta u rodu
Malassezia koja jedina za svoj metabolizam i rast ne treba nezasi¢ene masne kiseline te raste
na Sabouraudovom agaru (SA) koji sadrzi peptone, glukozu i nesto lipida u tragovima
(GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.). Nakon inkubacije od 72 sata, narasle kolonije na
hranjivoj podlozi su konveksnog oblika, promjera 4-5 mm, blijedozuc¢kaste do krem boje,
blago sjajne te glatke ili blago naborane. U vidnom polju mikroskopa uo¢avamo stanice
tipiénog elipsoidnog do cilindri¢nog oblika (GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.). Danas
je poznato postojanje i atipi¢nih sojeva M. pachydermatis za koje je dokazano da su ovisni 0
mastima i za svoj rast trebaju izvore nezasi¢enih masnih kiselina (BOND i ANTHONY,
1995.; CRESPO i sur., 2000.; PUIG i sur., 2017.).

Virulentne ¢imbenike ove gljivice ¢ine razli¢iti enzimi pomoc¢u kojih razgraduje lipide
Sto dovodi do oslobadanja slobodnih masnih kiselina koje posljedi¢no mogu uzrokovati upalu
koze i sluznice. Mnogi istrazivaéi su ustanovili da M. pachydermatis izolirana iz upaljene
sluznice zvukovoda ili koze proizvodi fosfolipazu i lipazu te da je aktivnost navedenih enzima
povezana s nastankom tkivnih oste¢enja (CAFARCHIA i OTRANTO, 2004.; JUNTACHAI i
sur., 2009.; MACHADO i sur., 2010.; TERAMOTO i sur., 2015.). Uz fosfolipazu i lipazu,
dokazana je proizvodnja i drugih enzima poput proteinaze, hondroitin-sulfataze te
hijaluronidaze u sojeva izdvojenih iz pasa s otitisom ili dermatitisom (COUTINHO i PAULA,

2000.). Fosfolipaza, lipaza i proteinaza su enzimi kljucni za razgradnju fosfolipida stani¢ne



membrane, dok hondroitin-sulfataza i hijaluronidaza dovode do depolimerizacije hondroitin-
sulfata i hijaluronske kiseline te na taj nacin sudjeluju u ostecenju vezivnog tkiva i pridonose
prodoru i Sirenju uzroé¢nika u tkiva (COUTINHO i PAULA, 2000.).

Upala sluznice vanjskog zvukovoda predstavlja jedan od najce$¢ih zdravstvenih
problema u pasa, a sami uzroci upale mogu se podijeliti na primarne i sekundarne. Najcesci
primarni uzroci upale su razlicite vrste preosjetljivosti poput alergije na hranu, atopijski ili
kontaktni dermatitis, endokrinoloski poremecaji (hipotireoidizam), autoimune ili imunosno-
posredovane bolesti (pemfigus foliaceus, bulozni pemfigoid, diskoidni eritemski lupus i
multiformni eritem), poremecaji keratinizacije (sebaceozni adenitis, primarna idiopatska
seboreja), te ektoparaziti (Otodectes cynotis, Demodex sp.). Sekundarni uzroci su infekcije
koje nastaju umnazanjem razli¢itih vrsta bakterija (Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Enterococcus sp., Corynebacterium sp., Pseudomonas sp., Proteus sp., Escherichia coli) i
gljivica (PATERSON, 2016.), a najcesce izolirana je upravo M. pachydermatis (HENSEL i
sur., 2009.). Predisponirajuci ¢imbenici poput vise¢ih uski u pojedinih pasmina, dlakavi i
suzeni zvukovodi, toplije godi$nje doba, visoka vlaznost i kupanje, stvaraju idealne uvijete za
njihovo prekomjerno umnazanje i pojavu klini¢ke slike upale sluznice vanjskog zvukovoda i
koze (MILLER i sur., 2013.). Osim navedenog, primjena neodgovaraju¢ih pripravaka za
ispiranje zvukovoda te ostecenje njegovog epitela koje moze nastati prilikom ¢is¢enja uha ili
Cupanja dlacica, takoder znacajno pridonose razvoju upale (HENSEL i sur., 2009.). Kroni¢na
upala zvukovoda definirana je kao upala koja traje dulje od dva mijeseca, te gdje je
ustanovljena hiperplazija, hiperpigmentacija i1 eritem zvukovoda popra¢en neugodnim
mirisom i povecanom vlaznosti sluznice sluSnog kanala (HENSEL i sur., 2009.). LijeCenje
ukljucuje dijagnosticiranje primarnih bolesti koje dovode do razvoja patoloskih promjena u
zvukovodima, identifikaciju i uklanjanje sekundarnih uzroka te prepoznavanje i eventualnu
korekciju predisponiraju¢ih ¢imbenika odgovornih za nastanak ove bolesti. Pravodobno
otkrivanje uzroka koji je doveo do upale te ciljano lije¢enje predstavlja rjeSenje u sprjeGavanju
povratka bolesti. Danas na trziStu postoji velik broj pripravaka namijenjenih lijeCenju upale
sluznice zvukovoda s$to dodatno otezava odabir odgovarajuceg pripravka (PATERSON,
2016.). Veterinarski pripravci za lije¢enje infekcija uzrokovanih gljivicom M. pachydermatis
najces$¢e sadrze poliene, azole ili alilamine. Ve¢inom su kombinirani s antibioticima i
kortikosteroidima u jedinstveni pripravak u obliku kapi ili masti namijenjenih za lokalnu
upotrebu. Osim toga postoje i pripravci antimikotika za peroralnu upotrebu (tablete, kapsule)

za sustavno lijecenje gljivicnih infekcija. Tako NUTTALL (2016.) spominje upotrebu



itrakonazola, ketokonazola i terbinafina u lije¢enju upale vanjskog ili, ponekad, srednjeg uha
uzrokovanog gljivicom Malassezia sp.. Lokalno lijeCenje je najceS¢i nacin terapije upale
sluznice vanjskog zvukovoda i ve¢inom uspjesan prilikom primjene azolnih preparata poput
mikonazola ili klotrimazola u kombinaciji s razli¢itim antisepticima (CHIAVASSA i sur.,
2014.). Azoli se dijele na imidazole (mikonazol, Klotrimazol) i triazole (itrakonazol,
flukonazol). Mehanizam djelovanja azola je ometanje biosinteze ergosterola Sto uzrokuje
oste¢enje stanicne membrane gljivica. U klini¢koj praksi neuspjeh u lijecenju ili ponovna
pojava upale sluznice vanjskog zvukovoda je vrlo cCesta i to najceS¢e kada nije
dijagnosticirana primarna bolest koja je dovela do razvoja upale ili nisu uspjesno lijeceni
sekundarni uzroci, odnosno nisu korigirani predisponiraju¢i ¢imbenici koji su pridonijeli
njenoj pojavi (PATERSON, 2016.). U posljednje vrijeme neuspjeh u lijeCenju pripisuje se i
soju koji je otporan na odredeni antimikotik. Istrazivanja provedena in vitro dokazala su da
upotreba nizih koncentracija azola dovodi do smanjene osjetljivosti vrste M. pachydermatis
prema tim preparatima, $to upucuje da ova vrsta kvasca moZe razviti mehanizam rezistencije
(NAKANQO i sur., 2005.). BERNARDO i sur. (1998.) opisali su jedan soj M. pachydermatis
koji je u disk difuzijskom postupku pokazao otpornost prema svim istrazivanim
antimikoticima, a to su bili klotrimazol, mikonazol, amfotericin B, ketokonazol, ekonazol te
5-fluorocitozin. JESUS i sur. (2011.) ustanovili su da je vrsta M. pachydermatis sposobna
razviti otpornost prema flukonazolu, kada su istrazivane zivotinje bile lijeCene istim
antimikotikom kroz dulji vremenski period. Osim toga, ustanovili su da sojevi koji su bili
otporni na flukonazol pokazuju unakriznu otpornost i na sve preostale antimikotike iz skupine
azola koriStene u istrazivanju, poput itrakonazola, ketokonazola i vorikonazola. Prvi slucaj
otpornosti izolata M. pachydermatis na itrakonazol i ketokonazol, izdvojenog s koze psa S

klini¢kom slikom seboroi¢nog dermatitisa, opisali su NIJIMA i sur. (2011.).

Do danas jo$ uvijek nije objasnjeno da li je uzrok neuspjeha u lijeCenju otpornost
navedene gljivice prema KkoriStenim antimikoticima, ili su predisponiraju¢i ¢imbenici
odgovorni za njen konstantan prekomjeran rast (PASQUETTI i sur., 2015.). Uz sve navedeno,
vazno je napomenuti da je do nedavno smatrano da zoofilna gljivica M. pachydermatis samo
sporadicno dovodi do pojave bolesti u ljudi. U vecini slucajeva oboljele su
imunokompromitirane jedinke poput novorodencadi u intenzivnim jedinicama (CHANG i
sur., 1998.; MORRIS i sur., 2005.). Medutim, u posljednjih desetak godina biljezi se zna¢ajan
porast fungemija uzrokovanih vrstom M. pachydermatis i u odraslih osoba koje boluju od

razli¢itih bolesti primjerice lepromatozne gube (ROMAN i sur., 2016.) i akutne mijeloidne



leukemije (LAUTENBACH i sur., 1998.; CHOUDHURY i MARTE, 2014.). Uz navedeno,
opisan je i slu¢aj gdje je M. pachydermatis izolirana iz granuloma na licu zdrave Zene te iz
cerumena i strugotina koze njenog psa (FAN i sur., 2006.). Nedavno istrazivanje ne samo da
opisuje pet slucajeva infekcije novorodencadi s M. pachydermatis, izoliranih tijekom devet
mjeseci na jedinicama intenzivne njege u Kaliforniji, ve¢ i da su svi izolirani sojevi bili
otporni na flukonazol (CHINN i sur., 2017.). Tako da se danas taj oportunisticki kvasac
smatra i emergentnim patogenim mikrobom (CELIS i sur., 2017.). Zbog svega navedenoga,
posljednjih godina ukazuje se sve viSe na potrebu istrazivanja osjetljivosti gljivice M.

pachydermatis kako u veterinarskoj tako i u humanoj medicini.

Posljednjih dvadesetak godina proces standardizacije postupaka za istrazivanje
osjetljivosti gljivica na antimikotike je u tijeku. U svrhu interlaboratorijske standardizacije i
mogucénosti usporedbe ponovljivosti rezultata, mikoloski laboratoriji koriste propisane
postupke istrazivanja i interpretacije osjetljivosti samo invazivnih vrsta kvasaca i to iz roda
Candida i vrste Cryptococcus neoformans. U Americi postoje propisane smjernice od
Instituta za klinicke i laboratorijske standarde (CLSI, eng. Clinical and Laboratory Standards
Institute) M44-A2, a u Europi od Europskog odbora za istrazivanje antimikrobne osjetljivosti
(EUCAST, eng. European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) dokument EDef
7.3.1 (PEANO i sur., 2017.). Za istrazivanje osjetljivosti spomenutih kvasaca propisane su
navedene smjernice s uputama za odredivanje minimalnih inhibicijskih koncentracija
antimikotika postupkom makrodilucije i mikrodilucije u bujonu te za disk difuzijski postupak.
U laboratorijima se vrlo ¢esto upotrebljava postupak mikrodilucije u bujonu kojim se
odreduju minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) antimikotika. On omoguc¢ava dobivanje
kvantitativnih rezultata, odnosno odreduje najnizu koncentraciju antimikotika u pg/mL koja
sprjeCava rast istrazivane gljivice. Za provedbu navedene metode potrebne su mikrolitarske
koli¢ine suspenzije inokuluma i reagensa. S obzirom da se navedena metoda radi u
mikrotitracijskim plo¢ama istodobno je moguce ispitati velik broj sojeva. Prednost ovog
postupka je ocCitavanje rezultata spektrofotometrijski gdje je uz pomo¢ racunalnog programa
omogucen izravan prijenos podataka na ra¢unalo (EUCAST, 2017.). Nedostatak je §to je za
razliku od disk difuzijskog postupka, znatno skuplja i slozenija metoda za provedbu u
dijagnostickim laboratorijima. Osim §to zahtijeva posebnu opremu, potrebna je i posebna
edukacija laboratorijskog osoblja. Za razliku od mikrodilucije u bujonu, disk difuzijski
postupak istrazivanja osjetljivosti je prakticniji jer je jednostavniji za izvedbu i koriStenje u

rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici. S obzirom da se svaki soj gljivice ispituje zasebno,



rezultati analize dobiju se znatno brze, a i ekonomski je isplativiji. Nedostatak ove metode je
manja preciznost te subjektivna interpretacija mjerenja promjera zone inhibicije. Naime, kod
pojedinih antimikotika nije u potpunosti jasno vidljiva granica zone inhibicije jer se na granici
prijelaza zone inhibicije (zone bez vidljivog rasta gljivica) i ravnomjernog rasta kolonija
pojavljuju kolonije neuobiCajeno malene veli¢ine $to kod dvije ili vise osoba prilikom
ocitavanja promjera zone inhibicije moze rezultirati svrstavanjem rezultata u pogresnu
kategoriju osjetljivosti (CLSI, 2009.). Vazno je napomenuti da do danas ne postoje ni CLSI
niti EUCAST smijernice za istrazivanje osjetljivosti vrste M. pachydermatis. Problem nastaje
ukoliko se navedenim propisanim protokolima Zeli istraziti njena osjetljivost Sto je tijekom
godina rezultiralo upotrebom razliitih metoda: makrodilucije 1 mikrodilucije u bujonu,
dilucija u hranjivim podlogama, disk difuzijskog postupka i E testa (PEANO i sur., 2017.).
Naime, kriteriji prema CLSI-u i EUCAST-u nisu u potpunosti primjenjivi na navedenu
gljivicu zbog njenog sporijeg rasta u odnosu na vrste Candida sp. i tendencije stvaranja
grudica prilikom pripreme inokuluma, zbog Cega je otezano napraviti homogenu suspenziju.
U razli¢itim istrazivanjima postupci istrazivanja osjetljivosti M. pachydermatis prilagodavani
su na nacin da su se koristile hranjive podloge razli¢itog sastava, razliCite vrijednOsti gustoca
suspenzija inokuluma te razli¢ite duljine inkubacije. Osim toga, koristili su se diskovi
razli¢itih proizvodaca koji su sadrzavali razli¢ite koncentracije istrazivanih antimikotika. U
nekim radovima spominje se upotreba hranjivih podloga poput SA (ROUGIER i sur., 2005.;
LYSKOVA i sur., 2007.), SA s dodatkom 1% Tweena 80 (CAFARCHIA i sur., 2012.), SA's
dodatkom 1,5% ekstrakta kvasca i 1% Tweena 80 (LORENZINI i sur., 1985.), modificiranog
Dixonovog agara (JAGIELSKI i sur., 2014.) ili Casitone agara (BERNARDO i sur., 1998.).
Medutim, nedavna istrazivanja ukazala su da interpretacija zone inhibicije na navedenim
podlogama nije toliko jednostavna i jasna kao na Mueller-Hintonovom agaru s dodatkom 2%
glukoze i 0,5 pg/l metilenskog modrila (MH-GM) (PASQUETTI i sur., 2015.). Takoder u
dosadasnjim istraZivanjima osjetljivosti disk difuzijskim postupkom, koristene su suspenzije
kultura razliCite starosti, te se navode razliCite vrijednosti opticke gustoce izrazene u
McFarland jedinicama (McF) ili vrijednosti broja kolonija u mililitru (CFU/mL, eng. colony
forming units per milliliter) suspenzije inokuluma koje ne djeluju konzistentno. Primjerice, u
nedavnom istrazivanju osjetljivosti koristila se suspenzija inokuluma opticke gustoc¢e 0,5 McF
koja je odgovarala koncentraciji od 1 do 5x10® CFU/mL (YURAYART i sur., 2013.). Za
razliku od njih, ROJAS i sur. (2016.) upotrijebili su suspenziju inokuluma opticke gustoce 1
MCcF $to je u njihovom istrazivanju odgovaralo koncentraciji od 1x10° CFU/mL, dok je

talijanska skupina istrazivaca koristila 2,4 MCcF $to je odgovaralo broju od 1 do 5x10°
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CFU/mL (CAFARCHIA i sur., 2012.). U pojedinim istrazivanjima navedena je samo opticka
gustoca ili samo broj kolonija u mililitru, primjerice koristena koncentracija u rasponu od 1 do
510" CFU/mL (PASQUETTI i sur., 2015.) odnosno opticka gustoéa od 2 MCcF
(BERNARDO i sur., 1998.) i 5 McF (JAGIELSKI i sur., 2014.). 1z navedenoga je vidljivo da
je rije¢ o razli¢itim vrijednostima optickih gustoca koristenih u disk difuzijskom postupku te
da ne postoji neka ocekivana proporcionalna povezanost optickih gustoca s brojem kolonija u
mililitru. Osim toga, za pripremu suspenzija inokuluma koristene su i razli¢ite koncentracije
Tween-a, koji osim §to je izvor lipida za optimalan rast vrste M. pachydermatis, predstavlja i
deterdzent koji olakSava pripremu homogene suspenzije inokuluma istrazivane gljivice. Tako
su RINCON i sur. (2006.) koristili sterilnu destiliranu vodu s 0,04% Tween-a 80, a PEANO i
sur. (2012.) i PASQUETTI i sur. (2015.) Christensenov urea bujon s 0,1% Tween-a 80 i 0,5%
Tween-a 40. Upravo ovi nedostaci u standardizaciji metodologije i interpretacije za
istrazivanje osjetljivosti navedene gljivice dovode u pitanje pouzdanost dosada$njih razli¢itih
istrazivanja osjetljivosti provedenih in vitro i moguénost postojanja klinicki znacajne
otpornosti izolata M. pachydermatis (CHIAVASSA i sur., 2014.; PASQUETTI i sur., 2015.).
Zbog prethodno navedenih ¢injenica neki izolirani soj koji se in vivo smatra otpornim, moze
primjenom nekih od navedenih in vitro postupaka istrazivanja osjetljivosti u razli¢itim
uvjetima izgledati osjetljiv, ali i obratno (PEANO i sur., 2017.). Zadnjih godina poceo se
koristiti modificirani disk difuzijski postupak za istrazivanje osjetljivosti vrste M.
pachydermatis, standardiziran za kvasac Candida sp. CLSI dokumentom M44-A2 (CLSlI,
2009.). Rezultati su pokazali da se modifikacijom navedenog postupka mogu dobiti
vrijednosti zona inhibicije koje statisti¢ki znacajno koreliraju s vrijednostima MIK-ova
izrazenih u pg/mL za istrazivani antimikotik (PASQUETTI i sur., 2015.). Nadalje, upotreba
MH-GM agara znacajno olaksava interpretaciju promjera zone inhibicije. Naime, zbog
njegovog plavkastog obojenja granice zone inhibicije jasno su vidljive (CLSI, 2009.). U
vecini istrazivanja u kojima su usporedivali mikrodiluciju u bujonu 1 disk difuzijski postupak
ustanovljena je visoka korelacija izmedu tih dviju metoda istrazivanja osjetljivosti vrste M.
pachydermatis (VANDERBOSSCHE i sur., 2002.; PASQUETTI i sur., 2015.; PEANO i sur.,
2017.). Za razliku od ve¢ine, YURAYART i sur. (2013.) pri istrazivanju osjetljivosti gljivice
M. pachydermatis izolirane s koze zdravih pasa i pasa sa seboroi¢nim dermatitisom na
razli¢ite vrste antimikotika (itrakonazol, ketokonazol, nistatin i terbinafin) ustanovili su nisku
korelaciju izmedu rezultata dobivenih disk difuzijskim postupkom i mikrodilucijom u bujonu
smatrajuci je posljedicom podjednake osjetljivosti sojeva na spomenute antimikotike. Sve do

sada navedeno ukazuje na moguénost upotrebe disk difuzijskog postupka u rutinskoj
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laboratorijskoj dijagnostici, ali i za epidemioloska istrazivanja u svrhu istrazivanja

osjetljivosti navedene gljivice prema antimikoticima (PEANO i sur., 2017.).



2. HIPOTEZA

Upala sluznice vanjskog zvukovoda u pasa vrlo je Cesto uzrokovana oportunistic¢ki
patogenom gljivicom M. pachydermatis koja zahtijeva dugotrajno lijeCenje s razliitim
antimikoticima, najées$ée iz skupine azola. LijeCenje se najcesce provodi lokalno kapima za
usi, a kod zivotinja s klinickom slikom atopijskog dermatitisa Cesto se primjenjuje i S
peroralnom terapijom. Zadnjih godina ustanovljena je pojava smanjene osjetljivosti odredenih
genskih tipova vrste M. pachydermatis na antimikotike iz skupine azola (NIJIMA i sur.,
2011.) upucujuéi na hipotezu da bi pojava recidivirajuéih otitisa mogla biti povezana s
rezistentnim sojevima vrste M. pachydermatis (CAFARCHIA i sur., 2012.). Osim toga,
ustanovljeno je da e tretiranje gljivice M. pachydermatis nizim koncentracijama nistatina,
ketokonazola i terbinafina tijekom izmjene 30 generacija, dovesti do njene smanjene
osjetljivosti ukazuju¢i na sposobnost razvoja mehanizma rezistencije (NAKANO i sur.,
2005.). Prema najnovijim literaturnim podacima CHINN i sur. (2017.) isticu infekciju

novorodencadi sa sojevima M. pachydermatis rezistentnim na flukonazol.

Alarmiraju¢i porast rezistencije brojnih bakterijskih vrsta upozorenje je da i u
primjeni antimikoti¢kih pripravaka valja biti oprezan, posebice s obzirom na sve ucestaliju
pojavu smanjene otpornosti i u gljivicnih vrsta. U ovom istrazivanju pretpostavka je da bi
sojevi M. pachydermatis izolirani iz vanjskog zvukovoda u pasa s kroni¢nom upalom mogli
ukazati na razli¢iti stupanj osjetljivosti na najéeS¢e upotrebljavane antimikotike u Republici
Hrvatskoj. Za ocekivati je da ¢e se navedena hipoteza moci potvrditi disk difuzijskim
postupkom kojega je potrebno prilagoditi u svrhu postizanja konzistentnih i ponovljivih

rezultata.



3. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i cilj ovog istrazivanja bio je prilagoditi disk difuzijski postupak propisan
dokumentom CLSI M44-A2 za kvasac Candida sp. (CLSI, 2009.), u svrhu dobivanja
pouzdanih i ponovljivih rezultata istrazivanja osjetljivosti gljivice M. pachydermatis in vitro.

Navedeni cilj sadrzavao je nekoliko razlic¢itih eksperimenata:

1. U prvoj skupini eksperimenata standardizirali smo gusto¢u inokuluma i istrazivali
ponovljivost rezultata u svrhu dobivanja konzistentnih vrijednosti broja kolonija u
mililitru ispitivane suspenzije (CFU/mL) i mjerenja opticke gustoée u McF
jedinicama. Navedeno je utvrdeno nacjepljivanjem inokuluma na Sabouraudov agar s

dodatkom aktidiona (SAA) i statistickom analizom dobivenih podataka.

2. U drugoj skupini eksperimenata ispitivala se pogodnost i upotrebljivost podloge
Mueller-Hintonovog agara s dodatkom glukoze i metilenskog modrila (MH-GM) za
upotrebu u disk difuzijskom postupku. Tako je pracen rast navedene gljivice na MH-

GM podlozi, potrebno vrijeme inkubacije, te ¢itljivost promjera zona inhibicije.

Specificni ciljevi bili su sljedeci:
1. Istraziti osjetljivost sojeva gljivice M. pachydermatis izdvojenih iz pasa s klinickom
slikom kroni¢nog otitisa na antimikotike koji pripadaju u skupinu azola (mikonazol,

Klotrimazol, itrakonazol).

2. Usporediti dobivene vrijednosti s rezultatima dosadasnjih istrazivanja.

3. Uspostaviti navedenu metodu za rutinsku upotrebu u dijagnostici, ali i za daljnja

epidemioloska istrazivanja.



4. MATERIJALI | METODE
4.1. Odabir sojeva gljivice M. pachydermatis i njihov uzgoj

Ovo istrazivanje je provedeno na 60 arhiviranih sojeva gljivice M. pachydermatis
pohranjenih u Mikoloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom
Veterinarskoga fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Istrazivani Sojevi izdvojeni su
nacjepljivanjem obrisaka sluznice zvukovoda na SAA hranjivu podlogu za uzgoj gljivica.
Nakon inkubacije u trajanju od 72 sata narasle kolonije identificirane su na osnovi njihovog
makroskopskog izgleda. U sljede¢em koraku, napravljeni su razmasci obojeni po Diff Quiku
(BioGnost, Hrvatska) te su mikroskopski utvrdene stanice elipsoidnog oblika tipicne za
gljivice iz roda Malassezia. Njihov rast na SAA agaru bez dodatka lipida bila je potvrda
identifikacije vrste M. pachydermatis (GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.). Broj naraslih
kolonija M. pachydermatis u Petrijevoj zdjelici izrazen je kao broj krizi¢a (Tablica 1). Nakon
identifikacije, sojevi gljivice M. pachydermatis pohranjeni su na -20 °C u Sabouraud bujonu s
dodatkom 15% glicerola u Eppendorf epruvetama. Odabir arhiviranih sojeva nacinjen je na
osnovu anamnestickih podataka iz kojih je bilo vidljivo da psi imaju problema s ucestalim i
dugotrajnim upalama sluznice vanjskog zvukovoda koje nisu prolazile niti nakon nekoliko
uzastopnih lokalnih i/ili sustavnih terapija (Tablica 1). Upale su bile uzrokovane samo s
gljivicom M. pachydermatis ili u kombinaciji navedene gljivice s razli¢itim bakterijama,
najceS¢e Staphylococcus spp. (podaci nisu prikazani). Osim toga, otoskopskim pregledom
ustanovljena je hiperplazija, hiperpigmentacija i eritem zvukovoda popraceni neugodnim
mirisom i pove¢anom koli¢inom tamnosmedeg pastoznog cerumena koji je ¢est pri kroni¢noj

upali zvukovoda (HENSEL i sur., 2009.).
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Tablica 1. Podrijetlo istrazivanih sojeva gljivice M. pachydermatis izoliranih iz desnog (D) i/ili lijevog (L) uha pasa s kroni¢nom upalom
sluznice zvukovoda.

Broj kolonija*

PrijaSnja terapija

Uzorak Pasmina Spol Dob(god.) L D Lokalna terapija Sustavna terapija
1 krizanac M 12 +++ +++ Otifree® otop. za ispiranje uha, Mitex® kapi Enroxil® tbl.
2 krizanac M 3 +++ +++ Otodine® otop. za ispiranje uha Cefaleksin® caps.
3 krizanac M +++ + nepoznato nepoznato
4 krizanac V4 10 - + Surolan® kapi, 3% hidrogen peroksid Ampicilin inj.
5 krizanac Z 15 - + srebrni nitrat -

6 krizanac Z 5 - ++ Aurizon® Kkapi —~

7 krizanac Z 1 +++ +++ nepoznato nepoznato
8 krizanac Z 4 +++ + nepoznato nepoznato
9 krizanac Z 7,5 - ++ Mitex® kapi, Otifree® otop. za ispiranje uha -

10 zapadno-$kotski bijeli terijer M 14 + +++ kapi EDTA+gentamicin Enroxil® tbl.
11 zapadno-$kotski bijeli terijer 7z 8 - + Otodine® otop. za ispiranje uha, Canesten® otop. Medrol® thl.
12 zapadno-$kotski bijeli terijer M 14 + - nepoznato nepoznato
13 zapadno-$kotski bijeli terijer M 6 +++ - Otonazol® kapi antibiotik inj.
14 Cavalier King Charles $panijel M 6 ++ - - Klavocin® inj.
15 Cavalier King Charles $panijel M 6 + - nepoznato nepoznato
16 Cavalier King Charles $panijel M 6 + - kapi EDTA+gentamicin -

17 Cavalier King Charles $panijel M 5 + +++ 3% hidrogen peroksid -

18 rotvajler z 11 + + Otonazol® kapi -

19 rotvajler z 4 ++ +++ Otonazol® kapi, Otodine® otop. za ispiranje uha -

20 rotvajler M 4 +++ +++ kapi, Oridermyl® mast -

21 labrador retriver M 10 ++ +++ nepoznato nepoznato
22 labrador retriver M 15 +++ +++ nepoznato nepoznato
23 labrador retriver Z 6 +++ ++ Otodine® otop. za ispiranje uha -

24 njemacki kratkodlaki pticar Z 15 +++ - nepoznato nepoznato
25 njemacki kratkodlaki pticar M 4 ++ + nepoznato nepoznato
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26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

akita
akita
bernski planinski pas
bernski planinski pas
tornjak
newfoundlander
velski terijer
weimarski pticar
malteski psi¢
francuski buldog
njemacki ovcar
americki staford terijer
lagotto romagnolo
staroengleski ovcar
srednji pudl
zlatni retriver
bigl
argentinska doga

N(ZZZZN(N(N(ZZN(N(N(N(N(N({Z

nepoznato
6
12
6
8

115
6,5
1,5

+++

+++

+++

+++
++
++

+++

++
+++
+

++
+++

=

+++
++

+++
+

Oridermyl® mast
nepoznato
nepoznato
nepoznato
nepoznato

Mitex® kapi
Otomax® kapi
Aurizon® kapi, Mitex® kapi
Mitex® kapi, Aurizon® kapi
nepoznato
3% hidrogen peroksid
Canesten® otop.

Aurizon® kapi, 3% hidrogen peroksid

nepoznato

Otodine® otop.za ispiranje uha
Otozyme® krema, Otifree® otop. za ispiranje uha

Mitex® kapi

nepoznato
nepoznato
nepoznato
nepoznato
deksametazon i Klavuxil® inj.
nepoznato
nepoznato

*broj izraslih kolonija odreden je brojem krizi¢a: +=1-25 CFU/plo¢i; ++=25-100 CFU/ploéi; +++=>100 CFU/ploéi;

— = negativan nalaz; ¢ = nije uzorkovano
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4.2. Priprema suspenzije inokuluma

Za pripremu suspenzije inokuluma koristene su 72 sata stare kulture M. pachydermatis
nacijepljene na SAA te inkubirane na 37 °C. Inokulum je pripremljen na na¢in da se sterilnom
ezom pazljivo zahvatilo Cetiri do pet kolonija gljivica s hranjive podloge i razmazalo uz rub
epruvete u kojoj se nalazilo 5 mL sterilne fizioloske otopine (0,9% NaCl) s dodatkom 0,04%
Tween-a 80 (radna otopina). Radi dobivanja sto homogenije suspenzije kvasca, suspenzija je
dobro promijeSana na mijesalici pri najjaoj brzini kroz petnaestak sekundi. U svrhu
optimizacije inokuluma, pripremljene su suspenzije razli¢itih zamucéenja od Cetrdeset i Cetiri
istrazivanih sojeva (0,5 McF, 0,9 McF, 1 McF, 1,6 McF, 1,7 McF, 2 McF, 2,1 McF, 2,27
McF, 2,65 McF, 3,1 McF, 3,3 McF, 3,5 McF, 3,8 McF), te njihova deseterostruka serijska
razrjedenja, izrazena kao opticka gustoéa u McF jedinicama. Zamuéenja su izmjerena
fotometrijski u denzitometru (DEN-1B, Densitometer, Biosan, Latvia). Svako razrjedenje
nacijepljeno je na SAA podlogu u svrhu odredivanja broja naraslih kolonija u mililitru
suspenzije i njihova povezanost s vrijednostima opticke gusto¢e. U namjeri da se dobije jos$
detaljniji uvid u odnos deseterostrukih serijskih razrjedenja suspenzije inokuluma i njihova
zamucéenja, spektrofotometrom (Helios Gamma UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Electron
Corporation) su izmjerene vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 600 nm. Navedena
turbidimetrijska metoda primijenjena je na najces¢e koristenu opticku gustocu od 0,5 McF
(CLSI, 2009.; YURAYART i sur., 2013.) i 3,5 McF koja je u ovom istrazivanju odgovarala
preporu¢enom broju kolonija za disk difuzijski postupak u rasponu od 1 do 5x10" CFU/mL
(PASQUETTI i sur., 2015).

4.3. Odredivanje broja kolonija (CFU/mL) nacjepljivanjem suspenzija inokuluma na

hranjivu podlogu

Imajuéi u vidu prije opisane poteskoce u postizanju homogene suspenzije navedenog
kvasca koja je neophodna za daljnji rad, za svaki nasumi¢no odabrani uzorak odredivali smo
tocan broj kolonija u jednom mililitru suspenzije. U ovom postupku broj kolonija u mililitru
suspenzije inokuluma odreden je brojenjem izraslih kolonija na hranjivoj podlozi iz serijskih
razrjedenja suspenzije uzorka. Deseterostruka serijska razrjedenja pripremljena su na nacin da
je pipetom iz epruvete u kojoj se nalazila pocetna suspenzija odgovarajuée opticke gustoce
preneseno 200 pl suspenzije u epruvetu br. 1 s 1800 ul radne otopine da bi se dobilo
razrjedenje 1:10. Priredena epruveta dobro je promijesana na mijesalici tijekom 15 sekundi, te

je iz epruvete br. 1 preneseno 200 ul suspenzije u epruvetu br. 2 koja je sadrzavala 1800 pl
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radne otopine ¢ime se dobilo razrjedenje 1:100. Na isti na¢in pripremljeno je sveukupno pet
serijskih razrjedenja, od 1:10 do 1:100 000. Iz epruveta u kojima su se nalazila razli¢ita
razrjedenja otpipetirano je 5 pl suspenzije i nacijepljeno na osnovu sheme na svjeze
pripremljenu SAA hranjivu podlogu u svrhu dobivanja CFU/mL (Slika 1a). Ukupan broj
kolonija izracunat je na nacin da se broj izbrojenih kolonija pomnozio s brojem radnog
razrjedenja te podijelio s volumenom suspenzije uzorka. Dobiveni broj pomnozen je s 1000 pl
radi dobivanja ukupnog broja kolonija u jednom mililitru. Radi malog volumena suspenzije
uzorka inokuluma od 5 pl nacijepljenog na hranjivu podlogu, nije uvijek bilo moguée izbrojiti
broj kolonija u razrjedenju 1:100 000. Zbog toga, radene su i dvostruke kontrole uzoraka
suspenzija inokuluma na naéin da je na cijelu povrSinu SAA podloge nacijepljen 1 mL u
razrjedenju 1:100 000 kod kojih je gustoca iznosila odgovaraju¢ih 30 do 300 naraslih kolonija
te je omogucila brojenje svih naraslih kolonija na podlozi (Slika 1b). Preliminarni rezultati
preostalih nacijepljivanih razrjedenja 1:10, 1:100, 1:1000 i 1:10 000 ukazali su da nije bilo
moguce izbrojiti pojedinacne kolonije. SAA podloge su inkubirane na nesto nizoj temperaturi
(32 °C) da se uspori rast gljivice te da se kolonije lakSe izbroje 72 sata nakon inkubacije. Broj
kolonija u mililitru suspenzije dobiven je na na¢in da se broj izbrojenih kolonija pomnozio s
brojem radnog razrjedenja. Postupak je napravljen za trideset nasumi¢no odabranih suspenzija

inokuluma.

Slika 1. Porast kolonija M. pachydermatis 72 sata nakon nacjepljivanja serijskih razrjedenja
suspenzija inokuluma: a) 1:10 do 1:100 000 u volumenu od 5 pl nacijepljenih na osnovu
sheme na SAA podlogu; b) 1:100 000 u volumenu od 1 mL nacijepljen na cijelu povrsinu
SAA podloge.
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4.4. Disk difuzijski postupak

U ovom istrazivanju koristio Se modificirani disk difuzijski postupak prema
smjernicama odredenim CLSI dokumentom M44-A2 (CLSI, 2009.) koji je standardiziran za
kvasce iz roda Candida. Postupak se izvodi u Petrijevoj zdjelici na ¢vrstoj hranjivoj podlozi
debljine 4 milimetra, MH-GM agaru (2% govedi ekstrakt, 1,5% Skrob, 17,5% hidrolizat
kazeina, 17% agar) pripremljenom prema uputi proizvodaca (Biolife, Italija) uz dodatak 2%
glukoze i 0,5 ug/l metilenskog modrila. Dodatak glukoze pospjesuje rast veéine kvasaca, a
metilensko modrilo omogucuje jasno ocitavanje granica zone inhibicije te vidljivost sitnog
rasta pojedina¢nih kolonija unutar podrucja same zone olakSavajuéi interpretaciju rezultata
(PASQUETTI i sur., 2015.). Od antimikotika koristili smo tabletice mikonazola (MICOZ),
klotrimazola (CTRIM) i itrakonazola (ITRAC), u koncentraciji od 10 pg i promjera 9 mm od
proizvodaca Neo-Sensitabs (Rosco, Taastrup, Danska). Nakon pripreme MH-GM podloge i
suspenzije inokuluma, sterilni obrisak uronjen je u suspenziju, visak je uklonjen laganim
pritiskom i okretanjem S$tapiCa uz unutra$nji rub epruvete, te je istrazivana kultura M.
pachydermatis nacijepljena u tri smjera. Prilikom nacjepljivanja ploca se lagano rotirala pod
kutom od 60° kako bi se suspenzija inokuluma ravnomjerno rasporedila po cijeloj povrsini
agara. Ovaj postupak je vrlo vazno napraviti unutar petnaest minuta od pripreme inokuluma
suspenzije jer duljim stajanjem dolazi do propadanja stanica i posljedicno manjeg broja
naraslih kolonija iz pripremljene radne suspenzije. Nakon navedenog postupka podloge su se
susile oko pet minuta. Uz pomo¢ sterilne pincete, tabletice s antimikoticima su utisnute na
povr§inu agara. Vazno je naglasiti da su tabletice morale biti u potpunom kontaktu s
hranjivom podlogom (CLSI, 2009.). Zbog relativno velikog promjera zone inhibicije i
moguce posljedi¢ne interferencije izmedu zona, na sredinu jedne ploc¢e utisnuta je samo jedna
tabletica antimikotika. Plo¢e su inkubirane pri temperaturi od 37 °C te je zona inhibicije
o¢itana nakon 24, 48, 72, 96 i 120 sati. Veli¢ina zone inhibicije izmjerena je u milimetrima, a
obuhvacala je kruzni promjer povrsine hranjive podloge oko tabletice gdje nije bilo rasta
kolonija, ali je ukljucivala i male sitne kolonije. Prema uputama proizvodaca granicom
mjerenja zone inhibicije smatralo se podru¢je zone gdje se uocavao rast kolonija M.
pachydermatis uobiCajene veli¢ine. Pravilna, kruzna zona inhibicije i ravnomjeran rast
kolonija ukazivao je da je suspenzija ispravno inokulirana na povr$inu agara te da je ispravno
pripremljena (CLSI, 2009.). Prema smjernicama u CLSI dokumentu, rezultati su ocitani iznad
crne podloge s donje strane Petrijevih zdjelica. Nakon mjerenja zona inhibicije soj je svrstan

prema propisanim standardima za kvasac Candida sp. u tri kategorije: osjetljiv (S, eng.
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susceptible), umjereno osjetljiv (I, eng. intermediate) i otporan (R, eng. resistant). Postupak je
napravljen u dva navrata, a u pojedinim sluc¢ajevima izrazito slabog rasta istrazivanog soja ili

vecih razlika u promjeru zona i u cetiri navrata.

4.5. Kontrola kvalitete disk difuzijskog postupka

U svrhu kontrole kvalitete disk difuzijskog postupka, pripremljen je i inokulum od dva
klinicka izolata C. albicans prema standardiziranom disk difuzijskom postupku, opisanom u
dokumentu M44-A2 (CLSI, 2009.). Kolonije stare 48 sati suspendirane su u 0,9% NacCl i
opti¢ka gustoca je podeSena na 0,5 McF §to je odgovaralo propisanim vrijednostima od 1 do
5x10% CFU/mL (CLSI, 2009.). Nakon nacjepljivanja suspenzije inokuluma pomocéu sterilnog
obriska, suSenja te utiskivanja tabletice na hranjivu podlogu, plo¢e su inkubirane pri
temperaturi od 37 °C te je zona inhibicije ocCitana nakon 24 sata (CLSI, 2009.). Postupak je

takoder napravljen u dva navrata.

4.6. Statisti¢ka analiza podataka

Dobiveni podaci statisticki su obradeni u racunalnom programu MS Excell 2016 i
Statistica (TIBCO Statistica™ 13.3.0.). Povezanost opti¢ke gustoce i broja kolonija u jednom
mililitru izrazenih kao logaritamske vrijednosti broja kolonija u mililitru radne suspenzije
(logio CFU/mL) prikazana je linearnim modelom regresije i izraCunat je koeficijent
determinacije. Preciznost pripreme inokuluma i ponovljivost rezultata analizirana je
deskriptivnom statistikom te intervalom pouzdanosti. Normalnost raspodjele numerickih
vrijednosti dobivenih mjerenjem zona inhibicija na tri antimikotika, provjerena je grafickom
metodom procjene raspodjele dobivenih podataka koristenjem histograma. Statisti¢ki
znaCajne razlike u izmjerenim zonama inhibicije (p<0,05) izmedu duplikata i duljina
inkubacije utvrdene su Student t-testom. Razlike u promjerima zona inhibicije izmedu

istrazivanih antimikotika testirane su jednosmjernom ANOVA i post-hoc testom.
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5. REZULTATI
5.1. Preciznost pripreme suspenzije inokoluma

Dobivene vrijednosti broja kolonija za opti¢ku gusto¢u suspenzije od 0,5 McF bile su u
rasponu od 7x10* do 6x10° CFU/mL (prosje¢no 1x10° CFU/mL), a za 3,5 McF od 1,6x10° do
8x107 CFU/mL (prosje¢no 1,27x10” CFU/mL). Broj naraslih kolonija u mililitru nacijepljenih
inokuluma razli¢itih optickih gustoéa od 1 do 3,3 MCcF kretao se od 1,4x10° do 2,4x10’
CFU/mL, a za opti¢ku gustoéu od 3,8 McF od 1,2 do 4x10" CFU/mL. Opti¢ka gustoca
izrazena u McF jedinicama usporedena je s logaritamskom vrijednos¢u broja kolonija u
jednom mililitru (logio CFU/mL) razli¢itih serijskih razrjedenja od 1:10 do 1:100 000
odredenog nacjepljivanjem na hranjivu podlogu te prikazana linearnim modelom regresije

(Graf 1). Odnos izmedu tih dviju varijabli ukazuje na umjerenu do dobru ja¢inu povezanosti.

log1l0 CFU/mL
D

0 0.5 1 15 2 25 3 3.5 4

Opticka gustoca (McF)

Graf 1. Pravac regresije prikazuje odnos opticke gustoce izmjerene denzitometrom u McF i
logaritamskih vrijednosti broja kolonija u jednom mililitru (logio CFU/mL). Specifican
pokazatelj reprezentativnosti regresije, koeficijent determinacije, r?=0,58. JednadZba pravca
regresije: logio CFU/mL = 5,73 + 0,37 McF.

Povezanost vrijednosti apsorbancije suspenzija inokuluma opticke gustoce 0,5 i 3,5
McF za ispitivana serijska razrjedenja od 1:10 do 1:100 000 prikazana je u Grafu 2. Na
temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 600 nm, napravljene su
krivulje koje pokazuju odnos razrjedenja suspenzija inokuluma i vrijednosti apsorbancije. 1z

krivulja je vidljivo da postepeno povecanje razrjedenja prati manja apsorbancija. Takoder se
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mogu uociti i odredena odstupanja u razrjedenjima 1:1000 i 1:10 000 koja ne prate manju
apsorbanciju §to se pripisuje tendenciji stvaranja grudica prilikom pripremanja suspenzije

inokuluma istrazivane gljivice.
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Graf 2. Odnos serijskih razrjedenja i vrijednosti apsorbancije inokuluma gljivice M.
pachydermatis izmjerene spektrofotometrom pri valnoj duljini od 600 nm. Pocetna suspenzija

priredena je od kulture M. pachydermatis i njeno zamucenje prilagodeno na opti¢ku gustocu
od a) 0,5 McF i b) 3,5 McF.

5.2. Ponovljivost rezultata

U ovom istrazivanju priprema suspenzije gljivice M. pachydermatis prilagodena na
opticku gusto¢u od 3,5 McF rezultirala je vrijednostima u rasponu od 1,6x10° do 8x10’
CFU/mL s prosje¢nom srednjom vrijednosti svih razrjedenja od 1,27x107 (Tablica 2). Serijska
razrjedenja suspenzija inokuluma nacijepljena na hranjivu podlogu u volumenu od 5 pl na
osnovu sheme, s pouzdanoséu od 95% sadrzavala su od 5,8 do 6,9x10° (razrjedenje 1:1000),
9,3x10° do 1,2x107 (razrjedenje 1:10 000) i 2,2 do 3,5x10’ (razrjedenje 1:100 000) CFU/mL.
Takoder, na preciznost ovog postupka ukazuje i vrlo uzak interval pouzdanosti u razrjedenju
od 1:100 000 nacijepljenog u volumenu od 1 mL na cijelu povrsinu hranjive podloge koji je
rezultirao brojem kolonija od 1,4 do 2,4x10 (interval pouzdanosti od 95%) odnosno 1,3 do
2,5x107 (interval pouzdanosti od 99%) CFU/mL.
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Tablica 2. Broj kolonija u razli¢itim razrjedenjima inokuluma od 30 istrazivanih sojeva vrste
M. pachydermatis.

CFU/mL (shema) CFU/mL (1 mL)
1:1000 1:10 000 1:100 000 1:100 000
n 72* 73* 27* 30*
x 6,4x10° 1,1x107 2,8x107 1,9x107
SD 2,3x10° 6,3x10° 1,7x107 1,3x107
Raspon  1,6x10°-1,3x10’ 2x10°-2,8x10’ 2-8x107 3,1x10°-6,4x10’
Cl (95%) 5,8-6,9x10° 9,3x10°-1,2x10’ 2,2-3,5x107 1,4-2,4x107
CI (99%) 5,7-7,1x10° 8,9x10°%-1,3x107 1,9-3,7x10’ 1,3-2,5x10’

*broj uzoraka u kojima je bilo moguce izbrojiti pojedinacne kolonije (uzorci su radeni u duplikatu iili
triplikatu); x - aritmeti¢ka sredina; SD - standardna devijacija; CI - interval pouzdanosti

5.3. Rezultati disk difuzijskog postupka

5.3.1. Rast gljivice M. pachydermatis na MH-GM agaru tijekom razli¢itih duljina
inkubacije i mjerenje zona inhibicije

Nakon nacjepljivanja suspenzije inokuluma gljivice opticke gusto¢e 3,5 McF i
prosje¢nog broja kolonija 1,27x10” CFU/mL procjenjivao se njihov rast na MH-GM agaru. Za
razliku od C. albicans, porast kolonija M. pachydermatis nakon 24 sata bio je preoskudan da
bi se izmjerila zona inhibicije. Nakon 48 sati rast kolonija je bio bolji, zona inhibicije vidljiva,
ali tek nakon 72 sata ustanovljen je ravnomjeran rast u gotovo svih istrazivanih sojeva i jasno

izraZzena zona inhibicije (Slika 2).
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Slika 2. Disk difuzijski postupak istrazivanja osjetljivosti gljivice M. pachydermatis na
mikonazol. Porast kolonija i zone inhibicije nakon inkubacije od a) 48 sati i b) 72 sata na MH-
GM agaru.

Prilikom istrazivanja osjetljivosti sojeva M. pachydermatis na mikonazol i itrakonazol
zone inhibicije bile su kruznog oblika s jasno izraZzenom linijom izmedu granice rasta kolonija
i inhibicijske zone (Slika 3a i b). Za razliku od njih, kod vecine istrazivanih sojeva na
klotrimazol primije¢ena je ,,nazubljena® granica zone inhibicije, koju su tvorile vrlo sitne

pojedina¢ne kolonije izrasle uz sam rub zone (Slika 3c).

Slika 3. Disk difuzijski postupak istrazivanja osjetljivosti gljivice M. pachydermatis na a)
mikonazol, b) itrakonazol i ¢) klotrimazol nakon inkubacije od 72 sata na MH-GM agaru.

Dodatak metilenskog modrila obojio je plavkasto podlogu $to je omogucilo jasnu
vidljivost granice izmedu rasta kolonija i inhibicijske zone te olaksalo mjerenje njenog
promjera, narocCito pri rastu vrlo sitnih, nekada gotovo prozirnih, kolonija uz sam rub zone.
Veli¢ine zona inhibicije izmjerene su nakon inkubacije gljivica tijekom 48, 72, 96 i 120 sati.

Statistickom analizom ustanovljeno je da su veli¢ine zona izmjerene nakon 72 sata bile
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znacajno vece (p<0,05) u odnosu na zone izmjerene nakon 48 sati inkubacije u 57 istrazivanih
sojeva. Promjeri zona izmjereni nakon 96 i 120 sati nisu se statisticki znacajno razlikovali od
promjera izmjerenih nakon 72 sata (p>0,05). Zbog slabog rasta kolonija u dva soja, zona
inhibicije prvi puta je izmjerena nakon inkubacije od 72 sata, dok se u jednog soja mogla
izmjeriti tek nakon 96 sati. Na osnovi dobivenih rezultata za optimalno vrijeme mjerenja zona
inhibicije i tumacenja rezultata disk difuzijskog postupka odabrana je duljina inkubacije od 72
sata.

Promjeri zona inhibicije za vrstu C. albicans ocitani su bez poteSkoca nakon 24 sata
inkubacije kako je i propisano CLSI dokumentom. Zone izmjerene nakon 48, 72, 96 i 120 sati

nisu se statisti¢ki zna¢ajno razlikovale u odnosu na zone izmjerene nakon 24 sata (p>0,05).

5.3.2. Istrazivanje osjetljivosti gljivice M. pachydermatis i tumacenje rezultata

Na osnovi vrijednosti izmjerenih promjera zona inhibicije nakon 72 sata inkubacije,
sojevi su svrstani u tri razliite kategorije osjetljivosti prema propisanim standardima za
kvasac Candida sp.. Rezultati osjetljivosti interpretirani su prema uputama proizvodaca prema
sliede¢em kriteriju: osjetljiv (S) za MICOZ i CTRIM (>20 mm) i ITRAC (>23 mm),
umjereno osjetljiv (1) za MICOZ i CTRIM (12-19 mm) i ITRAC (14-22 mm) te otporan (R)
za MICOZ i CTRIM (<11 mm) i ITRAC (<13 mm) (Rosco, Taastrup, Danska). Od ukupno 60
istrazivanih sojeva ustanovljeno je da je jedan soj bio umjereno osjetljiv na mikonazol, s
prosje¢nom vrijednosti promjera zone inhibicije od 19 mm. Svi ostali sojevi bili su osjetljivi
na sva tri istrazivana antimikotika s prosje¢nim vrijednostima promjera zone inhibicije od 41
mm za mikonazol, 58 mm za klotrimazol te 52 mm za itrakonazol (Tablica 3). U svrhu
kontrole kvalitete disk difuzijskog postupka, istrazena je osjetljivost dva soja C. albicans. Oba
soja bila su osjetljiva na istrazivane antimikotike, s prosje¢nim vrijednostima izmjerenih zona

od 25 mm za mikonazol, 36 mm za klotrimazol i 26 mm za itrakonazol.
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Tablica 3. Prosjecne vrijednosti promjera zona inhibicije za mikonazol, klotrimazol i
itrakonazol sojeva svrstanih u kategorije prema propisanim standardima za vrstu Candida sp..

MICOZ CTRIM ITRAC
Gljivica Osjetljivost n x n x n x
M. pachydermatis S 59 41 60 58 60 52
I 1 19 0 - 0 -
R 0 - 0 - 0 -
C. albicans S 2 25 2 36 2 26
I 0 - 0 - 0 -
R 0 - 0 - 0 -

*n- broj istrazivanih sojeva, x - prosje¢na vrijednost promjera zona inhibicije (mm)

Prilikom usporedbe vrijednosti izmjerenih zona inhibicije izmedu duplikata istrazivanih
sojeva ustanovljene su odredene razlike nakon inkubacije od 72 sata, koje se nisu medusobno
statisticki znacajno razlikovale (p>0,05). Razlike u veli¢ini zona u rasponu od 1 do 4 mm
utvrdene su u 38 (63,3%) sojeva, a vece od 5 mm u 13 (21,7%) sojeva. Opisane razlike
izmedu duplikata najc¢es$ce su uocene prilikom istrazivanja osjetljivosti sojeva na klotrimazol i
to u 21 (35%) soja.

Istrazivanje osjetljivosti M. pachydermatis na razliCite antimikotike rezultiralo je
razli¢itom veli¢inom zona inhibicije. Najveci raspon izmjerenih zona inhibicije ustanovljen je
za mikonazol (od 19 do 65 mm), zatim za klotrimazol (od 37 do 72 mm) te itrakonazol (od 44
do 68 mm). Usporedbom izmjerenih promjera zone inhibicije istrazivanih sojeva ustanovljene
su statisticki znacajne razlike izmedu istrazivanih antimikotika (p<0,05) s najvecom

aktivno$c¢u klotrimazola, zatim itrakonazola te najmanjom aktivno$¢u mikonazola.
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6. RASPRAVA

U zadnjem desetljeCu sve viSe se raspravlja 0 pojavi smanjene osjetljivosti gljivice M.
pachydermatis prema antimikoticima te se ona navodi kao jedan od mogucih razloga
recidiviraju¢ih upala zvukovoda (CHIAVASSA i sur., 2014.). Navedena hipoteza bila je
vrijedna za istraziti buduc¢i se danas ova oportunisticki patogena gljivica sve ¢eS¢e svrstava u
emergentne patogene za Sto postoji sve viSe znanstvenih dokaza (CELIS i sur., 2017.). O
razvoju njene otpornosti na primjenu razli¢itih antimikoti¢nih pripravaka u posljednje je
vrijeme sve vise literaturnih podataka kako u Zivotinja (BERNARDO i sur., 1998.; JESUS i
sur., 2011.; NIJIMA i sur., 2011.) tako i u ljudi (CHINN i sur., 2017.).

Zbog ovakvih naznaka u razvoju smanjene osjetljivosti gljivica odluc¢ili smo istraziti
sojeve izolirane iz pasa s kroni¢nim upalama sluznice vanjskog zvukovoda u kojih ni
dugotrajna terapija nije dovela do izljeCenja. Prema anamnestickim podacima postojala je
veca vjerojatnost da su sojevi izolirani iz takvih zivotinja imali ve¢u mogucnost razvoja
otpornosti zbog ponavljanih terapija antimikoticima. Azoli poput klotrimazola i mikonazola
predstavljaju najzastupljenije antimikotike u kapima za usi koje se koriste u terapiji otitisa, a

itrakonazol je najéesce koristen antimikotik za peroralnu primjenu.

U ovom istrazivanju, za potrebe standardizacije inokuluma, usporedene su razliCite
opticke gustoce izmjerene u McF jedinicama 1 logaritamske vrijednosti izracunatih brojeva
kolonija u jednom mililitru te je ustanovljeno da postoji umjerena do dobra povezanost
izmedu ovih dviju varijabli. Dobivena umjerena povezanost moze se pripisati svojstvu vrste
M. pachydermatis da stvara grudice Sto otezava pripremu homogene suspenzije i u kona¢nici
rezultira nesto ve¢im rasponom CFU/mL za pojedinu opticku gusto¢u u McF. Unato¢
navedenome, opti¢ka gustoca inokuluma od 3,5 McF rezultirala je prosjeénom vrijednosti od
1,27x10" CFU/mL &to je odgovaralo preporu¢enom broju kolonija u mililitru od 1 do 5x10’
CFU/mL inokuluma neophodnom za ravnomjeran rast kolonija (PASQUETTI i sur., 2015.).
Danas je poznato da ¢e od bakterija jedino inokulum vrste E. coli opticke gustoce 0,5 McF u
veéini slu¢ajeva rezultirati s brojem od 108 CFU/mL, dok kod S. aureus (HOMBACH i sur.,
2015.) ili nekih drugih bakterija poput M. tuberculosis to nije sluéaj (PENUELAS-
URQUIDES i sur., 2013.). Kod gljivica je situacija znatno slozenija zbog specifi¢nosti grade
njihove stani¢ne stijenke. Od kvasaca je kod Candida sp. opisan postupak standardizacije
inokuluma gdje je utvrdena vrlo dobra povezanost izmedu opticke gustoce i broja kolonija u
mililitru inokuluma (RODRIGUEZ-TUDELA i sur., 2001.). Do danas takvi podaci za vrstu

M. pachydermatis ne postoje u znanstvenoj literaturi. Istrazivanje provedeno za potrebe izrade
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ovog rada daje prve detaljne podatke o standardizaciji pripreme suspenzije inokuluma gljivice
M. pachydermatis za disk difuzijski postupak, koji je brza, ekonomski isplativa i prakticna za

rutinske dijagnosticke pretrage.

Dosadasnja istrazivanja navode MH-GM kao najprikladniju hranjivu podlogu za
izvodenje disk difuzijskog postupka u istrazivanju osjetljivosti kvasaca (YURAYART i sur.,
2013.; PASQUETTI i sur., 2015.) sto se potvrdilo | u ovom istrazivanju. Zahvaljujuc¢i dodatku
metilenskog modrila, koje je plavkasto obojilo MH-GM agar, ocitavanje zona inhibicija bilo
je jednostavnije, naroc¢ito kod odredivanja granica izmedu zone rasta kolonija i zone
inhibicije, koja nije uvijek bila oStro ograni¢ena zbog prisutnosti vrlo sitnih, ¢esto tesko
uocljivih kolonija. Naime, poznato je da kod koristenja nekih drugih hranjivih podloga te
male kolonije znacajno otezavaju interpretaciju zone inhibicije (ANONIMUS, 2011.). Porast
kolonija na MH-GM agaru nakon 48 sati bio je dovoljan da se izmjere promjeri zona
inhibicije, ali gustoca naraslih kolonija nije bila zadovoljavaju¢a. Ravnomjeran rast kolonija
ustanovljen je nakon 72 sata i veli¢ine zona inhibicije izmjerene nakon 72 sata bile su
statistiCki znacajno vece u odnosu na veli¢ine zona izmjerenih nakon 48 sati. S obzirom da
statistiCki znacCajne razlike nisu ustanovljene u izmjerenim zonama nakon 96 i 120 sati, za
optimalnu duljinu inkubacije odabrana su 72 sata. Koriste¢i istu gustocu inokuluma
PASQUETTI i sur. (2015.) na osnovu svojih rezultata odabrali su duljinu inkubacije od 48
sati. Vazno je napomenuti da je navedena skupina istrazivaca koristila Christensenov urea
bujon s dodatkom 0,1% Tween-a 80 i 0,5% Tween-a 40 za pripremu suspenzije inokuluma,
Sto je vjerojatno pridonijelo neSto brzem rastu kolonija, a time i odabiru krace inkubacije i
ranije interpretacije rezultata. U ovom istrazivanju suspenzija inokuluma pripremala se s
dodatkom 0,04% Tween-a 80 (RINCON i sur., 2006.) koji je omogucio zadovoljavajuéi rast
kolonija na MH-GM agaru, ali ipak nes§to sporiji u odnosu na navedeno istrazivanje.
Zanimljivo je da su ROJAS i sur. (2016.) takoder interpretirali svoje rezultate nakon 72 sata,
iako su koristili manju gusto¢u inokuluma priredenog samo s fizioloSkom otopinom, a
istrazivali su osjetljivost vrsta Malassezia sp. ovisnih o izvoru masnih kiselina koje sporije

rastu u odnosu na M. pachydermatis.

Odstupanja koja su utvrdena u dva istrazivana soja, gdje su se zbog sporog rasta
kolonija promjeri zona inhibicije mogli ocitati nakon 72 sata, odnosno u jednog soja tek
nakon 96 sati, mogu se pripisati postojanju atipi¢nih sojeva M. pachydermatis koji vjerojatno
trebaju dodatan izvor masnih kiselina za svoj rast. Za dodatno objasnjenje bilo bi potrebno

istraziti njihovu potencijalnu ovisnost o mastima (PUIG i sur., 2017.).
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Do danas postoje razli¢ite znanstvene spoznaje o otpornosti M. pachydermatis na neke
od antimikotika poput Klotrimazola, mikonazola (BERNARDO i sur., 1998.) i itrakonazola
(NIJIMA i sur., 2011.). Uz navedeno, utvrdeno je da su sojevi otporni na flukonazol bili
unakrizno otporni na sve antimikotike iz skupine azola (JESUS i sur., 2011.). U ovom
istrazivanju osjetljivosti 60 sojeva M. pachydermatis po prvi puta je ustanovljeno da je jedan
soj bio umjereno osjetljiv na mikonazol. Soj je potjecao od psa starog 14 godina, pasmine
zapadno-skotski bijeli terijer koji je osim kroni¢ne upale zvukovoda imao i kozne promjene
karakteristicne za atopijski dermatitis te je dugotrajna terapija vjerojatno pridonijela razvoju
otpornosti izoliranog soja. Preostalih ispitanih 59 sojeva bilo je osjetljivo na mikonazol, te su
svi sojevi bili osjetljivi na klotrimazol i itrakonazol kao i u prethodnim istrazivanjima
(LYSKOVA i sur., 2007.; YURAYART i sur., 2013.; PASQUETTI i sur., 2015.). Vazno je
napomenuti da su za interpretaciju osjetljivosti koriStene vrijednosti preporucene za kvasac
Candida sp. i to na osnovu prethodnih brojnih farmakokinetickih istrazivanja i klini¢kih
studija u humanoj medicini (JOHNSON, 2008.). S obzirom na navedeno, tesko je procijeniti
stvaran klini¢ki znacaj interpretacije zona osjetljivosti dobivene za gljivicu M. pachydermatis

na osnovu Kriterija za drugu vrstu kvasca (CHIAVASSA i sur., 2014.).

Prilikom provjere ponovljivosti rezultata u istrazivanju osjetljivosti, ustanovljene su
odredene razlike u veli¢inama zona inhibicije za mikonazol i itrakonazol izmedu duplikata
istog soja na isti antimikotik. Iako statisticki nisu bile znacajne, najvece razlike izmedu
duplikata utvrdene su kod klotrimazola. Navedeno se moZe pripisati pomalo oteZzanoj
interpretaciji zona inhibicije zbog ,,nazubljenog* izgleda granice zone inhibicije koji nastaje
zbog velikog broja sitnih kolonija uz sam rub zone, a koje se ukljucuju u njeno mjerenje
(ANONIMUS, 2011.). YURAYART i sur. (2013.) su takoder opisali da granice zone
inhibicije nisu bile jasno ograni¢ene kod istrazivanja osjetljivosti M. pachydermatis, ali kod

itrakonazola i ketokonazola.

Usporeduju¢i aktivnosti istrazivanih antimikotika u ovom istrazivanju utvrdena je
statisticki znaCajno veca zona inhibicije kod Klotrimazola u odnosu na mikonazol i
itrakonazol. Dobiveni rezultati bili su u skladu s rezultatima ustanovljenim u nedavnom
istrazivanju gdje se takoder koristio disk difuzijski postupak (PASQUETTI i sur., 2015.). U
istrazivanjima u kojima se Kkoristila mikrodilucija u bujonu opisana je veca aktivnost
mikonazola u odnosu na itrakonazol (PEANO i sur., 2012.; CHIAVASSA i sur., 2014.).
Manja zona inhibicije odnosno manja aktivnost antimikotika mogla bi biti posljedica ¢esceg

terapiranja zivotinja odredenim antimikotikom. S obzirom da je ovdje najée$ce rije¢ o
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lokalnoj terapiji sluznice zvukovoda gdje se preparat primjenjuje izravno na epitel zvukovoda
viSekratno osiguravaju¢i na taj nacin kumulativan ucinak preparata, manja aktivnost
odredenog antimikotika najvjerojatnije nece dovesti do neuspjeha u lijeCenju (CHIAVASSA i
sur., 2014.).

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na potrebu daljnjih istrazivanja osjetljivosti vrste M.
pachydermatis u rutinskim laboratorijskim pretragama koriste¢i disk difuzijski postupak
prilagoden u ovom istrazivanju. Naime, u blizoj buducnosti bilo bi pozeljno standardizirati
metodu istrazivanja osjetljivosti u vidu konsenzusa CLSI ili EUCAST smjernica, ustanoviti
povezanost in vitro rezultata s klinickim istrazivanjima ucinka terapije na infekcije
uzrokovane gljivicom M. pachydermatis te odrediti referentne zone interpretacije osjetljivosti

za navedenu gljivicu.
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7. ZAKLJUCCI

U ovom istrazivanju po prvi puta su usporedene razli¢ite opticke gustoce izmjerene u
McF jedinicama i vrijednosti brojeva kolonija u jednom mililitru za M. pachydermatis, a u
svrhu standardizacije inokuluma za disk difuzijski postupak. S obzirom da do sada ne postoje
takvi podaci u znanstvenoj literaturi, dobiveni rezultati predstavljaju nove spoznaje

povezanosti tih dviju varijabli u ovom znanstvenom podrucju.

Prilikom standardizacije protokola pripreme inokuluma ustanovljena je umjerena do
dobra povezanost izmedu McF 1 CFU/mL Sto je rezultiralo ocekivanim prosje¢nim srednjim

vrijednostima broja kolonija u mililitru priredenog inokuluma.

MH-GM agar pokazao se kao odgovarajuca hranjiva podloga za upotrebu u disk
difuzijskom postupku jer je pogodovao rastu gljivice M. pachydermatis kada je suspenzija
inokuluma bila pripremljena s dodatkom 0,04% Tween-a 80 kao izvorom lipida. Istodobno,
granice zone inhibicije bile su jasno vidljive, §to je znatno olaksalo njihovo mjerenje te
znacajno smanjilo moguénost pogreske prilikom njihove interpretacije. Optimalna duljina

inkubacije za tumacenje izmjerenih zona inhibicije bila je 72 sata.

Istrazivanjem osjetljivosti po prvi puta je ustanovljena umjerena osjetljivost jednog soja
M. pachydermatis na mikonazol izoliranog iz vanjskog zvukovoda u pasa s kroni¢nom
upalom, dok je ostalih 59 sojeva bilo osjetljivo na sva tri istrazivana antimikotika: mikonazol,

klotrimazol i itrakonazol kada su koristene zone interpretacije za kvasac Candida sp.

Unato¢ umjerenom do dobrom koeficijentu determinacije i nemoguénosti postizanja
izvrsne povezanosti optiCke gustoce i broja kolonija gljivice M. pachydermatis u mililitru
suspenzije inokuluma, disk difuzijskim postupkom dobiveni su konzistentni rezultati

ukazujuéi na mogucnost njegove upotrebe u rutinskoj mikoloskoj dijagnostici.

Navedeno istrazivanje potrebno je prosiriti na veci broj uzoraka, posebice s prethodno
terapiranih Zivotinja antimikoti¢énim pripravcima te istraziti njihovu osjetljivost. Daljnja
istrazivanja u kojima bi se usporedile vrijednosti disk difuzijskog postupka s rezultatima
postupka mikrodilucije u bujonu ukljucili bi se u trenutno aktualna istrazivanja koja imaju za

cilj stvaranje referentnih vrijednosti za interpretaciju osjetljivosti M. pachydermatis.
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10. SAZETAK
Iva Benvin

Primjena disk difuzijskog postupka u ispitivanju osjetljivosti sojeva gljivice Malassezia

pachydermatis izdvojenih iz pasa s kroni¢cnom upalom zvukovoda

Gljivica Malassezia pachydermatis predstavlja najées¢eg uzro¢nika upale sluznice vanjskog
zvukovoda u pasa koja vrlo Cesto rezultira kroni¢nim tijekom i recidiviraju¢im terapijama
antimikoticima, naj¢eS¢e iz skupine azola. Posljednjih godina spominje se njena smanjena
osjetljivost na antimikotike ne samo u veterinarskoj, ve¢ i u humanoj medicini. S obzirom da
ne postoji standardizirani postupak za istrazivanje osjetljivosti vrste M. pachydermatis
postavlja se pitanje postojanja stvarne klini¢ki znacajne otpornosti ove gljivice. Op¢i cilj ovog
istrazivanja stoga je bio prilagoditi disk difuzijski postupak za istrazivanje osjetljivosti
gljivice M. pachydermatis na osnovu standardiziranog postupka za kvasac Candida sp.
propisanog dokumentom CLSI M44-A2. Specifi¢an cilj bio je istraziti osjetljivost 60 sojeva
M. pachydermatis izdvojenih iz pasa s kroni¢cnom upalom sluznice vanjskog zvukovoda na tri
razli¢ita antimikotika iz skupine azola: mikonazol, klotrimazol i itrakonazol. Suspenzija
inokuluma ovim istrazivanjem optimizirana je na opti¢ku gusto¢u od 3,5 McF s prosje¢nom
srednjom vrijednosti od 1,27x10” CFU/mL. Mueller-Hintonov agar s dodatkom 2% glukoze i
0,5 pg/l metilenskog modrila pogodovao je rastu gljivice kada je suspenzija inokuluma
pripremljena s dodatkom 0,04% Tween-a 80 kao izvorom lipida. Istodobno granice zone
inhibicije bile su jasno vidljive, a optimalno vrijeme ocitavanja zona inhibicije bilo je nakon
72 sata. Istrazivanjem osjetljivosti ustanovljeno je da je jedan soj gljivice M. pachydermatis
bio umjereno osjetljiv na mikonazol, dok su svi preostali sojevi bili osjetljivi na mikonazol,
klotrimazol i itrakonazol. Najveéa aktivnost uoCena je u primjeni klotrimazola, zatim
itrakonazola, a najmanja u mikonazola. Rezultatima ovih istrazivanja optimizirali smo
postupak koji je primijenjiv u rutinskoj mikoloskoj dijagnostici istrazivanja osjetljivosti

gljivice M. pachydermatis.

Kljuéne rije¢i: Malassezia pachydermatis, psi, kronicna upala sluznice zvukovoda, disk

difuzijski postupak, antimikotik
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11. SUMMARY
Iva Benvin

The performance of disk diffusion method for susceptibility testing of Malassezia
pachydermatis strains isolated from dogs with chronic otitis externa

Malassezia pachydermatis is the most common causative agent of canine otitis externa which
often evolves into chronic inflammation and long-term treatments with various antifungal
drugs, mainly azoles. In recent years, resistance to different antifungals has been increasingly
reported, not only in veterinary but also in human medicine. Since there is no standardized
method for antifungal susceptibility testing of M. pachydermatis, it is often questioned
whether a real clinical resistance to this yeast infection exist. The first aim of this study was to
modify antifungal disk diffusion method M44-A2 standardized by the Clinical and Laboratory
Standards Institute for Candida sp. in order to test antifungal susceptibility of M.
pachydermatis. The second aim was to investigate the susceptibility of 60 strains of M.
pachydermatis isolated from dogs with chronic otitis externa to three different azole
derivatives: miconazole, clotrimazole and itraconazole. Inoculum suspensions adjusted to 3.5
McF standard corresponded to the average of 1.27x10" CFU/mL. Mueller-Hinton agar
supplemented with 2% glucose and 0.5 ug/l methylene blue supported the growth of M.
pachydermatis when the yeast inoculum was prepared with 0.04% Tween 80, as the lipid
source. At the same time, it provided clearly visible zone edges. Optimal time for reading
inhibition zone diameters was at 72 hours. One tested M. pachydermatis strain was
intermediately susceptible to miconazole, while all remaining strains were susceptible to
miconazole, clotrimazole and itraconazole. Clotrimazole showed the highest antifungal
activity, followed with itraconazole, while miconazole demonstrated the lowest activity. On
the basis of reported results, disk diffusion method was optimized for the routine diagnostic

purposes of susceptibility testing of M. pachydermatis.

Keywords: Malassezia pachydermatis, dogs, chronic otitis externa, disk diffusion method,

antifungal agents
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