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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA

SA — Sabouraudov agar
IgE — imunoglobulin E
MCZ — mikonazol

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

EUCAST — (eng. European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) — Europski odbor

za istrazivanje antimikrobne osjetljivosti

MIK — minimalna inhibitorna koncentracija

RPMI — Roswell Park Memorial Institute medij

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

MOPS — (eng. 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid) — 3-(N-morfolino)-propansulfonska

kiselina

SAA — Sauboraudov agar s dodatkom aktidiona

PBS — (eng. phosphate buffered saline) — fizioloska otopina puferirana fosfatom

DMSO - (eng. dymethyl sulfoxide) — dimetil sulfoksid

McF — McFarland jedinica

MIK50 — minimalna inhibitorna koncentracija potrebna za inhibiciju > 50% ispitanih sojeva

MIK 90 — minimalna inhibitorna koncentracija potrebna za inhibiciju > 90% ispitanih sojeva



POPIS PRILOGA

Popis tablica

Tablica 1. Usporedba standardiziranih postupaka mikrodilucije u bujonu koristenih za
ispitivanje osjetljivosti gljivica roda Candida na azole (prilagodeno iz ALASTRUEY-
IZQUIERDO i sur., 2015.)

Tablica 2. Sastav hranjivih podloga

Tablica 3. Sastav obogacenog Sabouraud bujona i PBS otopine za pripremu suspenzije

inokuluma
Tablica 4. Prikaz rezultata kontrole gustoce suspenzije inokuluma
Tablica 5. Prikaz raspona MIK vrijednosti za 40 istrazenih sojeva M. pachydermatis

Tablica 6. Prikaz statistickih podataka MIK vrijednosti istrazenih sojeva M. pachydermatis

Popis slika
Slika 1. Shematski prikaz priredivanja radnih koncentracija mikonazola

Slika 2. Prikaz kontrole gustoce suspenzije inokuluma na SA hranjivoj podlozi nakon
nacijepljivanja radne suspenzije inokuluma te inkubacije pri 37°C: a) porast kolonija M.

pachydermatis nakon 72 sata; b) porast kolonija ATCC soja C. parapsilosis nakon 24 sata

Popis grafikona
Grafikon 1. Prikaz podrijetla uzoraka s obzirom na vrstu zivotinje
Grafikon 2. Prikaz podrijetla uzoraka pasa s obzirom na anatomsko mjesto uzorkovanja

Grafikon 3. Prikaz podrijetla uzoraka macaka s obzirom na anatomsko mjesto uzorkovanja



LUV OD. .ttt ettt e e e 1
2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANIJA .....ccooveieeeeeeeeeeeen, 2
2.1, EHIOIOGIJA .ttt 2
2.2. EPIZOOtIOIOGIA ... s 4
2.3 PALOGENEZA ...ttt ettt 5
2.4. Klinicke slike infekcija uzrokovanih gljivicom M. pachydermatis ................... 6
2.4.1. KIini€ka sIiKa U PASA ......vvviieiiiiie e 6
2.4.2. Klinic¢ka slika u macaka .............cccoeeeeiiiii 7
2.5. DIJAGNOSTIKA ..ottt 8
2.0, LIJECRIJC ... veeeeieitiee e ettt 9
R =4 11 (=14 To] | - PSP SUSOUSRPR 10
2.9. Metode ispitivanja 0SJEtJIVOSTE ......eccvreeiiiieiiiie e 11
2.7.JAVN0 ZATAVSIVO ... 15
.MATERIJALI I METODE ... 16
TN o ] o G 0] o (1= PR SUSROUSRRPR 16
3.2. Uzgoj sojeva gljivica M. pachydermatis............cccocevviveiiiie i 17
3.3. MIKrodiluCija U BUJONU .....ccocuiieiiic e 18
3.4. Priprema radnih otopina mikonazola..............ccccocoveiiii i 19
3.5. Priprema suspenzije inokuluma gljivice M. pachydermatis ..............cccceevnneen. 21
3.6. Priprema mikrotitracijskih plo¢a za mikrodiluciju u bujonu ............ccccvveeennnee 22
3.7. Kontrola gustoce suspenzije inokuluma (CFU/ML) .........ccccvevvviiieiieiinesiene, 23
3.8. Kontrola kvalitete postupka mikrodiluCije...........cccccovvieiiiii i, 23
3.9. OCItavan]e T€ZUILALA ........coiiuiiiieiiiiiii ettt 24
CREZULT AT ettt et 25
4.1. Istrazivani sojevi gljivice M. pachydermatis ............cccooceeiviiiiiiieniiieniicee, 25
4.2. Rezultati kontrole gustoc¢e suspenzije inokuluma ...........cccccvevviiinieniiieenne, 27

\Y



4.3. Rezultati postupka mikrodilucije u bujonu...........cccoooiiiii 28

4.4. Rezultati kontrole kvalitete pOStUPKa ..........c.cooviiiiiiiiiiici e 29
5. RASPRANV A et et a e 30
B. ZAKLIUCCT .....ooiiiiiieiisieissie ettt 36
T.LITERATURA oottt ettt et et it e et et e e e e e e e aaeaaaaeeeaeeeees 37
8. SAZETAK ...ttt 47
9. SUMMARY .ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e a i —araan 48
10. ZIVOTOPIS ..ottt 49

Vi



1. UvOD

Vrsta Malassezia pachydermatis kvascu je slicna gljivica koja na kozi i sluznicama
zivotinja obitava kao komenzal. Njezin naj¢es¢i domacin je pas, a potom macka (GUILLOT i
BOND, 2020.). Uz odredene predisponiraju¢e ¢imbenike te poremecaje u ravnotezi okoliSa u
kojem ona obitava, odnosno kozi, stvaraju se uvjeti pogodni za prekomjerno umnazanje Ove
gljivice, poput povecane koli¢ine vlage na koZi, poveCane proizvodnje sebuma, oStecenja
zastitne barijere koze te prenaglaSenog imunosnog odgovora organizma. U takvim uvjetima ova
oportunisticki patogena gljivica postane patogena te kao takva najceS$¢e uzrokuje upalu
vanjskog zvukovoda ili upalu koze (PEANO i sur., 2020.). Pri lijecenju sekundarnih infekcija
uzrokovanih vrstom M. pachydermatis najvise se koriste topikalni i/ili sistemski antimikotici,
od kojih najviSe oni iz skupine azola (BOND 1 sur., 2010.). Lokalno lijecenje preparatima koji
sadrze azole poput mikonazola (MCZ) uspjes$no rjeSava infekciju, no uz primjenu antimikotika
potrebno je dijagnosticirati i lijeciti primarne upalne procese koji su omogucili pretjerano
umnazanje i patogeno djelovanje ove gljivice. Propust u navedenome dovodi do neuspjeha u
lijeCenju, a posljedicno tome do kronicnog tijeka bolesti i recidiviraju¢ih infekcija koje se
opetovano lijece istim preparatima (GUILLOT i BOND, 2020.). Rezultati istraZzivanja ukazuju
da dugorocna terapija animikoticima kao i neadekvatno lijecenje sistemskom primjenom niskih
doza antimikotika mogu dovesti do razvoja rezistencije u ove gljivice. Navedeno ukazuje na
sve vec¢u potrebitost ispitivanja osjetljivosti sojeva ove gljivice u svrhu odabira odgovarajuceg
antimikotika u lijeGenju infekcija uzrokovanih ovom gljivicom (PEANO i sur., 2020., RHIMI
i sur., 2020.).

Cilj ovog rada bio je ispitati osjetljivost razlicitih sojeva M. pachydermatis
modificiranom metodom mikrodilucije na derivat azola mikonazol, najée$¢e upotrebljavan
antimikotik namijenjen za lokalnu primjenu u formulaciji Sampona koji se koriste u terapiji
pasa s atopijskim dermatitisom ili kapi za u$i koje se koriste u terapiji upale vanjskog

zvukovoda.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIIH ISTRAZIVANJA

2.1. Etiologija

Rod Malassezia ¢ine jednostani¢ni gljivicni organizmi koji kao komenzali obitavaju na
kozi brojnih toplokrvnih Zivotinja. Spadaju u porodicu Malasseziaceae, red Malasseziales,
razred Malasseziomycetes, podkoljeno Usilaginomycota te koljeno Basidiomycota (PARK i
sur., 2021.). Smatra se da su podrijetlom od predaka koji su obitavali na tlu i/ili biljkama te se
postepeno prilagodile ekosustavu koze toplokrvnih kraljeznjaka (XU i sur., 2007.). Trenutno je
poznato 18 vrsta iz navedenog roda. Od najvece vaznosti za veterinarsku medicinu je vrsta M.
pachydermatis koja je najucestalija na kozi kuénih ljubimaca poput pasa i macaka (PARK i
sur., 2021.).

Najvaznije 0sobine koje ih povezuju s pripadaju¢im koljenom Basidiomycota su grada
stani¢ne stijenke te na¢in pupanja. Stani¢na stijenka je debela te viseslojne grade (GUEHO-
KELLERMANN i sur., 2010.) i ¢ini ¢ak 26 do 37% ukupnog stani¢nog volumena. Njezina
unutarnja povrsina sadrzi brojne nabore koji odgovaraju invaginacijama stanicne membrane
(CHEN i sur., 2005.). Pupanje je monopolarno, odnosno nastaje iz jednog mjesta na stani¢noj
stijenci roditeljske stanice. Mikroskopski se lako uocava zbog tipi¢nog izgleda stanice pri
pupanju. Ono nastaje zbog povezanosti stanice kéeri s mati¢cnom stanicom Sirokom osnovom te
daje izgled boce (GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.).

Specifi¢nost ovog roda uocava se u gradi genoma Koji je po svojoj veli¢ini upola manji
od ostalih gljivica pripadajuceg koljena. Analizom gena otkrivene su jedinstvene osobine koje
ponajprije zahvacaju metabolizam ovih kvasaca te objasnjavaju njihov afinitet prema lipidima.
Naime, oni kodiraju brojne enzime poput lipaza, fosfolipaza i sfingomijelaza (BOND i sur.,
2020.). S druge strane, velika skupina gena potrebnih za razgradnju ugljikohidrata nedostaje u
genomu. Stoga su glavni izvor ugljika, odnosno energije za gljivice iz roda Malassezia upravo
masti. Navedeno je povezano s okoliSem koze koje je siroma$no ugljikohidratima, ali bogato
mastima (WU 1i sur., 2015.). Zanimljivo je i to §to iako filogenetski nisu povezani s rodom
Candida, sastav enzima koje proizvode vrlo im je slican te prilagoden katabolizmu masti i
proteina (THEELEN i sur., 2019.). Najistaknutije svojstvo genoma je nedostatak gena koji
kodiraju enzime potrebne za sintezu dugolanc¢anih masnih kiselina. To ¢ini ove gljivice ne samo
lipofilnima, ve¢ ovisnima o izvorima lipida iz vanjskog okolisa. Sve navedeno govori u prilog

tome da se ovaj rod gljivica evolucijski prilagodio specificnoj ekoloskoj niSi - koznom



ekosustavu toplokrvnih kraljeznjaka u kojem dobivaju i iskoriStavaju potrebne masne kiseline,
odnosno hranu (BOND i sur., 2020.).

Gljivica M. pachydermatis po prvi puta je izdvojena s koze indijskog nosoroga s
klinickom slikom generaliziranog eksfolijativnog dermatitisa. Ime je dobila upravo po
navedenom nosorogu koji je u vrijeme otkri¢a spadao u red Pachydermata (FOX, 1925.). Na
kozi i sluznicama djeluje kao komenzal, ali i kao potencijalno oportunisticki patogen (BOND i
sur., 2020.). U proslosti se smatrala lipofilnom, ali ne i vrstom ¢iji je rast ovisan 0 izvoru
zasi¢enih masnih kiselina te se tim svojstvom izdvajala od ostalih vrsta pripadajuceg roda.
Razlog takvoj teoriji bila je njezina sposobnost rasta na Sabouraud agaru (SA) koji ne sadrzava
lipide, zbog Cega nije moguce na takvoj hranjivoj podlozi izdvojiti ostale vrste pripadajuceg
roda ¢iji je rast ovisan o izvoru nezasi¢enih masnih kiselina (GUILLOT i BOND, 1999.). Za
izdvajanje i uzgoj vrsta ovisnih 0 mastima potrebne su obogaéene hranjive podloge kao §to su
Dixon, Leeming i Notman koje nisu komercijalno dostupne ve¢ se prireduju u laboratoriju
prema posebnim recepturama. One sadrZze razli¢ite izvore dugolancanih masnih Kiselina,
odnosno lipida zahvaljujué¢i volovoj zuci, glicerolu te polisorbatima Tween (40 i 60) koji se
nalaze u njihovim sastavima (GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.). Sekvenciranjem genoma
utvrdeno je kako i vrsti M. pachydermatis nedostaju geni za sintezu dugolanc¢anih masnih
kiselina. Razlog zbog kojeg ona ipak uspijeva rasti na SA hranjivoj podlozi je jedinstvena
sposobnost iskoriStavanja lipidne frakcije peptona kao vanjski izvor esencijalnih masnih
kiselina (PUIG i sur., 2017.). Naime, pepton koji je sastavni dio SA hranjive podloge sadrzi
0,6% lipida, od kojih 6 pg palmitinske Kiseline i 1 g peptona te manje koli¢ine ostalih masnih
kiselina. Upravo bi zbog ovih razloga trebalo smatrati i ovu vrstu ovisnom o mastima (WU i
sur., 2015.). Usprkos navedenoj osobini koja izdvaja vrstu M. pachydermatis od ostalih vrsta iz
roda Malassezia, vazno je napomenuti da je i u nje utvrden slabiji rast na SA hranjivoj podlozi.
Naime, u istrazivanju HUANG i sur. (1993.) opisana su dva fenotipa gljivice M. pachydermatis.
Prvi fenotip koji je najcesce izdvojen iz vanjskog zvukovoda ikoze pasa odlikuje uspjesan rast
na SA hranjivoj podlozi te prosjecna veli¢ina kolonija od 3 mm. Uz navedeni, opaZen je 1
fenotip sojeva ove gljivice koje odlikuje slab rast na SA hranjivoj podlozi i formiranje manjih
kolonija prosje¢ne veli¢ine od 1 mm. IstraZzivanje BOND i ANTHONY (1995.) potkrijepilo je
navedena opaZanja, ali i utvrdilo da nakon nekoliko precijepljivanja takvih sojeva na SA
hranjivu podlogu fenotip malih kolonija poprima osobinu uspjesnog rasta fenotipa velikih
kolonija.

Kolonije gljivice M. pachydermatis kremasto su bijele do zuckaste boje, glatke do

lagano naborane, bez sjaja te s cjelovitim ili reznjevitim rubom (BOND i sur., 2020.).
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Inkubacija na SA hranjivoj podlozi traje tri do Cetiri dana pri 37°C. Stanice su elipsoidnog do
kratko cilindriénog oblika, veli¢ine 4-5x2-2,5 um (GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.).

2.2. Epizootiologija

Gljivica M. pachydermatis zoofilna je vrsta, odnosno prisutna je na kozi brojnih
sisavaca i ptica od kojih je najucestalija u pasa, a potom u macaka (BOND i sur., 2020.). U
zdravih pasa najveéi broj ove gljivice izdvojen je iz vanjskog zvukovoda, perioralnog i
interdigitalnog podrucja, dok se s ingvinalnog i aksilarnog podrucja te dorzalnog dijela trupa
rjede izdvaja. Utvrdeno je da se veca koncentracija ove gljivice nalazi i u perianalnom podrucju,
a navedeno se smatra vaznim za njezin prijenos S jedne jedinke na drugu (CAFARCHIA i sur.,
2005.). Tome govori u prilog miSljenje da se kolonizacija odvija tijekom i neposredno nakon
poroda nac¢inima prijenosa slicnim onima u bakterije roda Staphylococcus, to¢nije u vrste S.
intermedius (BOND i sur., 2020., SAIJONMAA-KOULUMIES i LLOYD, 2002.).

Najucestaliji je kvasac prisutan na kozi zdravih pasa, ali i pasa s dermatitisom te upalom
vanjskog zvukovoda (GUILLOT i BOND, 2020.). Potreban je primarni upalni proces kao
predisponiraju¢i cimbenik koji ¢e dovesti do promjena u imunosnom odgovoru domacina i/ili
promjena u mikrookoliSu koze te time omoguciti njezino prekomjerno umnazanje te nastanak
sekundarne infekcije ovom gljivicom (CHEN i sur., 2005.). Promjene mikrookoliSa koZe koje
pogoduju prekomjernom rastu ove gljivice su ostecenja epidermisa koji predstavlja prvu liniju
obrane od vanjskih utjecaja, povecana koli¢ina vlage na kozi te pove¢ana proizvodnja sebuma
koja osigurava izvore lipida na povrsini koZe, a time i bogate izvore hranjivih tvari neophodnih
za njihovo umnazanje (CHEN i sur., 2005., NIAE i sur., 2021., PEANO i sur., 2020.). Reakcije
preosjetljivosti poput atopijskog dermatitsa 1 alergije na hranu jedni su od naj¢es¢ih primarnih
uzroka infekcije. Uz njih valja napomenuti razli¢ite endokrine poremecaje (hipotireoidizam,
hiperadrenokorticizam, Secerna bolest), poremecaje keratinizacije, invazije parazitima
(Otodectes cynotis, Demodex sp.) te autoimune bolesti. Dugotrajno lije¢enje glukokortikoidima
ili antibioticima takoder se smatra predisponiraju¢im ¢imbenikom (CHEN i sur., 2005.,
PEANO i sur., 2020.). Nabori koze skloni razvoju intertriga te konformacijske abnormalnosti
uske koje dovode do zadrzavanja vlage i stenoze vanjskog zvukovoda takoder osiguravaju
uvjete pogodne za prekomjerno umnazanje i razvoj sekundarne infekcije (PEANO isur., 2020.).

lako se vrsta M. pachydermatis rjede izdvaja iz koze macaka u usporedbi s psima, ona i
dalje predstavlja najprisutniju i najznacajniju gljivicu na kozi macaka (BOND i sur., 2020.).
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Njezina prevalencija u macaka s upalom vanjskog zvukovoda iznosi i do 60%, dok je u macaka
bez upale vanjskog zvukovoda ona znatno niza te iznosi od 17,6 do 23% (NIAE i sur., 2021.)
Vazno je takoder napomenuti da se u macaka ¢eS¢e nego u pasa izdvajaju i ostale vrste roda
Malassezia. Od njih, najvise se isti¢u vrsta M. nana najc¢esce izdvojena iz vanjskog zvukovoda
te vrsta M. sloofiae s koze interdigitalnog podrucja (BOND i sur., 2020.).

Pasmine pasa predisponirane za razvoj atopijskog dermatitisa poput zapadnoskotskog
bijelog terijera ili primarne idiopatske seboreje poput baset pasmine takoder su predisponirane
za razvoj sekundarne infekcije gljivicom M. pachydermatis (BOND i sur., 2020.). Devon rex i
Sphynx pasmine macaka na svojoj kozi nose veci broj gljivica roda Malassezia, od kojih je
vrsta M. pachydermatis najbrojnija, u usporedbi s ostalim pasminama macaka (AHMAN i sur.,
2007.,VOLK isur., 2010.). Njihova koza je ¢ak iu zdravih jedinki masna i seboroi¢na, posebice
u interdigitalnom podrudju i lezistu kandzi, gdje je brojnost gljivica najve¢a (COLOMBO i sur.,
2007.). Uz masnoc¢u koze geneti¢ki ¢imbenici najvjerojatnije doprinose predispoziciji za razvoj
dermatitisa uzrokovanog gljivicom M. pachydermatis s obzirom da je Sphynx pasmina nastala
iz Devon rex pasmine (AHMAN i BERGSTROM, 2009.).

2.3. Patogeneza

lako su poznati predisponiraju¢i ¢imbenici koji dovode do razvoja dermatitisa i otitisa,
tocan mehanizam kojim ovaj kvasac postaje patogen te koji Cimbenici sudjeluju u
mehanizmima patogeneze jos$ uvijek nisu razjasnjeni (BOND i sur., 2020., IANIRI i sur.,
2018.). Istrazivanja upucuju na ulogu enzima fosfolipaze kao virulentnog ¢imbenika jer je
utvrdena njegova pojacana aktivnost u sojeva izdvojenih iz pasa s klinickom slikom
dermatitisa (CAFARCHIA i OTRANTO 2004., MACHADO i sur., 2010., VLACHOS i sur.,
2013.) i otitisa (CAFARCHIA i OTRANTO 2008., TERAMOTO i sur., 2015.) u usporedbi sa
sojevima izdvojenih iz zdravih pasa. Medutim, lipoliticka aktivnost ove vrste ne mozZe se
objasniti samo jednim ¢imbenikom te je potrebno identificirati i druge za sada nepoznate koji
bi razjasnili njezine mehanizme patogenosti (TERAMOTO i sur., 2015.). COUTINHO i
PAULA (2000.) dokazali su da sojevi izdvojeni iz pasa s otitisom i dermatitisom sintetiziraju
enzime poput hondriotin-sulfata, hijaluronidaze te proteinaze koji mogu doprinijeti razvoju
klinicke slike kao dodatni virulentni ¢imbenici.

Ugljikohidratne komponente stani¢ne stijenke mjesto su vezivanja alergen specifi¢nih

imunoglobulina E (IgE) te sudjeluju u reakciji preosjetljivosti tipa I u odredenog broja ljudi koji
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boluju od atopijskog dermatitisa. Smatra se da se isti mehanizam preosjetljivosti javlja i u nekih
pasa s atopijskim dermatitisom (BOND i sur., 2020.). Na to ukazuje povisena koncentracija IgE
u vecine pasa s atopijskim dermatitisom u usporedbi s zdravim psima (CHEN i sur., 2002.,
NUTTALL i HALLIWELL, 2001.) te pozitivan intradermalni test na antigene gljivice M.
pachydermatis u pasa s atopijskim dermatitisom (BOND i sur., 2002., MORRIS i sur., 1998.).
Osim toga retrospektivno istrazivanje ARBERG i sur. (2017.) ukazalo je na uspjeSnost

potkozne imunoterapije u pasa s preosjetljivos¢u na gljivicu M. pachydermatis.

2.4. Klini¢ke slike infekcija uzrokovanih gljivicom M. pachydermatis

2.4.1. Klinic¢ka slika u pasa

Upala vanjskog zvukodova u pasa uzrokovana gljivicom M. pachydermatis klinicki se
ocituje svrbezom, eritemom uSke i vanjskog zvukovoda te tamnosmedim cerumenom
konzistencije slicne vosku (BOND, 2010., MATOUSEK i CAMPBELL, 2002., NARDONI i
sur., 2005.). Kao sekundarni uzro¢nik doprinosi kronicitetu upalnog procesa pri ¢emu se na
medijalnim povrSinama uski mogu razviti sekundarne kozne lezije poput lihenifikacije (BOND
i sur., 2020.), a u samom zvukovodu ¢esto dolazi do razvoja stenoza (BOND, 2010.). lako
rijetko, u slucaju oste¢enja bubnji¢ca moguce je Sirenje infekcije na srednje uho (MORRIS,
1999.).

Dermatitis uzrokovan gljivicom M. pachydermatis moze biti prisutan u lokaliziranom
ili generaliziranom obliku (PATERSON i FRANK, 2002.). Lokalizirani oblik dermatitisa
najcesce se uocava na mjestima s naborima koze poput aksilarnog, ingvinalnog, interdigitalnog
podrugja te na ventralnoj povrsini vrata i abdomena. Uz navedno ¢esto zahvaca njusku, usne,
zvukovode i podrucje perineuma (BOND i sur., 2020.). U veéini slu¢ajeva kao dominantan
simptom u pasa uocCava Se pruritus razli¢itog intenziteta koji se ne povlaci u potpunosti
primjenom imunosupresivne te antimikrobne terapije (PATERSON i FRANK, 2002.). Ovisno
0 veli¢ini zahva¢enog podrucja oCituje se generaliziranim svrbezom koji rezultira ¢esanjem
Zivotinja 0 predmete ili o tlo, lizanjem i grizenjem Sapa te zamahivanjem glave i ¢eSanjem usiju
(BOND i sur., 2020.). Kozne lezije nisu specifi¢ne te pruritus, poglavito na licu, moze biti vrlo
intenzivan i pobuditi sumnju na postojanje problema neuroloske ili bihevioralne prirode
(PATERSON i FRANK, 2002., PEANO i sur., 2020.). Difuzni eritem glavna je primarna kozna

lezija koju ve¢inom prati varijabilna koli¢ina masnog smede-crnog materijala koji oblaze donji



dio dlaka (BOND, 2010.). Sekundarne kozne lezije poput ekskorijacija i traumatske alopecije
nastaju zbog pruritusa, ali i1 zbog kroni¢nog tijeka bolesti kada se moze uoditi
hiperpigmentacija, lihenifikacija, maceracija i intertrigo. Upaljena koZza moze biti pojatano
masna ili suha te perutava (PEANO i sur., 2020.). Generalizirani dermatitis vrlo ¢esto prati i
neugodan miris (MORRIS, 1999.).

Paronihija uzrokovana gljivicom M. pachydermatis moze se javiti zasebno ili uz
dermatitis (MORRIS, 1999.). Klini¢ki se ocituje crvenkasto-smedom diskoloracijom
proksimalnog dijela kandZze uz mogucu diskoloraciju okolne dlake te upalom okolnog mekog
tkiva (PEANO i sur., 2020.). U naborima koze izmedu kandzi mogué je nalaz eksudata
konzistencije sli¢ne vosku. Vlasnici ¢esto prije navedenih promjena primijete lizanje ili grizenje
Sape (MORRIS, 1999.). lako rijetko, gljivica M. pachydermatis moze inficirati i roznicu te
uzrokovati keratomikozu (LEDBETTER i STARR, 2015.).

2.4.2. Klini¢ka slika u macéaka

U macaka upala vanjskog zvukovoda uzrokovana gljivicom M. pachydermatis klinic¢ki
se ocCituje pruritusom, eritemom, boli u podrucju uha, povecanom koli¢inom smedeg cerumena
konzistencije slicne vosku i hiperplazijom koze vanjskog zvukovoda (BOND i sur., 2020.).
Generalizirani dermatitis rijetko se uo¢ava u macaka (CROSAZ i sur., 2013.). Ipak, moze se
uociti u predisponiranih pasmina kada se klini¢ki ocituje eritemom i masnom seborejom
(BOND i sur., 2020.). U sluc¢aju kroni¢nog dermatitisa nastaju alopecije i hiperpigmentacija
dok se pruritus, a time i ekskorijacije ne vidaju ¢esto. Naj¢e$¢e su promjenama obuhvacena
aksilarna i ingvinalna podru¢ja, ventralni dio vrata te posebice interdigitalno podrucje
(AHMAN i sur., 2007.). Iako se klinicki moze uociti prisutnost smedeg masnog eksudata u
interdigitalnom podruéju, rijetko uzrokuje simptome paronihije ili pododermatitisa
(COLOMBO i sur., 2007.). U ostalih macaka dermatitis se moze ocCitovati kao komplikacija
alergijskih koznih reakcija. Tada se ¢eS¢e ocituje pruritusom i koznim lezijama na licu,
zvukovodu i abdomenu dok je interdigitalno podruéje rjede zahvaceno (BOND i sur., 2020.,
ORDEIX i sur., 2007.).

Gljivica M. pachydermatis u macaka moze kao uzroénik sekundarnih infekcija
uzrokovati komplikacije u vidu razvoja akni (JAZIC i sur., 2006.), idiopatskog facijalnog
dermatitisa (BOND i sur., 2000.) i paraneoplasti¢nog sindroma (MAULDIN i sur., 2002.).



2.5. Dijagnostika

Klini¢ki znakovi otitisa i dermatitisa uzrokovanih gljivicom M. pachydermatis nisu
patognomoni¢ni te se na temelju njih moze samo posumnjati na infekciju. Dokazivanje
prisutnosti gljivice na lezijama zahva¢enom podrucju takoder nije dovoljno za objektivno
postavljanje dijagnoze zbog toga Sto je ona na kozi i sluznicama prisutna kao komenzal. Tek
kada se primjenom antimikotika smanji populacija gljivica na lezijama zahva¢enom podrucju
te posljedi¢no uzrokuje poboljsanje klinicke slike mogucée je utvrditi da je prekomjeran rast
gljivice M. pachydermatis uzrokovao upalni proces. Drugim rije¢ima objektivno postavljanje
dijagnoze se jedino postize primjenom razli¢itth metoda dijagnostike, odnosno klinicke,
mikoloske i terapijske metode zajedno (GREEN, 2012.). Za utvrdivanje prisutnosti gljivice, ali
1 odredivanje njezine brojnosti najprikladnija je citoloska pretraga. U tu svrhu uzima se obrisak
vanjskog zvukovoda, odnosno otisak ili strugotina koze. Uzorci se oboje modificiranim Wright
Giemsa bojenjem te mikroskopiraju pod velikom ili imerzijskim povec¢anjem (x400, x1000)
svjetlosnog mikroskopa (GUILLOT i BOND, 2020.). Prema istrazivanju GINEL i sur. (2002.)
nalaz pet ili viSe gljivica u otisku obriska vanjskog zvukovoda u pasa, odnosno 12 ili vise
gljivica u slu¢aju macaka, pri povecanju objektiva od X400 smatra se prekomjernim rastom Kkoji
upucuje na sekundarnu infekciju. Iako bi povecana brojnost populacije gljivice M.
pachydermatis upucivala na mogucu sekundarnu infekciju, takav nalaz nije dovoljan za
objektivno postavljanje dijagnoze jer njezina brojnost ovisi 0 vise ¢imbenika poput pasminske
predispozicije, prisutnih komorbiditeta te mjestu i na¢inu uzorkovanja. Vazno je i napomenuti
da je u sluéaju hipersenzibilnosti dovoljan manji broj ove gljivice za razvoj klinicke slike bolesti
(GREEN, 2012., LO i sur., 2016., MACHADO i sur., 2011., MAYNARD i sur., 2011.). Zbog
nedovoljno visoke osjetljivosti citoloSke pretrage uputno je u sluc¢aju negativnih nalaza ponoviti
pretragu mijenjanjem mjesta uzorkovanja (BOND i sur., 2020.) odnosno koristiti osjetljiviju
metodu poput izdvajanja gljivice M. pachydermatis na SA ili Dixon hranjivoj podlozi pri
temperaturi od 32 do 37°C (GREEN, 2012.). Vazno je istaknuti nuznost dijagnosticiranja
primarnih uzroka upale kao i predisponiraju¢ih ¢imbenika ¢iji je neuspjeh glavni uzrok

kroni¢nog tijeka bolesti i recidivirajucih infekcija (GUILLOT i BOND, 2020.).



2.6. LijeCenje

LijeCenje dermatitisa i otitisa uzrokovanih sekundarnom infekcijom gljivicom M.
pachydermatis moze se provoditi topikalno, sistemski i kombinacijom oba nacina (PEANO i
sur., 2020.). Lijecenje topikalnim pripravcima prikladniji je izbor posto se uzro¢nik nalazi na
roznatom dijelu epidermisa. Takoder u slucaju otitisa omogucuje izravni kontakt terapijske
koncentracije antimikotika s uzro¢nikom u upalnom eksudatu, odnosno vanjskom zvukovodu.
Navedeno je manje vjerojatno pri sistemskom nacinu lijeCenja (GREEN, 2012., MORRIS,
2004., ROUGIER i sur., 2005.). Terapija se sastoji od primjene antimikotika i to najéesée azola
koji se dijele na imidazole (klotrimazol, mikonazol) i triazole (flukonazol, itrakonazol). Uz
navedenu skupinu koriste se i polieni poput nistatina te alilamini poput terbinafina
(PATERSON, 2016., PEANO i sur., 2020.). Azoli djeluju inhibitorno na citokrom P450, a time
1 na sintezu strukturnih jedinica stanicne stijenke poput ergosterola, triglicerida, fosfolipida i
hitina. Konacan rezultat njithovog djelovanja je oSteCenje stani¢ne stijenke te posljedi¢no
apoptoza gljiviéne stanice (MORRIS, 2004., NEGRE i sur., 2009.). lako postoje pripravci za
lijeCenje otitisa uzrokovanog gljivicom M. pachydermatis koji sadrze samo antimikotik poput
MCZ ili klotrimazola, istrazivanje BENSIGNOR i GRANDEMANGE (2006.) ukazuje da se
bolji klinicki rezultati postizu kada se uz antimikotik koristi i kortikosteroid. Veéina
veterinarskih topikalnih pripravaka koji se koriste u terapiji upale vanjskog zvukovoda uz
navedene dvije grupe djelatnih tvari sadrze i neki od antimikrobnih pripravaka poput
aminoglikozida (neomicin, gentamicin), fluorokinolona (enrofloksacin, marbofloksacin) i
polimiksina B te su formulirani u obliku kapi ili masti (PATERSON, 2016.). U lije¢enju
dermatitisa uzrokovanog gljivicom M. pachydermatis najuspjesnijom se pokazala topikalna
primjena sampona koji sadrze kombinaciju 2% mikonazol nitrata i 2% Kklorheksidina, dva puta
tjedno tijekom tri tjedna (GUILLOT i BOND, 2020., NEGRE i sur., 2009.). Antiseptik
klorheksidin u interakciji s fosfolipidima stani¢ne stijenke mikroorganizama poput gljivice M.
pachydermatis, povecava njezinu propustljivost te time postize antifungalni u¢inak. Iako je
njegova uéinkovitost ovisna o dozi i formulaciji, istrazivanje MAYNARD i sur. (2011.) ukazuje
kako je primjena Sampona koji sadrzi 3% klorheksidin diglukonata uc¢inkovita u lije¢enju
dermatitisa kao i primjena Sampona koji sadrze kombinaciju 2% mikonazol nitrata i 2%
klorheksidina. U slu¢ajevima kada topikalna terapija ne djeluje ili je nije moguce provoditi,
primjerice zbog nesuradljivosti Zivotinje pri primjeni Sampona ili opseZne ulceracije koze

zvukovoda, indicirano je provoditi sistemsku terapiju (MORRIS, 2004., NEGRE i sur., 2009.).



U tu svrhu peroralno se primjenjuje ketokonazol ili itrakonazol u dozi od 5-10 mg/kg dnevno
tijekom tri do Cetiri tjedna. Itrakonazol je takoder moguce davati u obliku takozvane pulsne
terapije kada se daje dva dana za redom nakon ¢ega slijedi pauza od pet dana, a ukupno vrijeme
terapije traje tri tjedna (BENSIGNOR, 2006., BOND i sur., 2020., PINCHBECK i sur., 2002.).

2.7. Rezistencija

Pojam rezistencija u gljivica moze se podijeliti na mikrobiolosku odnosno antimikrobnu
i klinicku rezistenciju. Klinicka rezistencija definira se otpornoséu gljivice na odredeni
antimikotik povezana s neuspjesnim ishodom terapije pacijenta. Odnosno koncentracija
antimikotika potrebna za inhibiciju rasta gljivice via je od one koja se na siguran nacin moze
posti¢i u organizmu zivotinje (PEANO i sur., 2020., PFALLER, 2012.). Mikrobioloska
odnosno antimikrobna rezistencija definira se otpornos¢u gljivice na odredeni antimikotik
dokazana samo u in vitro uvjetima kada je koncentracija antimikotika potrebna za inhibiciju
rasta gljivice visa od ocekivane, odnosno visa od one potrebne za inhibiciju rasta soja gljivice
za koji je poznato da nema razvijene mehanizme rezistencije (PEANO i sur., 2020., PFALLER,
2012.). Brojna istrazivanja upucuju na razvoj mikrobioloSke rezistencije u vrste M.
pachydermatis, ponajprije na azole (CAFARCHIA i sur., 20123, JESUS i sur., 2011., NIJIMA
i sur., 2011., WATANABE i sur., 2014.). No, istrazivanje ANGILERI i sur. (2019.) ukazuje i
na klini¢ku rezistenciju nastalu uslijed visegodiSnje terapije azolima. U navedenom radu opisan
je slu¢aj minijaturne pudle podvrgnute dugotrajnijoj sistemskoj i topikalnoj terapiji zbog ¢estih
recidiva dermatitisa i otitisa te neuspjeha u identificiranju njihovog primarnog uzroka. Zbog
pogorsanja klini¢ke slike provedena je mikoloska pretraga odnosno izdvajanje gljivice M.
pachydermatis i ispitivanje njezine osjetljivosti na azole. Izdvojeno je viSe sojeva razliCite
osjetljivosti te je u nekih potvrdena rezistencija ne samo na azole koriStene u terapiji ve¢ i na
one koji se uopée nisu koristili, §to upucuje i na moguée mehanizme razvoja unakrizne
rezistencije. Istrazivanje JESUS i sur. (2011.) takoder upucuje na moguénost razvoja unakrizne
rezistencije kao mehanizma prilagodbe gljivice M. pachydermatis na kroni¢no izlaganje
azolima, iako u ovom slu¢aju u in vitro uvjetima.

Mehanizmi razvoja rezistencije na azole su visestruki, ali oni za vrstu M. pachydermatis
jos nisu utvrdeni (IATTA i sur., 2016.). Postoje naznake da ulogu u navedenome imaju
promjene nastale mutacijom gena ERG11. Naime, gen ERG11 kodira enzim lanosterol 14-alfa-
demetilaza koji je dio citokroma P450 i ciljno mjesto djelovanja antimikotika iz skupine azola.
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Promjene u gradi ciljnog enzima uzrokovane mutacijama mogu dovesti do smanjenog afiniteta
tog enzima prema djelatnim tvarima (KANO i sur., 2018., KANO i sur., 2019.). Osim promjena
u vidu mutacija istrazivanje KIM 1 sur. (2018.) ukazalo je da bi i povecana ekspresija gena
ERG11 mogla biti jedan od mogué¢ih mehanizama razvoja rezistencije u vrste M.
pachydermatis. U navedenom istrazivanju u tri su izolata gljivice M. pachydermatis rezistentnih
na ketokonazol utvrdena Cetverostruka ponavljanja nizova gena u regiji kromosoma 4 Koji
sadrzi gen ERG11. Za rod Candida poznato je da rezistenciju na azole uzrokuje pojacana
aktivnost efluks pumpi koje uz utro$ak energije izbacuju tvari iz stanice ukljucujuci
antimikotike te je na taj na¢in onemogucéeno njihovo djelovanje (SANGUINETTI isur., 2005.).
Istrazivanje IATTA i sur. (2016.) dokazalo je kako upotreba inhibitora efluks pumpi pojacava
osjetljivost vrsta M. pachydermatis i M. furfur na vorikonazol i flukonazol ukazujuéi da
navedeni mehanizam ima ulogu u razvoju rezistencije roda Malassezia na azole. Osim toga,
vrsta M. pachydermatis ima sposobnost stvaranja biofilma koji je vidljiv na povrS$ini jaZica
mikrotitracijskih ploca te na povrsini katetera (CANNIZZO i sur., 2007., FIGUEREDO i sur.,
2013.,). Prema nedavnom istrazivanju navedena sposobnost povezuje se s nastankom
rezistencije jer je u formi biofilma potrebna znatno veéa koncentracija antimikotika za
inhibiciju rasta ove gljivice (CONKOVA i sur., 2022.). Iako je moguée da se pri kroni¢nom
otitisu stvaraju povoljni uvjeti za stvaranje eksudata osobina sli¢nih biofilmu (NUTALL,
2017.), nije utvrdeno da gljivica M. pachydermatis ima sposobnost formiranja istog u
zvukovodu. Zbog svih navedenih Cinjenica potrebna su daljnja istrazivanja (PEANO i sur.,
2020.).

Vazno je 1 napomenuti da slucajevi rezistencije nisu zabiljezeni samo u veterinarskoj
ve¢ i u humanoj medicini (AL-SWEIH i sur., 2014., CHINN i sur., 2017.), $to naglaSava
vaznost daljnjih istrazivanja na temu rezistencije u vrste M. pachydermatis, ali i razvoja metoda

ispitivanja njezine osjetljivosti (PEANO i sur., 2020.).

2.9. Metode ispitivanja osjetljivosti

Istrazivanje osjetljivosti gljivica potrebno je izvoditi u svrhu utvrdivanja prisutnosti
mehanizama rezistencije na postoje¢e antimikotike, ali i kako bi se omogucilo ispitivanje

ucinkovitosti novih antimikotika. Osim pojave rezistencije izrazit rast broja invazivnih
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gljivi¢nih infekcija u ljudi nastao uslijed djelovanja drugih imunosupresivnih bolesti razlog je
zbog kojeg je navedeno podrucje posljednja dva desetljeca neprestano u razvoju (ARIKAN,
2007.). Institut za klini¢ke i laboratorijske standarde (eng. Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI) u Americi te Europski odbor za istrazivanje antimikrobne osjetljivosti (eng.
European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing, EUCAST) u Europi razvili su
standardizirane postupke makrodilucije i mikrodilucije u bujonu za ispitivanje osjetljivosti
odredenih invazivnih vrsta kvasaca iz roda Candida te vrste Cryptococcus neoformans.
Standardizacijom postupaka ispitivanja osjetljivosti omogucena je medulaboratorijska
usporedba rezultata te razvoj epidemioloskih analiza na medunarodnoj razini. Mikrodilucija u
bujonu bazira se na mjerenju inhibicije rasta gljivica izlozenih dvostrukim razrjedenjima
koncentracije odabranog antimikotika. Izvodi se u mikrotitracijskim plo¢ama koje sadrze 96
jazica volumena 300 pL, rasporedene u 12 stupaca i 8 redova, §to omogucuje istodobno
ispitivanje viSe sojeva u deset dvostrukih razrjedenja antimikotika. Navedenim postupkom
dobivaju se kvantitativni rezultati, odnosno odreduje se minimalna inhibitorna koncentracija
(MIK) ispitivanog antimikotika (ARIKAN, 2007., PEANO i sur., 2017.). MIK se definira kao
najmanja koncentracija djelatne tvari, odnosno koriStenog antimikotika, koja je sposobna
inhibirati rast gljivica, a izrazava se u mg/L. Za antimikotike iz skupine azola prema EUCAST
1 CLSI organiziciji MIK je odreden kao najmanja koncentracija koja inhibira >50% rasta
gljivica (CLSI, 2008., EUCAST, 2020.). Moze se ocitati vizualno na temelju zamucenja bujona
uzrokovanog rastom gljivica te spektrofotometrijski pri ¢emu Se uz pomo¢ uredaja
spektrofotometra odreduje zamucenje, odnosno koli¢ina apsorbirane svijetlosti svake
pojedina¢ne jazice (EUCAST, 2020.). Postupak mikrodilucije u bujonu sa smjernicama
izvodenja i interpretacijom rezultata opisan je u M27-A3 dokumentu CLSI organizacije te u
E.DEF 7.3.2 dokumentu EUCAST organizacije (PEANO i sur., 2017.). lako su rezultati
dobiveni standardiziranim postupkom obiju navedenih organizacija medusobno u slaganju,
ipak postoje razlike u njihovom izvodenju (Tablica 1). Kao razlog koristenja vise koncentracije
glukoze u Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 mediju od strane EUCAST
organizacije u odnosu na CLSI organizaciju navodi se bolji rast gljivica u jazicama te

posljedi¢no lakse ocitavanje rezultata (EUCAST, 2020.).
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Tablica 1. Usporedba standardiziranih postupaka mikrodilucije u bujonu koriStenih za
ispitivanje osjetljivosti gljivica roda Candida na azole (prilagodeno iz ALASTRUEY-
IZQUIERDO i sur., 2015.)

CLSI M27-A3 EUCAST E.DEF 7.3.2
Dno jazica zaobljeno ravno
Medij RPMI 1640 RPMI 1640
Postotak glukoze u mediju 0,2% 2%
Gustoca suspenzije inokuluma (CFU/mL) 0,5-2,5x103 0,5-2,5x10?
Temperatura inkubacije 35°C 35°C
Vrijeme inkubacije 48 h 24 h
Ocitavanje vizualno spektrofotometrijski
MIK vrijednost za azole inhibicija rasta za 50% inhibicija rasta za 50%

Medutim, navedeni postupci nisu primjenjivi za rod Malassezia zbog njihovih
specifi¢nih odlika, to¢nije zbog ovisnosti njihovog rasta o izvoru nezasi¢enih masnih kiselina,
sporijeg rasta u odnosu na rod Candida te zbog sklonosti formiranja grudica. RPMI 1640 medij
koji se koristi u postupku mikrodilucije u bujonu ne sadrzi izvore masnih kiselina, stoga nije
podoban za rast gljivica iz roda Malassezia. Shodno navedenim ¢injenicama kako bi se mogla
istraziti osjetljivost gljivica roda Malassezia na razli¢ite antimikotike potrebno je provesti
izmjene standardiziranih postupaka (PEANO i sur., 2017.). lako su u istrazivanju JESUS i sur.
(2011.) koristili RPMI 1640 medij, uspjeSan rast vrste M. pachydermatis objasnjen je
prethodnim uzgojem na Dixon hranjivoj podlozi. Navedena podloga bogata je izvorima masnih
kiselina te je miSljenje autora da rast na njoj zadovoljava potrebe za njima i omogucava
stvaranje njihovih rezervi u stanicama gljivica iz kojih ¢e biti iskoristene tijekom rasta u RPMI
1640 mediju. Unato¢ navedenoj Cinjenici, koristenje zamjenskih bujona s izvorima masnih
kiselina smatra se prikladnijim za uspje$an rast gljivica M. pachydermatis (PEANO i sur.,
2017.). Najcesce koriSteni u istrazivanjima su Christensen ureja bujon s dodatkom polisorbata
Tween 80140 (CHIAVASSA isur., 2014., PEANO i sur., 2012.), Dixon bujon (NIJIMA i sur.,
2011., WATANABE i sur., 2014.), RPMI medij s dodatkom glicerola, polisorbata Tween 20 i
volove zu¢i (PRADO i sur., 2008.) te Sabouraud bujon s dodatkom polisorbata Tween 80
(SCHLEMMER i sur., 2018.). lako ne postoje naznake da navedeni mediji interferiraju s
antimikoticima u vidu antagonizma, odnosno umanjivanja njihova u¢inka na rast gljivica,

misljenje je autora PEANO i sur. (2017.) da je navedeno potrebno tek utvrditi zbog
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kompleksnog sastava navedenih medija. Trenutno je odsustvo antagonizma utvrdeno samo za
Christensen bujon s dodatkom polisorbata Tween 40 i 80, Sabouraud bujon s dodatkom
polisorbata Tween 80 te RPMI medij s dodatkom glicerola, polisorbata Tween 20 i volove zuci.
Poveéanjem gustoce suspenzije inokuluma, odnosno broja kolonija u mililitru (eng. colony
forming units per milliliter, CFU/mL) u odnosu na propisanu koncentraciju za rod Candida od
strane CLSI organizacije (0,5-2,5 x10% CFU/mL), kompenzira se sporiji rast gljivica roda
Malassezia. Time se omogucuje ocitavanje rezultata nakon dva do tri dana inkubacije
mikrotitracijskih ploca pri temperaturi od 32 do 37 °C (PEANO 1 sur., 2017.). Vazno je
napomenuti da kona¢na koncentracija suspenzije inokuluma jo$ uvijek nije definirana zbog
Cega se u istrazivanjima koriste razlicite vrijednosti gustoce suspenzije inokuluma, primjerice
1-5 x10° CFU/mL (CAFARCHIA i sur., 2015., NIJIMA i sur., 2011.), 1-5 x10° CFU/mL
(PEANO isur.,2012.)i7,5x10° CFU/mL (DEEGAN isur., 2019.). Do poteskoca s postizanjem
ponovljivih vrijednosti CFU/mL suspenzije inokuluma dolazi zbog sklonosti roda Malassezia
ka stvaranju grudica §to otezava homogenizaciju suspenzije. Da bi homogenizacija ipak bila
uspjeSna potrebno je provoditi fizicke postupke razbijanja nakupina stanica mehanickim
metodama poput mije$anja suspenzije uz pomo¢ stolne mijesalice, ili kemijskim koriStenjem
blagih deterdZenata poput polisorbata (Tween 40, 80). Takoder za rod Malassezia jos uvijek
nije razjasnjeno kako s preciznos¢u korelirati opticku gustoc¢u s pripadaju¢om vrijednoscu
CFU/mL suspenzije inokuluma zbog ¢ega i u ovom dijelu postupka dolazi do varijacija u
dobivenim rezultatima. Zbog svega navedenog potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
navedene problematike rijeSile te time dovelo do standardizacije postupka mikrodilucije u
bujonu za rod Malassezia (PEANO i sur., 2017.). lako postupak mikrodilucije u bujonu
predstavlja zlatni standard ispitivanja antimikrobne osjetljivosti invazivnih gljivica, on ima i
svoje nedostatke. Predstavlja slozeni postupak koji zahtjeva dosta vremena i rada za izvedbu.
Takoder zahtijeva dodatnu edukaciju osoblja te posebnu opremu $to je ¢ini i skupom. Zbog
navedenog koriste se i dodatne metode poput razrjedivanja antimikotika u hranjivim
podlogama, disk difuzijskog postupka i E-testa (ALASTRUEY-IZQUIERDO i sur., 2015.,
FOTHERGILL, 2012.). Disk difuzijski postupak za ispitivanje osjetljivosti roda Candida na
neke antimikotike standardiziran je od strane CLSI organizacije, a smjernice njegova izvodenja
opisane su u dokumentu M44-A2. lako je manje precizan, ovaj postupak nadopunjava
nedostatke mikrodilucije u bujonu jer je praktican i vremenski manje zahtjevan za izvodenje te
stoga laksi za provedbu u rutinskim dijagnostickim laboratorijima. lako za rod Malassezia ne
postoji standardizirani disk difuzijski postupak, istrazivanje PASQUETTI 1 sur. (2015.)

pokazuje da se modifikacijom postupka standardiziranog za rod Candida mogu dobiti rezultati
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koji koreliraju s rezultatima mikrodilucije u bujonu. Ipak, misljenje je autora PEANO i sur.
(2017.) da bi se prednost standardizaciji testa osjetljivosti za rod Malassezia trebala dati

mikrodiluciji u bujonu, a potom uz pomo¢ nje provesti standardizaciju disk difuzijskog testa.

2.7. Javno zdravstvo

Najzastupljeniji eukariotski organizmi na kozi ¢ovjeka pripadaju rodu Malassezia od
kojih kao najc¢es¢e komenzale nalazimo vrstu M. restricta i vrstu M. globosa (THEELEN i sur.,
2018., WU i sur., 2015.). Gljivica M. pachydermatis zoofilna je vrsta te se ne smatra
uobiCajenim komenzalom u ¢ovjeka, a kada se 11zdvaja najc¢esce je to s koze lica 1 ruku vlasnika
pasa (BOND i sur., 2020., MORRIS i sur., 2005.). Iako moze dovesti do razvoja folikulitisa,
ova gljivica je u ljudi znacajnija kao uzro¢nik fungemije u neonatalnih pacijenata
(TRAGIANNIDIS 1 sur., 2010.). Istrazivanja upucuju na veliku vjerojatnost prijenosa gljivice
M. pachydermatis s ruku medicinskih sestara na kozu neonatalnih pacijenata te posljedi¢no
intravenski unos uzroc¢nika prilikom medicinskih zahvata (CHANG i sur., 1998., WELBEL i
sur., 1994.). Zoonotski potencijal ovog mikroorganizma izgledan je zbog identifikacije istog
soja gljivice izdvojenog s novorodencadi, jedne medicinske sestre te tri pasa u vlasni$tvu ostalih
medicinskih sestara s istog neonatalnog odjela (CHANG i sur., 1998.). U prilog prijenosu
uzro¢nika s pasa na ¢ovjeka govori i rad autora MORRIS i sur. (2005.) u kojem je lan¢anom
reakcijom polimerazom u 93% slucajeva dokazana prisutnost vrste M. pachydermatis na
rukama vlasnika pasa. Potencijalni zoonotski prijenos opisan je i u radu FAN i sur. (2006.) u
kojem je gljivica M. pachydermatis izdvojena iz granuloma na licu zdrave Zene te s koZe njenog
psa, no nazalost nije obavljena molekularna diferencijacija izdvojenih gljivica. Osim u
neonatalnih pacijenata opisani su i sluc¢ajevi fungemije uzrokovani ovom gljivicom i u odraslih
imunokompromitiranih osoba (CHOUDHURY i MARTE, 2014., LAUTENBACH i sur.,
1998., LEE i sur., 2019., ROMAN i sur., 2016.). lako je zoonotski potencijal ograni¢en na
izrazito imunokompromitirane osobe on nije zanemariv. U svrhu smanjenja rizika za prijenos
uzrocnika vazno je naglasiti potrebu za pravilnom higijenom ruku u osoba koje su vlasnici

kuénih ljubimaca ili u kontaktu s njima (BOND i sur., 2020.).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Pribor i oprema

Pribor
- Staklene epruvete zapremnine 10 mL i 5 mL
- Eppendorf epruvete zapremnine 1,25 mL
- Jednokanalne i viSekanalne pipete
- Erlenmayerove tikvice zapremnine 0,5 L 11 L
- Staklene Petrijeve ploce (® 15 cm)
- Sustav za membransku filtraciju (VACUMED 390, Slovenija)
- Mikrotitracijske ploce (T 92096, TPP, Svicarska)
- Autoklav (INKO, Zagreb, Hrvatska)
- Termostat (Shel Lab, Model IR2424, SAD)
- Sigurnosni kabinet (Klimaoprema, Hrvatska)
- Stolna tresilica (Heidolph, No. 54115, Type REAX1 D, Njemacka)
- Denzitometar (BioMérieux, Densimat, Italija)
- Kruzna mijesalica za mikrotitracijske plo¢e (Rotamax 120, Heidolph, Njemacka)
- Spektrofotometar (Tecan, Sunrise, Austria)

Hranjive podloge

Sabouraud bujon s dodatkom polisorbata (1% Tween 80) i pufera 3-(N-morfolino)-

propansulfonska kiselina (eng. 3-(N-morpholino)-propane sulfonic acid, MOPS)

SA hranjiva podloga

Sabouraud agar s dodatkom aktidiona (SAA)

Dixon hranjiva podloga
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Otopine

- Fizioloska otopina puferirana fosfatom (eng. phosphate buffered saline, PBS) s
dodatkom polisorbata (0,1% Tween 80 i 0,5% Tween 40)

- Sterilna fizioloska otopina (0,9% NaCl)
- Dimetil sulfoksid (eng. dymethyl sulfoxide, DMSO)
Antimikotik

- MCZ (Sigma, Francuska)

3.2. Uzgoj sojeva gljivica M. pachydermatis

U ovom istrazivanju koriSteno je 40 arhiviranih sojeva gljivice M. pachydermatis
pohranjenih u Mikoloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom
Veterinarskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Nakon odmrzavanja svaki se uzorak nacijepio
na SAA hranjivu podlogu te precijepio u prosjeku oko tri puta prije koristenja u postupku
mikrodilucije u bujonu da bi se osigurala optimalna vijabilnost stanica. U slu¢aju slabijeg
porasta, za njihov uzgoj koristena je obogacena Dixon hranjiva podloga. Navedene podloge
priredene su u Erlenmayerovim tikvicama zapremnine 1 L u Koje su se sastojci postepeno
dodavali i mijesali (Tablica 2). Nakon dodavanja svih sastojaka Erlenmayerova tikvica se
zagrijavala u vodenoj kupelji uz povremeno mijeSanje do temperature vrenja i kuhanja tijekom
samo jedne minute. Nakon toga priredene hranjive podloge autoklavirane su pri temperaturi od
121°C kroz 15 minuta kako bi se osigurala njihova sterilnost. Nakon hladenja do temperature
od 45 do 50°C podloge su razlivene u Petrijeve plo¢e koristenjem graduirane pipete u

sigurnosnom kabinetu te skladistene u hladnjaku pri temperaturi od 4°C.
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Tablica 2. Sastav hranjivih podloga

SA SAA Dixon
65 g SA praha 65 g SA praha 36 g ekstrakt slada
0,5 g kloramfenikola 0,5 g kloramfenikola 20 g dehidrirane volove zuci
1 L destilirane vode 0,5 cikloheksimida 10 g bakterioloskog peptona
1 L destilirane vode 0,5 g kloramfenikola

0,5 g cikloheksimida
15 g bakterioloskog agara
10 mL polisorbata Tween 40
2 mL glicerola
2 mL oleinske kiseline
1 L destilirane vode

3.3. Mikrodilucija u bujonu

Za provodenje postupka mikrodilucije U bujonu u ovom istrazivanju koristen je
dokument EUCAST organizacije E.DEF 7.3.2 (2020.) standardiziran za kvasce iz roda
Candida. Zbog specifi¢nih obiljezja roda Malassezia poput ovisnosti njihovog rasta o izvoru
masnih Kiselina, sporijeg rasta u usporedbi s rodom Candida te sklonosti formiranja grudica pri
izradi suspenzije inokuluma zbog debele stani¢ne stijenke s visokim udjelom masti, posebice u
njezinom vanjskom sloju (DAVID i sur., 2007.), potrebna je prilagodba samog postupka
(PEANO i sur., 2017.). Najprikladnijim bujonom za rast vrste M. pachydermatis u postupku
mikrodilucije pokazao se Sabouraud bujon s dodatkom polisorbata Tween 80 u koncentraciji
od 1% i MOPS pufera (CAFARCHIA i sur., 2012b) koji je sukladno tome koriSten u ovom
istrazivanju. Sastojci potrebni za izradu bujona postepeno su dodavani u Erlenmayerovu tikvicu
zapremnine 1 L uz mijeSanje (Tablica 3), a tikvica se zagrijavala u vodenoj kupelji do
temperature vrenja na kojoj se bujon prokuhao tijekom jedne minute nakon cega je provedeno
autoklaviranje na temperaturi od 121°C tijekom 20 minuta. Nakon autoklaviranja i hladenja na
sobnu temperaturu u bujon se dodao MOPS pufer te se pH vrijednost korigirala na 7,0 (x1).
Posljednji korak u pripremi bujona predstavljala je njegova sterilizacija membranskom
filtracijom pomoc¢u vakuum pumpe te skladisStenje u hladnjaku pri temperaturi od 4°C. Uz
izmjenu koriStenog bujona, u postupku izrade suspenzije inokuluma gljivice M. pachydermatis,

umjesto 0,9% NaCl koristena je PBS otopina s dodatkom polisorbata Tween 80 u koncentraciji
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od 0,1% i Tween 40 u koncentraciji od 0,5%. Nakon dodavanja preostalih sastojaka (Tablica
3) otopina se autoklavirala pri temperaturi od 121°C kroz 20 minuta. Polisorbati koristeni u
bujonu i PBS otopini predstavljaju izvor masnih kiselina neophodnih za njihov rast, ali i
posjeduju osobine deterdZenta uz pomo¢ kojih se umanjuje spomenuta problematika formiranja
grudica (PEANO i sur., 2017.).

Tablica 3. Sastav obogacenog Sabouraud bujona i PBS otopine za pripremu suspenzije

inokuluma

Sabouraud bujon + 1% Tween 80 PBS otopina + 0,1% Tween 80+ 0,5% Tween 40

40 g glukoze 200 mL destilirane vode
1 PBS tableta (137 mmol NaCl, 2,7 mmol KCI, 10
10 g bakterioloskog peptona mmol fosfatnog pufera nakon otapanja u 200 mL

destilirane vode)
10 mL polisorbata Tween 80 1 mL polisorbata Tween 40
1 L destilirane vode 200 pL polisorbata Tween 80
34,53 g MOPS pufera podesavanje pH na 7,0

podesavanje pH na 7,0 (1) uz NaOH

granule

3.4. Priprema radnih otopina mikonazola

Priprema radnih otopina odgovarajucih razrjedenja mikonazola provedena je prema
smjernicama dokumenta E.DEF 7.3.2 (EUCAST, 2020.). Naime, koncentracija temeljne
standardne otopine antimikotika mora biti 200 puta veca od radnih koncentracija antimikotika
koje se koriste u postupku mikrodilucije. S obzirom da u smjernicama EUCAST dokumenta

nema propisanih vrijednosti radnin MCZ koncentracija za ispitivanje osjetljivosti kvasaca, u
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ovom istrazivanju odabran je raspon radne koncentracije MCZ od 0,06-32 mg/L u svrhu
usporedbe rezultata s rezultatima sli¢nih istrazivanja u veterinarskoj medicini (CHIAVASSA i
sur., 2014., NIAE i sur., 2021.).

Temeljna standardna otopina MCZ koncentracije 6400 mg/L priredena je na nacin da se
50 mg MCZ u prahu otopilo u 7,81 mL organskog otapala DMSO te je alikvotirana u 26
Eppendorf epruveta u volumenu od 300 pL. Njihovo skladistenje i uporaba omoguceno je
drzanjem u zamrzivacu pri temperaturi od -80°C tijekom Sest mjeseci. Prilikom ispitivanja
osjetljivosti sojeva u ovom istrazivanju, iz temeljne standardne otopine MCZ (6400 mg/L)
priredena su dvostruka serijska razrjedenja (1:2) u devet Eppendorf epruveta ukupnog
volumena 300 pL, koriste¢i 150 uL temeljne standardne otopine i 150 u. DMSO otapala. Na
taj nacin dobivene su radne otopine MCZ u koncentraciji od 6400 mg/L (epruveta br. 1) do 12,5
mg/L (epruveta br. 10) (Slika 1a). U slijede¢em koraku, u daljnjih deset epruveta priredena su
stostruka radna razrijedenja (1:100) MCZ na naéin da je iz svake Eppendorf epruvete 100 uL
radne otopine preneseno pipetom u slijedecu epruvetu koja je sadrzavala 9,9 mL obogacenog
SA bujona. U svakom medukoraku radne otopine MCZ promijeSane su uz pomo¢ stolne
tresilice u svrhu dobre homogenizacije. Kona¢ne radne koncentracije antimikotika MCZ

dobivene navedenim postupkom iznosile su u rasponu od 64 mg/L do 0,125 mg/L (Slika 1b).
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a) 150 uL 150 uL

N ()

1. Radna otopina volumena 2. DMSO volumena 150 pL, 10. DMSO volumena 150 pL.,
300 pL. koncentracije 6400 koncentracija 3200 mg/L koncentracija 12,5 mg/L
mg/L
b) 100 L 100 uL 100 uL
l- U U
1. 5A buyyjon 9.9 ml, 2. SA buyon 9.9 ml, 10. SA bujon 9.9 mlL,,
koncentracija 64 mg/L koncentracija 32 mg/L koncentracija 0,125 mg/L

Slika 1. Shematski prikaz priredivanja radnih koncentracija mikonazola

3.5. Priprema suspenzije inokuluma gljivice M. pachydermatis

U svrhu pripreme suspenzije inokuluma koriSteni su klini¢ki izolati sojeva gljivice M.
pachydermatis prethodno nacijepljeni na SAA hranjivu podlogu te inkubirani na 37°C tijekom
48 do 72 sati. Kako je stani¢na stijenka ovih gljivica debela te sadrzi veliki udio masti (DAVID
i sur., 2007.), javljala se problematika stvaranja grudica prilikom izrade suspenzije inokuluma.
U nekih je sojeva ta problematika bila naglasenija te se uoc¢avala kao pretjerana mrvic¢avost
stijenki kolonija, a bila je izrazenija u kultura sojeva starih 72 sata u odnosu na sojeve
inkubirane 48 sata. Zbog navedenoga, sojevi kod kojih su utvrdeni opisani problemi u izradi

homogene suspenzije inkubirani su krace vrijeme odnosno 48 sata, ¢ime se osigurala adekvatna
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priprema suspenzije inokuluma. Naime, poznato je da uvjeti i duljina inkubacije utjecu na
debljinu stani¢ne stijenke ovih gljivica (GUEHO-KELLERMANN i sur., 2010.). Nakon
inkubacije sterilnom se ezom zahvatilo Cetiri do pet kolonija naraslih gljivica promjera
najmanje 1 mm te razmazalo uz rub epruvete u kojoj se nalazila obogacena PBS otopina.
Koriste¢i stolnu tresilicu suspenzija se promijesala na brzini od 800 okretaja u minuti (eng.
revolution per minute, rpm) kroz petnaestak sekundi u svrhu njezine homogenizacije.
Zamucéenje suspenzije inokuluma izmjereno je fotometrijski u denzitometru kako bi se utvrdila
opticka gustoca u vrijednosti od 0,5 McFarland jedinica (McF) koja je odgovarala koncentraciji
od 1 do 5 x10® CFU/mL. Dodavanjem 0,4 mL prethodno opisane suspenzije u 3,6 mL
obogacene PBS otopine priredeno je deseterostruko razrjedenje (1:10) ¢ime se dobila radna
koncentracija inokuluma od 1 do 5 x10° CFU/mL koristena za dodavanje u mikrotitracijske
ploce. U svrhu osiguravanja vijabilnosti stanica izrada suspenzije inokuluma i naknadno
dodavanje iste u mikrotitracijske plo¢e obavljeno je unutar vremenskog okvira od 30 minuta
(EUCAST, 2020.).

3.6. Priprema mikrotitracijskih plo¢a za mikrodiluciju u bujonu

Postupak mikrodilucije u bujonu u ovom istrazivanju provodio se u sterilnim
mikrotitracijskim plo¢ama ravnog dna s poklopcem prema standardiziranom protokolu
EUCAST organizacije (2020.). Ploce se sastoje od 96 jazica zapremnine 300 uL, rasporedenih
u 8 redova (A-H) i 12 stupaca (1-12). U stupce 1 do 10 multikanalnom se pipetom dodavalo
100 uL odgovarajué¢eg dvostrukog razrjedenja otopine MCZ, pocevsi s najve¢om radnom
koncentracijom (64 mg/L) u stupac 1 te zavrSavajuéi s najmanjom (0,125 mg/L) u stupac 10.
Nakon toga u stupce 1 do 11 dodalo se 100 puL suspenzije inokuluma (1 do 5 x10° CFU/mL).
Opisani postupak za svaki ispitani soj provodio se u triplikatu. U stupce 11 i 12 dodavao se
obogacen Sabouraud bujon bez dodatka MCZ u volumenu od 100 pL te su oni sluzili kao
kontrole. Stupac 11 koristio se za kontrolu rasta ispitivanog soja i dodano mu je 100 pL
inokuluma (pozitivna kontrola), dok se stupac 12 u koji se dodalo 100 pL obogacene PBS
otopine koristene za pripremu suspenzije inokuluma Kkoristio kao negativna kontrola. Opisanim
nac¢inom pripreme svaka jazica sadrzavala je 200 pL odgovarajuce radne suspenzije. Zbog
dvostrukog razrjedenja nastalog dodavanjem 100 pL inokuluma i 100 pL otopine antimikotika
u jazice, koncentracija inokuluma u jazicama iznosila je u rasponu od 0,5 do 2,5 x10° CFU/mL,
dok je raspon koncentracije antimikotika iznosio od 32 mg/L u stupcu 1 do 0,06 mg/L u stupcu
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10. Inkubacija ploca trajala je 72 h odnosno 96 h pri 37°C ovisno o rastu ispitivanog soja
(RINCON i sur., 2006.), a neposredno prije inkubiranja mikrotitracijske ploce bi se postavile

na kruznu mijesalicu kroz 5 do 10 minuta u svrhu dobre homogenizacije priredenih suspenzija.

3.7. Kontrola gustoée suspenzije inokuluma (CFU/mL)

Prema standardiziranom protokolu radne koncentracije inokuluma ispitivanih sojeva,
koji su u slu¢aju ovog istrazivanja bili sojevi M. pachydermatis, potrebno je provjeriti na nacin
da se izdvoji 10 pL pozitivne kontrole svakog ispitivanog soja i resuspendira u 2 mL obogacéene
PBS otopine. Mijesanjem pri 800 rpm kroz 15-tak sekundi omoguéena je homogenizacija
inokuluma nakon ¢ega se 100 uL suspenzije nacijepilo na SA hranjivu podlogu (Tablica 1).
Nakon inkubacije od 48 do 72 sata pri 37°C pobrojane su sve narasle kolonije, a pet do 125
naraslih kolonija odgovaralo je koncentraciji od 0,5 do 2,5 x10° CFU/mL te se na taj nacin
provjerila to¢nost koriStene gustoce suspenzije inokuluma. Navedenu kontrolu je vazno
razlikovati od kontrole kvalitete cjelokupnog postupka mikrodilucije u bujonu u ¢iju svrhu su
se koristili kontrolni ATCC sojevi C. krusei i C. parapsilosis koji su takoder bili podvrgnuti

istom postupku opisane kontrole.

3.8. Kontrola kvalitete postupka mikrodilucije

U svrhu kontrole kvalitete postupka mikrodilucije koristeni su kontrolni ATCC sojevi
C. krusei i C. parapsilosis. Za pripremu suspenzije inokuluma navedenih sojeva koriStene su
kulture nacijepljene na SA hranjivu podlogu te inkubirane u trajanju od 24 sati pri 37°C. 1z
pripremljenih kultura sterilnom se ezom zahvatilo Cetiri do pet kolonija promjera najmanje 1
mm Kkoje su suspendirane u fizioloskoj otopini. Nakon mijesanja na stolnoj tresilici odredila se
opticka gustoca suspenzije inokuluma u vrijednosti od 0,5 McF koja odgovara koncentraciji od
1 do 5 x10° CFU/mL. Daljnjim deseterostrukim razrjedenjima suspenzije (1:10) koristec¢i 0,9%
NaCl priredena je radna koncentracija suspenzije od 1 do 5 x10° CFU/mL koja je dodana u
mikrotitracijske plo¢e unutar 30 minuta od pripreme suspenzije. Opisana kontrola kvalitete

koriStena je prilikom svake izrade postupka mikrodilucije u bujonu.
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3.9. Ocitavanje rezultata

Spektrofotometrijsko ocitavanje mikrotitracijskih plo¢a odredeno je dokumentom
E.DEF 7.3.2 u kojem je propisano koristenje valne duljine od 530 nm uz mogucnost koristenja
i ostalih vrijednosti valnih duljina poput 405 ili 450 nm (EUCAST, 2020.). U ovom istrazivanju
ocitavanje ploca provedeno je koristec¢i valnu duljinu od 540 nm, posto je ta vrijednost najbliza
preporucenoj koju je koristeni spektrofotometar dozvoljavao. Rezultati apsorbancije pozitivne
kontrole u vrijednosti <0,2 nakon 24+2 sata inkubacije plo¢a smatraju se pokazateljem
nedovoljnog rasta gljivica u bujonu. Kako se navedena pojava najcesc¢e uocava u vrste C.
parapsilosis i vrste C. guilliermondii za njih se u slu¢aju nedovoljnog rasta inkubacija
produzuje za dodatnih 12 do 24 sata. Ukoliko i nakon produzene inkubacije vrijednost
apsorbancije nije >0,2 postupak mikrodilucije u bujonu smatra se neuspje$no izvedenim
(EUCAST, 2020.). Zbog sporijeg rasta roda Malassezia u odnosu na rod Candida preporu¢eno
trajanje inkubacije mikrotitracijskih ploc¢a pri temperaturi od 37°C iznosi 48 do 72 sata
(PEANO i sur., 2017.) te je u ovom istrazivanju iznosilo 72 sata. U slucaju slabijeg rasta soja
te oCitane vrijednosti apsorbancije pozitivne kontrole u vrijednosti <0,2 inkubacija se produzila
do 96 sati prema preporuci istrazivanja RINCON i sur. (2006.). Ukoliko je i nakon 96 sati
inkubacije vrijednost bila <0,2 postupak se smatrao neuspjesno izvedenim te je bio ponovljen.
Oduzimanjem vrijednosti negativne kontrole, koja se sastoji od obogac¢enog Sabouraud bujona
i PBS otopine, od vrijednosti preostalih jazica pripadajuceg reda dobivala se vrijednost
dobivena iskljuivo rastom gljivica. Odnosno na taj se nacin iskljuCio utjecaj
spektrofotometrijske vrijednosti oboga¢enog Sabouraud bujona i PBS otopine na dobivene
rezultate (EUCAST, 2020.). U ovom istrazivanju MIK vrijednost MCZ definirana je
najmanjom koncentracijom antimikotika koja inhibira rast >50% gljivica u odnosu na pozitivnu
kontrolu. Nadalje, kao pokazatelji distribucije dobivenih MIK vrijednosti ispitanih sojeva
koristene su minimalna inhibitorna koncentracija 50 (MIK50) koja je definirana kao prosje¢na
koncentracija antimikotika koja inhibira rast u najmanje 50% ispitanih sojeva te minimalna
inhibitorna koncentracija 90 (MIK90) koja inhibira rast u najmanje 90% ispitanih sojeva
(SCHWARZ i sur., 2010.).
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4. REZULTATI

4.1. Istrazivani sojevi gljivice M. pachydermatis

U ovom istrazivanju ispitana je osjetljivost 40 sojeva gljivice M. pachydermatis
pohranjenih u Mikoloskom laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom
Veterinarskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu. Od ukupno 40 sojeva njih 35/40 (87,5%)
izdvojeno je iz pasa, dok je njih 5/40 (12,5%) izdvojeno iz macaka (Grafikon 1).

Macka 12,5%

Pas 87,5%

Grafikon 1. Prikaz podrijetla uzoraka s obzirom na vrstu Zivotinje

Nadalje, od 35 ispitanih sojeva izdvojenih iz pasa 31/35 (88%) bilo je podrijetlom iz
vanjskog zvukovoda, 1/35 (3%) sa stidnih usana, 1/35 (3%) iz nosnog prohoda, 1/35 (3%) sa
Sape te 1/35 (3%) s dlake (Grafikon 2). Od ukupno pet sojeva izdvojenih iz mac¢aka 2/5 (40%)
bilo je podrijetlom iz vanjskog zvukovoda, 2/5 (40%) iz urina te 1/5 (20%) s dlake (Grafikon
3).
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Koza Sape
3% Dlaka

Sluznica nosnica 3%

3%

Sluznica stidnih usana
3%

Sluznica vanjskog
zvukovoda
88%

Grafikon 2. Prikaz podrijetla uzoraka pasa s obzirom na anatomsko mjesto uzorkovanja

Urin . .
40% Sluznica vanjskog
zvukovoda
40%

Dlaka
20%

Grafikon 3. Prikaz podrijetla uzoraka macaka s obzirom na anatomsko mjesto uzorkovanja
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4.2. Rezultati kontrole gustoce suspenzije inokuluma

Nakon provodenja postupka kontrole gustoée suspenzije inokuluma izbrojane su narasle

kolonije istrazivanih sojeva gljivice M. pachydermatis kao i kontrolnih sojeva kvasaca C. krusei

i C. parapsilosis (Slika 2).

Slika 2. Prikaz kontrole gustoce suspenzije inokuluma na SA hranjivoj podlozi nakon
nacijepljivanja radne suspenzije inokuluma te inkubacije pri 37°C: a) porast kolonija M.

pachydermatis nakon 72 sata; b) porast kolonija ATCC soja C. parapsilosis nakon 24 sata

Broj izraslih kolonija odgovarao je propisanom rasponu kolonija (od pet do 125) sto je
odgovaralo radnoj koncentraciji inokuluma od 0,5- 2,5 x10° CFU/mL (Tablica 4.).

Tablica 4. Prikaz rezultata kontrole gusto¢e suspenzije inokuluma (min — najmanji broj

izbrojanih kolonija, max — najveci broj izbrojanih kolonija, X — aritmeticka sredina)

Statisticki parametar M. pachydermatis C. parapsilosis C. krusei
min 5 8 8
max 111 97 57
X 30,28 40,67 34,80
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4.3. Rezultati postupka mikrodilucije u bujonu

U ovom istrazivanju raspon MIK vrijednosti dobivenih ispitivanjem osjetljivosti sojeva
gljivice M. pacyhdermatis izdvojenih iz pasa i macaka bio je u rasponu od 0,5 do >32 mg/L
(Tablica 5). Od ukupnog broja ispitanih sojeva njih 25,00% (10/40) je imalo MIK vrijednost 16
mg/L i 25,00% (10/40) 4 mg/L. Sedam je sojeva (7/40, 17,50%) imalo MIK vrijednost 8 mg/L,
pet sojeva (5/40, 12,50%) 2 mg/L, a Cetiri sojeva (4/40, 10,00%) 32 mg/L. Za dva ispitana soja
(2/40, 5,00%) MIK vrijednost bila je ve¢a od najvece radne koncentracije koriStene u ovom
istrazivanju, odnosno >32 mg/L, a po jedan je soj imao vrijednost 1 mg/L (1/40, 2,50%),
odnosno 0,5 mg/L (1/40, 2,50%). Niti jedan soj nije imao MIK vrijednost nizu od 0,5 mg/L.

Tablica 5. Prikaz raspona MIK vrijednosti za 40 istrazenih sojeva M. pachydermatis

MIK (mg/L) 40 sojeva M. pachydermatis

>32 2 (5,00%)
32 4 (10,00%)

16 10 (25,00%)

8 7 (17,50%)

4 10 (25,00%)

2 5 (12,50%)
1 1 (2,50%)
0,5 1 (2,50%)
0,25 0 (0,00%)
0,125 0 (0,00%)
0,0625 0 (0,00%)
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Najvec¢a MIK vrijednost dobivena u ovom istrazivanu iznosila je >32 mg/L, a najmanja
0,5 mg/L. Geometrijska sredina MIK vrijednosti iznosila je 7,28 mg/L. MIK vrijednost s
najvecom ucestaloséu pojavljivanja, odnosno mod iznosio je 16 mg/L, a centralna MIK

vrijednost, odnosno medijan iznosio je 8 mg/L (Tablica 6).

Tablica 6. Prikaz statistickih podataka MIK vrijednosti istrazenih sojeva M. pachydermatis
(max - najve¢a MIK vrijednost, min - najmanja MIK vrijednost, GM - geometrijska sredina)

Statisticki parametar MIK (mg/L)
max >32
min 0,5
GM 7,28
mod 16
medijan 8

MIK50, odnosno prosje¢na vrijednost koncentracije MCZ koja je inhibirala rast u
najmanje 50% ispitanih sojeva iznosila je 8 mg/L, dok je MIK90, odnosno koncentracija MCZ

koja je inhibirala rast u najmanje 90% ispitanih sojeva iznosila 32 mg/L.

4.4. Rezultati kontrole kvalitete postupka
Kontrolni sojevi ATCC C. krusei i C. parapsilosis bili su uklju¢eni u svakoj izvedbi

postupka mikrodilucije u bujonu ovog istraZivanja. Srednja geometrijska vrijednost MIK za

vrstu C. parapsilosis iznosila je 8 mg/L, dok je za vrstu C. krusei iznosila 13,45 mg/L.
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5. RASPRAVA

Gljivica M. pachydermatis kao oportunisticki patogeni mikroorganizam uzrokuje upalu
vanjskog zvukovoda i upalu koze U pasa i macaka. LijeCenje navedenih patoloskih stanja
uspjesno se provodi topikalnom i/ili sistemskom primjenom antimikotika, od kojih najcesce
onih iz skupine azola (BOND i sur., 2020.). Neuspjesan klinicki ishod terapije u vidu kroni¢nih
ili recidivirajuéih infekcija javlja se povremeno te se smatra da je razlog tome neprepoznavanje
predisponirajucih ¢imbenika te dijagnostika primarnih uzroka koji osiguravaju povoljne uvjete
za prekomjerno umnazanje ove gljivice te posljedi¢no tome razvoj sekundarne infekcije. Sve
vise istrazivanja ukazuje na postojanje mehanizma rezistencije u gljivice M. pachydermatis na
azole te posljedi¢no njezine smanjene osjetljivosti sto takoder moze rezultirati neuspjeSnim
ishodom lijecenja (PEANO isur., 2020., RHIMI i sur., 2020.). Kako bi se to¢no mogla definirati
uloga rezistencije u vrste M. pachydermatis potrebno je koristiti jedinstven standardizirani
postupak za ispitivanje njezine osjetljivosti na antifungalne lijekove koji bi omogucio
objektivnu usporedbu dobivenih rezultata te interlaboratorijske kontrole kvalitete provodenja
navedenog postupka. Dosadasnja istrazivanja u tu su svrhu koristila CLSI i EUCAST
standardizirani postupak mikrodilucije u bujonu za invazivne vrste kvasaca kao $to su vrste iz
roda Candida i vrsta Cryptococcus neoformans. Kako bi se postupak mikrodilucije mogao
primijeniti i na vrste iz roda Malassezia potrebno je uvesti izmjene sukladno specificnim
odlikama navedenog roda. To su ponajprije ovisnost njihovog rasta o vanjskim izvorima
dugolancanih masnih kiselina, specificnost grade stani¢ne stijenke u vidu njezine izrazene
debljine i visokog udjela masti $to uzrokuje stvaranje grudica prilikom izvodenja postupka te
sporiji rast u usporedbi s rodom Candida (PEANO i sur., 2020.).

U ovom istrazivanju ispitana je osjetljivost 40 sojeva gljivice M. pachydermatis
izdvojenih iz pasa 1 mac¢aka na derivat azola MCZ metodom mikrodilucije u bujonu u ¢iju je
svrhu koriSten prilagoden postupak mikrodilucije propisan dokumentom E.DEF 7.3.2
(EUCAST, 2020.). Vecina sojeva istrazenih u ovom istrazivanju, odnosno njih 87,5% izdvojeni
su iz pasa, dok je 12,5% izdvojeno iz mac¢aka. Navedeno se moze protumaciti ¢injenicom da
pas predstavlja primarnog domacina gljivice M. pachydermatis te iako je ona najces$ce
izdvojena gljivica i u macaka, u njih se ipak izdvaja znatno rjede u usporedbi s psima (BOND
i sur., 2020.). Nadalje, najveéi broj sojeva i to njih 88%, izdvojen je iz vanjskog zvukovoda
pasa iz razloga §to je upala vanjskog zvukovoda uzrokovana ovom gljivicom znatno ¢esc¢a od

upale koze (PEANO i sur., 2020.).
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Derivat azola MCZ odabran je u ovom istrazivanju zbog ucestale primjene u topikalnom
nac¢inu provodenja lijeCenja upale vanjskog zvukovoda koji se smatra prikladnijim od
sistemskog. Takoder preparati koji sadrze kombinaciju 2% mikonazol nitrata i 2%
klorheksidina utvrdeni su kao najuspjeSniji topikalni preparati za lijeCenje upale koze
uzrokovanu ovom gljivicom (GUILLOT i BOND, 2020., NEGRE i sur., 2009.).

Postupak mikrodilucije u bujonu propisan od strane EUCAST i CLSI organizacije
potrebno je prilagoditi zbog specifi¢nih odlika roda Malassezia, a to je ovisnost njihovog rasta
0 izvorima masnih Kiselina nedavno ustanovljena i kod vrste M. pachydermatis. Naime,
utvrdeno je da cak i ta vrsta, za koju se smatralo da ne treba masne kiseline za svoj rast, ne
posjeduje gen za sintezu dugolanc¢anih masnih kiselina u svom genomu (PEANO i sur., 2020.,
PUIG i sur., 2017.). Kako RPMI 1640 medij koji se koristi u EUCAST i CLSI postupcima
mikrodilucije u bujonu ne sadrzi masne Kiseline ustanovljeno je da ga je potrebno obogatiti
izvorima masnih Kiselina ili odabrati neki drugi medij (PEANO i sur., 2020.). U istrazivanju
CAFARCHIA i sur. (2012b) istrazena je osjetljivost sojeva gljivice M. pachydermatis
uporabom razli¢itih vrsta obogaéenih hranjivin bujona kao S§to su Dixon, Sabouraud,
Christensen i RPMI bujon. Osjetljivost na azole (ketokonazol, flukonazol, itrakonazol)
istrazena je u 30 klini¢kih izolata M. pachydermatis, a u svrhu kontrole rasta ispitivanih sojeva
koristen je S0j U kojeg je u in vitro uvjetima inducirana rezistencija na derivat azola flukonazol.
Rezultati su pokazali da RPMI bujon obogacen izvorima masnih kiselina nije osigurao
adekvatan rast gljivica, dok je provodenjem postupka u Dixon bujonu utvrdena neobjasnjivo
velika pojavnost rezistencije na flukonazol, to¢nije u ¢ak 88,6% sojeva. Stoga je zakljuc¢eno da
niti jedan od njih ne predstavlja adekvatan medij za ispitivanje osjetljivosti vrsta iz roda
Malassezia. U istom su istrazivanju Christensen i Sabouraud bujon omogucili adekvatan rast
sojeva M. pachydermatis te ispitivanje njezine osjetljivosti, medutim odabran je Sabouraud
bujon jer je samo njegovim koristenjem dokazana in vitro inducirana rezistencija kontrolnog
soja vrste M. pachydermatis na flukonazol. Shodno navedenome, prema preporuci istrazivanja
CAFARCHIA 1 sur. (2012b) u ovom je istraZivanju koriSten obogacen Sabouraud bujon.
Dokument E.DEF 7.3.2 (EUCAST, 2020.) odabran je za daljnju prilagodbu postupka jer u
odnosu na protokol propisan dokumentom M27-A3 (CLSI, 2008.) ima odredene prednosti koje
se odnose na gustocu suspenzije inokuluma te nacin ocitavanja rezultata. lako to¢na gustoca
suspenzije inokuluma gljivice M. pachydermatis potrebna za izvodenje postupka mikrodilucije
u bujonu nije definirana, ve¢ina istraZivanja ukazuje da bi ona trebala biti vec¢a od propisane u
dokumentu M27-A3 (CLSI, 2008.) za rod Candida, a koja iznosi od 0,5 do 2,5 x103 CFU/mL.

U prilog ¢injenici da koristenje koncentracije inokuluma u rasponu propisanim od strane CLSI
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organizacije nije prikladno za rod Malassezia govori istrazivanje HENSEL i sur. (2009.) u
kojem je uporabom koncentracije inokuluma 2x103 CFU/mL dobivena dobivena znacajno niska
MIK90 vrijednost od 0,25 mg/L u odnosu na primjerice 4 mg/L (CHIAVASSA i sur., 2014,
PEANO i sur., 2012.). Smatra se da se povec¢anjem radne koncentracije inokuluma iznad one
propisane dokumentom M27-A3 (CLSI, 2008.) rjesava problematika sporijeg rasta roda
Malassezia te omogucuje oCitavanje rezultata ve¢ nakon 48-72 sati inkubacije mikrotitracijskih
ploca. Inkubacija mikrotitracijskih ploc¢a u istrazivanju HENSEL i sur. (2009.) trajala je do pet
dana §to dodatno govori u prilog neprikladnosti koriStenja navedene koncentracije inokuluma
(PEANO i sur., 2012, PEANO i sur., 2017.). Kako je u dokumentu E.DEF 7.3.2 propisana
koncentracija inokuluma u rasponu od 0,5 do 2,5 x10%, dakle 100 puta veca od one propisane
od strane CLSI organizacije, EUCAST protokol smatra se prikladnijim za ispitivanje
osjetljivosti gljivice M. pachydermatis te je zbog toga koristen u ovom istrazivanju. Vecina
istrazivanja pokazuje kako je vremenski period od 48 do 72 sata dovoljan za inkubaciju
mikrotitracijskih plo¢a pri temperaturi od 32 do 37°C (PEANO i sur., 2017.) te je sukladno
tome u ovom istrazivanju odabrano trajanje inkubacije ploca od 72 sata. [znimno je inkubacija
produzena za dodatnih 24 sata prema preporuci RINCON i sur. (2006.) u slu¢aju Sest ispitivanih
sojeva zbog njihovog nedovoljnog rasta u bujonu definiranog vrijednosc¢u njihovih pozitivnih
kontrola (<0,2) nakon ocitavanja vrijednosti apsorbancija spektrofotometrom (EUCAST,
2020.). Dok je o¢itavanje rezultata koristenjem spektrofotometra propisano od strane EUCAST
organizacije, CLSI organizacija propisuje vizualan nacin ocitavanja rezultata. Ono se temelji
na zamucenju jazica uzrokovanom rastom gljivica u bujonu, a za rod Malassezia olaksano je
zbog opisane tendencije stvaranja grudica, koje se u jazicama mikrotitracijskih plo¢a uocava
stvaranjem nakupina na njthovom dnu (PEANO i sur., 2017.). Medutim, u radu PEANO i sur.
(2017.) navodi se da se nakupine na dnu jazica uocavaju pri koristenju mikrotitracijskih ploca
s zaobljenim dnom, dok se pri koristenju ploca s ravnim dnom koje su propisane za koristenje
u dokumentu E.DEF 7.3.2 (EUCAST, 2020.), ¢eS¢e javlja uniformno zamucenje bez nastanka
taloga biomase ove gljivice. Rjesavanje problematike nastanka grudica, postizanje
uniformnijeg zamucenja suspenzije inokuluma u mikrotitracijskim jazicama ravnog dna te
pogodnosti pri spektrofotometrijskom ocitavanju rezultata dodatni su razlozi zasto je za potrebe
ovog istrazivanja odabrana prilagodba E.DEF 7.3.2 dokumenta.

Raspon MIK vrijednosti dobivenih u ovom istraZivanju iznosio je u rasponu od 0,5 do
>32 mg/L. Dobivena MIK50 vrijednost iznosila je 8 mg/L, a MIK90 32 mg/L. U svrhu provjere
ponovljivosti rezultata svi sojevi ispitani su u triplikatu, a u svrhu kontrole kvalitete postupka

koristeni su kontrolni sojevi. S obzirom da za rod Malassezia ne postoje definirane smjernice
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kojima se moze povezati odredena opticka gustoca suspenzije inokuluma s pripadajucom
vrijednosti broja kolonija u mililtru (CFU/mL) inokuluma, provodila se kontrola radne
koncentracije inokuluma. Navedenim postupcima maksimalno se osiguralo kvalitetno
provodenje postupka unato¢ odsutnosti standardiziranog postupka mikrodilucije u bujonu za
vrstu M. pachydermatis. No, zbog navedenog nedostatka standardizacije u istrazivanjima dolazi
i do razlika u izvodenju postupka, poglavito u odabiru odgovaraju¢eg bujona za rast, radne
koncentracije inokuluma, trajanja inkubacije mikrotitracijskih plo¢a i nacina njihova
ocitavanja, a time i do razlika u rezultatima. Posljedi¢no javljaju se poteskoce u usporedbi
dobivenih rezultata i interpretacije osjetljivosti istrazivanih sojeva roda Malassezia. Primjerice,
u istrazivanju SCHLEMMER i sur. (2018.) ispitana je osjetljivosti 30 sojeva gljivice M.
pachydermatis na MCZ te je njihov raspon MIK vrijednosti iznosio od 0,5 do 16 mg/L, a
geometrijska srednja vrijednost 2,25 mg/L, Sto je trostruko manje od geometrijske srednje
vrijednosti dobivene u ovom istrazivanju koja je iznosila 7,28 mg/L. Iako je koristen isti bujon
u postupku mikrodilucije oba istrazivanja, to¢nije obogaceni Sabouraud bujon, u istrazivanju
SCHLEMMER i sur. (2018.) nije navedena kona¢na radna koncentracija inokuluma te vrijeme
inkubacije mikrotitracijskih ploca, zbog ¢ega nije moguce utvrditi to¢ne razlike u izvodenju
postupka kojima bi se eventualno mogle objasniti razlike u dobivenim rezultatima. Nadalje,
raspon MIK vrijednosti u istrazivanju PEANO i sur. (2012.) iznosio je od 0,03 do 16 mg/L,
MIK50 vrijednost iznosila je 2 mg/L, a MIK90 4 mg/L. Usporeduju¢i s ovim istrazivanjem,
uocava se da su dobivene MIK vrijednosti u istrazivanju PEANO 1 sur. (2012.) manje, odnosno
da je osjetljivost njihovih sojeva bila ve¢a. Do istog zakljucka dolazi se i usporedbom s
istrazivanjem CHIAVASSA i sur. (2014.) u kojem je ispitana osjetljivost sveukupno 42 soja
izdvojenih iz vanjskog zvukovoda pasa s dijagnosticiranom akutnom ili kroni¢nom upalom.
Raspon MIK vrijednosti iznosio je od 1 do 8 mg/L, a vrijednosti MIK50 i MIK90 za sojeve
izdvojene iz pasa s kroni¢nim otitisom bile su iste kao u istrazivanju PEANO i sur. (2012.).
Smanjena osjetljivost sojeva ispitanih u ovom istraZivanju u usporedbi s navedenim
istrazivanjima posebice dolazi do izrazaja uzimajuc¢i u obzir MIK vrijednost od 16 mg/L
utvrdena u 25% sojeva, dok je u istrazivanju PEANO i sur. (2012.) utvrdena tek u 3,9% sojeva,
a u istrazivanju CHIAVASSA 1 sur. (2014.) navedena MIK vrijednost nije uopc¢e utvrdena.
Uzrok navedenim razlikama u rezultatima mogle bi biti razlike u izvedbi postupka, posto su
oba spomenuta istrazivanja koristila obogaceni Christensen ureja bujon te radnu koncentraciju
inokuluma vecu od one u nasem istrazivanju, tocnije njezin raspon iznosio je od 1 do 5 x10°
CFU/mL. Iako je istrazivanje PEANO i sur. (2012.) objavljeno iste godine kada i istrazivanje
CAFARCHIA i sur. (2012b) u kojem se dokazala prednost uporabe obogac¢enog Sabouraud
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bujona u odnosu na Christensen ureja bujon, nije obrazlozeno zbog Cega je ista skupina
istrazivaca dvije godine kasnije ponovno koristila Christensen ureja bujon u svom istrazivanju
(CHIAVASSA i sur., 2014.). U oba istrazivanja ocitavanje mikrodilucijskog postupka
provedeno je nakon inkubacije ploc¢a tijekom 48 sati. Nadalje, vecina istrazivanja ukazuje kako
se ocitavanjem ploca nakon 48 i 72 sata ne dobiva statisti¢ki znacajna razlika u rezultatima
(PEANO i sur., 2020.). Iz navedenog se moze zakljuciti kako navedena vremenska razlika u
ocitavanju ne utjeCe na konacan rezultat ispitivanja osjetljivosti osim u slucajevima sojeva u
kojih je opcenito utvrden sporiji rast. U nedavnom istrazivanju NIAE 1 sur. (2021.) ispitana je
osjetljivost 41 soja gljivice M. pachydermatis izdvojenih iz vanjskog zvukovoda macaka na
MCZ te su dobivene MIK vrijednosti iznosile u rasponu od 0,063 do > 32 mg/L. Navedeno se
slaze s rezultatima naSeg istraZivanja jer su dobivene vrijednosti takoder vec¢e od onih dobivenih
u istrazivanjima PEANO i sur. (2012.) te CHIAVASSA i sur. (2014.), odnosno ukazuju na
smanjenu osjetljivost sojeva. Iako je u istrazivanju NIAE i sur. (2021.) koriStena znatno niza
konacna koncentracija inokuluma u jazicama (5 x103-1 x10* CFU/mL), koristen je obogaceni
Sabouraud bujon kao 1 u ovom istrazivanju.

Provodenjem postupka mikrodilucije opisanim na¢inom u ovom istrazivanju nije bilo
moguce odrediti MIK vrijednosti za dva soja, jer najveca testna koncentracija MCZ (32 mg/L)
nije inhibirala njihov rast u bujonu za >50%. U spomenutom istrazivanju NIAE i sur. (2021.) u
24% sojeva takoder je bilo nemoguce ocitati MIK vrijednost jer najveca koriStena testna
koncentracija MCZ od 32 mg/L nije inhibirala njihov rast za >50%. Navedeno se slaze s
istrazivanjima koja ukazuju na pojavu smanjene osjetljivosti odnosno rezistencije gljivice M.
pachydermatis na azole (JESUS i sur., 2011., KANO i sur., 2019., NIJIMA i sur., 2011.,
WATANABE isur., 2011.). Vrijednosti MIK50 i MIK90 sluze kao pokazatelji distribucije MIK
vrijednosti ispitanih sojeva, a u nekim istrazivanjima se koriste i za interpretaciju kategorije
osjetljivosti sojeva. Naime, soj se smatra osjetljivim ako je njegova MIK vrijednost manja od
MIK50, umjereno osjetljiv ako se nalazi u rasponu MIK50 i MIK90 vrijednosti te rezistentan
ako je MIK vrijednost visa od MIK90 vrijednosti (CAFARCHIA i sur., 2012a, NASCENTE i
sur., 2009.). Problem s interpretacijom kategorije osjetljivosti sojeva je u tome da navedene
vrijednosti nisu istovjetne koncentracijama koje se postizu prilikom topikalne primjene
antimikotika. Naime, koncentracija MCZ u antimikoticima namijenjenim za topikalnu primjenu
pri lije¢enju upale vanjskog zvukovoda i koze uzrokovanih gljivicom M. pachydermatis je i do
1000 puta veca od najvece testne koncentracije koriStene u postupcima ispitivanja osjetljivosti
(CHIAVASSA i sur. 2014., PEANO i sur., 2020.). Pojedine istrazivacke skupine koristile su

kriterije definirane za interpretaciju osjetljivosti gljivica iz roda Candida (CAFARCHIA i sur.,
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2012b, JESUS i sur., 2011.) prema kojima se razlikuju tri kategorije osjetljivosti: osjetljiv,
umjereno osjetljiv i rezistentan. Definicija kategorija osjetljivosti odredena je na osnovu
izlozenosti spomenutih kvasaca odredenom antifungalnom lijeku, njegove farmakokinetike i
farmakodinamike prilikom koristenja u terapijske svrhe te predvidanja uspjesnosti klinickog
lijeCenja. Primjena navedene interpretacije osjetljivosti za gljivice iz roda Malassezia, dakle na
drugu vrstu patogena, ali i domacina poput primjerice pasa i macaka smatra se neadekvatnom
te je potrebno razviti zasebne kriterije (CHIAVASSA i sur., 2014., PEANO i sur., 2020., REX
i sur., 1997.). Zbog navedenih razloga, u ovom istrazivanju testirane sojeve nije bilo moguce
svrstati niti u jednu od tri kategorija. Nadalje, u slu¢aju dva ispitana soja nije se mogla odrediti
MIK vrijednost na osnovu koristenih testnih koncentracija MCZ $to ukazuje na vjerojatnu
antimikrobnu, no ne i klini¢ku rezistenciju. Naime, postoji moguénost da su ovi sojevi osjetljivi
na visoke koncentracije MCZ koje se postizu topikalnom primjenom preparata antimikotika na
kozi, odnosno u vanjskom zvukovodu. U prilog klinickoj rezistenciji govori istrazivanje
ANGILERI isur. (2019.) koji su nisku osjetljivost te nemoguénost odredivanja vrijednosti MIK
sojeva gljivice M. pachydermatis na azole izravno povezali s neuspjesnim klinickim ishodom
terapije. Konkretno radi se o psu koji je zbog neuspjeha u dijagnostici primarnog uzroka
kroni¢nog dermatitisa uzrokovanog gljivicom M. pachydermatis podvrgnut dugogodiS$njoj
terapiji azolima kao jedinom nacinu lijeCenja.Vazno je napomenuti da je pojava smanjene
osjetljivosti na azole utvrdena i u sojeva ove gljivice izdvojenih iz neonatalnih pacijenata (AL-
SWEIH i sur., 2014.), a zbog Cinjenice izrazitog porasta incidencije fungemija uzrokovanih
ovom gljivicom u ljudi zabiljezenog u posljednja dva desetljeCa ona se smatra ne samo
oportunistickim ve¢ 1 emergentim patogenom (CELIS 1 sur., 2017.).

Uzimaju¢i u obzir sve navedeno ovim se istrazivanjem dodatno istice potreba za
razvijanjem standardiziranog postupka mikrodilucije u bujonu za rod Malassezia koji bi
omogucio interlaboratorijsku usporedbu rezultata i jasniji uvid u problematiku pitanja

rezistencije u vrste M. pachydermatis.
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. ZAKLJUCCI

Protokol ispitivanja osjetljivosti gljivice M. pachydermatis propisan EUCAST
dokumentom E.DEF 7.3.2 pokazao se prikladnim za prilagodbu postupka mikrodilucije u
bujonu za vrstu M. pachydermatis.

Sabouraud bujon s dodatkom polisorbata Tween 80 u koncentraciji od 1% i MOPS pufera
predstavlja odgovaraju¢i medij koji je osigurao adekvatan rast vrste M. pachydermatis

neophodan za provodenje postupka mikrodilucije u bujonu.

Sojevi u kojih je utvrdena pretjerana mrvic¢avost stijenki kolonija te stvaranje grudica
prilikom pripremanja radne suspenzije inokuluma inkubirani su kraée vrijeme odnosno 48

sati.

Rezultati istrazivanja ukazali su na razli¢ite MIK vrijednosti istrazenih sojeva M.
pachydermatis koje su iznosile u rasponu od 0,5 do >32 mg/L, s MIK50 vrijednosti od 8
mg/L i MIK90 vrijednost 32 mg/L.

U dva soja M. pachydermatis utvrdena je MIK vrijednost >32 mg/L §to ukazuje na njihovu

rezistenciju na mikonazol koju je potrebno dodatno istraziti.

Potrebna su daljnja istrazivanja osjetljivosti gljivice M. pachydermatis na ve¢em broju
sojeva te koriStenjem veceg broja antimikotika u svrhu razvoja standardiziranog postupka
mikrodilucije u bujonu za vrstu M. pachydermatis te razjaSnjavanja problematike

rezistencije u ove vrste.
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8. SAZETAK

Nikola Mohorovi¢

Ispitivanje osjetljivosti sojeva gljivice Malassezia pachydermatis na mikonazol metodom

mikrodilucije

Vrsta Malassezia pachydermatis zoofilni je kvasac koji prelazi iz komenzala u patogen
prilikom pojave pogodnih uvjeta za njegovo prekomjerno umnazanje te u pasa i macaka
naj¢esc¢e uzrokuje upalu vanjskog zvukovoda ili upale koze. Topikalna primjena antimikotika
iz skupine azola poput mikonazola predstavlja uspjesan nacin lije¢enja, no ¢esto dolazi do
recediviraju¢ih oblika infekcija i razvoja kroni¢nog tijeka bolesti sa sve ve¢im postotkom
izdvajanja rezistentnih sojeva ove vrste. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi osjetljivost vrste
M. pachydermatis na antimikotik mikonazol metodom mikrodilucije u bujonu. U tu svrhu
ispitano je 40 sojeva izdvojenih iz pasa i macaka prilagodavajuc¢i standardizirani postupak
mikrodilucije propisan dokumentom E.DEF 7.3.2 od strane Europskog odbora za istrazivanje
antimikrobne osjetljivosti. S obzirom na lipofilne odlike roda Malassezia koristen je Sabouraud
bujon s dodatkom 1% polisorbata Tween 80. Kona¢na gustoca suspenzije inokuluma iznosila
je 0,5 do 2,5 x10° kolonija u mililitru. Mikrotitracijske plo¢e inkubirane su tijekom 72 do 96
sati na 37°C, a ocCitavanje je provedeno spektrofotometrom. Raspon dobivenih vrijednosti
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) iznosio je od 0,5 do >32 mg/L. Antimikrobna
rezistencija utvrdena je u dva soja Ciji rast nije inhibirala ni najveca testna koncentracija
antimikotika od 32 mg/L za >50%. Ovo istrazivanje ukazuje na potrebu za razvojem
standardiziranog postupka mikrodilucije u bujonu za rod Malassezia 1 dodatnim istrazivanjima

u cilju razjasnjenja ulogu rezistencije u ove vrste.

Klju¢ne rije¢i: M. pachydermatis, mikrodilucija u bujonu, MIK
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9. SUMMARY

Nikola Mohorovi¢

Testing the sensitivity of Malassezia pachydermatis strains to miconazole using the

microdilution method

The species Malassezia pachydermatis is a zoophilic yeast that changes from a
commensal to a pathogen when conditions are favorable for its excessive reproduction, and in
dogs and cats it most often causes inflammation of the external auditory canal or inflammation
of the skin. Topical application of antimycotics from the azole group, such as miconazole, is a
successful method of treatment, but often recurring infection and the development of a chronic
course of the disease occur, with an increasing percentage of resistant strains of this yeast
species being isolated. The aim of this research was to determine the sensitivity of M.
pachydermatis species to the antifungal agent miconazole using the broth microdilution
method. For this purpose, 40 strains isolated from dogs and cats were tested by adapting the
standardized microdilution procedure described by document E.DEF 7.3.2 of the European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Research. Considering the lipophilic characteristics
of the genus Malassezia, Sabouraud broth with the addition of 1% polysorbate Tween 80 was
used. The final density of the inoculum suspension was 0,5 to 2,5 x10° colony forming units
per milliliter. The microtiter plates were incubated for 72-96 hours at 37°C, and the reading was
performed with a spectrophotometer. The range of minimal inhibitory concentration (MIC)
values obtained was from 0.5 to >32 mg/L. Antimicrobial resistance was determined in two
strains whose growth was not inhibited even by the highest antifungal test concentration of 32
mg/L by >50%. This research points to the need for the development of a standardized broth
microdilution procedure for the genus Malassezia and for additional research aimed at

clarifying the role of resistance in these species.

Key words: M. pachydermatis, broth microdilution, MIC
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