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SOUHRN

Cilem této diplomové prace bylo zgdf vyskytu mikroorganisin v zevnim
zvukovodu zdravych fisa kaiek a p§ a kaiek s klinickou manifestaci OE¢etné stanoveni
citlivosti izolovanych kmefh na antimikrobialni latky. Saasti této prace bylo také &eni
morfologickych, fistovych a biochemickych vliastnoMi pachydermatis

Celkem jsme vySéti 28 vytéra ze zevniho zvukovodu 17 ps 5 ka@ek s klinickymi
piiznaky otitis externa. Dale jsme vy&§kt78 vzorka odebranych od 61 zdravych ips
a 15 ka@ek, ktai byli zarazeni jako kontrolni skupina. Z dvou vzarkd ps se zastlivym
onemocgnim jsme nevykultivovali Zadné mikroorganismy.

Ze zevniho zvukovodu pss otitis externa jsme niggstji vykultivovali Bacillus sp.
(28,2 %), koagulasanegativni stafylokoky (15,4 9. pachydermatis (15,4 %)
aS. intermediugl2,8 %). U kéek pak dominovaly KNS (60 %)M. pachydermati§20 %).

V zevnim zvukovodu zdravych jpgsme nejastji prokazali KNS (37,0 %) 8acillus
sp. (34,0 %), u zdravych &ek pak KNS (60,9 %).

VSechny kmeny stafylokdkizolovanych ze zevniho zvukovodutpa kaek s otitis
externa byly citlivé k ampicilin/sulbaktamu a rifaioinu. Moraxella sp. byla citliva
k rifampicinu a sulfametazol/trimetoprimu. Ampiali chloramfenikol, penicilin G,
teikoplanin a vankomycin jsme vyhodnotili jako n8punéjSi proti Enterococcus faecalis
Proteus sp. byl citlivy k ampicilinu, ampicilin/sulbaktamuaztreonamu, cefotaximu,
chloramfenikolu, gentamicinu, ofloxacinu, piperauil a tikarcilinu a Pseudomonassp.
k aztreonamu, chloramfenikolu, ciprofloxacinu, gemicinu, piperacilinu a tikarcilinu.

VSechny kmenyM. pachydermatisvykultivované ze zevniho zvukovodutpa kaiek
s otitis externa byly citlivé ciklopiroxolaminu azistentni ke klotrimazolu a mikonazolu.

Vyznamny rozdil v citlivosti kmeh izolovanych ze zdravych fsa kaiek a p&
a katek s otitis externa jsme nezjistili.

M. pachydermatissyrastala na Sabourauddv ,,Malassezia agaru po 24 h inkubaci
pii 37 °C. V mikroskopickém preparatuém vSechny kmeny charakteristicky lahvovity tvar.
Utilizaci TWEENU 40, 60 a 80 jsme prokazali u vSéestovanych kmenM. pachydermatis

Kli¢cova slova: M. pachydermatis koagulasanegativni stafylokoky, citlivost na

antimikrobialni 1é ¢iva



SUMMARY

The aim of the thesis was to determine the comipasatf microflora of external ear
canal of healthy dogs and cats and dogs and c#ititis externa, including the
susceptibility testing. Furthermore, the charastas ofM. pachydermatistrains were
studied

The total number 28 swabs taken from externalcaaal of 17 dogs and 5 cats with
clinical signs of otitis externa were examined.alidition, 78 swabs taken from 61 healthy
dogs and 15 cats were included as control group $wabs taken from dogs with otitis
externa were cultivation negative.

Bacillus sp. (28,2 %), coagulase-negative staphylococcéd(%), M. pachydermatis
(15,4 %) aS. intermediug12,8 %) were the most frequent microorganismsaied from
external ear canal of dogs with otitis externacadts coagulase-negative staphylococci (60 %)
andM. pachydermati$20 %) were found to be most prevalent.

KNS (37,0 %) aBacillus sp. (34,0 %) were the most frequent microorganiprasent
in external ear canal of healthy dogs. The mostraombacteria in healhty cats were KNS
(60,9 %)

All staphylococal strains were susceptible to amtip/sulbactam and rifampicin.
Moraxellasp. was susceptible to rifampicin and sulfametf&aolethoprim. Ondenterococcus
sp. strain was susceptible to ampicilin, chloranmpt@, penicilin G, teicoplanin and
vancomycin was effectiveProteus sp. was susceptible to ampicilin, ampicilin/sulibac,
aztreonam, cefotaxim, chloramphenicol, gentamioftgxacin, piperacilin and ticarcilin and
Pseudomonasp. to aztreonam, chloramphenicol, ciprofloxagentamicin, piprecilin and
ticarcilin. All M. pachydermatistrains were susceptible to ciklopiroxolamin aedistant to
klotrimazol and miconazol.

Sabouraud and Malassezia agar were both sufficient for cultivation
of M. pachydermatisstrains isolated in our study. Characteristic lbesthaped cells were
observed in microscopical preparation. The utisatof TWEEN 40, 60 and 80 was
determined in alM. pachydermatistrains

Key words: M. pachydermatiscoagulase-negative staphylococci, susceptibilitiysting
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1 UVOD

Otitis externa je zatlivé onemociini epitelu zevniho zvukovodu, které gastym
onemocgnim psi, u kasek se vyskytuje v mensi tei Casto se vyskytuje u jeditckteti jsou
pro toto onemoai predisponovani (tvar usnich bdifosrozené zazeni zvukovodu, chlupy
ve zvukovodu nebo alergické reakce) a &ht pak velicec¢asto dochazi k recidivam
onemocgni nebo k jeho fechodu do chronického stavu.

Otitis externa je onemagrim multifaktorialni etiologie. Faktory, které sedili
na jeho vzniku, Ize ratenit na predisponujici, primarni a udrzujici, Kergm pati bakterie
a kvasinky. Prevence vzniku otitis externa je velfilezita. L&ebna terapie sama o sdiyva
¢asto velmi zdlouhava, a bez vy&sti citlivosti kmeri na antimikrobialni I&va, mize byt
v mnoha pipadech nefinna.

Na vzniku otitis externa se raptji podili bakterie Staphylococcus intermedius
a kvasinkaValassezia pachydermatik dalSim mikroorganisfim izolovanym ze zattlivého
loZiska patti Staphylococcus aureuf-hemolytické streptokokyProteussp., Klebsiella sp.,
Escherichia coli Enterococcussp., Corynebacteriunmsp., Candida albicansa mikromycety
Rhizopussp. ¢i Aspergillussp. U chronického z#&tu zevniho zvukovodu byva rejstjsi
zachytPseudomonas aeruginosa.

Cilem této diplomové prace bylo vyget vyera ze zevniho zvukovodu zdravychips
a kaiek a p& a kaek sklinickymi giznaky otitis externa, detné stanoveni citlivosti
izolovanych kmefh na antimikrobidlni I|&va. Soudasti prace bylo také e&keni

morfologickych, fistovych a biochemickych vlastnoMalassezia pachydermatis
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1.1 Anatomie a fyziologie zevniho zvukovodu fisa ko¢ek

Zevni zvukovod je trubicovity Utvar tweny chrupavkou a kosti. Vertikalrdast
zevniho zvukovodu sousedi s boltcem, horizontaégiheent se nachazi ¥shém sousedstvi
bubinku (Logas, 1994; Krahwinkel, 2003).

Zevni zvukovod je ohraten koZni vrstvou, kterou tvb stratifikovany skvamézni
epitel (Krahwinkel, 2003). Obsahu§etné mnoZstvi mazovych Zlaz undisich v povrchové
vrstw kuze, dale apokrinnich Zlaz situovanych v hlubSicetwach kze (White, 1999;
Krahwinkel, 2003) a vlasovych foliklul(Logas, 1994). Ret vlasovych folikuk, mazovych
a apokrinnich Zlaz je u psvyssi ve vertikalnicasti zvukovodu. Dlouhosrsta plemenai ps
disponuji ¥tSim pa&tem vlasovych folikul nez plemena kratkosrsta (Logas, 1994).

Primarni funkci zevniho zvukovodu jgepést zvukové viny k bubinku &sté&ne
az do stedniho ucha (Logas, 1994; Krahwinkel, 2003). Netmgrznamnou ulohu hraje zevni
zvukovod také p ochrarg bubinku a sedniho uchaied gimym poragnim (Logas, 1994).

1.2 Otitis externa

Otitis externa (OE) je zé&hivé onemockni epitelu zevniho zvukovodu, které&ige
v n¢kterych gripadech zasahnout i boltec (Blanco a kol., 1996deja-Marron a kol., 1998;
U kocek je OE popisovana méntasto, uvadi se 2-6,6% vyskyt (Blanco a kol., 1996;
McKeever a Torres, 1997).

OE probiha v akutrii chronické podob (Guedeja-Marron a kol., 1998). Chronicky
pribéh OE miZe vést k ruptie bubinku, progresi zétlivé reakce az do &dniho ucha
a naslednému vzniku otitis media. V krajnitipadt mize dojit az k ohluchnuti (McKeever
a Torres, 1997).

Nejcastji se OE vyskytuje u ps starych 2-5 let (Fernandez a kol., 2006).
Mezi plemena ps ktera jsou k tomuto onemasmi nejvice predisponovana, Hat
kokrSparlé, remeiti owcaci a pudlové (Carlotti, 1991; Gbelec, 2003; Fedsaa kol., 2006).

V pripac, Ze je postizeno jedno ucho, jedna se o unilater@E. Pokud jde

0 postizeni obou usi, ozhge se OE jako bilateralni.
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1.2.1 Etiologie OE

OE je onemoami s multifaktorialni etiologii (Fernandez a koRP06). Faktory
podilejici se na jeho vzniku a rozvoji Ize ¢Enit na predispozni, primarni a udrzujici
(White, 2001; Gbelec, 2003; Hall, 2004).

A. Predispozini faktory

Tyto faktory vytvdeji podminky vhodné pro rozvoj z&n, samy o sobvSak nejsou
schopné OE vyvolat (Gbelec, 2003). Nadny rast chlugi, nadpéetné mnozstvi mazovych
Zlaz vyvolavajici zvySenou produkci usniho ma&eextrémni vlihkost v zevnim zvukovodu
mohou hrat vyznamnou roli v rozvoji zéliveho procesu.

Z anatomickych vliii se jako predispoani faktor uplatiuje predevSim zuzeni
zvukovoduci klopené ucho. Také nevhotlzvolené Iéebné prosedky mohou sehrat svoji
roli (Gbelec, 2003; Hall, 2004).

Odstrarni predispozinich faktofi vyznami pomaha f terapii zagtu.

B. Primarni faktory

Primérni faktory mohou i bezasti dalSicitinitelt vyvolat zagtlivou reakci (Carlotti,
2001; Gbelec, 2003).

Alergické reakce pat mezi nejvyznamgsi faktory vedouci k rozvoji z&tu.
Odhaduje se, Ze az 80 % iatitrpicich alergii jevi znamky postizeni zvukovagiwoltce
(Gbelec, 2003). Nepstji se vyskytuji alergické reakce na krmivo, na géy v prosedi
¢i kontaktni alergie (Carlotti, 1991; Gbelec, 200QE vznikla na podkladalergické reakce
je ve \&tsir¢ pripadi bilateralni (Carlotii, 1991).

Otodectes cynoti@usni svrab) zjsobuje OE u 10 % jgsa az u 50 % kaek (Carlotti,
1991). Gbelec (2003) uvadi, Ze je timto parazitafikovana ¥tSina ka@ek, zast zevniho
zvukovodu vSak zjsobuje pouze u jedifcs oslabenou imunitou.

Poruchy keratinizace,fipnichz dochazi k nadénné tvorlg usniho mazu, mohou byt

pricinou vzniku cerumin6zniho zétu (Gbelec, 2003).
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Cizi €lesa v uchu, f&devsim osiny trav, mohou veést régrk rozvoji OE. Ve ¥tSing
piipadi vznika unilateralni zé&m (Carlotti, 1991; White, 2001).
Hnisava OE je spojovana s autoimunitnimi onendoioni jako je pemphigus

¢i bulozni pemfigoid (Carlotti, 1991).

C. UdrZujici faktory

Udrzujici faktory se podileji na rozvoji OE a mgi dalSim petrvavéni. Bakteriélni
a kvasinkové infekce jsou hlavni komplikaci &#imého procesu (Gbelec, 2003). Bakterii,
které mohou OE Zsobovat, je porné velké mnozstvi. edevsSim se na tomto onemacn
podili Staphylococcus(S) intermedius Pseudomonas(Ps) aeruginosa [-hemolytické
streptokoky Proteussp. aEscherichia col{Carlotti, 1991), ficemZPs. aeruginosapisobuje
piedevsim chronické otitidy. Hlavnim zastupcem kvalije MalassezigM.) pachydermatis
mére casto Candida sp. Ve vyjimenych gipadech mze byt ze zattlivého procesu
vykultivovan Aspergillus fumigatugCarlotti, 1991).

1.2.2 Klinickd manifestace OE

Podle klinickych piznalki se OE Bzr¢ déli na erythemo-cerumindzni a hnisavou
(Carlotti, 1991; Kiss a kol., 1997).

Erythemo-ceruminézni OE se projevuje silnym zauitn, mirnym otokem zevniho
zvukovodu¢i boltce a nad@grnou produkci hustého usniho mazu, ktery jeddrti swétle
hneédé zabarven. Silné sdéni je takécastym doprovodnym jevem (Carlotti, 1991; Kiss a kol
1997). OE v tomto fjpact byva WtSinou bilateralni (Carlotti, 1991). Spoitgym
jmenovatelem je ve &Sin¢ pripadh koupani psa wece¢i negiméieny zpisob vytrhavani
chlupi z ucha (Kiss a kol., 1997)

Hnisava OE se manifestuje zarudnutim, otokem,rerdbkych gFipadech mze dojit
az ke ztludini epitelu a tvort abceé (Kiss a kol., 1997). Typickym znakenii péto forms
OE je silna bolestivost, kterate vést az k agresivitpacienta. R tieseni hlavou, Ki¥e
v uSich vznikat ¢vachtavy zvuk®, ktery je také vyznamnym diagnosfiok kritériem

hnisavych otitid (Carlotti, 1991). N&gstji tento typ otitidy vznik& pa@isténi usi nesterilnimi
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nastroji, po koupani psarececi neodborném odstii@vani travnich osin z ucha (Kiss a kol.,
1997).

Vzhled a pedevSim barva uSniho mazu mohou byt voditkem pedigzné uteni
mikroorganisni, které se v &m vyskytuji. Hdé az cerrg zabarveny maz ftiie swdcit
o piitomnostiM. pachydermatissmiSené infekdil. pachydermatise stafylokokyi o infekci
parazitemOtodectes cynotiZ tmaw Zlutého az sitle hntédého uSniho mazu byvaji vétsine
piipadi vykultivovani zastupci roil Staphyloccusi StreptococcusSwtle Zluty az zeleny maz
je ¢asto spojovan s infekci vyvolanou roByoteusneboPseudomonashi smisSené infekci

je barva usniho mazu variabilni (Rycroft a Sab&,7).

1.2.3 Terapie OE

Je teba mit na pasti, Ze OE je multifaktorialni onemoéni a @ic¢in, které tento
zéaretlivy proces mohou zisobovat, je velmi mnoho (Ferndndez a kol., 2006)

Dilezita je pedevSim prevence. EBa je ve ¥tSine piipadi zdlouhava
a komplikovana. Vhodnym preventivnim ofetim je ¢isténi uSi cerumenolytiky (latky
rozpousjici usni maz). Jedna se iapo kyselinu salicylovou, boritou, octovou,
a to v kombinaci s propylenglykolem (White, 1999;hit&, 2001; Matousek a Campbell,
2002). DalSim preventivnim krokem je odstmainpiebyt&ného mnozstvi chldpze zevniho
zvukovodu sterilnimi nastroji.iPnadnerné vihkosti v zevnim zvukovodu je vhodné pouzit
susicich prepar&t protoze zvySena vihkostide vytvait vhodné podminky profemnozeni
bakterii a kvasinek, cozime vést k rozvoji zaftu (White, 1999; Yoshida a kol., 2002).

Opakujici se OE jsou apobeny bakterialni a kvasinkovou infekciceBné preparaty
byvaji podavany lokakh ve forme uSnich kapek, emulzi nebo rozioKGbelec, 2003).
U agresivnich paciettse Iéky podavaji intramuskul&(White, 1999). Red zahajenim téby
je nutné vysett citlivost bakterii ¢i kvasinek na antibakterial@i antimykotické preparaty,
aby se zabraniloffpadnému vzniku rezistence. Pro terapii otitidistgbenych stafylokoky
se nefastji pouziva gentamicin, neomycin a chloramfenikol,gtamnegativnich bakterii
gentamicin a polymyxin B (Carlotti, 1991; McKeever Torres, 1997). i infekcich
vyvolanych Ps. aeruginosase doportiuje enrofloxacin¢i amikacin (McKeever a Torres,
1997). Bylo také zji$no, Ze TRIS-EDTA zvysuje citlivost pseudomonad eatgmicin a jiné
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aminoglykosidy (Hall, 2004; Hillier, 2005). Z antykotik se s vyhodou pouZiva ketokonazol,
ekonazol, nystatin a amfotericin B (Hall, 2004)o Rerapii otitid se v3ak n&stji vyuzivaji
preparaty, které obsahujizné kombinace antibiotik spolu s antimykotiky, Etdry se nily
podavat po dobu minimainjednoho nisice (White, 1999).

Pri parazitarni OE, ktera je rigjstji zpuasobovana roztem Otodectescynotis byva
piedepisovan pyrethrin, carbyrilthiabendazol (McKeever a Torres, 1997).

Pro zmirgni zartlivé reakce, zpisobené nadsmnou stimulaci bugk imunitniho
systému, se pozivaji kortikoidy (Carlotti, 1991; Kéever a Torres; 1997, White, 1999).

1.3 Mikrofléra zevniho zvukovodu pdi a koc¢ek

Zevni zvukovod zdravych psobsahuje malé mnoZstkbmenzalnich i potenciain
patogennich mikroorganism(Kiss a kol., 1997). #tomnost bakterii¢i kvasinek tedy
neznamena, ze jsou primaritigmou onemocéni (McKeever a Torres, 1997).

Mikroflora zevniho zvukovodu zahmaje pemnoZeni potencian patogennich
mikroorganisnd tim, Ze jim odebira Ziviny (Lilenbaum a kol., 1998k poruSeni rovnovahy
mikroprostedi vSak miZe dojit k rozvoji zaétu zevniho zvukovodu, tedy k OE (McKeever
a Torres, 1997).

1.3.1 Mikroflora zevniho zvukovodu zdravychipa kacek

Fyziologickou mikrofléru zvukovodu fis a kaek tvai koagulasanegativni
stafylokoky (KNS), viridujici a nehemolytické sttegoky, Bacillus sp. akoryneformni
bakterie (Rycroft a Saben, 1977; Carlotti, 1991sKa kol., 1997; McKeever a Torres, 1997,
Fernandez a kol., 2006). V zevnim zvukovqml a kaek bez klinickych piznaki OE
se firozere vyskytuje kvasinkaVl. pachydermatiqRycroft a Saben, 1977; Carlotti, 1991;
Logas, 1994; McKeever a Torres, 1997; Fernandexd.a2006).

McKeever a Torres (1997) uvfid Ze M. pachydermatisse ve zdravém uchu s
vyskytuje v 15-49 %,Staphylococcussp. v 10-20 %,Streptococcus(Str.) sp. v 16 %
aPseudomonasp. v 0,4 % fpad.

Z 15 vygra z uSi pé bez klinickych piznaki OE vyizolovali Fernandez a kol. (2006)
KNS (16,7 %),S. epidermidig16,7 %),Bacillussp. (16,7 %)S. aureug8,3 %),Escherichia
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coli (8,3 %), Klebsiella ozoneae (8,3 %), Proteus wvulgaris (8,3 %)
aPs. aeruginos48,3 %).

Lyskova a kol. (2007) vySeéli 178 stri ze zevniho zvukovodu Klinicky zdravychips
Mezi vykultivovanymi mikroorganismy se r@sgji vyskytoval S. intermediug(19,6 %),
Bacillus sp. (18,7 %) a KNS (16,9 %). Dale byly izolova@grynebacteriunsp., viridujici
streptokoky, gramnegativnidg, Micrococcussp., Proteussp., Enterococcussp., Str. canis
S. schleiferissp coagulans Enterococcus faecali€Enterococcus faeciunEsherichia colj
Klebsiella sp. a nehemolytické streptokoky. Atitozjistili, Ze M. pachydermatis

se vyskytovala v 8,7 %ifpadi.

1.3.2 Mikroorganismy vyskytujici sgpotitis externa

V zevnim zvukovodu pis se OE nejastji vyskytuje kvasinkaM. pachydermatis
a bakterieS. intermedius(Logas, 1994; Barrasa a kol., 1999; Yamashita b, ZD05),
pii chronické OE pakPs. aeruginosa(Tejedor a kol., 2003). K dalSim izolovanym
mikroorganisnim pati S. aureus -hemolytické streptokokyProteus sp., Klebsiella sp.,
Escherichia coli Enterococcus sp., Corynebacteriumsp., még casto se vyskytuji
mikromycetyAspergillussp. aRhizopussp. ¢i kvasinkaCandida albicangSharma a Rhodes
1975; Blue a Wooley, 1977; Rycroft a Saben, 1974jsig a kol., 1980; Carlotti, 1991; Logas,
1994; Kiss a kol., 1997; McKeever a Torres, 199Bel&c, 2003; Hariharan a kol., 2006;
Fernandez a kol., 2006; Petrov a Mihaylov, 2008).

McKeever a Torres (1997) uwgd Ze M. pachydermatise i OE u p$ vyskytuje
ve 2-80 %,Staphylococcusp. ve 20-45 %Pseudomonasp. v 20 %,Proteussp. v 11 %

a Streptococcusp. v 10 % gipadi.

Z 53 vyera ze zevniho zvukovodu s chronickou OE vykultivovali Fernandez a kol.
(2006) nefastji Ps aeruginosa(22,1 %), daleProteus mirabilis(13,9 %),S. aureug(12,5
%), S. epidermidig8,3 %),Escherichia col(5,6 %) a KNS (5,6 %).

Celkem 1819 bakterialnich kmiervyizolovali Hariharan a kol. (2006) ze zevniho
zvukovodu p8 s otitidou. Nejastji prokazali S. intermedius(36,3 %), Ps. aeruginosa
(17,5 %), Streptococcussp. (12,1 %), Escherichia coli (9,8 %), Proteus sp. (9,6 %)
aEnterococcusp. (2,4 %)K dalSim, mén ¢asto zastoupenym bakteriim, filat Pasteurella
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sp.,Klebsiellasp, Citrobactersp. aEnterobactersp. Mezi 103 bakterialnimi kmeny ziskanymi
od katek s OE dominovaly KNS (30,1 %), koagulasapozitistafylokoky (KPS) (16,5 %),
Pasteurellasp. (14,6 %), koliformni bakterie (11,7 %), v menspcaitu byly izolovany
streptokoky, enterokokys. aeruginosa, Protelsp. a Arcanobacterium pyogenes

V 97 strech ze zevniho zvukovodutps klinickou manifestaci OE prokazali Lyskova
a kol. (2007) nejastji S. intermediug24,2 %), M. pachydermatiq12,7 %) aStr. canis
(12,3 %), dale paBacillus sp. (7,6 %) aProteussp. (5,9 %). KNS, viridujici streptokoky,
Corynebacterium sp., Esherichia coli, Ps. aeruginosaS. schleiferi ssp. coagulans,
gramnegativni e, Enterococcus faecium, Micrococcusp., Enterococcus feacalis
aPasteurellasp. autdéi vykultivovali v méreé nez 5 % pipadi (Lyskova a kol., 2007).

Oliveira a kol. (2008) vys#ti 100 stra pochazejicich od 50 pss bilateralni OE.
Nejcastji prokazaliM. pachydermati$36,1 %) &S. intermediu$34,7 %).

Petrov a Mihaylov (2008) zjistili ve 48 &ech z otitickych uSi pis negastji
Staphylococcussp. (53,1 %),M. pachydermatis(18,8 %), Streptococcussp. (10,9 %),
Escherichia col(6,3 %),Proteus mirabilig(6,3 %) aPs. aeruginos#4,7 %).

Bakterie

A. Stafylokoky

Stafylokoky jsou grampozitivni koky o velikostirziiba 1um. Vyskytuji se jednotlig,
v parech, tetradach aquevsSim v Utvarech podobnych hréen Charakteristické proénje,
Ze nevytvéeji spory, nepohybuji se atginou se vyskytuji v neopouiahé forng. Jsou
fakultativné anaerobni, tvid katalasu i oxidasu (Bedha kol., 1999; Votava a kol., 2003).

Stafylokoky se vyznauji zna&nou mirou odolnosti k néfnivym vlivim vrgjSiho
prostedi. Vykazuji odolnost k z#éti na 55°C po dobu 30 min i kifpadnému vysychani
(Bedn& a kol., 1999). Rostou i viftomnosti 10% NaCl v kultivanim médiu (Votava a kol.,
2003).

Stafylokoky produkuji Siroké spektrum enzynfkoagulasa, hyaluronidasa, lipasa,
nukleasa, fibrinolysinf3-laktamasa) a toxin (a, 3, vy a 6 hemolysiny, enterotoxin, toxin

syndromu toxického Soku, exfoliatiny).
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V praxi se stafylokoky tradn¢ déli podle schopnosti koagulovat kréliplazmu na
koagulasapozitivni (KPS) a koagulasanegativni kikbky (KNS) (Votava a kol., 2003).
KNS jsou povazovany na sgast kozni mikroflory lidi i zwiat (Bedn& a kol., 1999)
a Wtsinou nezfisobuji vznik akutnino onemoémi zevniho zvukovodu. Naopak KPS mohou
vyvolat infelkéni otitidy u psi. K jejich nejvyznam#&sSim zastupgém pati S. intermedius
aS. aureus.

Lilenbaum a kol. (2000) vys@t 65 vytéra z uSi dosglych nel&enych pg& s OE,
ze kterych vyizolovali 44 kmeénstafylokoki. Z KPS nejastji prokazali S. aureus(25 %)
aS. intermedius(13,6 %), z KNS pakS. epidermidis(25 %), S. simulans(15,9 %),
S. haemolyticugll1,4 %) aS. saprophyticugd,1 %). Z celkového @tu 96 vyera ze zevniho
zvukovodu p8 s chronickou OE vykultivoval Silva (2001) 57 kniestafylokoki, z toho bylo
41 kmeri koagulasanegativnich a 16 koagulasapozitivnidiNB negastji izoloval S. sciuri
(22,8 %)S. auricularis(10,5 %) aS. xylosug8,8 %). Z 16 kmeinKPS pak 12,3 % kmen
identifikoval jakoS.intermedius8,8 % jakoS. aureusa 7,0 % jakcS. hyicus Fernandez a
kol. (2006) vysSeili 53 strt z uSi pgé s chronickou otitidouS. aureusvyizolovali v 12,5 %
piipadi. Z 1819 bakterialnich kméreiskanych ze zevniho zvukovoduips OE Hariharan a
kol. (2006) nejastji prokézali S. intermediug36,3 %). Oliveira a kol. (2008) vy$iit 100
stéri od 50 pé s bilateralni OE a n&jstji vykultivovali S. intermediu$34,7 %), mé# casto
pak S. aureusssp aureus(5,4 %),S. hyicus(2,5 %),S. aureusssp anaerobicuq2,0 %),S.
schleiferissp coagulang1,5 %) aStaphylococcusp. (1,0 %). Ve 48 vytech z otitickych usi
psi zjistili Petrov a Mihaylov (2008ptaphylococcusp. v 53,1 % fipadi.

Z celkového pé&u 103 bakterialnich kménzolovanych ze zevniho zvukovodudek
s OE vykultivovali Hariharan a kol. (2006) KNS v,3®6 a KPS v 16,5 %ifpadi.

B. Streptokoky

Rod Streptococcugzahrnuje grampozitivni nepohyblivé koky, kteréudakultativre
anaerobni a byvaji usfaany do dvojic aZetizki. Netvai enzym katalasu ani oxidasu.
Nerostou v pitomnosti 6,5 % NaCl nebo 40 %ucovych soli v kultivgnim médiu,
ani i pH vyssim nez 9 (Bedna kol., 1999; Votava a kol., 2003).

V praxi se streptokoky &i podle typu hemolyzy na krevnim agaru aap a vy

hemolytické.a-hemolytické streptokoky vytw¥aji na krevnim agaru viridacg-hemolytické
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streptokoky Uplnou hemolyzu+ahemolytické streptokoky na krevnim agaru Zadnogrzm
nevytvé&eji (Bedné a kol., 1999).

Dulezitym diagnostickym kritériem pro roZléni streptokok do jednotlivych druf
je pritomnost skupinového polysacharidu C, ktery uiugg jejich rozéleni do antigennich
skupin A-Z (Votava a kol., 2003).

Streptokoky produkujifadu exolatek.Str. pyogenesvytvédi streptolysin S a O,
streptokinasu, hyaluronidasu, deoxyribonukleasyotginasy ¢i pyrogenni streptokokove
exotoxiny (Bedn#a kol., 1999; Votava a kol., 2003).

Str. pneumoniag uSich p& s OE popsali Hajsig a kol. (1980). Ve &gch ze zevniho
zvukovodu pé s OE prokézali Kiss a kol. (1997) streptokoky % Xipadi, piicemz 0,6 %
vvkultivovali v ¢isté kultue. Ze zevniho zvukovodu 53ips otitidou prokazali Fernandez a
kol. (2006) viridujici a nehemolytické streptokokyl,4 % gipadi. Hariharan a kol. (2006)
vykultivovali 12,1 % kmef streptokok. Ze 100 stra ziskanych od 50 fiss bilateralni OE
vyizolovali Oliveira a kol. (2008)Streptococcussp. v 1,5 %. Petrov a Mihaylov (2008)

prokazaliStreptococcusp. v 10,9 % vyra z usi ps se zagtlivym onemocgnim.

C. Pseudomonas aeruginosa

Ps. aeruginosge gramnegativni strikthaerobni, Stihla, pohyblivadiynka. Produkuje
Siroké spektrum pigmeint negaseji modrozeleny pyocyanin a Zlutozeleny fluorescein.
Ps. aeruginosase vyznauje pozitivni katalasovou a oxidasovou aktivitoupqukce ureasy
je také dalSim vyznamnym diagnostickym kritériemedB& a kol., 1999; Votava a kol.,
2003).

Kultivace a identifikacd®s. aeruginosge ponerné snadna. Na krevnim agaru vyitva
tato bakterie uplnou hemolyzu (Bedrgkol., 1999), kolonie maji petlevy az kovovy lesk,
vini mohou pipominat lipovy ket, jasmin a fialky, starsi kultury vS8ak mohou zdpc
po amoniaku (Votava a kol., 2003).

Patogenita tohoto mikroorganismu je dana velkymoIstvim produkovanych
exolatek, ale také faktory, které jsou vazany nhktdsa@lni buiku. Z burgcnych struktur

je to predevSim extracelularni polysacharid alginat a lghpgacharidovy komplex butiné
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sttny. K produkovanym exolatkam patnagiklad proteolytické enzymy &pici elastin,
kolagen a fibrin (Bedrié kol., 1999; Votava a kol., 2003).

Probléem [éby infekci zmsobenych Ps. aeruginosaje mnohaetna rezistence
na antibiotika a schopnost mikroorganisniedavat tuto vlastnost praéstinictvim plazmid
dalSim generacim (Votava a kol., 2003).

Fernandez a kol. (2006) vyB#t 53 stra z uSi p& s chronickou otitidou.
Mezi nefasgji vykultivovanymi mikroorganismy byla Ps. aeruginosa (22,1 %).
Z 1819 bakterialnich kménizolovanych ze zevniho zvukovoduups OE vykultivovali
Hariharan a kol. (2006lPs. aeruginosar 17,5 % pipadi. Oliveira a kol. (2008) prokézali
Ps. aeruginosa 1,5 % skra ziskanych od 50 fiss bilateralni OE.

Malassezia pachydermatis

Rod Malasseziazahrnuje lipofilni kvasinkovité organismy (Cafaraha kol., 2005),
které jsou sotasti &zné kozni mikroflory lidi i jinych teplokrevnych dditlovai (Crespo
a kol., 2000). Za witych okolnosti mohou tyto mikroorganismy vystupbyako oportunni
patogeny, které se mohou podilet na vznikznych koZnich i systémovych onemeonlidi
i zvitat (Ashbee a Evans, 2002; Cafarchia a kol., 2005).

Taxonomie

V praxi cElime rod Malasseziana lipid-dependentni a lipid-nondependentni. ®rav
toto hledisko se ukazalo byt rozhoduijici pro jejid@Snou kultivaci, protozedkteri zastupci
tohoto rodu rostou pouze na kulitvach médiich s obsahem mastnych kyselin (Ashbee
a Evans, 2002). Lipid-dependentni malasezie jso& zdvislé na fidavku vysSich mastnych
kyselin (VMK) do kultiva&gniho média a VMK vyuZivaji jako jediny zdroj uhlikéPouze
M. pachydermatisneni zavisla na ffomnosti VMK v kultiva&ni médiu, je tedy lipid-
nondependetni (Crespo a kol., 2000; Woodgyer, 2004)

Taxonomické z@zeni tohoto rodu bylo do nedavné doby velmi clokéti
a to gredevsim proto, Ze mikroorganismy ro#ilalassezia s vyjimkou M. pachydermatis
vytvareji jak kvasinkovou, tak myceliarni formu. Mnohdilse domnivalo, Ze jde o dvané
rody. Proto byla kvasinkova forma ozeaa jako rodPityrosporuma myceliarni forma

jako rodMalassezia.
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V roce 1846 Einstedt objevil mikroorganismus, %texpisoboval onemocmi
pityriasis versicolor. Az v roce 1853 pojmenoval bRo pivodce tohoto onemoeni
jako Microsporon furfur(Ashbee a Evans, 2002; Inamadar a Palit, 2003Yé@dby byl tento
mikroorganismus ififazen k #iznym rodim, jako napiklad Cryptococcus, Saccharomyces
Pityrosporum, Dermatophyton, MoniliGAshbee a Evans, 2002). V roce 1898 pakadih
Baillon tyto kvasinkovité organismy do rofilalasseziglnamadar a Palit, 2003).

V roce 1904 zjistil Sabouraud Ze jak kvasinkowd t myceliarni forma fslusi
stejnému mikroorganismu a ozilaho jakoPityrosporum malassefAshbee a Evans, 2002).
Panja pak v roce 1927 izalil obs formy do stejného do rodRityrosporum(Ashbee a Evans,
2002). Od roku 1984ipvéazilo pouzivani nazwlalassezianadPityrosporuma je vSeobecn
pouzivano do dnesni doby (Inamadar a Palit, 2088;akol, 2006).

Presné zéereni kvasinkovitych organistnrodu Malasseziak jednotlivym drutim
umoznilo az dkladné studium morfologickych,astovych a biochemickych vlastnosti
a predevSim pouziti molekul&rbiologickych metod (Crespo a kol., 2000; Hiraia, 004).

Rige:Fungi

Odctleni: Eumycota
Trida: Basidiomycetes
Rad: Ustilaginales

Rod:Malassezia

RodMalasseziazahrnuje ke dnesnimu dni 11 déulDo roku 1990 byly znamy pouze
dva druhy malasezii, a M. furfur vyskytujici se u lidi aM. pachydermatisktera je izolovana
ze zvfat (Woodgyer, 2004). V roce 1990 objevili Simmon&@eho s vyuzitim molekul&tn
biologickych metod novy druhyl. sympodialis Guillot a Guého zavedli v roce 1995 novou
klasifikaci malasezii, a tma zaklad sekvenovani oblasti 23S rRNA a komplementarnim
studiim jaderné DNA. To znamenalo pro jejich idikdici naprosty pevrat, jehoz vysledkem
bylatada publikaci popisujicich nové druhy. Jiz v ro886.byly objeveny a popsany 4 nové
druhy: M. globosa, Mobtusa, M. sloofiale M. restricta V roce 2002 objevili Sugita a kol.
M. dermatisa v roce 2003 row Sugita a kolM. japonica V poslednich letech se v odborné
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literature objevuji zpravy o dvou novych druzich malasdyii:yamatoensigSugita a kol.,
2004) aM. nana(Hirai a kol., 2004).

Morfologicke, kultivaéni a biochemické vlastnosti

M. pachydermatisrytvati malé ovalné bitky pripominajici tvar lahve (Nobre a kol.,
2001; Woodgyer, 2004). Jini atit¢i pfirovnavaji k otisku nohyi burskému ¢isku (Carlotti,
2001). Typicky tvar biikky je dan tim, Ze se kvasinka rozmnoZuje asexudlanopolarnim
puéenim z pomarné Siroké zakladny (Carlotti, 2001; Nobre a kol., 200@avid a kol., 2003;
Woodgyer, 2004). Na matkeé buice dojde po oddeni dceiné buiky k vytvoreni pongrné
napadné jizvy, ktera jefippovnavana k limeku (Takeo a Nakai, 1986; Nishimura a kol., 1991;
Winiarczyk, 1992).M. pachydermatisnetvai myceliarni hyfy (David a kol., 2003, Kozak,
2003) ani pseudohyfy (Nobre a kol., 2001), podlar@a se barvi grampozitigr{Fan a kol.,
2006) a velikost hitky negesahuje jum v délce a 2,%m v Sice (David a kol., 2003)

M. pachydermatisvykazuje ve ¥tSin¢ pripach pozitivni katalasovou a ureasovou
reakci (Kiss a kol., 1996). Kaneko a kol. (2007istdj Ze v 95,3 % kmeh hydrolyzuje
eskulin. Produkce acetoirdiiindolu prokazana nebyla (Kiss a kol., 1996). Aisice peptonu
je pomala a nekompletni (Gabal, 1988). pachydermatisiefermentuje maltézu, sachar6zu,
glukozu, galaktozu a rafindzu, ale asimiluje malt@zglukozu (Kozak a kol., 2003). VSechny
kmeny tvdi proteinasy, lipasy, lecitinasy a peroxidasy (Kaskol., 1996), zjisha byla také
produkce hyaluronidasy a chondroitin sulfatasy ([Daw kol.,, 2003). Koagutmi
ani hemaglutinéni aktivita prokazana nebyla (Kiss a kol., 1996)€60 a kol. (1996) uvé,
ZeM. pachydermatisitilizuje Tween 40, 60, 80, Tween 20 vSak nikoliento fakt je jednim
z vyznamnych kritérii pro identifikaci tohoto milo@anismu.

M. pachydermatigako jedin& lipid-nondependetni kvasinka roelalasseziadokie
roste na Sabouraudd®dextrézovém (SDA) a gluk6zovém agaru (SGApa modifikovaném
sladinkovém agaru (Kiss a kol., 1997; Blanco a,ka000). Ritomnost VMK v médiu vSak
podporuje jeji #ist (Blanco a kol., 2000). Ke kultivaci lze také pauSGA s pidavkem
sterilniho olivového oleje (Blanco, 1996; Crespkoh, 1999; Woodgyer, 2004). Mezi dalSi
média s pidavkem lipidi, kter4 se pouZivaji v klinické praxi, papredevsim modifkovany
Dixonav agar (Nakagaki, 2000; Murai a kol., 2002; Cafaca kol., 2005; Rincén a kol.,
2006) a Leeming a Notman agar (Belkum a kol., 199dpta a kol., 2000; Faergemann,

2002). Jako selektivni agar uniofici izolaci M. pachydermatis/ cCisté kultde lze vyuZit
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SBG s pidavkem chloramfenikolu a cykloheximidu (Nobre d.k2001; Kindo a kol., 2004;
Petrov a Mihaylov, 2008). Kiss a kol. (1996) zjistte M. pachydermatisieroste na médiich,
ktera neobsahuji kyselinu nikotinovou. Atitopopsali také fenomén satelitnihaistu
této kvasinky v okoli kolonis. intermedius

Doporwovana doba inkubace se &&tji pohybuje v rozmezi 2-7 dni za aerobnich
podminek. Kultivujeme-li na SGAip 37 °C v mikroaerofilnim progedi, fist kolonii
je v 75 % pipadi patrny jiz za 24 hodin (Blanco a kol., 2000). \aarobnim prosedi je fist
M. pachydermatiselmi pomaly (David a kol., 2003). N&jstji pouzivana kultivani teplota
se pohybuje okolo 37 °C, je totiz nejblizsi teplavnit zevniho zvukovodu (Bernardo a kol.,
1998; Blanco a kol., 2000; Masuda a kol, 2000).8Daltdi doporwuji kultivaci pi teplog
32 °C (Cafarchia a kol., 2005; Morris a kol., 20@5)pii 35 °C (Eichenberg a kol., 2003).
M. pachydermatigiolre roste g hodnotach pH 1-3 a 4-8, pH 9-1Gst kvasinky inhibuje
(Matousek a kol., 2003).

M. pachydermatisyrasta na Sabouraud®agaru po 24 h inkubacki@B7 °C v bilych,
drobnych koloniich, které se po prodlouzené inkubactSuji a jejich barva se i
na krémovouci svétle hnédou. Povrch kolonii je konvexni a suchy (David d.,k8003).
Na modifikovaném Dixonay agaru vyfistd tato kvasinka také v konvexnich, kréghov
zbarvenych koloniich (Woodgyer, 2004). pachydermatigniZze na krevnim agaru vytket
efekt podobny hemolyze, ktery vznikasmbenim peroxidasy. it na tomto meédiu je vSak
velmi slaby (Gabal, 1988; Blanco a kol., 2000).

Vyskyt a patogenita

M. pachydermatige povazovana zaé¢bnou sodast kozni mikrofléry pedevsim ps
(Fan a kol., 2006), ale takédek, liSek (Nakagaki a kol., 2000; David a kol., 3pBan a kol.,
2006). Vyskytuje se na sliznicich zevniho zvukovodghyski, tlamy, analniho otvoru,
genitalniho traktu a natki zdravych p8. U katek neni vyskytM. pachydermatisak ¢etny
(Matousek a Campbell, 2002). Kvasinka kolonizujeatsin corneum zdravych jediinc
ve velmi nizkém p&u. U psi s koznimi alergickymi onemoénimi se niiZze jeji mnozstvi
v zevnim zvukovodu a naiki rapidreé zvysit (Morris a kol., 2005; Fan a kol., 2006)taho

vyplyva, ZeM. pachydermatisse stava patogenntimmeéné mikroprostedi kize a sliznic
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¢i obrannych mechanisinmakroorganismu (Crespo a kol.,, 2000; Matousek anpibell,
2002).

Procentualni zastoupeni tohoto mikroorganismuraveth ps se pohybuje v rozmezi
15-49 %, u p& s OE se zvySuje na 50-93 % (Guillot a kol., 199¢espo a kol., 2000). Nunes
a Hamdan (1995) prokazaM. pachydermatisdokonce u 91 % zdravych {jpsVyskyt
a mnozstvi izolovanych malasezii zavisi také nanpld psa. Néastji je M. pachydermatis
popisovana u kokrSpaki a remeckych ovaka (Nobre a kol., 2001; Cafarchia a kol., 2005).
V zevnim zvukovodu zdravych kek popsali Guillot a kol. (1994) 20% vyskyt
M. pachydermatis

U pdi zpasobujeM. pachydermatislermatitidy, ale nejvice je spojovana s OE aké ta
negastji izolovanou kvasinkouip tomto onemocéni (Nakano a kol., 2005; Fernandez a kol.,
2006). Carlotti (2001) uvadi, 2. pachydermatisniZze pisobit jako alergen.

Bernardo a kol. (1998) vy$di 46 vytéri ze zevniho zvukovodu pss mykotickou
otitidou a vykultivovaliM. pachydermatiy 80,4 % pipadi. V zevnim zvukovodu fiss OE
prokazali Kozak a kol. (2003) tuto kvasinku v 31 gtipadi. Lyskova a kol. (2007)
vyizolovali z vygra zevniho zvukovodu 97 fiss OEM. pachydermatisy 12,7 % pipadi.
Oliveira a kol. (2008) vys#ti 100 s€ri od 50 pad s bilaterdini OE a vykultivovali
M. pachydermatis 36,1 % pipad

M. pachydermatisje znama pedevSim ve veterinarni medi¢inJako mvodce
onemockni u ¢lovéka je popisovana sporadicky, a to zejména u imyras@vanych osob
a predtasré narozenych é&i (Crespo a kol., 2000; Morris a kol., 2005; Fakoh, 2006).

1.4 Testovani citlivosti na antimikrobialni I&iva

Rezistence mikroorganisirk nékterym drulim antimikrobialnich l&v je v posledni
dok® pomeErné castym jevem. Tento stav je igoben pedevSim jejich neuvazenym
a nadndrnym predepisovanim, aniz by byla vyBsta citlivoStkmen: bakterii ¢i kvasinek Které
onemocgni zpisobily.

O vysledcich citlivosti kmah stafylokoki izolovanych ze zevniho zvukovodu
zdravych p8 a psi s OE publikovanychdkterymi autory informuje tabulka 1. VSichni atito
zjistovali citlivost stafylokok diskovou difuzni metodou.

-24 -



Tabulka 1 Citlivost stafylokoki na antibiotika publikovanaiaznymi autory, uvagha

v procentech citlivych kmen

S
= c
c £ c =
g9 |5 |¢ 5 |
EE|E |E || |38 |3
© o 8 o} S o S @
o =4 c 2 © c ] =
e < @ = x v = v
Pedersen anV\iegener (1998) 10000 N | N | N | N | 440/ N | 670
Kiss ank‘j'-G (01997)a N | 580/| 96,0 620 500 31,0 N 190
Cole ankf'-zélggsf 1000 N 963 N | N | 407 N| 615
. b
Lilenbaum a kol. (2000) N N | 841| N | 954/ 61,3 97,7 932
n=44
- a
S"V"Jr‘] (_2(;01) 714 57.1| 1000 N | 429 429 N| N
- C
SI|V?] (_2201) 100,0| 60,0 | 100, N | 80,0| 60,0, N N
Junco ?‘ liO(IS.?(ZOOZ)’ 805| 76,1 N| N| N| 523 N| 806

adata praS. intermedius’ data proStaphylococcusp.;© data praS. aures; ¢ data pro KPS

Sarierler a Kirkan (2004) zjisvali citlivost Sesti kmeih Streptococcussp.
na antibiotika. Zadny z kménnebyl citlivy na gentamicin, naopak vsechny byiylié
na oxytetracyklin a ciprofloxacin.

Citlivost 221 kmef streptokok izolovanych ze zevniho zvukovodu testovali
Hariharan a kol. (2006). VSechny kmeny byly citlivé ampicilin a penicilin. Gentamicin byl
acinny pouze na 71 % testovanych streptakok

Lyskova a kol. (2007) zji®vali citlivost 34 kmeif Str. canisvykultivovanych z usi
zdravych p8 i psi s klinickou manifestaci OE. Jako nejmd@ginné antibiotikum vyhodnotili
tetracyklin (35,3 % rezistentnich kmignVsechny kmeny byly citlivé na penicilin, ampinil

gentamicin a chloramfenikol.
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VSech &meni Streptococcus spkteré ziskal Turkyilmaz (2008) zeist ze zevniho
zvukovodu p8 s otitidou bylo citlivych k penicilinu. Ampicilinbyl G¢inny na 88 %

a gentamicin na 75 % kméstreptokoki.

Tabulka 2 informuje o vysledcich citlivosti pseudmmd izolovanych ze zevniho
zvukovodu zdravych fisa psi s OE publikovanych dkterymi autory. Citlivost pdeudomonat

byla ve vSech fipadech zjiBovana diskovou difazni metodou.

Tabulka 2 Citlivosti pseudomonad na vybrana antimikrobid#tiva publikovana znymi

autory, uvadna v procentech citlivych kmén

I
=
c c
c | E| €8 |2 £]|25|s
= > e = O = O > =
'© ) © S G 'S @ & o
o8| 8  E|8|E| 8| 3
| S| 5o |d|&|a|e&|F
Kiss ankgl.l(()%%?)a N | N| N [920] N| N| N| 170 N
Barrasana:ki)g(2000)a N | 00| N | 632 N| N| 789 N| 842
Cole ankgl.g(.ZOOB)a 250/ N | 00| 750/ N| 00| N| 00 N
. — B
Sarierler anKler;a}n (2004) 00| N N | 100, N | 66,6 N | 100,0 N
. A a
onveurana:kﬂ.l(_zoOS) 00| 244 54 | 533 N| 00 N| 16 N
Lyskovana:kc;l.. (2007y 00| N | 00/ 1000571 N |1000 N | N
. . a
TUfky"r:anléz_OOS) 190/ N | N |81,0] N| 750 N| 130 N

adata proP. aeruginosa® data praPseudomonasp.

Einchenberg a kol. (2003) testovali citlivost 82dain M. pachydermatiszolovanych
od psi s OE k antimykotikm mikrodillcni metodou. VSechny kmeny byly citlivé
k itrakonazolu, u flukonazolu se projevila rezisterve 2,4 % a u ketokonazolu dokonce
v 3,7 % ipadi.

Nascente a kol. (2003) zjgvali citlivost 44 kmefi M. pachydermatisze zevniho

zvukovodu p8 a kaek na antimykotika E-testem a bujonovou mikroghliu metodou.
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SoulgZnym vyhodnocenim vysledk obou metod autdo zjistili, Ze nej&inngjSim
antimykotikem byl flukonazol (64,3 % citlivych km&n Ke ketokonazolu bylo citlivych
57,1 % a k itrakonazolu 28,6 % knien

Ve studii Lyskove a kol. (2007) testovali atitocitivost M. pachydermatis
na antimykotika diskovou difazni metodou na Sabodoa¢ agaru. Autd prokazali,
Ze kmeny kvasinek byly citlivé ke vSem testovanymimaykotikim. Pouze u 4,4 % kmén

byla zjiS€na rezistence na flukonazol.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Material

2.1.1 VySabvany material

VySetovali jsme vygry ze zevniho zvukovodu zdravychupa kaek a pg a kaek

s klinickou manifestaci OE. Vzorky odebirali veténini l|ékd veterinarnich Kklinik
MVDr. Vladimira Tluhote, MVDr. Jiiho Zabky a MVDr. Valentiny Sedi&ové.

VysSetovany material byl nejpozf do 4 h od odbru transportovan do labordeo

k dalSimu zpracovani. Pokud nebylo mozné zajistanwity transport vzork byly tyto

umiseény do Amiesova transportniho média (Dispolab, sgalo., ¢.5. 0978) a do 24 h

pievezeny do laborate. Spolu s nim byly dopraveny iodni listy, které obsahovaly

informace o mistodbiru vzorku, klinickém nalezu, raseilw a pohlavi zvkte.

2.1.2 Kultiva®ni média

>

Christenseniv agar piipraveny rozpughim zakladu podle navodu vyrobce (IMUNA
Pharm¢.8. 3130393).

Krevni agar s 5 % defibrinované berani krve (LabMediaServisog. piipraveny
z Blood agar base No. 2 podle navodu vyrobce (HINAEDaboratories Pvt. Ltd.,
¢.5. 0000017141).

MacConkey agar pripraveny rozpughim zakladu podle navodu vyrobce (IMUNA
Pharm¢.5. 500307).

»Malassezid agar pripraveny rozpugnim 1g peptonu (HIMEDIA Laboratories Pvt.
Ltd., ¢.8. 96018), 4 g glukdzy, 0,01 g kvasmého extraktu (HIMEDIA Laboratories
Pvt. Ltd.), 0,2 ml glycerolu (Sigma-Aldrich), 0,2 Imf'weenu 80 (HIMEDIA
Laboratories Pvt. Ltd¢.S. 5-1113), 50 mg 100% olivového oleje (Centréékérna
Pardubice), 2 g agaru (HIMEDIA Laboratories Pvtd.Lt.S. 3-0003) ve 100 ml
destilované vody. irla byla sterilizovana v autoklavii @21 °C po dobu 15 min.
Mueller-Hinton agar se 7 % defibrinované berani krve (LabMediaServiso.$
pripraveny rozpugnim zakladu podle ndvodu vyrobce (OXOID Li#l§. 389630).
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» Puada pro utilizaci Tweenu pripravena rozpushim 4 g Nutrient agaru No. 2
(HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.¢.5. 0000045172) a 1 ml Tweenu 20 (Sigma-
Aldrich, ¢.8. F7TH013715), Tweenu 40 (Sigma-Aldrichs. 094K0152), Tweenu 60
(Sigma-Aldrich,¢.8. 065K0222fi Tweenu 80 ve 100 ml destilované vodydR byla
sterilizovana v autoklavuipl21 °C po dobu 15 min.

» Sabouraudiv agar pripraveny dle navodu ze Sabouraud Dextrose Agar yfirm
HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltdq, S. XK132).

» Slanetz-Bartley agar pripraveny rozpugnim zakladu podle navodu vyrobce
(HIMEDIA Laboratories Pvt. Ltd.¢.S. 0000025573)

Pro owfovani kazdé SarzeMalassezia agaru pouzivaného pro kultivaci kvasinek
jsme pouzivali referemi kmenyM. pachydermatisCCY 85-1-5 aM. furfur CCY 85-2-1
ziskané od Ing. Eleny Slavikové ze Zbierky kultaraginek, Chemicky ustav AV SR,
Bratislava.

2.1.3 Diagnosticke sety a testy

Identifikaci izolovanych mikroorganisim jsme provadi nasledujicimi komemé

dodavanymi testy:

Komeréni mikrotesty a diagnostické soupravy

Y

STAPHYtest 16 (PLIVA- Lachema, a.s¢.S. 310707)
STREPTOtest 16(PLIVA- Lachema, a.s¢.S. 300708)
ENTEROtest 24 (PLIVA- Lachema, a.s¢.S. 308507)
NEISSERIAtest (PLIVA- Lachema, a.s¢.S. 22303105)
NEFERMtest 24 (PLIVA- Lachema, a.s¢.S. 22308605)
ITEST STAPHY-KOAGULASA (ITEST plus, s.r.o¢.S. 2015)
ITEST PYR test (ITEST plus, s.r.o¢.s. 1078)

ITEST STREPTO GROUP (ITEST plus, s.r.o¢.S. 1064)

VP test(PLIVA-Lachema, a.sg.S. 229307)

ONP test(PLIVA-Lachema, a.sg.8. 22205706)

YV V.V V V V V V V
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Konvenéni testy

» Produkce oxidasy testovana na filtéaich papircich napudtych 1% vodnym
roztokem tetramethyl-p-fenylendiaminu

» Produkce katalasy-prikaz provadn v 3% roztoku HO,

» Produkce ureasy testovana na Christensegowagaru pipraveném dle navodu

vyrobce

2.1.4 Antibiotické testéni disky

Citlivost bakterii na antibiotika jsme vygetali antibiotickymi testenimi disky firmy
OXOID Ltd.:

Ampicilin (AMP)- 10 g, ¢.S. 400155
Ampicilin/sulbaktam (SAM)- 2Qug,, ¢.S. 405448
Aztreonam (ATM)- 5ug,, ¢.S. 418207
Cefotaxim (CTX)- 3Qug,, ¢.5. 384667
Ciprofloxacin (CIP)- fug,, ¢.S. 454246
Erytromycin (E)- 3Qug,, ¢.5. 342010
Gentamicin (CN)- 1Qug, €.S. 453266
Chloramfenikol (C)- 3Qug,, ¢.S. 444248
Klindamycin (DA)- 2ug, ¢.S. 402244
Nitrofurantoin (F)- 30Qug, ¢.S. 413222
Ofloxacin (OFX)- 30ug, ¢.S. 398105

Oxacilin (OX)- 1pug, ¢.5. 334967

Penicilin G (P)- 10 U¢.S. 444031

Piperacilin (PRL)- 10Qug, ¢.S. 412787
Rifampicin (RD)- 5ug, ¢.8. 237049
Sulfametazol/trimetoprim (STX)- 25g, ¢.S. 221246
Teikoplanin (TEC)- 3Qug,, ¢.S. 446260
Tetracyklin (TE)- 3Qug, ¢.5. 447329

Tikarcilin (TIC)- 75ug, ¢.5. 349403
Vankomycin (VA)- 30ug, ¢.S. 440940

YV V.V V V V V V VY V V V V V V V VYV V V V
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2.1.5 Antimykotické testmi disky

Testovani citlivosti izolovanych kvasinek jsme yadli antimykotickymi testanimi
disky firmy ITEST plus, s.r.o.:

Amfotericin B (AMB)- 50ug, ¢.S. 1070
Bifonazol (BIF)- 30ug, ¢.S. 1086
Ciklopiroxolamin (CIK)- 30ug, ¢.S. 1056
Ekonazol (EKO)- 3Qug, ¢.S. 1116
Flukonazol (FLU)- 25.9,¢.S. 1118
Itrakonazol (ITR)- 3Qug, ¢.S. 1106
Ketokonazol (KET)- 3Qug, ¢.S. 1106
Klotrimazol (KLO)- 30ug, ¢.8. 1116
Mikonazol (MIK)- 30pug, ¢.5. 1096
Nystatin (NYS)- 5Qug, ¢.S. 1116
Pimaricin (PIM)- 50ug, ¢.8. 1106

vV V.V V V V V V V VYV V

2.1.6 Roztoky¢inidla a chemikalie

> 0,85% vodny roztok NaCl (fyziologicky roztok) prdipravu suspenzi izolovanych
bakterii, kvasinek a mikroskopickych prepérat

» 1% vodny roztok tetramethyl-p-fenylendiaminu prékaz oxidasy

> 3% vodny roztok KO, pro piikaz katalasy

» Roztoky pro barveni prepatatdle Grama — 40% roztok krystalové violeti
v 10% roztoku gavelanu amonného, LugM roztok (10% vodny roztok,la Kil),
0,1% roztok karbolfuchsinu

» 70% ethanol

2.1.7 Ristroje a ponicky

» Autoklav
» Horkovzdus$ny sterilizator
» Lednicka

-31-



Mraznicka

Swtelny mikroskop
Termostat

Vahy

Vodni laze

YV V. V V V V

Petriho misky, zkumavky, gumové zéatky, stojany kanzavky, Erlenmayerovy ky,
kadinky, odmérné valce, podlozni sklka, akovaci Kkliky, kahan, pinzety,

mikropipety, sterilni Sggky a davkova antibiotickych testénich diski

2.2 Pracovni postup

2.2.1 Primokultivace
Vyg€ry ze zevniho zvukovodu psa kaiek jsme kultivovali na krevni,Malassezig

MacConkey, Sabouradd agar a Slanetz-Bartleyho agar a inkubovali v testatu pi 37 °C
po dobu 24-48 h. {{lalasseziaa Sabourauiiv agar 24-72 h).

2.2.2 Subkultivace

Po 24 h inkubaci jsme hodnotili morfologii koloniharostlych na dach.
Charakteristické kolonie bakterii jsme izolovali raevni agar, v fipac kvasinek
na ,Malassezia a Sabourauiv agar, které jsme inkubovali v termostatu 24 3¥ °C.
Izolaci kolonii jsmecasto provadli opakovar, nez se nam podk ziskat ¢istou kulturu
mikroorganisnd.

2.2.3 Identifikace izolovanych mikroorganiséin

Ziskané kmeny mikroorganigémsme dale identifikovali na zakladmorfologie
bakterialnich bugk, rastovych, antigennich a biochemickych vlastnost
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Barveni dle Grama

V kapce fyziologického roztoku na podloznisklicku jsme vytvaili suspenzi
testovaného kmene. Natisme nechali zaschnout a poté ho fixovali plamen@reparat jsme
nasledy obarvili dle Grama, a to nésledujicimispbem. N&tr jsme gevrstvili roztokem
krystalové violeti na 30 s. Poté jsme barvivo séilipreparat ilili na 30 s Lugolovym
roztokem. N&ir jsme odbarvili 70% ethanolem a oplachli destiloma vodou. Na za&r jsme
preparat pevrstvili na 60 s karbolfuchsinem. Barvivo jsmelisk preparat oplachli
destilovanou vodou. Obarveny preparat jsme pozdirova swtelném mikroskopu

pii celkovem z¥tSeni 1500x a hodnotili jsme tvar, uggpdani a barvitelnost bék dle Grama.

Prikaz katalasy

Tvorbu katalasy jsme sledovali v kapce 3%0Ok] do které jsme bakteriologickou
klickou nanesli testovanou kulturu. Pokud testovanyromifganismus produkoval katalasu,
doSlo k rozkladu KO, podle rovnice 2 bO,— 2 H,O + O, a naslednému uniku kysliku
za tvorby bublinek. Pokud testovany mikroorganisrkagalasu netvd, k uniku bublinek

nedoslo.

Prikaz cytochromoxidasy

Testovanou kulturu jsme pomoci skieg tyinky nanesli na filtréani papirek
napustny 1% vodnym roztokem tetramethyl-p-fenylendiamiRwzitivni reakce pro jpkaz
cytochromoxidasy se projevila zmodranim papirki, megativni reakci &stal papirek

nezbarven.

Prukaz vazané koagulasy

Na podlozni skiko jsme nanesli kapku kraliplasmy a rozéeli v ni rekolik kolonii
testovaného mikroorganismu. V pozitivninfigact doslo misobenim vazané koagulasy
k preméné rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrinveigeni aglutinatu a projasni
suspenze. Pokud testovany mikroorganismus vazaraagukasu neprodukoval,ugtala

suspenze zakalena a k vyiteni aglutinatu nedoslo.
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Priakaz volné koagulasy

Do aglutin&gni zkumavky s 0,5 ml krali plasmy jsme aseptickyignesli @kolik
kolonii testované kultury. S¢8 jsme inkubovali 3 hip 37 °C, a pak do druhého dne
pii laboratorni teplat Vysledek jsme od#étali po 3 h resp. 24 h. V pozitivnintipad doSlo

ke ztuhnuti plasmyi k vytvoreni chuchvalt a srazenin.

Prukaz tvorby acetoinu (VP test)

Do suspenze testovaného kmene ve fyziologickéntokazodpovidajici 1. stupni
McFarlandovy stupnice pro enterobakterie a 2. stMmfarlandovy stupnice pro streptokoky,
enteroky a stafylokoky jsme umistili diagnosticksopZzek, ktery obsahoval pyruvat sodny
jako substrat. Po 24 h inkubacii 87 °C jsme pidali 1 kapkucinidla VPT | (@-naftol)

a 1 kapkwinidla VPT Il (hydroxid sodny). Pokud acetoin vzaikdoslo do 30 min ke vzniku

gerveného zbarveni.

Prukaz produkce p-D-galaktosidasy (ONP test)

Z testovaného kmene jsme v 0,6 ml fyziatkgho roztoku ppravili bakterialni
suspenzi, ktera odpovidala 2. stupni McFarland@kalové stupnice, a do taktdigravené
suspenze jsme vlozili testa prouzek pro pikaz B-D-galaktosidasy. Nasledovala inkubace
24 h @i 37 °C. Pokud testovany mikroorganismus produkdydd-galaktosidasu, doslo

ke Zlutému zabarveni suspenze.

Prikaz produkce pyrrolidonylarylamidazy (PYR test)

Test&ni disk jsme navlili malym mnozstvim sterilni destilované vody ajelo sted
nanesli bakteriologickou klkou malé mnozstvi testované kultury. Poté jsme aléch
inkubovat 1-2 min f laboratorni teplat a aplikovali 1 kapku barevné vyvojky. Pozitivni
reakce se projevila ¢ervenanim testmiho disku v mist, kde jsme testovany
mikroorganismus nanesli, v negativnirfigact disk v inokulovaném mistbarvu nezranil

nebo lehce zezloutl.
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Uréeni skupinového antigeny-hemolytickych streptokoki

Do extrakni zkumavky jsme kapli 1 kapk&inidla | a resuspendovali v niiplizné
5 kolonii testovaného kmene. Poté jsniieladi 1 kapkucinidla Il a roztok zezZloutl. Prégpali
jsme a nechali 3 min inkubovat. Nakonec jsnigai 2 kapky cinidla 1ll, coz vedlo
ke zruzo¥ni roztoku. Pasteurovou pipetou jsme n&ebnych ploch destky kapli po jedné
kapce extraktu a vedle nfigali po kapce latexové suspenze anti-A, B, C, I& Kapky jsme
pomoci michadélka smisili a s déktu kolébali. B pozitivni reakci dosSlo ke ietelné
aglutinaci a k projasmi suspenze. V negativniniipact aglutinat nevznikl a suspenzésrala

zakalena.

Prikaz produkce ureasy

Aktivitu ureasy jsme testovali na Chrisiems Sikmém agaru. Testovany
mikroorganismus jsme né&kovali na Christenséiv agar a inkubovali 24 hip 37 °C.
V pozitivnim pipad doSlo misobenim ureasy k rozkladu tmwiny pritomné v agaru
na amoniak a oxid uliity a nasledné alkalizaci média amoniakem. Zvy§ghise projevilo
zmeénou barvy fenolové&terverg z okrové na rZovou aZzcervenou. HE negativni reakci

ke znen¢ barvy acidobazického indikatoru nedoslo.

Prikaz utilizace Tweenu 20, 40, 60 a 80

Utilizaci Tweenu jsme testovali na Nutrieagaru No. 2 s 1 % Tweenu 20, 40, 60
¢i 80. Agar naokovany testovanou kulturou kvasinek jsme inkuboudi h @i 37 °C.
Utilizace Tweenu se projevila rigtem testované kultury kvasinek. Pokud testovamdéikka

Tween neutilizovala, na médiu nenarostla.

Biochemické vlastnosti bakterii u€ované identifikaénimi soupravami

Biochemické vlastnosti bakterii jsme tgigali komegnimi  mikrotesty
STAPHYtest 16, STREPTOtest 16, ENTEROtest 24, NERI3test, NEFERMtest 24 firmy
PLIVA-Lachema, a.s. (2008) fiHejich provaéni jsme postupovali podle navodvedenych
vyrobcem. K vyhodnoceni mikrotéstjsme pouzivali p&itacovy identifikaini program
TNW Lite verze 6.0 (PLIVA-Lachema, a.s, 2000).
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2.2.4 Citlivost na antimikrobialni l&va

Testovani citlivosti bakterii na antibiotika

Testovani citlivosti na antibiotika jsme opacili diskovou difzni metodou
na Mueller-Hintono¥ agaru se 7 % defibrinované berani krve. Z testw@vaultury
jsme gripravili suspenzi o hustét ktera odpovidala 0,5 stupni McFarlandovy zékalové
stupnice. Sterilnim vatovym tamponem jsme susperaiesli na cely povrch Mueller-
Hintontonova agaru a davkaiean antibiotickych disk jsme na povrch nanesli poZzadovana
antibiotika. Inkubovali jsme 24 hiip37 °C. Po inkubaci jsme zfili pramér inhibi¢cnich zén
pro jednotlivd antibiotika a z#&ené hodnoty jsme porovnali supnéry inhibi¢nich zon
stanovenymi pro citlivé kmeny.

Vysledné hodnoceni citlivosti na antibiotika jsnreyactli podle Udaji doporégenych
Clinical Laboratory Standard Institute (PennsylaniUSA; 2007) pro stafylokoky,
streptokoky, enterobakterie, enteterokoky a psewd@aty, které jsou uvedeny vilpze 1, 2,
3,4ah5.

Testovani citlivosti kvasinek na antimykotika

Testovani citlivosti kvasinek na antimykati jsme provagi diskovou difuzni
metodou na lMalassezia agaru. Z testované kultury jsme stigravili suspenzi o hustét
odpovidajici 0,5 stupni McFarlandovy zé&kalové sto@nSuspenzi jsme sterilnim vatovym
tampénem nanesli na cely povrch agaru a sterilmzgtou jsme na povrch média umistili
antimykotické disky. Inkubovali jsme 24 ki 37 °C. Po inkubéni dok® jsme zngfili velikost
inhibi¢nich zon a vysledky porovnali s tpnéry inhibicnich zon uvaéhymi vyrobcem

antimykotickych disk, firmou ITEST plus, s.r.o. {floha 6).

2.3 Statistické zpracovani dat

Ziskané data byla uvéda v procentech a byla dale vyhodnocena s vyu#tim testu

hypotézy o shodnosti struktury dle nasledujicihorge

. (ad-bcf’
X = (a+b)(a+c)(c+d){o+d) (@vérova 2007)
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3 VYSLEDKY

3.1 Owéreni riastovych vlastnostiM. pachydermatis

Porovnavali jsmetist M. pachydermatisia Sabouraudéwagaru a Malasseziaagaru.
Po 24-48 h inkubaci ip 37 °C vyistala tato kvasinka spolehdivna obou kultivanich
meédiich.

3.2 Vysledky mikrobiologického vySeteni vytéria ze zevniho
zvukovodu

Celkem jsme ziskali 28 ¥yt ze zevniho zvukovodu 17 (ps& 5 ka@ek s klinickymi
piiznaky OE, jako je lokalni bolest, &ini, zarudnutici otok. Déle jsme vysSéti 61 psi

a 15 ka@ek bez klinickych fiznaki OE, které jsme zadili jako kontrolni skupinu (tabulka 3).

Tabulka 3 Vysledky mikrobiologického vyS&gni stri ze zevnich zvukovddpsi a katek

Z toho

Zevni zvukovod| Pcet zviat Vzorki celkem kultivacné pozitivnich
n %

Zdrava | psi 61 63 54 85,7
zvirata | kocky 15 15 14 93,3
Zvitata s psi 17 22 20 90,9
OE kocky 5 6 6 100,0
Celkem 98 106 94 88,7

Z udaji uvedenych v tabulce 3 vyplyva, zérgtze zevniho zvukovodu psa katek
s klinickou manifestaci OE byRastji kultiva¢né pozitivni nez stry pochazejici od zdravych
psi a kaek.
3.2.1 Mikrobidlni nalezy v zevnim zvukovodu zdravysi

Z celkového pétu 63 vySetenych vzork jsme izolovali 89 kmeinbakterii, 10 kmein
kvasinek a mikromycet®Rhizopussp. Nefasgji jsme prokazali KNS (37,0 %) Bacillus sp.
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(34,0 %). Visté kultde jsme najastji vykultivovali Bacillus sp., ve smssi KNS spoléné

s Bacillussp. Zjis&né vysledky jsou zaznamenany v tabulce 4.

Tabulka 4 Mikrobialni nalezy ve vyirech ze zevniho zvukovodu zdravyclhi ps

Patet izolovanych kmein Z toho
v Cisté kultue ve snisi

n % n % n %
Bakterie 89 89,0 21 23,6 68 76,4
Bacillus sp. 34 34,0 8 23,5 26| 76,5
KNS 37 37,0 9 24,3 28 | 75,7
Koryneformni tyge 3 3,0 0 0,0 3 100,0
S. aureus 2 2,0 0 0,0 2 100,0
S. intermedius 11 11,0 3 27,3 8 72,7
S. schleiferssp.coagulans 1 1,0 1 100,0 0 0,0
Str. canis 1 1,0 0 0,0 1 100,0
Kvasinky 10 10,0 5 50,0 5 50,0
M. pachydermatis 10 10,0 5 50,0 5 50,0
Mikromycety 1 1,0 0 0,0 1 100,C
Rhizopussp. 1 1,0 0 0,0 1 100,0
Celkem 100 100,0 26 26,0 74 74,

3.2.2 Mikrobialni nalezy v zevnim zvukovoduips OE

Z celkového p&tu 22 vysSetenych vzork jsme vykultivovali 33 kmei bakterii a 6
kmeni kvasinek (tabulka 5). K n&sgji izolovanym mikroorganistiim patily Bacillus sp.
(28,2 %), KNS (15,4 %) M. pachydermatig15,4 %). V¢isté kultue jsme nejastji ziskali
M. pachydermatisve snési pak KNS spoléné s Bacillussp.
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Tabulka 5 Mikrobiélni ndlezy ve vytrech ze zevniho zvukovodutps OE

Z toho
Pcatet izolovanych kmein
v ¢isté kultue ve snisi
n % n % n %

Bakterie 33 84,6 6 18,2 27 81,8
Bacillussp. 11 28,2 2 18,2 9 81,8
Enterococcus faecalis 1 2,6 0 0,0 1 100,0
Gramnegativni koky 1 2,6 0 0,0 1 100}0
KNS 6 15,4 1 16,7 5 83,3
Koryneformni tge 2 51 0 0,0 2 100,
Moraxellasp. 2 51 0 0,0 2 100,0
Proteussp. 1 2,6 0 0,0 1 100,0
Pseudomonasp. 1 2,6 0 0,0 1 100,0
S. intermedius 5 12,8 1 20,0 4 80,0
S. schleiferssp.coagulans 3 7,7 2 66,7 1 33,3
Kvasinky 6 15,4 5 83,3 1 16,7
M. pachydermatis 6 15,4 5 83,3 1 16,7
Celkem 39 100,0 11 28,2 28 71,8

3.2.3 Mikrobiélni nalezy v zevnim zvukovodu zdravyoéek

Z celkového p&tu 15 vySetenych vzork jsme vykultivovali 19 kmein bakterii,
3 kmeny kvasinek a mikromycetBenicillium sp. Z tabulky 6 vyplyva, Zze ze zevniho
zvukovodu zdravych kek jsme neajastji vyizolovali KNS (60,9 %). V cisté kultde
jsme nefastji vykultivovali KNS, ve sngsi pakM. pachydermatispole&né s KNS.
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Tabulka 6 Mikrobialni nalezy v zevnim zvukovodu zdravychikk

Patet izolovanych kmein Z toho
v cisté kultue ve snisi
n % n % n %
Bakterie 19 82,6 10 52,6 9 47,4
Bacillussp. 2 8,7 2 100,0 0 0,0
KNS 14 60,9 7 50,0 7 50,0
S. aureus 1 4,3 0 0,0 1 100,0
S. intermedius 2 8,7 1 50,0 1 50,0
Kvasinky 3 13,0 0 0,0 3 100,d
M. pachydermatis 2 8,7 0 0,0 2 100,G
Blize neutena kvasinka 1 4,3 0 0,0 1 50,0
Mikromycety 1 4,4 0 0,0 1 100,G
Penicilliumsp. 1 4.4 0 0,0 1 100,0
Celkem 23 100,0 10 43,5 13 56,5

3.2.4 Mikrobialni nalezy v zevnim zvukovodudel s OE

Z celkového pé&tu 6 vySetenych vzork jsme vykultivovali 8 kmet bakterii

a 2 kmeny kvasinek (tabulka 7). V zevnim zvukovdaek se zagtlivym onemocgnim

usniho epitelu v naprosté&tginé dominovaly KNS (60,0 %). Kvasinkil. pachydermatis

jsme izolovali ve 20,0 %. Visté kultde jsme nejastji izolovali KNS, ve sngsi pak KNS

spole&né sM. pachydermatis.
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Tabulka 7 Mikrobiélni ndlezy v zevnim zvukovodu &k s OE

Patet izolovanych kmein Z toho
v ¢cisté kultue ve snisi
n % n % n %
Bakterie 8 80,0 3 37,5 5 62,5
KNS 6 60,0 2 33,3 4 66,7
S. aureus 1 10,0 1 100,0 0 0,0
S. schleiferssp.coagulansg 1 10,0 0 0,0 1 100,(
Kvasinky 2 20,0 0 0,0 2 100,(
M. pachydermatis 2 20,0 0 0,0 2 100,0
Celkem 10 100,0 3 30,0 7 70,0

3.3 VlastnostiM. pachydermatis

U vSech kmei M. pachydermatiszolovanych ze zdravych psa kaiek a p§ a kaek
s klinickymi priznaky OE jsme zjiovali morfologii bakterialnich butk, Kkultiva¢ni
a biochemické vlastnosti (tabulka 8).

Na zaklad mikroskopického vyséeni jsme prokazali, Ze vSechny kmenylyn
lahvovity tvar buiky (ptiloha 7). Déle jsme zjistili, Ze vSechny kmeM; pachydermatis
vyrastaji na Sabourauddvnebo Malassezia agaru po 24-48 h inkubacifip 37 °C
ve smetanovych, hladkych a matnych koloniich.

Katalasu tvalo 95 % a ureasu 75 % km@&nSchopnost utilizovat Tween 40, 60 a 80
jsme prokazali u vSech testovanych kiinéh pachydermatisavSak utilizaci Tweenu 20 pouze
u 85 % kmei.

-41 -



Tabulka 8 Vlastnosti kmefh M. pachydermatisizolovanych ze zevniho zvukovodu tps
a kacek

M. pachydermatis
(N=20)

+ %
Lahvovity tvar buiky 20 100
Smetanove, hladke, matné kolonje 20 100
Rust pi 37 °C 20 100
Produkce katalasy 19 95,0
Produkce ureasy 15 75,0
Utilizace Tweenu 20 17 85,0
Utilizace Tweenu 40 20 100,0
Utilizace Tweenu 60 20 100,0
Utilizace Tweenu 80 20 100,0

Legenda: + - ptet kmert s danou vilastnosti

3.4 Testovani citlivosti na antimikrobialni I&iva

3.4.1 Citlivost bakterii izolovanych ze zevniho kewodu zdravych pka psi
s OE

Citlivost bakterii na antibiotika jsme testovalskbvou difizni metodou na Mueller-
Hintonow agaru se 7 % debrinované berani krve. Dva kmenys K9d¢ nepoddo dale
kultivovat, z tohoto dvodu u nich nemohla byt vyZena jejich citlivost na antibiotika. Udaje

tykajici se kmet stafylokoki jsme zaznamenali do tabulky 9.

Z uvedeného vyplyva, Ze KNS izolované ze zevnihokavodu zdravych psbyly
nejcitlivéjSi na ampicilin/sulbaktam a rifampicin, naopakwd&ji miru rezistence jsme zjistili
u penicilinu G (60,0 % citlivych kmeéi. VSechny kmenyS. intermediusbyly citlivé
na ampicilin/sulbaktam, chloramfenikol, oxacilin,floxacin, gentamicin, klindamycin,

nitrofurantoin a rifampicin. Jako nejm&rcinné jsme vyhodnotili tetracyklin a penicilin G.
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Kmen S. schleiferi ssp coagulansbyl citlivy k ampicilin/sulbaktamu, chloramfenikal
erytromycinu, gentamicinu, klindamycinu, nitrofutaimu, ofloxacinu, oxacilinu, penicilinu
G, rifampicinu, teikoplaninu, tetracyklinu a vankgomu. VSechny kmenys. aureusbyly
citivé k ampicilin/sulbaktamu, chloramfenikolu, myamicinu, nitrofurantoinu, ofloxacinu,
oxacilinu, rifamcicinu, teikoplaninu, tetracyklirmuvankomycinu.

Dale jsme zjiBovali citlivost kmeneStr. canisvykultivovaného ze zevniho zvukovodu
psa bez klinickych fiznalkht OE. Tento kmen byl citlivy k cefotaximu, chloramikolu,
erytromycinu, klindamycinu, penicilinu G, tetracyld a vankomycinu, rezistentni pak

k ampicilinu.

VSechny kmeny KNS ziskané odups Klinickymi piznaky OE byly citlivé
k ampicilin/sulbaktamu, gentamicinu. ofloxacinufampicinu, tetracyklinu a vankomycinu.
Jako nejméd inny jsme vyhodnotili erytromycin a oxacilin (33% citlivych kmeri).
VSechny kmenyS. intermediusbyly citlivé k ampicilin/sulbaktamu, chloramfeniko
nitrofurantoinu, ofloxacinu, rifampicinu a teikoplau. NejvysSi procento rezistentnich
kmeni jsme zjistili u penicilinu G (20 % citlivych kméh Nejmér icinnym antibiotikem
proti S. schleiferssp.coagulansbyl vankomycin, ktery inhiboval pouze 33,3 % krien

Dva kmenyMoraxella sp. izolované ze zevniho zvukovodu psa s OE biflivée
k rifampicinu a sulfametazol/trimetoprimu. Rezisterjsme zaznamenali k cefotaximu,
ciprofloxacinu, penicilinu G a tetracyklinu.

Enterococcus faecalisbyl citlivy k ampicilinu, chloramfenikolu, peniaiu G,
teikoplaninu a vankomycinu, intermedidrrrezistentni k nitrofurantoinu a rifampicinu
a rezistentni k ofloxacinu a tetracyklinu.

Rezistenci k nitrofurantoinu, penicilinu &k tetracyklinu jsme prokazali u kmene
Proteussp. K ampicilinu, ampicilin/sulbaktamu, aztreonancefotaximu, chloramfenikolu,
gentamicinu, ofloxacinu, piperacilinu a tikarcilibyl tento mikroorganismus citlivy.

Pseudomonassp. byla citliva k aztreonamu, chloramfenikolu,proiffloxacinu,
gentamicinu, piperacilinu a tikarcilinu, rezistentk ampicilinu, ampicilin/sulbaktamu,

penicilinu G a tetracyklinu a intermediérrezistentni k cefotaximu.

-43 -



Tabulka 9 Vysledky citlivosti stafylokol izolovanych ze zevniho zvukovoduipsvadné v % citlivych kmef, zjiSttné diskovou difizni metodou

KNS S. intermedius S. igggmzrnsssp S. aureus
Antibiotikum Zdravi psi Psi s OE Zdravi psi Psi s OE Psi s OE Zdravi psi
(N=35) (N=6) (N=11) (N=5) (N=3) (N=2)

n % % n % n % n % n %
Ampicilin/sulbaktam 35 100,0 6 100,0 11 100,0 5 100,0 3 100,0 2 100,0
Chloramfenikol 32 91,4 4 66,7 11 100,0 5 10Q,0 3 0,00 2 100,0
Erytromycin 24 | 686 2 333] 10| 909 4 80,0 3 1000 1 50.0
Gentamicin 34 97,1 6 100,0 11 100/0 4 80}0 K 100,0 » 100,0
Klindamycin 32 91,4 5 83,3 11 100,0 3 60,0 2 66,7 1 50,0
Nitrofurantoin 33 94,3 4 66,7 11 100,0 5 100,0 3 0,00 2 100,0
Ofloxacin 33 94,3 6 100,0 11 100,0 5 100,0 3 100,0 » 100,0
Oxacilin 28 80,0 2 33,3 11 100,0 4 80,0 2 66,7 o 100,0
Penicilin G 21 60,0 3 50,0 4 33,4 1 20,0 2 66,7 1 50,0
Rifampicin 35 100,0 6 100,0 11 100,0 5 100,0 3 100,0 2 100,0
Teikoplanin 28 80,0 5 83,3 9 81,8 5 100}0 2 66,6 - 100,0
Tetracyklin 26 74,3 6 100,0 5 45,5 3 60,0 3 100,0 » 100,0
Vankomycin 32 91,4 6 100,@ 10 90,9 3 60,0 1 333 2 100,0
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3.4.2 Citlivost bakterii izolovanych ze zevniho kewodu zdravych kéek
a kocek s OE

Z tabulky 10 vyplyva, Ze vSechny kmeny KNS byltlieé na chloramfenikol,
gentamicin, klindamycin, ofloxacin, oxacilin, rifgncin a tetracyklin. Nejméncinny byl
penicilin G (78,6 % citlivych kmah. S. intermediusbyl ve vSech fipadech inhibovan
ampicilin/sulbaktamem, gentamicinem, nitrofuranesm oxacilinem, ofloxacinem,
rifampicinem, teikoplaninem a vankomycinem. Kmé&n aureusbyl citlivy na vSechna
testovana antibiotika s vyjimkou ampicilin/sulbakia a erytromycinu, na teikoplanin byl

kmen intermediararezistentni.

Z uvedeného je patrné, Ze nejrdéndcinnym antiotikem u KNS izolovanych
ze zevniho zvukovodu kek s OE byl teikoplanin (66,6 % citlivych km@nKmensS. aureus
byl citlivy ke vS8em testovanym antibiofikn s vyjimkou erytromycinu a penicilinu G. Kmen
S. schleiferssp.coagulansbyl citlivy na vSechna nami testované antibiotika.

-45 -



Tabulka 10 Vysledky citlivosti stafylokok izolovanych ze zevniho zvukovodudek uvaéné v % citlivych kme, zjiS&né diskovou difazni met

KNS S. aureus S. intermedius
Antibiotikum Zdravé kaky Kocky s OF Zdravé kaky | Kocky s OE Zdravé kaky
(N=14) (N=6) (N=1) (N=1) (N=2)

n % n % vysledek vysledek n %
Ampicilin/sulbaktam 13 92,9 6 100,0 rezistentni leyt 2 100,0
Chloramfenikol 14 100,0 6 100,0 citlivy citlivy 1 0®
Erytromycin 12 85,7 6 100,0 rezistentni  rezistenini 1 50,0
Gentamicin 14 100,0 5 83,3 citlivy citlivy 2 100,0
Klindamycin 14 100,0 6 100,0 citlivy citlivy 1 50,0
Nitrofurantoin 13 92,9 6 100,0 citlivy citlivy 2 000
Ofloxacin 14 100,0 6 100,0 citlivy citlivy 2 100,0
Oxacilin 14 100,0 5 83,3 citlivy citlivy 2 100,0
Penicilin G 11 78,6 5 83,3 citlivy rezistentni 1 ,&0
Rifampicin 14 100,0 6 100,0 citlivy citlivy 2 100,0
Teikoplanin 12 85,7 4 66,6 | intermediarnil  citlivy 2 100,0
Tetracyklin 14 100,0 5 83,3 citlivy citlivy 1 50,0
Vankomycin 13 92,9 6 100,0 citlivy citlivy 2 100,0

Legenda: intermediarni - intermediénmezistentni kmen
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3.5 Testovani citlivosti izolovanych kvasinek na amimykotika

3.5.1 Citlivosti kvasinek izolovanych ze zevnihakawodu zdravych psa
psi s OE

Citlivosti kvasinek na vybrana antimykotika jsmesttvali diskovou difuzni
metodou nalylalasseziaagaru.

Jednoznén¢ nejinngjSim antimykotikem na kmeniyl. pachydermatiszolované
ze zevniho zvukovodu zdravychtpByl ciklopiroxolamin. VSechny testované kmeny byly
k tomuto antimykotiku citlivé, rezistentni vSak pylk mikonazolu. Na ekokonazol
a klotrimazol byl citlivy pouze jeden kméw. pachydermatig¢tabulka 11)

Z tabulky 11 dale vyplyva, Ze negjangjSim antimykotikem na kmeny
M. pachydermatigziskané od gss OE byl ciklopiroxolamin. Naopak vSechny kmenyyby

rezistentni k bifonazolu, ekonazolu, ketokonazklatrimazolu a mikonazolu.

-47 -



Tabulka 11 Citlivost kmeri M. pachydermatiszolovanych ze zevniho zvukovodutps

na antimykotika uvatha v % citlivych kmef, zjisttna diskovym difuznim testem

M. pachydermatis
Antimykotikum Zdravi psi Psi s OE
(N=10) (N=6)
n % n %

Amfotericin B 9 90,0 3 50,0
Bifonazol 7 70,0 0 0,0
Ciklopiroxolamin 10 100,0 6 100,0
Ekonazol 1 10,0 0 0,0
Flukonazol 5 50,0 1 16,6
Itrakonazol 7 70,0 3 50,0
Ketokonazol 2 20,0 0 0,0
Klotrimazol 1 10,0 0 0,0
Mikonazol 0 0,0 0 0,0
Nystatin 8 80,0 3 50,0
Pimaricin 9 90,0 2 33,3

3.5.3 Citlivosti kvasinek izolovanych ze zevnihakawodu zdravych kéek
a kocek s OE

VSechny kmenw. pachydermatiszolované ze zevniho zvukovodu zdravyckiedo
byly citlivé k ciklopiroxolaminu a rezistentni k&em dalSim testovanym antimykatik.

Ciklopiroxolamin byl roveZz jedinym antimykotikem d&nkujicim na blize
neucenou kvasinku. (tabulka 12).

Z tabulky 12 dale vyplyva, ZeSechny testované kmemy. pachydermatiziskané

ze zevniho zvukovodu kKek s OE byly citlivé k ciklopiroxolaminu a rezistaeh
ke klotrimazolu a mikonazolu .
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Tabulka 12 Citlivost kmeri M. pachydermatiszolované ze zevniho zvukovodu dek

na antimykotika uvatha v % citlivych kmef, zjisttna diskovym difuznim testem

M. pachydermatis Blize neuéena kvasinka
Antimykotikum

Zdravé kaky Kocky s OE Zdravé kaky

(N=2) (N=2) (N=1)
n % n % Vysledek
Amfotericin B 0 O’O 1 50,0 rezistentni
Bifonazol 0 0,0 1 50,0 rezistentni

Ciklopiroxolamin| 100 100,0 2 100,0 citlivy
Ekonazol 0 0,0 1 50,0 rezistentni
Flukonazol 0 0,0 1 50,0 rezistentni
Itrakonazol 0 0,0 1 50,0 rezistentni
Ketokonazol 0 0,0 1 50,0 rezistentni
Klotrimazol 0 0,0 0 0,0 rezistentni
Mikonazol 0 0,0 0 0,0 rezistentni
Nystatin 0 0,0 1 50,0 rezistentni
Pimaricin 0 0,0 1 50,0 rezistentni
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3.6 Plemena pé a jejich spojitost se vznikem OE

Ze 17 p4 s klinickymi giiznaky OE byli v naSi studii n&ggsgji zastoupeni labrado
(23,5 %) a kizenci (17,6 %). V kontrolni skupin6l zdravych ps se nejastji pak
vyskytovali Kizenci (21,3 %) a jorkSirsti tefig19,7 %). Zastoupeni jednotlivych plemen
psi v nasi studii dokumentuje tabulka 13.

Plemena s klopenym uchem jsou v tabulce &ama hézdickou a to proto, Ze
klopené ucho, protoZze klopené ucho je jednim z agmych faktoi predisponujicich
rozvoj OE. VSechna plemena, u kterych byla diagkogéna OE, maji klopené ucho.

Vyjimku predstavovali pouze West-highland teriér a Bullteriér
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Tabulka 13 Plemena p§ z nichZ pochazely vty ze zevniho zvukovodu

Patet psa prislusejicich k danému plement
Plemeno psa .. .
Zdravi psi Psi s OE
(N=61) (N=17)

n % n %
AljaSsky malamut 1 1,6 - -
Bernardyn * 1 1,6 - -
BiSonek * 1 1,6 - -
Brazilska fila * 1 1,6 - -
Briard * 1 1,6 - -
Bullmastif * 1 1,6 1 59
Bullteriér - - 1 59
Civava 1 1,6 - -
Dalmatin * 1 1,6 - -
Dinmont teriér * 1 3,2 - -
Irsky vlokodav * - - 1 59
Jack Russel teriér * 1 1,6 - -
Jezevik * 6 9,8 - -
Jorksirsky teriér 12 19,7 - -
Kanadsko-americky pes 1 1,6 -
King Charles kavalir * - - 1 59
Knirag 2 3,3 - -
Kokrsparel * 3 4,9 1 59
KiiZzenec * 13 21,3 3 17,6
Labrador * 2 3,3 4 23,5
Maltézsky teriér * - - 1 5,9
Mops * 1 1,6 - -
Némecky owak 1 1,6 - -
Oha * 2 3,3 - -
Pekingsky palacovy psik 1 1,6 - -
Pin¢ 1 1,6 - -
Pudl * 4 6,6 - -
Pitbull 1 1,6 - -
Prazsky krysik 1 1,6 - -
Sharpei * - - 1 5,9
Skotsky teriér - - 1 59
West Highland teriér - - 2 11,8
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4 DISKUZE A ZAV ER

Cilem této diplomové prace bylo zisit vyskytu mikroorganisiin v zevnim
zvukovodu zdravych pisa kaiek a pg a kaek s klinickou manifestaci OE,cetns
stanoveni citlivosti izolovanych kméma antimikrobialni latky. Saisti této prace bylo

také owtreni morfologickych,kstovych a biochemickych vliastnoMi pachydermatis

VySetili jsme 28 vytri ze zevniho zvukovodu 17 psa 5 kaek s klinickymi
piiznaky OE. Z uvedeného §ta pochézelo 22 vyt od psi OE a 6 vyra od kasek.
Dva (9,1 %) vzorky od fiss OE byly kultiv&né negativni. Dale jsme vySét 78 vytéra
ze zevniho zvukovodu 61 zdravychiupa 15 k@ek, z toho pochazelo 63 ¥yt od psi
a 15 od koek.

Z deviti (14,3 %) vySeébvanych vzork od zdravych psa jednoho (6,7 %) od kky
jsme nevykultivovali Zadné mikroorganismy. Rozdihpoctech kultiv&né pozitivnich
a negativnich vysledkmikrobiologického vyséeni u zdravych pisa kaiek a ps& a katek s
OE nebyly statisticky vyznamné. Vysledky mikrobigického vySeeni mohly byt
negativié ovlivnény antimikrobialni terapii, kterd uckterych zvfat predchazela odiu
vzorku.

Patet nami zjis&nych kultivaéné negativnich vzok je vyznamg nizSi nez uvadi
Uchida a kol. (1990). Autd nevyizolovali Zadné mikroorganismy z 29 (29 %)pxkii od
psi a 57 (57 %) vzork od kaiek bez piznaki OE.

Z vykru ze zevniho zvukovodu zdravychupgme nejasgji vykultivovali KNS
(37,0 %) aBacillussp. (34,0 %), dal8. intermediugl11,0 %) aM. pachydermati¢10,0 %).
Koryneformni tye, S. aureus,S. schleiferissp. coagulans Str. canis a Rhizopussp.
piedstavovali méhnez 10 % vSech izolovanych knien

Procentualni zastoupeni KNS v nasi studii je ypooa se zji&nimi Lyskove a kol.
(2007), Ferndndeze a kol. (2006) a Yoshidy a KZ00R), kt&i prokazali 16,9 %, 16,7 %
a 27,2 KNS v materialu odebraném ze zevniho zvukovodawah ps.

NasSe vysledky tykajici se vyskytBacillus sp. jsou rov& vysSi, nez uvagi
Fernandez a kol. (2006) a Lyskova a kol. (208&cillus sp. edstavoval 16,7 % a 18,7 %
vSech mikroorganisinizolovanych ze zevniho zvukovoduidsez giznala OE.
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S. intermediugsme v zevnim zvukovodu zdravychupgrokazali ve stejném ptu
(11 %) jako Bornand (199ale v nizSim nekyskova a kol. (2007), kte uvadji 19,6%
vyskyt.

NaSe vysledky o vyskytM. pachydermatisu psi bez OE se shoduji s udaji
publikovanymi Lyskovou a kol. (2007). Auigpopsali 8,7% vyskyt této kvasinky v uSich
psi bez giznaki OE. Yoshida kol. (2002) izoloval tuto kvasinku &i ypsi bez giznaki
otitidy v 30,6 % pipad.

Yoshida a kol. (2002) vykultivovali ze zgkio zvukovodu zdravych $s1,6 %
koryneformnich bakterii. Vysky&thto bakterii je v naSem vyzkumu t&ho 1,5 % vysSi.

S. aureusykultivovali Fernandez a kol. (2006) z uSi zdravyasi ve vySSim pétu
(8,3 %) nez jsou nami zji&ta 2 %.

Vysledky tykajici se zastoupeistr. canis v klinickém materidlu odebraného
od zdravych p& se shoduji udaji uv&dymi Lyskovou a kol. (2007). Autopopsali 2,3%
vyskyt Str. canisv zevnim zvukovodu zdravych fns

Na rozdil od Fernandeze a kol. (2006)yakbve a kol. (2007) jsme v zevnim
zvukovodu p8 bez giznaki OE nezjistili gitomnostEscherichia coli Klebsiella sp. ani
Proteussp.

Stejre jako Sharma a Rhodes (1975) jsme prokazali veregh ze zevniho

zvukovodu zdravych @sRhizopussp.

Ze zevniho zvukovodu Pps otitidou jsme neépsgji vyizolovali Bacillus sp. (28,2
%), KNS (15,4 %),M. pachydermatis(15,4 %) aS. intermedius(12,8 %). Ostatni
mikroorganismy $. schleiferi ssp. coagulans koryneformni bakterie Moraxella sp.,
Enterococcusp., gramnegativni kokfproteus mirabilisaPseudomonasp) jsme prokazali
v meére nez 8 % pipadi.

Ve vytrech ziskanych z usi ps klinickymi ptiznaky OE se néastji vyskytoval
Bacillus sp. (28,2 %). V nami dostupné odborné litefatysme nenalezli informace
odpovidajici naSim zji8him. Naopak, Uchida a kol. (1990) a Lyskova a K@007)
vykultivovali Bacillussp. ve 4,4 % a 7,6 %ipadi.

Vyskyt KNS ve vyrech ze zevniho zvukovoduipse zastlivym onemocgnim
odpovidal udaj publikovanym Oliveirou a kol. (2005) a Turkyilmame(2008), kté
uvadji 12,2 % a 19,4 % izolovanych kmeKNS. Yoshida a kol. (2002) prokazali uips
klinickou manifestaci OE dokonce 40,5 % KNS. Nag&téni jsou v rozporu s
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pozorovanimi Fernandeze a kol. (2006) a Lyskovéla(R007), kt¢i uvadji 5,6% a 4,7%
vyskyt KNS

Témdi shodné procentudlni zastoupéi pachydermatiss uSich pé publikovali
Lyskova a kol. (2007), ktéji prokazali v 12,7 % fpadi. Petrov a Mihaylov (2008) uvéjl
18,8% a Yoshida akol. (2002) dokonce 24,4% vyskit pachydermatisv zevnim
zvukovodu pé se zastlivym onemocinim. Bornand (1992) a Kiss a kol (1997) zjistili
mezi mikroorganismy ifitomnymi v uSich pss otitidouM. pachydermatis 56 % gipadi.

Nami zjiseny vyskytS. intermediuge nizsi nez uvadi&Sina studii zagrenych na
mikrobiologické vySeeni vyera ze zevniho zvukovodu fpss OE. Uchida a kol. (1990)
publikovali 17,8%, Lyskova a kol. (2007) 24,2% aw@ira a kol. (2008) dokonce 34,7%
vyskyt S. intermediusNaopak Ferndndez a kol. (2006) uvadi pouze 1,d8ompeni této
bakterie.

Prokazali jsme vysSi vysk§ schleiferisspcoagulansv usich p8 se zastlivym
onemocgnim nez Lyskova a kol. (2007), ktduto bakterii izolovali v 2,5 % a Oliveira a
kol. (2008) v 1,5 % Ppadi.

Ritomnost koryneformnich bakterii v zevnim zvukovaiti s otitidou jsme zjistili
témef ve shodném pidu jako jako Cole a kol. (1998), Yoshida a kol.(2p& Lyskova a kol.
(2007), ktei tuto bakterii vykultivovali v 7,7, 6,2 % a 4,2 pripadi.

Z vyera z uSi p8 s OE jsme izolovalProteus mirabilisve 2,6 %, coZ odpovida
zjisténim Oliveiry a kol. (2008), ki@ vykultivovali tento mikroorganismus v 3,5 %. Nadp
Fernandez a kol. (2006) uvadi, ZePseteus mirabilisvyskytoval az v 13,9 %ifpadi.

Vyskyt Enterococcussp ve vyErech ze zevniho zvukovodu tpse zastlivym
onemocgnim odpovidal 0d& publikovanym Lyskovou a kol. (2007), kie mezi
mikroorganismy fitomnymi v zevnim zvukovodu fiss OE prokézali tuto bakterii v 2,1 %
piipadi. Cole a kol. (1998) zjistili, ZeEnterococcussp. se ve vyrech ze zevniho
zvukovodu p8 s OE vyskytoval v 6,6 %

Z uSi p& se zastlivym onemocrnim jsme vykultivovaliPseudomonasp. v 4,5 %,
podobr jako Uchida a kol. (1990) a Yoshida a kol. (200®)toti izolovali tuto bakterii ve
4,4 %, a 3,4 %ifpad.

Nevyizolovali jsme zZadny kmdfscherichia colipodobri jako Cole a kol. (1998).
Fernandez a kol. (2006) uvadi 5,6%, Lyskova a K&D07) 4,2% a Turkyilmaz (2008)
10,8% vyskyt této bakterie.

Nezjistili jsme fitomnost zastugc rodu Citrobacter, Enterobacter Klebsiella

Streptococcus Pasteurellav uSich pg s OE, jejichz izolace uvéf ve svych pracich Cole
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a kol. (2003), Sarierler a Kirkam (2004), Fernandekol. (2006), Lyskova kol. (2007),
Oliveira a kol. (2008) a Turkyilmaz (2008).

Zajimavy je naleioraxellasp. v zevnim zvukovodu psa s klinickyntiznaky OE.
V nami dostupné literate se nepod#do najit publikaci popisujici vyskyt moraxel utps
OE.

V uSich zdravych kiek dominovaly KNS (60,9 %M. pachydermatisBacillus sp.
aS. intermediugsme vykultivovali v 8,7 %. Dale jsme prokazali peinom kmenusS.
aureus Penicilliumsp. a blize nedené kvasinky. O sloZeni mikrofléry zevniho zvukowod
zdravych kéek jsme v dostupné odborné litef@unezjistili Zadné Gdaje, a proto nami

ziskané vysledky nelze diskutovat.

V uSich k&ek s Klinickou manifestaci OE dominovaly KNS (60 .%)
M. pachydermatigsme vykultivovali v 20 % &. aureusa S. schleiferissp.coagulansv 10
% pripadi. Uchida a kol.(2002) zjistil itomnostS. aureusv uSich kéek s OE v 12,5 %
piipadi, coZ je v souladu s naSimi pozorovaniMi. pachydermatiszolovali tito autdi ve
25 % pripadi. Vyskyt této kvasinky v zatlivych uSich kéek je v porovnani s nasi studii
vySSi. Na rozdil od naSi prace vSak nevykultivoudhida a kol. (1990) Zzadné kmeny KNS.

Na zéklad statistického vyhodnoceni jsme zjistili, Ze nekjesvyznamny rozdil ve
vyskytu mikroorganisrin v zevnim zvukovodu zdravych ip& kaiek a pg a katek s OE.
Vyjimku tvoii pouze KNS &. schleiferssp.coagulanskteré bylycasgji vykultivovany ze
zevniho zvukovodu zdravychpsvysledky vS8ak mohou byt oviieny nizkym pétem psi

a kaek s OE z#azenych v nasi studii.

U izolovanych kme bakterii a kvasinek jsme zjidvali citlivost na antimikrobialni

|éCiva diskovou difizni metodou.

VSechny kmeny KNS vykultivované ze zevniho zvukiivadravych psa psi s OE
byly citlive na ampicilin/sulbaktam a rifampicin. efinéré U¢innym jsme vyhodnotili
penicilin G. U kmei izolovanych od zdravych psdosahovala rezistence 40 % a u kinen
ze psi s OE dokonce 50 %. VyznamwySsi rezistenci na oxacilin a nitrofurantoin jsme
zaznamenali u kmén KNS vykultivovanych ze zevniho zvukovoduups klinickymi
priznaky OE.
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VSechny kmeny KNS izolované ze zevniho zvukoduceko byly citlivé
na chloramfenikol, klindamycin, ofloxacin a rifarepi. Nejmér Gcinnym antibiotikem byl
penicilin G (21,4 % rezistentnich kmeond zdravych kéek a 16,7 % rezistentnich kmien
od katek s OE) a teikoplanin (14,3 % a 33,3 % rezistehtkineri).

Rada autak publikovala nizkou &nnost penicilinu G na KNS izolované ze zevniho
zvukovodu p8, cozZ se shoduje s naSimi zfisimi. Lyskova a kol. (2007) publikovali 43,8
% a Turkyilmaz (2008) 39 % km@&rkKNS rezistentnich na toto antibiotikum. Naprotinio
Sarierler a Kirkan (2004) ozdiéi penicilin G za nejdinngjSi, protoze inhiboval vSechny
jimi testované kmeny KNS. Hariharan a kol. (20063aji 13 % rezistentnich km@rKNS

izolovanych ze zevniho zvukovodudek.

Zjistili jsme, Ze vSechny kmer8: intermediusktery jsme izolovali z uSi zdravych
psi a ps s otitidou byly citlivé na ampicilin/sulbaktam, chloramfenikatitrofurantoin,
ofloxacin a rifampicin. Za nejménginny jsme oznéli penicilin G. U kmeni S.
intermediusizolovanych ze zevniho zvukovodu zdravycli pgla zaznamenana rezistence
u 66,4 % a u kmenod psi s OE dokonce u 80 % kmietéto bakterie.

Dva kmenyS. intermediusvykultivované ze zevniho zvukovodu zdravychiédo
byly citlivé k ampicilin/sulbaktamu, gentamicinujtnofurantoinu, ofloxacinu, oxacilinu,
rifampicinu, teikoplaninu a vankomycinu.

Lyskova a kol. (2007), podobnjako my, prokézali citlivost vSech kmirsS.
intermediusizolovanych z uSi gsna ofloxacin. Pedersen a Wegener (1995), Colel.a ko
(1998) a Cole a kol. (2003) zjistili, Ze vSechnyday S. intermediuszolované ze zevniho
zvukovodu p8 byly citlivé k chloramfenikolu. TégF shodnou citlivost této bakterie na
klindamycin popsali Kiss s kol. (1997) a Lyskovaal. (2007). Autdi zjistili, ze toto
antibiotikum je @inné na 62 %, resp. 65 % kme8. intermedius

Z usi zdravych gsjsme izolovali 2 kmenys. aureuskteré byly dobe citlivé ke
vSem testovanym antibiofikn. Vyjimku tvaril pouze erytromycin, klindamycin a penicilin
G. Pouze 50 % kmaértéto bakterie bylo ke zménym antibiotikim citlivych.

Dva kmeny S. aureus ziskané ze zevniho zvukovodu ck& byly citlivé
na chloramfenikol, gentamicin, klindamycin, nitradatoin, ofloxacin, oxacilin, rifampicin,

tetracyklin a vankomycin.

VS8echny kmenyS schleiferi ssp.coagulansvykultivované z usi ps byly citlivé

na ampicilin/sulbaktam, chloramfenikol, erytromycgentamicin, nitrofurantoin, ofloxacin,
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rifampicin a tetracyklin. Tato bakterie byla nejmd@nhibovana vankomycinem, na ktery
bylo pouze 33,3 % kmérrtitlivych.

S. schleiferissp.coagulansizolovany z usi kéek se zaétlivym onemocinim byl
citlivy k ampicilin/sulbaktamu, chloramfenikolu, y@romycinu, gentamicinu, klindmycinu,
nitrofurantoinu, ofloxacinu, oxacilinu, penicilin@, rifampicinu, teikoplaninu, tetracyklinu

a vankomycinu

Str. canisizolovany ze zevniho zvukovodu zdravychupsgykazoval citlivost
k cefotaximu, chloramfenikolu, erytromycinu, klindgcinu, penicilinu G, tetracyklinu

a vankomycinu, rezistentni byl k ampicilinu.

Dva kmenyMoraxella sp. vykultivované z usi pss OE byly citlivé k rifampicinu
a sulfametoxazol/trimetoprimu, rezistentni k cefatau, ciprofloxacinu, penicilinu G

a tetracyklinu.

V zevnim zvukovodu fisse zagtlivym onemocwni jsme prokazali jeden kmen
Enterococcus faecalisktery byl citlivy k ampicilinu, chloramfenikolu, mecilinu G,
teikoplaninu a vankomycinu, intermedidrmezistentni k nitrofurantoinu a rifampicinu
arezistentni k ofloxacinu a tetracyklinu. Lyskova kol. (2007) uvagi jako

nejefektivrEjSim antibiotikum protEnterococcusp. ampicilin a vankomycin.

Proteussp. izolovany ze zevniho zvukovovduaps OE byl citlivy k ampicilinu,
ampicilin/sulbaktamu, aztreonamu, cefotaximu, cioeienikolu, gentamicimu, ofloxacinu,

piperacilinu a k tikarcilinu, rezistentni k nitrantoinu, penicilinu G a tetracyklinu.

Pseudomonasp., kterou jsme vykultivovali z uSi jpse zastlivym onemocgnim,
byla citliva k aztreonamu, chloramfenikolu, cipmfhcinu, gentamycinu, ofloxacinu,
piperacilinu a tikarcilinu. Rezistenci jsme prokaa ampicilinu, ampicilin/sulbaktamu,
penicilinu G a tetracyklinu.

Cole a kol. (1998) uvéd, Ze na gentamicin bylo citlivych 56,3 % a nadeyklin
7,1 % kmenl Pseudomonasp. Zadny z testovanych kmiemebyl citlivy k ampicilinu,
chloramfenikolu a penicilinu. Barrasa a kol. (20@Rstili, Ze tikarcilin byl &inny na 87 %,
ciprofloxacin a piperacilin na 78,3 % a gentamiaa 65,2 % kmein Pseudomonasp.
Sarierler a Kirkan (2004) uvég jako nej&inngjSi gentamicin a tetracyklin.

Jednozrmé nejinnéjSim antimykotikem na kmenil. pachydermatiziskané z
usi psi byl ciklopiroxolamin, ktery inhibovalist vSech kmeintéto kvasinky. Jako nejmén

ucinny jsme vyhodnotili mikonazol, ke kterému bylyeehiny kmenyM. pachydermatis
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rezistentni. Kmeny kvasinek ziskané ze zevniho avo#tu ps s otitidou byly ¢asgji
rezistetni nez kmeny od zdravychips

VSechy kmeny M. pachydermatis izolované z uSi kek byly citlivé
na ciklopiroxolamin a rezistentni na klotrimazolngikonazol. Blize newena kvasinka
ziskanad ze zevniho zvukovodu zdravychédto byla rezistentni ke vSem testovanym
antimykotikim s vyjimkou ciklopiroxolaminu.

Nesouhlasime s tvrzenim Kisse a kol. (1997), Zgicmen¢jSim antimykotikem
naM. pachydermatisje ketokonazol. NaSe vysledky tykajici se citlivokvasinek
izolovanych ze zevniho zvukovodutpse neshoduji s Einchenbergem a kol. (2003)j kte
uvadji, Ze itrakonazol je &inny na vSechny kmeny kvasinek. Atitprokazali rezistenci ke
ketokonazolu u 3,7 % a flukonazolu u 2,4 % kindryskova a kol. (2007) v rozporu s ndmi
prokazali, Ze kmeny. pachydermatidyly citlivé ke vSem testovanym antimykatik.

Pouze k flukonazolu bylo 4,4 % kmietéto kvasinky rezistentnich.

VSechny kmeny. pachydermatisvyristaly na Malasseziaa Sabouraudavagaru
v smetanovych, hladkych, konvexnich a matnych katbn ,Malassezia agar jsme
pouzivali proto, Ze umailje také zachyt lipid-dependentnich malassezitgkse v zevnim
zvukovodu p8 a katek mohou sporadicky vyskytovat.

Hlavnim kritériem identifikaceM. pachydermatisbyl pro néas ist kvasinky na
Sabourauday agaru pi 37 °C po 24-48 h, vzhled kolonii na tomto agarmaazaklad
mikroskopického vyséeni prokazany lahvovity tvar bék

Souhlasime s tvrzenim Nobre a kol. (2001) a Woed(004), ZéM. pachydermatis
vytvaii malé buky, které gipominaji tvar lahve. Stefnjako Kiss a kol. (1997) a Blanco
a kol. (2000) jsme zjistili, ze kvasinka debroste na Sabouraudowagaru. Stej# jako
Bernardo a kol. (1998), Blanco a kol. (2000) a Mfsa kol (2000) jsme zjistili, zefip37
°C vytvéi M.pachydermatislobie vyvinuté kolonie.

Owteni, Ze kvasinky nami ozéené jakoM. pachydermatigsou opravdu spraen
identifikovany, ndm poskytlo provedeni druliespecificka PCR, coz bylorednEtem jiné
diplomové prace. Vysledky PCR vyBati potvrdily, Ze vSechy kvasinkya@né na zaklad
mikrobiologického vySéeni jakoM. pachydermatigrislusi opravdu k tomuto druhu

Produkci katalasy jsme prokazali u 95 % a ureag$ & kmeii M. pachydermatis
NaSe vysledky se shoduji se studii Kisse a kol9g§),9ktery zjistil, Ze kvasinka vykazuje
ve tSing piipadi pozitivni katalasovou a ureasovou reakci. Guékol.a(1996) steja jako

my prokazali, ZzeM. pachydermatistilizuje TWEEN 40, 60 a 80. Rozdil vSak nalézame
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TWEENU 20. Guého a kol. (1996) zjistili, Ze mikrargsmus tuto latku neutilizuje. V nasi
praci vyuzivalo TWEEN 20 ke svémustu 85 % kmef M. pachydermatisKe stejnému
zawru dosgli také Kaneko a kol. (2007).

Z plemen p8, u kterych byla diagnostikovana OE, byli v nadidgt negasgji
zastoupeni labradb (23,5 %) a kizenci (17,6 %). Zajimavym zj&tim je skuténost,
Ze vSechna plemena, u nichZ byla diagnostikovaiidaytmaji s vyjimkou West-highland
teriéra a Bullteriéra klopené ucho. Toto zjist povrzuje znamy fiedpoklad, Zze klopené
ucho je vyznamnym predispénim faktorem pro rozvoj OE, jak ve své praci fiklad
uvadi Gbelec (2003).

Je poteba mit na pa#ti, Ze otitis externa je onemasni s multifaktorialni etiologii a jeho
piicina nemusi byt vZzdy na prvni pohletepma. Diagnostika tohoto onemaeonm vyZaduje
petlivou analyzu vSechifXin, které se na rozvoji OE mohou podilet. Jedngisdevsim o
dukladné mikrobiologické vysSstni vyeEri ze zevniho zvukovodu a identifikaci
mikroorganisnd, které se mohou na rozvoji &frvavani onemoemi podilet, & se jednéd o
bakterieci kvasinky. Z divodu zvySujici se rezistence mikroorganisma antimikrobialni
léc¢iva bézr¢ pouzivana k terapii otitid je nutné, aby u krndmekterii a kvasinek, které

onemocgni zpisobily, byla vZdy testovana citlivost.
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Piiloha 1 Vykladové standardy pro fiméry inhibicnich zon prdstaphylococcusp. (CLSI

document M100-S17, 2007)

Staphylococcus sp.

Antibiotikum
Praimery inhibi¢nich zon uvaghé v mm
R I
Ampicilin/sulbaktam <11 12-14 >15
Chloramfenikol <12 13-17 >18
Erytromycin <13 14-22 >23
Gentamicin <12 13-14 >15
Klindamycin <14 15-20 >21
Nitrofurantoin <14 15-16 > 17
Ofloxacin <14 15-17 >18
Oxacilin <17 - >18
Penicilin G <28 - > 29
Rifampicin <16 17-19 > 20
Teikoplanin <10 11-13 >14
Tetracyklin <14 15-18 >19
Vankomycin - - >15

Piiloha 2 Vykladové standardy pro foméry inhibi¢nich zén prdStreptococcusp. (CLSI

document M100-S17, 2007)

Streptococcusp.
Antibiotikum
Praméry inhibi¢cnich zén uvééhé v mm
R I C
Ampicilin - - > 24
Cefotaxim - - > 24
Chloramfenikol <17 18-20 >19
Erytromycin <15 16-20 >21
Klindamycin <15 16-18 >19
Penicilin G - - > 24
Tetracyklin <18 19-22 > 23
Vankomycin - - >17
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Piiloha 3 Vykladové standardy pro fiméry inhibi¢nich zon prdenterobacteriaceaéCLSI
document M100-S17, 2007)

Enterobacteriaceae
Antibiotikum
Praméry inhibi¢cnich zén uvaéhé v mm
R I C
Ampicilin <13 14-16 >17
Ampicilin/sulbaktam <11 12-14 >15
Aztreonam <15 16-21 >22
Cefotaxim <14 15-22 >23
Chloramfenikol <12 13-17 >18
Gentamicin <12 13-14 >15
Nitrofurantoin <14 15-16 >17
Ofloxacin <12 13-15 >16
Piperacilin <17 18-20 >21
Tetracyklin <11 12-14 >15
Tikarcilin <14 15-19 > 20

Piiloha 4 Vykladové standardy pro fiméry inhibi¢nich zén prdenterococcusp. (CLSI
document M100-S17, 2007)

Enterococcusp.
Antibiotikum
Praméry inhibi¢cnich zén uvdéhé v mm
R I C
Ampicilin <16 - > 17
Chloramfenikol <12 13-17 >18
Nitrofurantoin <14 15-16 >17
Penicilin G <14 - >15
Rifampicin <16 17-19 > 20
Teikoplanin <10 11-13 >14
Tetracyklin <14 15-18 >19
Vankomycin <14 15-16 >17
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Piiloha 5 Vykladové standardy pro iméry inhibi¢nich zén prdPs. aeruginoséCLSI

document M100-S17, 2007)

Ps. aeruginosa

Antibiotikum Praméry inhibi¢cnich z6n uvééhé v mm
R I C
Aztreonam <15 16-21 > 22
Cefotaxim <14 15-22 > 23
Ciprofloxacin <15 16-20 >21
Gentamicin <12 13-14 > 15
Ofloxacin <12 13-15 > 16
Piperacilin <17 - >18
Tikarcilin <14 - > 15

Priloha 6 Vykladové standardy pro foméry inhibi¢nich zén pro kvasinky (ITEST plus,

s.r.o., 2005)

Kvasinky
Antimykotikum Praméry inhibi¢nich
z6n uvadné v mm
C
Amfotericin B >10
Bifonazol >10
Ciklopiroxolamin >10
Ekonazol > 20
Flukonazol > 15
Itrakonazol >10
Ketokonazol > 20
Klotrimazol > 20
Mikonazol > 20
Nystatin >15
Pimaricin > 10
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Priloha 7M. pachydermatisbarvena methylenovou midd

Priloha 8IzolaceM. pachydermatisa ,Malasseziaagaru (inkubace 24 hip37 °C)
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Priloha 9 Primokultivace na Sabouraudoagaru: nahie M. pachydermatise stafylokoky,

dole jen stafylokoky (inkubace 24 kg7 °C)
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