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Kvasinky zpisobujici otitidy u psii a moZnosti jejich
terapie mykoparazitickou houbou Pythium oligandrum

Souhrn

Otitidy neboli usni zanéty jsou velmi astym problémem u pst. Radi se mezi 10
nejcastejSich divodi navstév veterinarnich klinik. Typickymi klinickymi pfiznaky jsou
bolest, zapach, zanét, exsudat (zanétlivy extravaskularni vypotek), pruritus (svédéni), ties
hlavou, bolest pfi palpaci (prohmatavani postizené oblasti), erytém (Cervené zabarveni kiize) a
otok ucha nebo v okoli zvukovodu. Pfi€in vzniku otitid je mnoho, ale velmi Casto jsou
zpusobené kvasinkami nebo bakteriemi, pfipadné jejich kombinaci. Z kvasinek se na otitidach
nejCastéji podili Candida spp. a Malassezia pachydermatis, ktera se zarovenl vyskytuje
v mikrobioté ucha u zdravych pst bez priznaka otitid. Z divodu zvysuyjici se antimykotické
rezistence na léky bézné pouzivané k 1écbé otitid je vhodné zaradit alternativni moznosti
terapie, coz byl divod, pro¢ jsem ve své diplomové praci zkoumala vliv esencialnich silic
(oregana a tea tree) a mykoparazitické houby Pythium oligandrum na kvasinky M.
pachydermatis.

Cilem prace byla izolace puvodcu z klinickych pfipadu otitid pst, kultivace a PCR
identifikace ve spolupraci s laboratoii VURYV, rustové experimenty s Pythium oligandrum in
vitro (zjistovani vlivu P. oligandrum na M. pachydermatis pti bodovém zaockovani kvasinky
a formou suspenze a zjistovani schopnost P. oligandrum rust pfi teplotach 30 a 32 °C). Dale
rastové experimenty cilené na posouzeni pfipadného inhibi¢niho efektu vybranych
esencialnich silic (oregana a tea tree) metodou zkumavkové difuze se spektrofotometrickym
vyhodnocenim absorbance.

Z vysledku této studie vyplyva, ze P. oligandrum je schopné rast stejné€ rychle pfi
teploté 30 1 32 °C jako pii 25 °C, kterd se uvadi jako optimalni. Pfi zji§tovani vlivu P.
oligandrum na M. pachydermatis jsem zjistila, ze 1épe roste na 2% malt extract agaru, kde, ale
zaroven dochazelo k preristani kvasinek M. pachydermatis, nez na Sabouraudovém
dextrézovém agaru, kde naopak kvasinky M. pachydermatis pterostly P. oligandrum. K témto
interakcim dochazelo jak pfi bodovém zaockovani kvasinek, tak pfi formé suspenze. Po
spektrofotometrickym vyhodnoceni absorbance zkumavek s esencialnimi silicemi a kulturami
M. pachydermatis jsem zjistila, ze nejvétsi vliv na mnozeni kvasinek, méla esencialni silice
z oregana, a to predev§im pii koncentraci 125 pl/l. Pfi porovnani prameérnych hodnot
absorbance v kontrolnich zkumavkach se zkumavkami s esencialni silici z oregana jsem
zaznamenala, Ze hodnoty s esencialni silici z oregana byly o polovinu nizsi.

Zavérem ztoho vyplyva, ze esencialni silice z oregana prokazala vliv na M.
pachydermatis a teoreticky by mohla byt vyuzivana pfi lehéich formach otitid jako
alternativni terapie nebo jako doplnek bézné 1écby antimykotiky.

Klicova slova: kvasinky, otitis externa, psi, Pythium oligandrum, esencialni silice, tea tree,

oregano, antimykoticka rezistence



Yeast causing otitis in dogs and possibilities of their
therapy with mycoparasitic fungus Pythium oligandrum

Summary

Otitis, or ear infection, is a very common problem in dogs. They are among top 10
reasons for visits to veterinaty clinics. Typical clinical signs include pain, odor, inflammation,
exudate (inflammantory extravascular discharge), pruritus (itching), head tremors, pain on
palpation (palpating the affected area), erythema (red discoloration of the skin) and swelling
of the ear or around the ear canal. There are many causes of otitis but very often they are
caused by yeast or bacteria or a combination of both. Of the yeasts, Candida spp. and
Malassezia pachydermatis are most involved in otitis which is also present in the ear
microbiota of healthy dogs without signs of otitis. It is advised to include alternative
therapeutic options due to the increasing antimycotic resistance to drugs that are commonly
used to treat otitis. This was the reason why I investigated the effect of essential oils (oregano
and tea tree) and the mycoparasitic fungus Pythium oligandrum on M. pachydermatis in my
thesis.

The aim of the study was the isolation of pathogens from clinical cases of canine
otitis, cultivation, and PCR identification in collaboration with the VURYV laboratory, growth
experiments with Pythium oligandrum in vitro (detection of the effect of P. oligandrum on M.
pachydermatis during spot inoculation of the yeast and suspension form and detection of the
ability of P. oligandrum to grow at temperatures of 30 and 32°C). Furthermore, growth
experiments aimed at assessing the possible inhibitory effect of selected essential oils
(oregano and tea tree) by tube diffusion with spectrophotometric evaluation of absorbance.

The results of this study show that P. oligandrum is able to grow as fast at 30 and
32°C as at 25°C which is reported as the optimum temperature. When investigating the effect
of P. oligandrum on M. pachydematis, 1 found that it grew better on 2% malt extract agar,
where at the same time, M. pachydermatis yeasts overgrew. On the contrary, on Sabouraoud
dextrose agar M. pachydermatis yeast overgrew P. oligandrum. These interactions occurred
both in yeast inoculation and in suspension form. After spectrophotometric evaluation of the
absorbance of tubes with essential oils and cultures of M. pachydermatis, 1 found out that the
essential oils of oregano had the greatest effect on yeast multiplication, especially at a
concentration od 125 ul/l. When comparing the average absorbance values in the control
tubes with the oregano essential oil tubes, it was observed that the values in the oregano
essential oil tubes were half as high.

In conclusion, the essential oil of oregano has demonstrated an effect on M.
pachydermatis and could, theoretically speaking, be used in milder forms of otitis as an
alternative therapy or as an adjunct to conventional antimycotic treatment.

Keywords: yeast, otitis externa, dogs, Pythium oligandrum, essential oil, tea tree, oregano,

antifungal resistance
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1 Uvod

Otitidy je béznym problémem u psu, predevs§im ofitis externa (Neves et al. 2018).
Bakterie a kvasinky se bézné ucastni a mohou udrzovat zanétlivé reakce uvnitt zvukovodu
(Perry et al. 2017). Otoskopie, cytologické vySetfeni sekretu a mikrobiologicka kultivace
ztélestiuji formy diagnozy. Cytologie mé také velké vyuziti v pfistupu k evoluci 1écby.
Terapie vétSinou spoCiva v Ccisténi zvukovodi a nasledném nasazeni antibiotik nebo
antimykotik (Bajwa 2019). Protoze nékteré z nich mohou zpusobit rezistenci, precitlivélost, a
dokonce i ototoxicitu (Neves et al. 2018), hledani novych farmakologickych zakladi a
alternativnich terapii je v soucasné dob€ nezbytné. Z toho divodu jsem se ve své praci
zabyvala in vitro UCinnosti esencialnich silic predevsim z kajeputu stfidavolistého (tea tree) a
oregana které maji Sirokou Skalu protiplisiovych vlastnosti a jsou Setrné k zivotnimu prostiedi
(Bohmova et al. 2019) a zaroven esencialni silice maji i inhibi¢ni G¢inek na izolovanou
Malassezia pachydermatis ze psich usi je mozné ji vyuzit k 1é¢bé otitis externa (Bismarck et
al. 2020). Dalsi moznosti alternativni terapie je vyuziti mykoparazitické houby Pythium
oligandrum, coz je pudni mikromyceta s mykoparazitickymi vlastnostmi (Naceradska et al.
2017), ktera zarovenl prokazala srovnatelnou ucinnost alternativni lécby ptipravkem
obsahujici P. oligandrum a antimitotické 1écby intrakonazolem. Z toho divodu je alternativni
1écba doporucovana jako levnéjsi a Setrn€jsi alternativa k itrakonazolu pro 1écbu a prevenci
dermatofyt6éz (Naceradska et al. 2021). Velkou vyhodou Pythium oligandrum je i jeho
dostupnost, jelikoz je pfirozené rozsifen po celém svété (Naceradska et al. 2017).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo studium kvasinek zpusobujici otitidy u psi a

moznosti jejich terapie mykoparazitickou houbou Pythium oligandrum, vcéetné rustovych
experimentu s touto houbou. Soucasti prace byly také testy inhibi¢niho efektu esencialnich

silic z oregana a kajeputu stiidavolistého (tea tree).

Problematika byla feSena v nasledujicich etapach:

Odbér vzorkt od klinickych pfipada pst s pfiznaky otitid a od klinicky zdravych
psu.

Kultivace a identifikace kvasinek ve spolupréci s laboratofi Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby (VURYV).

Analyza anamnestickych dat testovanych psu.

Zjistovani vlivu Pythium oligandrum a esencialnich silic z oregana a kajeputu
stiidavolistého na izolované kvasinky in vitro.

Zjistovani schopnosti Pythium oligandrum rast pii teplotach 30 °C a 32 °C.



3 Literarni reSerse

Anatomie a fyziologie psich usi

Povrch psich usi je vyrazné rozdilny dle plemenné rasy, mohou byt vzpfimena nebo
previsla, osrsténa ¢i lysa anebo razné velika (Cole 2010). Sluchové tustroji se déli na zevni,
stiedni a vnitfni ucho, viz obrazek 2 (Marvan et al. 1992). Hlavni funkci je vnimani zvuku a
tonu, ale zaroven také umoziuje udrzeni a vnimani rovnovahy, polohy a pohybu téla v
prostoru (Reece 2011). Organy sluchu a rovnovahy se nachazeji ve vnitinim uchu v pars
petrosa ossis temporalis. Oba organy jsou funkéné€ 1 anatomicky propojené prostfednictvim
osmého hlavového nervu (n. vestibulocochlearis — VIII) (Konig & Liebich 2002). Usi jsou
velmi dulezité i pro komunikaci (druhovou i mezidruhovou). Poloha usi spolecné s oCima
udava signal v emocionalnim vyrazu jedince a zaroven i ptijem zvuku je dilezity pro vizualni
komunikaci (Siniscalchi et al. 2018). V neposledni fad¢ je funkci usi i termoregulace, jelikoz
psi maji omezenou schopnost poceni tak jsou tepelné ztraty primarné fizeny zrychlenym
dechem, morfologii usi a délkou ¢i hustotou srsti (Jimenez et al. 2022).

3.1.1 Zevniucho

Hlavni funkci zevniho ucha (auris externa) je zachycovani a vedeni zvukovych vin do
bubinku (Konig & Liebich 2002). Sklada se zusni a prstencové chrupavky (Cole 2010).
Zahrnuje usni boltec a vnéjsi zvukovod, ktery vede od usniho boltce az do bubinkové dutiny,
coz je dutina stfedniho ucha a bubinek (Reece 2011).

Zvukové viny nejdiive koncentruje usni boltec, nasledné se vnéjsim zvukovodem
prenasi k bubinku, ¢imz se bubinek rozechvé€je a chvéni se donese az ke sluchovym kastkam
k predsifiovému okénku, kde se to pres perilymfu dostane do predsiiového a bubinkového
poschodi. Chvénim perilymfy pravdépodobné dochazi k rozkmitani spodinové blanky, coz
zpusobuje podrazdéni vlaskovych bunék a vznik nervovych vzruchd, které se nakonec
sluchovym nervem dostavaji az do mozku (Marvan et al. 1992).

3.1.1.1 Usni boltec

Usni boltec (auricula) je kozni zdvojeni (Marvan et al. 1992), vyztuzené elastickou
trychtyfovitou chrupavkou. U vétSiny zvifat je potazeny ze zevni strany osrsténou kuzi a
uvnitf boltce je kuze témeér lysa (Reece 2011). Zalezi ale na druhu a plemeni zvirat, néktera
zvitata maji témer ¢i uplné€ lysou i zevni Cast a néktera naopak maji zevni stranu boltce velmi
husté osrsténou jako napfiklad psi s previslymi usi, kam se radi napt. kokrSpanél (Konig &
Liebich 2002). Boltec lezi na tukovém polstafi, vytvaii tzv. kulovy kloub, umoziujici otaceni
na vSechny strany (Najbrt et al. 1973) a lze jej rozdélit na zakladnu a volnou ¢ast (Marvan et
al. 1992). Na vnitini strané se nachazi jama udniho boltce (scapha) a na vnitini plose je jemna
ktize s dlouhymi ochrannymi chlupy (fragi), které se vyskytuji pobliz vn&jsiho zvukovodu.
V hloubce usniho boltce jsou chlupy méné Cetné a jemnéjsi (Konig & Liebich 2002). Kuze

10



boltce obsahuje mazové zlazy, vlasové folikuly a apokrinni potni zlazy (Cole 2010). USni
boltce jsou u vSech domacich savct druhoveé specifické. Nékteré tvary usnich boltct u psu
jsou typickd pro urcita plemena viz tabulka 1 (Konig & Liebich 2002). V porovnani
s hospodarskymi zvifaty maji psi nejvice variabilni tvar 1 velikost usniho boltce (Marvan et al.
1992). Casti usniho boltce se rozd&luji na hibet usniho boltce (dorsum auricuale), okraj
usniho boltce (margo auriculae, helix), hrot usniho boltce (apex auriculae) a druhové
specifické chrupavcité 1isty (crus helisis medialis et distalis, incisura intertragica, anthelix,
tragus, antitragus). U koCky a u psa se kuze na kaudalnim okraji usniho boltce vychyluje
v kozni kapsu (saccus cuataneus marginalis), ktera je z vnitini stény na svém volném okraji
vroubkovana. Usni boltce jsou pohyblivé a jejich pohyb je soucasti t€lni mimiky (Konig &
Liebich 2002).

US$nim boltcem pohybuji uchohybné svaly odstupujici na lebce nebo na chrupavcitém
Stitku (scutulum — nepravidelna Ctyrhranna desticka, ulozena pohyblivé na fascia temporalis)
(Najbrt et al. 1973), které umoziuji otaCeni, ¢imz poskytuji zachyceni vétSiho mnozstvi
zvukovych vin (Reece 2011) a snadnéjsi lokalizaci zvukl (Konig & Liebich 2002). Domaci
savci disponuji dobrou pohyblivosti usniho boltce (Najbrt et al. 1973). Uchohybné svaly 1ze
rozdélit na vlastni, které zacinaji a konci na boltci, a na svaly, které na u$ni boltec vstupuji z
okoli (Marvan et al. 1992) nebo z topografického hlediska je 1ze rozdelit do Ctyt skupin
vzhledem u k u$nimu boltci na ptedni neboli Mm. auriculares rostrales (M. frontoscutularis,
M. interscutularis, Mm. scutuloauriculares superficiales, Mm. scutuloauriculares profundi a
M. zygomaticoauricularis), zadni neboli Mm. auriculares caudales (M. cervicoscutularis, M.
cervicoauricularis superficialis, M. cervicoauricularis medius a M. cervicoauricularis
profundus), horni neboli Mm. auriculares dorsales (M. parietoauricularis) a dolni neboli Mm.
auriculares ventrales (M. parotidoauricularis) (Najbrt et al. 1973). Svaly jsou usporadany
radialné kolem usniho boltce, ktery zvedaji, stahuji nebo jej nataCeji do stran. Uchohybné
svaly jsou rovnéz jako ostatni mimické svaly hlavy inervovany prostiednictvim n. facialis
(Konig & Liebich 2002). Trychtyfovitd chrupavka mé tvar pismene L a nachazi se za
bubinkem mediadlné od ucha (Cole 2010), shromazduje zvukové viny a pfenasi je do
zvukovodu a do bubinkové membrany, ktera oddéluje vnéjsi ucho od stredniho (Reece 2011).

Tabulka 1. Tvar usi u riznych plemen psu. (Konig & Liebich 2002).

Tvar usi: Plemena psu:

Dlouhé vztycené usi némecti ovEaci

Kratké vztycené usi Spici, severska tazna plemena
Polovzty¢ené usi foxteriéfi, kolie

Pievislé usi dogy, n¢ktera lovecka plemena psu
Velmi dlouhé previslé usi bladhoundi, nékteii honi¢i
Netopyii usi francouzsti buldocci

Usi tvaru listu riize slozené vzad Chrti
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3.1.1.2 Vngsi zvukovod

Vnéjsi zvukovod neboli meatus acusticus externus je ruzn€ dlouha trubice (Najbrt et
al. 1973), ktera je na zacatku s chrupavcitym podkladem a v hloubce s kostnim. Délka kostni
¢asti zvukovodu je rozdilna dle druhu zvitete, naptiklad z hospodatskych zvitat a zajmovych
zvirat je nejdelsi u prasete a nejkratsi u psa (Marvan et al. 1992). Zpoc¢atku vede témer svisle
dola a poté se ohyba pod vyraznym uhlem horizontaln€ a medialné (Konig & Liebich 2002).
Chrupav¢ity podklad se sklada ze dvou elastickych chrupavek, prstencové a aurikularni (Cole
2010). V urovni ohybu prechéazi chrupavka usniho boltce v polokruhovitou chrupavku, k niz
se vazivoveé pripojuje samostatnd prstencova chrupavka (cartilago anularis) (Konig &
Liebich 2002). Déle se zde na stfedni sténé nachazi anthelix, coz je nizky pii¢ny hieben a
ctytuhelnikova deska chrupavky, tragus, kterd vytvari lateralni hranici zvukovodu a lezi
naproti anthelixu. Nakonec se zde naléza antitragus, coz je tenky, podlouhly ohranény kus
chrupavky, nachazejici se kaudalné k tragusu, od kterého je oddéleny intertragickou incizi.
Do této anatomické oblasti se vklada otoskop nebo otoendoskop pii otoskopickém vysetieni
(Cole 2010). Dorsalni a kaudalni okraj vn&jSiho zvukovodu se kosténé spojuje se Supinou
spankové kosti (Najbrt et al. 1973). Cely vnéjsi zvukovod je vystlan vrstvenym dlazdicovym
epitelem (Konig & Liebich 2002) a je pokryt kazi smazovymi zlazami (glandulae
ceruminosae), které vylucuji usni maz (cerumen) (Marvan et al. 1992). Dale jsou zde ulozené
apokrinni tubul6zni zlazy obsahujici pigment. Sekret z tubuloznich zlaz je fidky a zabrariuje
zahusténi sekretu mazovych Zlaz v pevny usni maz. U pst a kocek jsou tyto zlazy ulozené
v celém vné&jsim zvukovodu, na rozdil od koni a prezvykavcu, ktefi maji tyto zlazy ulozené
v chrupavéitém oddilu zvukovodu (Koénig & Liebich 2002). U pst se pH usniho epitelu
pohybuje od 4,6 az do 7,2. Primérné se pH u fen udava okolo 6,2 a u psu 6,1, ale u pst
s chronickym zanétem stfedniho ucha stoupa pH na 6,0 az 7,4 (praméme na 6,8) naopak u psu
s akutnim zanétem klesa na 5.2 az 7,2 (prumérmné na 5,9) (Cole 2010). U zdravych psu se
mikroflora zvukovodu sklada z kolagulaza — pozitivnich 1 negativnich Staphylococcus spp., B-
hemolytickych Streptococcus spp., Proteus mirabilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa a dalSich bakterii. Posledni pavodce je izolovan pouze u 1 % zdravych pst a az u
20 % psu s chronickym zanétem zvukovodu (Petrov et al. 2013). Ve studii Ngo et al (2018)
bylo ve vzorcich zdravych psu identifikovano celkem 22 kment, z nichZ nejvice zastoupené
byly Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes a Fusobacteria. Na turovni cCeledi byly
nejhojn&j$i Enterobactericeae (Phylum Proteobacteria; ttida Gamma Proteobacteria; tad
Enterobacteriales), predstavujici 15 % z celkovych identifikovanych taxont. Neisseriaceae,
Moraxellaceae, Corynebacteriaceae a Staphylococcaceae byly nalezeny (mezi 5 % az 10 %
zastoupenych Celedi). Escherichia byla nejhojnéjs§im rodem ve vétsin€ vzorkd, s primérem
14,8 %, v rozmezi od 0,08 % do 35,6 %, nasledovana Conchiformibius, Corynebacterium a
Staphylococcus (mezi 5 % a 10 % zastoupenych rodir). Pro globalni extrakci bakterialni DNA
byly pouzity u$ni vytéry. V1-V3 hypervariabilni 16S rDNA amplikonové knihovny byly
pfipraveny pro kazdy vzorek a sekvenovany pomoci MiSeq Illumina sekvence (V3 Kkit).
Taxonomické ptifazeni a shlukovani bylo provedeno pomoci Mothur a databaze SILVA. Coz
potvrzuje i studie Kasai et al. (2021), ktera se zabyvala zménami mikrobioty zvukovodu psu
s otitis externa, ktera ze vzorki od zdravych pst identifikovala 29 kment z nichz byly nejvice
zastoupené kmeny Proteobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria a Actinobacteria. Z rodu byly
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nejhojn€ji  zastoupené Staphylococcus (kmen Firmicutes) a Corynebacterium (kmen
Actinobacteria) viz obrazek 1. Gen 16S rRNA byl téz sekvenovan pomoci Illumina MiSeq.
Z hub neboli mycobiot je zde nejhojnéji zastoupen kmen Ascomycota a druhy v poradi je
kmen Basidiomycota (Pereira & Clemente 2021). Do kmene Ascomycota se tadi kvasinky,
z kterych se bézné v uchu vykytuje Candida albicans a Malassezia pachydermatis (Sihelska
et al. 2017), ktera je zaroven nejCastéjsi kvasinka davana do souvislosti se zanétem zevniho
zvukovodu (otitis externa) (Bismarck et al. 2020). Ve studii Tang et al. (2020) byly jesté
identifikované taxony hub Capnodiales v zastoupeni 3,7 % a Pleosporales v 1 % z celkovych
128 vzorka zdravych psa. Usni vytéry byly analyzované pomoci sekvenovani nové generace
(NGS). Na zanétech se podili mimo jiné i usni rozto¢ strupovka usni (Otodectes cynotis) (vice
informaci o ptvodcich otitid u psu viz kapitola — Pavodci otitid u pst (Petrov et al. 2013).
Dalsi parazité, ktefi se mohou objevit v usich psa jsou Sarcoptes scabiei (Svobodova et al.
2013), Demodex canis a Neotrombicula autummnalis. Larvy Neotrombicula autummnalis se
Casto vyskytuji v tzv. Henryho kapse, coz je dvojita kozni duplikatura na kaudalnim okraji
ucha (Svoboda et al. 2000).
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Obriazek 1: Relativni pocetnost pievazujicich taxonti v usni mikrobioté psu s otitis externa (modry sloupec) a
kontrolni skupiny zdravych pst (ruzovy sloupec). Z grafu vyplyva, Ze u zdravych psu je v usni mikrobioté
nejhojnéji zastoupen rod Staphylococcus, Corynebacterium a Pseudomonas. Znak * znazortiuje P < 0,05 -
Wilcoxon rank-sum test. (Pfevzato z Kasai et al. 2020)
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3.1.1.3 Bubinek

Bubinek je tenka, trojvrstva (Marvan et al. 1992) a poloprihledna membrana
rozdélena na Shrapnellovou membranu (pars flaccida), ktera je mala, rGzova a volné
pfipojena oblast, tvofici horni kvadrant bubinku a obsahuje malé krevni cévy a pevnou Cést
(pars tensa), kterda ma tenkou, tuhou a Sedou strukturu a zabira zbytek membrany. Manubrium
malleus se ptipojuje k medidlni stran€ pars tensa je to tzv. rukojet’ srostla s bubinkem ve stria
mallearis (Cole 2010), ktera se nachazi mezi vnéjSim zvukovodem a stfednim uchem (Konig
& Liebich 2002). Piesngji pod uhlem 45 stupiiti vici stiedové ose horizontalni ¢asti zevniho
zvukovodu (Cole 2010). Tvar bubinku je kruhovity nebo ovalny (Marvan et al. 1992) a je
tvofen tfemi vrstvami. Vn¢&j§i vrstvou (stratum cutaneum), ktera je tvorena plochym
dlazdicovym epitelem, neobsahuje chlupy, zlazy ani pigment (Konig & Liebich 2002) a je
velmi tenka a navazuje na ktzi vnéjsiho zvukovodu (Marvan et al. 1992). Stiedni vazivovou
vrstvou, kterd je ulozena pod vné&jsi vrstvou, znazoriuje kolagenné-elasticky systém vlaken
(stratum proprium). Stiedni vrstvu lze je§té rozdélit vrstvu radidlnich vlaken, kde vlakna
probihaji radialn€ a na vrstvu cirkularnich vlaken, ktera je obracena smérem k bubinkové
duting, cirkularné (Konig & Liebich 2002). Vnitini kryci slizniCni vrstva je ptvodem
z hltanového vacku, stény hltanu a vnéjsi vrstevnaty dlazdicovy epitel pochazi z ektodermu
prvni hltanové ryhy a technicky je soucasti zevniho zvukovodu a centralni vrstva je tvorena
vazivovou tkani (Cole 2010). Vnitfek bubinku je vyplnén sliznici stfedniho ucha, ktera je
zevnitt pokryta jednovrstevnym dlazdicovym epitelem (Marvan et al. 1992). Tento epitel
prechazi na povrch nasledujici prvni sluchové kistky, kladivka (malleus), ktera svym uponem
bubinek vztadhne do bubinkové dutiny ve tvaru tupého kuzele (Konig & Liebich 2002). Hlavni
funkci bubinku je pfenos chvéni na sluchové kistky, tim Zze se rozkmitava zvukovymi vinami
(Marvan et al. 1992).

3.1.2 Stredni ucho

Stifedni ucho je tvofeno vzduchem naplnénou bubinkovou dutinou se sluchovymi
kistky (Marvan et al. 1992) a bubinkovymi membranami (Cole 2010). Od vnitiniho ucha je
separované membranami uzavirajici kruhové hlemyzdovité okénko (kochlearni) a ovalné
predsiniové okénko (vestibularni). Déle se zde nachazi Eustachova trubice, ktera propojuje
sttedni ucho s hltanem. Hlavni funkci je umoznit vyrovnat tlaku mezi nosohltanovou a
uzavienou stiedousni dutinou (Reece 2011).

3.1.2.1 Bubinkova dutina

Bubinkové dutina (bulla tympanica) se nachazi ve spankové kosti. Vnitfek je vyplnény
vzduchem (Marvan et al. 1992) a pfipomind velky utvar, ktery je ze stran oplostély a na
ventralni strané zaobleny. Vystupuje podél lateralni plochy téla tylni kosti (Najbrt et al. 1973).
je tvorena jednou nebo vice dutinami (Konig & Liebich 2002). Na spodu se naléza bubinkovy
otvor sluchové trubice, ktery propojuje hltan s dutinou stfedniho ucha, ¢imz dochazi
k vyrovnani atmosférického tlaku ve vné&jsim zvukovodu, ktery ma vliv na bubinek a tlaku
vzduchu ve stfednim uchu (Marvan et al. 1992). Bubinkova dutina je zevniti vystlana
jednovrstevnym plochym epitelem, ktery pokryva sluchové kastky, bubinek, ovalné okénko a
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ventralni useky bubinkové dutiny (Konig & Liebich 2002). Na povrchu je pokryta tenkym
kosténym listem a uvniti je délena do drobnych sklipkd. Na medialni stran€ je nepravidelné
zprohybana, na dorséalni strané je ohraniena Sirokou §térbinou fisura petrotympanica a na
lateralni stran€ je dutina hladka. Fisura petrotympanica je na dorsalnim okraji velmi tzka a
uprostied své délky pronikéa do bubinkové casti ¢imz vytvati canaliculus chordae tympani pro
vstup nervového svazku tympani (Najbrt et al. 1973). Vazivovy podklad je bohaty na kapilary
a nervy (Konig & Liebich 2002). Dale se zde nachazi kostni predél, ktery oddéluje stiedni
ucho od vnitfniho a dva otvory: Hlemyzd'ové okénko, které je zakryté druhotnym bubinkem a
predsiniové okénko, které je zakryté trminkem (Marvan et al. 1992).

3.1.2.2 Sluchové kastky

Ve stfednim uchu smérem od bubinku se nalézaji tfi sluchové kustky (ossisula
auditus): kladivko, kovadlinka a tfminek (Reece 2011). Jsou to lamelarni kosti, ve ktery
zustali Castecné vlozené zbytky chrupavky (Konig & Liebich 2002). Jsou vzajemné kloubné
spojené a ulozené v fadé od bubinku az k predsinovému okénku, predstavuji tzv. pakovy
mechanismus, ktery prenasi chvéni bubinku na perilymfu vnitiniho ucha (Marvan et al. 1992).
Sluchové kustky, prenaseji a zesiluji vibrace vzduchu z bubinku do vnitiniho ucha (Cole
2010). Zvukové viny jsou tedy prenaseny z vétSiho povrchu bubinku na mensi plochu
membrany predsifiového okénka. (Reece 2011). Sluchové kistky a bubinek spolecné
predstavuji aparat, ktery vede, a pfitom zesiluje zvukové viny (Konig & Liebich 2002).
Nachazeji se zde 1 dva malé zihané svaly: Timinkovy sval, ktery se upinad na timinek a
napinaC bubinku s iponem na bubinek, jejich funkci je ovladani napéti v bubinku (Marvan et
al. 1992) v pfipadé, ze je jedinec vystaven nadmémeé silnému zvuku svalova vieténka uvnitf
téchto svalll reaguji na protazeni svalu, tim Ze se smrsti a nasledné se snizi nadmérny pohyb
sluchovych kustek. Rozsah protazeni svalu je ovlivnén hlasitosti neboli intenzitou zvuku
(Reece 2011). Sluchové kastky jsou udrzovany ve své poloze vazy a slizni¢nimi zavésnymi
fasami. Zajimavosti je, ze u mladych zvifat se mezi kovadlinkou a tfminek muze objevovat
samostatna coCkovita kustka (os lenticulare) (Konig & Liebich 2002).

Kladivko (malleus) je tvoreno rukojeti a hlavickou a je pevné spojené s vazivovou
vrstvou bubinku. Misto jeho uponu je v umbo membranae tympani je ze vnéj§iho zvukovodu
patrné jako stria mallearis (Konig & Liebich 2002). Rukojeti je spojené s bubinkem a
hlavicka se kloubi s télem kovadlinky (incus), ktera ma kratké a dlouhé rameno a dvé téla. Ke
stropu bubinkové dutiny je vazivem pfipojené kratké rameno a dlouhé rameno se kloubi
s dalsi sluchovou kuastkou (Marvan et al. 1992). Rukojeti kladivka dochazi k pfenosu
mechanickych kmiti bubinku, zpisobené narazy zvukovych vin na dalsi sluchové kistky
(Konig & Liebich 2002). Kovadlinka (incus) se nachazi mezi kladivkem a tfminek (Heine
2004) a je spojena s kladivkem v kloubu articulatio incudomallerais. Ma dvé ramena, jedno
dlouhé a jedno kratké. K dlouhému ramenu kovadlinky je syndezmoticky (Casto vSak 1
synostoticky) pfipojena os lenticulare, kterd od ného odstupuje v pravém uhlu a kterd je
zarovenl vybavena kloubni ploskou pro hlavicku tfrminku (caput stapedis). Kovadlinka se
v tomto misté spojuje s timinkem v kloubu articulatio incudostapedia (Konig & Liebich
2002). Timinek je pevné pifipevnény prstencovym vazem k vestibularnimu okénku (Heine
2004). Ma hlavicku a dvé ramena, kterd se nachazeji v zdkladné timinku (basis stapedis).
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Ovalna zékladna timinku je na svém okraji pfipevnéna pomoci lig. anulare stapedis do
fenestra vestibuli (Konig & Liebich 2002). S vyjimkou tfminku, ktery je pfipojeny
k vestibularnimu okénku je kazdy z téchto kloubt synovialni (Heine 2004).

3.1.3 Vnitrni ucho

Vnitini ucho neboli auris interna je slozity organ (Konig & Liebich 2002), ktery se
naléza ve skalni kosti (Marvan et al. 1992) a je slozeny z uzavieného systému membranoznich
tenkosténnych vacku a kanalkt blanitého labyrintu (labyrinthus membranaceus). V tomto
labyrintu se nachazi: blanity hlemyzd’ (ductus cochlearis) se smyslovym epitelem pro sluch a
vestibularni aparat (apparatus vestibularis) jako receptorovy organ pro smysl rovnovahy a
pohybu (Konig & Liebich 2002). Podle funkce se tedy vnitini ucho déli na vestibularni cast
(statokinetickd), jejichz funkci je udrzeni rovnovahy a na kochlearni neboli sluchovou ¢ast se
sluchovou funkci (Reece 2011). Ke vnimani rovnovahy a pohybu ve vestibularni ¢asti slouzi
epitelialni bunky diferencované v sekundarni smyslové buiky v polokruhovitych kanalcich
(Konig & Liebich 2002). V kochlearni casti se nachézi vétev VIL hlavového nervu
(pfedsiiohlemyzdovy nerv) neboli hlemyzd'ovy koten, ktery vstupuje do vestibularni casti
(Reece 2011) a v blanitém hlemyzdi se nachéazi Cortiho organ (sidlo sluchového smyslu).
Prostory blanitého hlemyzdé€ a vestibularniho aparatu jsou propojeny prostiednictvim ductus
reuniens (Konig & Liebich 2002).

3.1.3.1 Kosténé bludisté (labyrint)

Sklada se z tii polokruhovitych kanalkd, predsiné a hlemyzdé (Marvan et al. 1992) a je
zde ulozena sluchova ¢ast vnitiniho ucha (Reece 2011). Je tvoren skalni ¢asti spankové kosti
(pars petrosa ossis temporalis) a je prostornéjsi nez blanité bludisté i1 pfesto, ze jej tvarem a
rozméry piipomina. V kosténém bludisti se nachazi: predsin (vestibulum) neboli centralni
dutina, kaudodorzalné navazujici polokruhovité kanalky (canales semicirculares ossei) a
rovnostranné pripojeny hlemyzd (cochlea) (Konig & Liebich 2002).

Polokruhovité kanalky maji pocatek, ale 1 konec v predsini (Reece 2011). Pted
vyvodem do predsiné se rozSifuji v ampulu (ampulla membranacea) (Marvan et al. 1992).
Sliznice zde zesiluje v pfi¢nou li§tu vycnivajici do lumina a dochézi tak k vytvoreni zakladu
pro receptorové pole polokruhovitych kanalka, crista ampullaris. Receptorové pole pusobi
jako senzoricky receptorovy organ (neuroepitel) a obsahuje smyslové a podpturné buriky. Na
povrchu crista ampullaris je umisténa zesilena a snadno pohybliva vrstva glykoproteinu
(cupula). Kazda zména tvaru ¢i posun kupuly urcuje pohyb endolymfy ¢imz umoziuje
vnimani pohybu téla (Konig & Liebich 2002).

Hlemyzd’ je spiralovité¢ stoeny kostni kanalek (canalis spiralis chchleae) kolem
osového kuzele. U Selem obsahuje tfi spiralovité zavity kolem centralni kosténé osy
(modiouls), u koné dva a pul, u skotu tfi a pil a prasete Ctyfi (Konig & Liebich 2002).
Nachazi se zde kosténa spiralovita ploténka a brazdicka, v niz se nachazi spiralovity ganglion
(ganglion spirale), ktery obsahuje téla smyslovych bunék sluchového nervu (n. cochlearis)
(Marvan et al. 1992). V kosténém hlemyzdi (cochlea) se dale nachazeji tfi blanité kanalky
(scala vestibuli, blanity hlemyzd’ (ductus cochlearis), scala tympani), které se obtaceji kolem
kosténé osy od zékladny hlemyzdé az k jeho hrotu (Ko6nig & Liebich 2002).
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Uvnitt kosténého bludisté se dale naléza blanité bludisté (labyrint) (Reece 2011). Mezi
blanitym a kosténym bludistém se nachazi §térbinovité prostory (spatia perilymphatica,
perilymfatické prostory) vyplnéné tekutinou (Konig & Liebich 2002).

3.1.3.2 Blanité bludisté

Blanité bludisté se nalézad v kosténém bludisti, od kterého je, ale zaroven Castecné
oddélené prostorem vyplnénym tekutinou (perilymfou), kterd ma podobné slozeni jako
mozkomisni mok (Marvan et al. 1992). Je bohata na sodné ionty a chuda na draselné (Konig
& Liebich 2002). Perilymfa s mozkomi§nim mokem volné cirkuluje pres endolymfaticky
kanalek, a jelikoz maji podobné slozeni a v dusledku propojeni mozkovych plen muze dojit
k prenosu infekci z vnitfniho ucha do mozkovych plen coz zptsobi zanét mozkovych blan
(Reece 2011). Sténa blanitého bludiste je tvofena vazivovou blankou, kterd nasledné prechazi
ve smyslovy epitel (Marvan et al. 1992). Blanité bludisté je vyplnéné endolymfou, ktera je
vylu€ovana vaskularni tkani na vnéjsi plose Scala media, jejiz slozeni je podobné jako u
intracelularni tekutiny (nizky obsah sodiku a vysoky obsah drasliku) (Reece 2011).

Déli se na sluchovou ¢ast, ktera je tvorena blanitym hlemyzdém a na statickou cast,
ktera je tvorena vejCitym a kulovitym vackem a polokruhovitymi kanalky (Marvan et al.
1992). Jsou tedy soucasti vestibularniho systému. VejcCity i kulovity vacek se nachazi
v pfedsini a jsou propojeny se spojovaci chodbi¢kou (Reece 2011). Déle jsou zde statické
hiebeny, které jsou uloZzené v ampulich polokruhovitych kanalk a umoziuji vnimani pohybu
(Marvan et al. 1992).

Nakonec se zde nachéazi smyslovy epitel statistickych skvrn a smyslovy epitel
polokruhovitych kanalkti. Smyslovy epitel statistickych skvrn je sloZzen z podpurnych a
smyslovych bunék, které jsou vlaskové a maji bankovity tvar a zjejich uzsiho apikalniho
konce vychazi trs dlouhych civych vybézka (Marvan et al. 1992). Vlaskové bunky jsou
mechanicky ovlivnéné endolymfou, ktera se pii pohybu hlavou v disledku setrvacnosti
opozduje, a z toho divodu jsou také stimulovany pfi rotacnich pohybech hlavy. Teprve poté
co se pohyb hlavy zastavi se endolymfa zacne pohybovat, coz zpusobi stimulaci smyslovych
bunék v opacném sméru a nastane utlumeni dal§iho pfizpusobovani (Reece 2011). Spojeni
mezi endolymfou s hlemyzd'ovym vackem a dal§imi ¢astmi blanitého hlemyzd€ znazoriuje
bezpecnostni zaklopku, ktera napomaha k udrzeni stalého tlaku endolymfy (Reece 2011).
Pohybem hlavy nebo téla se rozpohybuji vybeézky smyslovych bunek, ¢imz vznikaji vzruchy,
které se prenaseji do mozku a tim dojde k vyvolani reflexnich pohybu, které zajisti zachovani
télesné rovnovahy (Marvan et al. 1992).

3.1.3.3 Blanity hlemyzd’

Blanity hlemyzd’ je uvnitf kosténého hlemyzdé a ma tvar spirdloviteé stoceného
kanalku. Nachazi se na spodinové blance s iponem na spiralovitou ploténku osového kuzele
(Marvan et al. 1992). Je slozen ze tii spiralovité stoCenych kanalkt: Scala tympani (dolni
oddil), scala media (stfedni Cast) a scala vestibuli (horni oddil). Kromé malého spojeni na
vrcholu hlemyzdé jsou od sebe vzajemné oddélené (Reece 2011). Vnitiek blanitého hlemyzdée
je vyplnén endolymfou a vystlan epitelem, ktery se diferencuje ve smyslovy epitel (Marvan et
al. 1992). Prostiednictvim perilymfy a posléze endolymfy se zvukové viny ze stiedniho a
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zevniho ucha dostavaji k ovalnému okénku (fenestra vestibuli) a vestibulu vnitfniho ucha a
¢imz jsou prendSeny na vnitini useky sluchového organu (Konig & Liebich 2002). Podél
scala media jsou vysoké cylindrické bunky a uvnitf je Cortiho organ, coz je slozity sluchovy
receptor tzv. spiralni (Marvan et al. 1992). Jedna se o slozity smyslovy epitel, utvofeny
podpurnymi a smyslovymi burikami s vlasky (Reece 2011), na jejichz konci se nachazeji
dendrity sluchového nervu (Marvan et al. 1992). Na Cortiho organ volné ptiléha rosolovita
membrana (membrdna tectoria) a uvniti Cortiho orgdnu dochazi k pfeméné zvukovych vin na
nervové impulzy, které se nasledné dostavaji do mozkové kury, kde davaji vznik sluchovym
vjemum (Reece 2011).

Na povrchu smyslového epitelu se nachazi zelatin6zni kryci membrana (membrdna
basilaris), ktera se na jedné strané upind na kostni spiralovitou ploténku a na druhé strané se
volné dotyka smyslovych bunék (Marvan et al. 1992). Nachazeji se zde nervové vstupy do
Cortiho organu. Umisténi stimulované ¢asti Cortiho organu na scala media od zakladny
osového kuzele hlemyzdé az po jeho vrchol urcuje, jaka frekvence zvukovych vin je praveé
vnimana (Konig & Liebich 2002). Nizkofrekvencni viny se §ifi na dlouhou vzdalenost, nez
dosahnou svého rezonan¢niho mista a zaniknou, na rozdil od vysokofrekvencnich zvukovych
vin, které se §ifi pouze na kratkou vzdéalenost po bazilarni membrané, nez dojde k zaniku. Psi
vnimaji frekvence az do 50 000 cykli za sekundu na rozdil od clovéka, ktery je limitovan
pfiblizné mezi 20 az 20 000 cykly za sekundu. Z toho davodu lidé neslysi vysokofrekvencni
psi pistalky, ale psi na né reaguji (Reece 2011).

uéni kiistky vestibuldrni orgdn

usni boltec usni bubinek \

hlemyzd

sluchovy nerv

Eustachova trubice
vukovod

v

vnéigt ucho stredni ucho vnilini ucho
j5i uch

Obrazek 2: Anatomické zndzornéni psiho ucha (pfevzato z https://www.canina.cz/)
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Otitidy u psi

Otitidy jsou definovany jako zanét zvukovodu, které se podle postizenych
anatomickych struktur déli na zevni, stfedni a vnitini otitidy. Nejcastéji je u psi pozorovan
zanét zevniho zvukovodu, ktery zahrnuje boltce a horizontalni i vertikalni zvukovody (Neves
et al. 2018). Usni infekce patii mezi deset nejCastéjSich divodu navstév veterinarnich klinik
(Petrov et al. 2013). Velké mnozstvi faktort podilejicich se na zanétu otitis externa a otitis
media se rozdéluje na faktory primarni, predisponujici a pretrvavajici (Popovic 2005).
Primarni faktory mohou byt zplsobeny bakteriemi, kvasinkami, parazity nebo cizim
predmétem (Bajwa 2019). Otitidy zpusobené cizim predmétem jsou Castymi pfiinami
v letnich mésicich, kdy nejCastéjSimi cizimi télesy jsou semena trav (Svoboda et al. 2000).
Mohou to byt, ale i jakékoliv predméty malych rozmérti (Popovic 2005). Do primarnich
faktori dale patfi tzv. onemocnéni z precitlivélosti (atopicka dermatitida, potravinova a
kontaktni alergie), které je zaroven nejcastéjSim primarnim faktorem vedoucim k otitidam u
psu (Bajwa 2019). Priblizn€ 10 % pst ma atopickou dermatitidu a z toho pfiblizn€ 17 az 55 %
ma ve své klinické symptomatologii postizeni usi a u 3 az 5 % atopickych psu je zanét ucha
jediny klinicky pfiznak onemocnéni (Popovic 2005). Ale i alergie na krmivo se muze
projevovat postizenim usi a poruchy keratinizace mohou zpusobit kvalitativni a kvantitativni
zmeény v poCtu a sekreci zlaz (Perry et al. 2017). Mezi predisponujici faktory se radi:
stenotické usi (tzn. se zazenym profilem zvukovodu) (Bajwa 2019), vyskytujici se naptiklad u
plemen Sarpej nebo rotvajler (Perry et al. 2017), usi s nadmérnou srsti, zvySena tvorba usniho
mazu, Casté¢ Cisténi, uSni masy, zmény vnéjsi teploty a vlhkosti prostiedi (Bajwa 2019).
Napriklad Cistokrevna plemena pst, ktefi maji previslé usni boltce a chlupaté usni kanalky
(napt. pudl nebo kokrs§panél) jsou vice nachylna k usnim infekcim na rozdil od jinych plemen
psu a pokud maji psi vztyCené usi, bez ohledu na pfitomnost chlupt ve zvukovodu, maji téz
niz§i riziko zanétu vnéjsiho ucha (Cole 2010). Pietrvavajici faktory na rozdil od primarnich a
predisponujicich faktord neiniciuji zanét jako takovy, ale zpusobuji zhorSeni zanétlivého
procesu a udrzeni onemocnéni ucha (Bajwa 2019). U psi také existuji i plemenné
predispozice ke vzniku u$niho zanétu, u fady z nich neni vyvoléavajici faktor jasny. Mezi
predisponovana plemena patti kokrSpanélé, bretansti ohati, west highland white teriéfi, zlati
retrivii, foxteriéfi, labradorsti retrivii, miniaturni pudlové, afgansti chrti, francouzsti buldocci,
skotsti teriéfi, maltézsti psici a némecti ovcaci (Pye 2018).

3.14 Zanét zevniho zvukovodu (ofitis externa)

Zanét zevniho zvukovodu je béZznym zanétlivym onemocnénim u psu (Bajwa 2019).
Dtvodem mize byt i to ze kvasinky (Malassezia spp.) a bakterie (Staphylococcus spp. a
Bacillus spp.) se v uchu bézné vyskytuji (viz kapitola 3.3.1.2), ¢imz v ptipad¢ pfemnoZeni
muze dochazet k zanétlivym reakcim uvnitt zvukovodu (Neves et al. 2018) a to i presto, ze
jsou bakterie a kvasinky oportunisté, coz znamena ze nejsou primarnimi patogeny
zpusobujicimi otitis externa (Perry et al. 2017). V bézné praxi se procento piipadd u psu
s ptiznaky otitis externa pohybuje od 7,5 % do 16,5 % (Pye 2018). Potvrzuje to i Perry et al.
(2017) ve své studii, kde bylo diagnostikovano 320 piipadi otitis externa u 2012 psua na tiech
veterinarich klinikach v Kanadé, coz odpovida 15,9 % pfipadu. Otitis externa se muze
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vyskytovat v akutni nebo chronické podobé a muze byt pietrvavajici nebo recidivujici (Ebani
et al. 2023).

3.1.4.1 Etiopatogeneze

Otitis externa je velmi Casto zpusobena kvasinkami nebo bakteriemi, pfipadné jejich
kombinaci (podrobnéjsi prehled v kapitole 3.1.6 - bakterie a 3.1.7 - kvasinky) (Petrov et al.
2013). Prikladem je studie z Brazilie z roku 2018, zabyvajici se in vitro a in vivo u€innosti
esencialniho oleje ztea tree na ofitis externa u psu, ktery byl zpisobeny bakteriemi a
kvasinkami. U 28 psu byla provedena mikrobiologicka vysetieni z kazdého ucha, celkem bylo
vySetieno 56 vzorkd, kdy 62,5 % pst mélo infekci zpusobenou kombinaci kvasinek a bakterii,
33,9 % bakteriemi a 3,6 % kvasinkami. Nejcastéji izolované mikroorganismy byly
Staphylococcus intermedius, Staphylcoccus aureus, Proteus mirabilis a kvasinky Malassezia
pachydermatis (Neves et al. 2018). Na vzniku otitis externa se mohou, ale podilet 1 parazité,
napiiklad paraziticky rozto¢ strupovka usni (Otodectes cynotis) nebo cizi predmét uviznuty ve
zvukovodu (Kasai et al. 2021). Nejb&znéjsi priCinou otitis externa je ale atopicka dermatitida,
ktera onemocnéni zpusobuje az v 60 % piipadi. Na druhé misto se fadi jiz zminéné bakterie a
treti pricku zaujimaji kvasinky Malassezia pachydermatis (Ngo et al. 2018). Je to, ale
pravdépodobné velmi individualni a nazory na interpretaci nalezi a pfiin se ruzni. Napf.
Pereira a Clemente (2021) uvadi, Ze nejCastéjS§im patogenem zpusobujici ofitis externa jsou
kvasinky Malassezia pachydermatis a az posléze jsou uvedené bakterie (S. pseudintermedius
a Pseudomonas aeruginosa); vice informaci o ptivodcich otitid viz kapitola — Pavodci otitid u
psu.

Vznik otitis externa je ovlivnén primarnimi, predisponujicimi a pretrvavajicimi
faktory, které jsou uvedené v kapitole 3.2. (Neves et al. 2018). Mezi dalsi pfiCiny patfi Casté
myti (voda v uSich), poranéni pfi manipulaci (Cisténi usi), dlouhotrvajici antibioticka 1écba
(Petrov et al. 2013), okolni teplota a relativni vlhkost vzduchu. Zvysenim vlhkosti vzduchu ve
zvukovodu muze dojit ke zméknuti usniho kanalku, ¢imz dojde k naruseni obranyschopnosti
téla a pfemnozeni mikroorganismu a vyslednému zanétu (Bajwa 2019). Nakonec i obsah
urcitych esencialnich kyselin muze téZ zpusobit podrazdéni a zanétlivou reakci, ¢imz dojde
k vytvoreni idealnich podminek pro namozeni kvasinek a bakterii (Svoboda et al. 2000).

3.1.4.2 Symptomatologie

Typickymi klinickymi pfiznaky jsou bolest, zapach, zanét, exsudat (zanétlivy
extravaskularni vypotek) viz obrazek 3, pruritus (svédéni), tfes hlavou (Neves et al. 2018),
bolest pfi palpaci (prohmatavani postizené oblasti), erytém (Cervené zabarveni kiize) a otok
ucha nebo v okoli zvukovodu (Perry et al. 2017). Dale mizeme na boltci pozorovat projevy
Supinaténi, tvorbu krust, alopecii, ulamanou srst, hyperpigmentaci a jiz zminény erytém
s otokem (Bajwa 2019). Pii ofitis externa dochéazi ke zménam 1 uvnitt zvukovodu, jako je
Zlazova hyperplazie, rozsifeni zlaz, epitelialni hyperplazie a hyperkeratdza, které zpusobuji
zvySenou produkci usniho mazu (Ebani et al. 2023). Veskeré pifiznaky se mohou objevit
jednostranné 1 oboustranné (Petrov et al. 2013) a obvykle je v postizeném uchu ¢i uSich
zaznamenan vice nez jeden abnormalni nalez (Bajwa 2019). Pfi onemocnéni zanétu zevniho
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zvukovodu dochézi k vyS§si lokalni vlihkosti a pH, ¢imz predisponuje k sekundarni udni infekci
(Ebani et al. 2023).

Obrazek 3: Otitis externa zpusobeny kvasinkami Malassezia pachydermatis s viditelnym exudatem. (pfevzato z
Peano et al. 2020)

3.1.4.3 Diagnostika

Diagnoéza zafina pozornou anamnézou a klinickym vySetfenim zvifete (vizualni
prohlidka a palpace zvukovodu) (Bajwa 2019). Pfesna anamnéza urCuje, zda mize byt
pfitomen zanét zevniho zvukovodu, ale muze také pomoci identifikovat primarni faktory ve
vyvoji otitid (Pye 2018). Dale se provadi otoskopie, cytologické vySetieni sekretu a
mikrobiologicka kultivace (Neves et al. 2018). Cytologické vySetfeni usniho sekretu je jednim
z nejuziteCnéjSich diagnostickych testt, ktery pomaha pii 1écbé otitid u psit. Krome
infek¢niho agens se ve vzorku mohou objevit 1 bilé krvinky, které svéd¢i o reakci imunitniho
systému jedince na infekci (Pye 2018). Za pozitivni pripad mikrobialni ofitis externa se
povazuje pfitomnost minimalné tii infekénich agens v zorném poli (1000 x zvétSeni) (Perry et
al. 2017). Pti otoskopickém vySetteni je klicovou casti zhodnotit stav bubinku, paklize je to
z divodu zanétu obtizné je vhodné ponechat hodnoceni bubinku na pozdéji (Bajwa 2019).
Dale se hodnoti typ 1ézi, vytok v zevnim zvukovodu, zda je kanalek stenozni a jestli se zde
nenachazi cizi téleso (Pye 2018). Nasledné po vycisténi zvukovodu se mohou udélat dalsi
diagnostické testy (Svoboda et al. 2000), jako jsou napftiklad rentgenové snimky, pocitacova
tomografie (CT) nebo magnetickd rezonance (MRI), které se sice bézné nepouzivaji, ale
mohou byt uzite¢né v piipadé chronického zanétu nebo zanétu stfedniho ucha (Bajwa 2019).
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U pacienta, ktery ma bolesti, mize byt zapotiebi sedace nebo anestezie, aby bylo mozné
provést dukladné vysetreni (Pye 2018).

3.1.4.4 Lécba

Zakladem tuspésné terapie zanétu zevniho zvukovodu i stfedniho ucha by mélo byt
rozpoznani, eliminace nebo kontrola primarnich faktort, napfiklad potravinové alergie,
poruchy keratizace, napadeni parazity nebo atopie (Bajwa 2019). V pripad¢, Ze se u pacienta
zjisti atopie, potravinova alergie nebo hypertyredza, muze samotna léCba zminénych
onemocnéni odstranit nebo zlep§it primarni pficiny zanétu zevniho zvukovodu (Gotthelf
2004). Pred zahajenim terapie je vhodné udélat 1 kultivacni testy a testy citlivosti z davodu
urCeni sérové hladiny 1€kt potfebné k usmrceni patogennich organisma (Pye 2018). Lécba
samotné otitis externa by méla byt zahajena az po cytologické vySetfeni. VétsSinou se zaklada
na vyc¢isténi zvukovodu a nasledném nasazeni antimykotik, antibiotik (Neves et al. 2018),
protizanétlivych 1ékti nebo chemoterapuetik dle citlivosti etiologického agens (Petrov et al.
2013). Vétsina psu se zanétem zevniho zvukovodu bude mit prospéch z protizanétlivé 1écby,
bez ohledu na jeji pfiCinu (Bajwa 2019) Vycisténi zvukovodu pied podanim 1écivého
ptipravku je velmi podstatné, jelikoz pifi nadbytu uSniho mazu nebo exsudatu nedochézi ke
kontaktu 1éku s uSnim epitelem a infekcnim agens, lokalni terapie by byla neucinna (Neves et
al. 2018). Cisténi usi také pomahd narusit nebo rozbit biofilm, ktery méze chranit patogeny,
pfed vhodnou terapii. Jelikoz je onemocnéni usi velmi bolestivé, je vhodné kratkodobé
podavat pacientovi glukokortikoidy ke snizeni bolesti a otoku. Glukokortikoidy mohou také
pomoci narusit tvorbu biofilmu a zabranit rozvoji chronickych usnich zmén (Bajwa 2019). Je
mozné je podavat jesté pred samotnym otoskopickym vySetfenim v piipadé, ze ma pacient
velké bolesti a neni mozné jej vySetfit (Pye 2018). Lokani antimikrobialni 1é¢ba je v ptipadé
zanétu zevniho zvukovodu preferovana pied celkovou terapii (Ebani et al. 2023), systémova
antibiotickda 1éc¢ba se pfi zanétu zevniho zvukovodu nedoporucuje (Bajwa 2019). V piipade
otitis externa je mozné zaradit jako alternativni 1écbu esencidlni silice, které v fadé studii
vykazuji pozitivni vysledky pfi 1€Cb€ otitis externa u psu, vice o 1éCbé esencialnimi silicemi
v kapitole — vyuziti esencialnich silic pfi 1écbe otitid u psi (Ebani et al. 2023). Na konci
predepsané 1écby by se mélo zopakovat cytologické vySetfeni, aby se ovéfilo, zda doslo k
uplnému vyléceni otitis externa 1 ptipadnych sekundarnich infekci (Pye 2018). V ptipad¢, ze
nedojde ke v€asné 1é¢be, hrozi rozvoj chronického zanétu zevniho usniho epitelu a mize dojit
az k prasknuti bubinku, coz zpusobi zanét stredniho ucha a nasledné i zanét vnitfniho ucha
(Neves et al. 2018).

Jako chronicky zanét zevniho usniho epitelu se rozumi pretrvavajici nebo opakujici se
usni zanét trvajici 3 meésice a vic (Bajwa 2019). Vede k proliferaci kvasinek a bakterii (Neves
et al. 2018) a zpusobuje na kizi zvukovodu fadu patologickych zmén, napriklad ztlusténi
kaze, které zpusobi stendzu zvukovodu, ¢imZz se snizuje moznost efektivniho Cisténi
zvukovodu a lokalni medikace (Svoboda et al. 2000). Dale dochazi ke tvorbé polypu a
k ruptufe bubinku, coz zpusobuje chronickou bolest a muze vést az k nevratné hluchoté
(Neves et al. 2018). K ztraté sluchu maze dochazet jiz pfi otitis externa, ale chronicky zanét je
spojovan s vys$§im stupném sluchové ztraty (Bajwa 2019). V dusledku opakované terapie

22



Casto dochazi k antimikrobialni rezistenci, pokud jsou mikroorganismy pfidruzenym faktorem
(Neves et al. 2018).

Pti chronické zanétu se do lumenu zvukovodu dostava vétsi mnozstvi keratinového
detritu (hyperkeratoza), zmény, ke kterym dochézi v reakci na chronicky zanét, mohou dale
zahrnovat glanduralarni hyperplazii, dilataci zlaz a epitelialni hyperplazii. Z divodu zmén
v zevnim zvukovodu dochazi ke zvysené produkci cerumenu, coz pfispiva ke zvySené lokalni
vlhkosti a pH, a tim je ucho predisponovano k sekundarnim infekcim (Bajwa 2019).
Chronicky zanét vede ke zviedovaténi sliznice a rozpadu epitelidlnich vystelek. Lamina
propria se v reakci na zanét ztlus§tuje, ¢cimz dochazi ke zvySeni vaskularity a zacne se tvorit
granulacni tkan a edém. V pripadé€, ze bude viedovaténi, infekce a tvorba granulacni tkané
pokracovat mize dojit az ke zniCeni okolni kosti (Gotthelf 2004). U pacientd s chronickym
prubéh, kde doslo k perforaci usniho bubinku anebo ulceracim zvukovodu muze byt vétSina
prostiedkt na Cisténi usi a antimikrobialnich latek ototoxicka (poSkozovat Casti vnitiniho ucha
nebo sluchového nervu) pro struktury stfedniho nebo 1 wvnitfniho ucha, ¢imz dochazi
k porucham rovnovahy a ztraty sluchu u pst (Neves et al. 2018).

Lokalni i celkova terapie pii chronickém zanétu je komplikovana, Casto je obtizngjsi
dosahnout dostate€né koncentrace 1éCiv ve zménénych tkanich. VétSinou se indikuje
antibioticka systémova terapie (Popovic 2005) na zakladé bakterialni kultivace a vysledka
citlivosti. Cilem terapie je snizeni otoku, proliferace tkani a zanétu. V pfipadé chronického
zanétu zpusobeného bakterii Pseudomonas aerugonosa je mozné pomoci glukokortikoidu
zvratit ototoxické ucinky (Pye 2018). Lécba chronickych zanétu byva velmi dlouhd, neni
neobvyklé, ze trva i az 8 tydna s opakovanymi navstévami za ucelem sledovani pokroku
(Barnard & Foster 2018).

3.1.5 Zanét stiredniho a vnitrniho ucha

Zanét stiedniho ucha neboli otitis media a zanét vnitiniho ucha (otitis interna) se u psu
vyskytuje jako dusledek zanétu zevniho zvukovodu. V 16 % pfiipadt se akutni zanét
zvukovodu prolne v zanét stfedniho ucha a pfi chronickém zanétu dokonce v 50 % ptipada
(Bajwa 2019), nékteré diivéjsi zdroje uvadeji, ze az v 80 % pripadd. K onemocnéni dochazi
vétSinou z divodu velkého mnozstvi exsudatu nebo tekutiny v bubinkové dutiné stfedniho
ucha (Classen et al. 2016). Predpoklada se, ze vznik otitis media je velmi Casto ovlivnén, tim,
zda 1écba otitis externa probihala spravné, zda byla viibec zahajena nebo jestli byla ptitomna
antimikrobialni rezistence (Gotthelf 2004). Méné Casto muze byt otitis media zpusobena
primarnimi pfi¢inami jako jsou zanétlivé polypy, cholesteatom, neoplazie a cholesterolovy
granulom (Classen et al. 2016). U koCek muze byt piic¢ina vzniku otitis media dusledkem
respiracniho onemocnéni (vzestupna infekce Eustachovou trubici do stfedniho ucha) (Gotthelf
2004). Zanét stiedniho a nasledné vnitiniho ucha mize zptsobit i cizi predmét, naptiklad casti
rostlin. Piikladem je 11 lety pes, ktery byl 6 mésicti 1éCen se zanétem zevniho zvukovodu, nez
se zjistilo, ze ma v uchu travni osten (Brement et al. 2018). Patogeneze otitis media je u psu
vétsinou komplexni a ¢asto i multifaktorialni (Barnard & Foster 2018). Pokud nedojde k 1écbé
otitis media a stav pacienta se bude stale zhorSovat, rozvine se 1 zanét vnitiniho ucha (Lorek et
al. 2020).

23



Klinické projevy zanétu stfedniho ucha jsou velmi nespecifické, jelikoz jsou cCasto
prekryty pfiznaky otitis externa, které mohou byt podobné priznakim oftitis media (vytok
oblasti a okoli) (Paterson 2017). Pokud se infekce rozsifila hloub&ji do stfedniho nebo
vnitiniho ucha muZze se objevit naklanéni hlavy na postizenou stranu, ataxie a rozvinuti
Hornerova syndromu pii poruseni sympatického nervového systému. Projevy Hornerova
syndromu jsou: zizeni zornice oka, pokles o¢niho vicka, oko vkleslé do o¢nice a vyklenuti
zvykaci membrany (Classen et al. 2016). Dale muze zvife vykazovat pfiznaky:
neurologického onemocnéni postihujici hlavu (Lorek et al. 2020), jako je paralyza obliceje
(pokles rtu a ucha, neschopnost mrkat) (Classen et al. 2016), abnormalni zaklon hlavy,
nystagmus a deficit hlavovych nervi (Bajwa 2019), vCetné poskozeni licniho nervu,
vestibularniho onemocnéni, znamek systémového onemocnéni a bolesti pfi otvirani mordy
(Pye 2018). Jsou ale i pripady, kdy pes s otitis media nemusi vykazovat zadné neurologické
ptiznaky, dostane-li se ale zanét 1 do vnitiniho ucha, neurologické priznaky se ve vétsi nebo
mensi mife objevi (Lorek et al. 2020). Ve finalnim vysledku dochézi ke znaénému poskozeni,
které v prubéhu Casu zpusobuje mikroskopické trhlinky na bubinku a muze dojit az k jeho
ruptufe (Gotthelf 2004).

Diagnostika je v podstaté stejna jako pii zanétu zevniho zvukovodu viz kapitola
3.1.4.3. Vyskytuje se zde jen par abnormalit, dle kterych je mozné rozlisit o jaky zanét se
jedna: absence bubinku pfi otoskopickém vysetieni (Bajwa 2019), Cervena nebo vyboulena
tympanickd membrana pii otoskopickém vySetieni znaci, ze se bude jednat o otitis media, ale
jak jiz bylo zminéno z divodu soucasn€ probihajiciho zanétu zevniho zvukovodu (diftzni
otok a profilace epitelialni vystelky zvukovodu) mize byt Spatné viditelna (Kraijer-Huver et
al. 2009). U nékterych kocicich pacientd se po vycisténi ucha od hlenu a zaschlych exsudata,
které jsou tmavé a drobivé, pfipominajici exsudat po napadeni uSnim roztoCem, objevit
viditelny polyp ve zvukovodu (Gotthelf 2004). Otoskopické vysetieni muze byt pii zanétu
sttedniho nebo vnitfniho ucha velmi naro¢né na provedeni u pacienti pii védomi (bolest),
byva tedy Casto minimalné nutna sedace piipadné i celkova anestezie (Barnard & Foster
2018). Pokud ma pacient v anamnéze zaznamenanou opakovanou lébu zanétu zevniho
zvukovodu, mélo by to veterinarniho 1ékafe upozornit na moznost, Ze pes prodélava zarover 1
zanét stfedniho ucha (Gotthelf 2004)

Patologické a neurologické zmény je mozné uspésné vyreSit pouze chirurgickym
zakrokem. Lécba je celkoveé velmi naro¢na, jelikoz mnoho 1ékt je potencionalné toxickych
pro struktury vnitiniho ucha a zaroven zde hraje i velkou roli stav bubinku (Lorek et al. 2020).
Nakonec je dulezita pravidelna kontrola vyvoje a pribéh onemocnéni. Opakované kontrolni
navstévy umoziuji veterinarnimu Iékafi za v€as provést zmény v medikaci v piipadé, ze je
terapeuticka odpovéd’ nedostatecnd (Barnard & Foster 2018). Prevenci otitis media je
dikladna péce pii Cisténi, odstranénim exsudati peclivym proplachovanim a odsavanim
zvukovodu, aby se eliminoval zdroj destruktivnich enzymu puasobicich na bubinek (Gotthelf
2004).
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Puavodci otitid u psu
3.1.6 Bakterie

Jako pficina otitidy u psu je uvadén Siroky vycet bakterii jako Staphylococcus spp., B-
hemolytické Streptococcus sp, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
(Petrov et al. 2013) a Klebsiella spp. (Pye 2018). Dalsi bakterie, které jsou bézné spojené
susni 1 zanéty jsou bakterie rodu Enterococcus a Corynebacterium. NejCastéji izolovanymi
bakterie ze zevniho zvukovodu psu s usni infekci jsou ale Staphylococcus spp. (Bajwa 2019).
Prikladem je studie, kde bylo celkem odebrano 257 vzorkl z psich usi a bylo detekovano 42
kment Pseudomonas aeruginosa a 109 kmenu stafylokokli. Dale zde byly identifikované
beta-hemolyti¢ti streptokoci, Proteus mirabilis a Escherichia coli (Petrov et al. 2013). Tang et
al. (2020) zjistili, ze pfiblizn€ ve 21 % pripada dominoval jeden druh, ktery piedstavoval vice
nez 90 % relativniho mnozstvi ve vzorku nemocného jedince s usni infekci. VétSina téchto
informaci byla podlozena bakterialni kultivaci a ztoho divodu mohly byt nékteré
nekultivované bakterie podcefiované, zatimco jiné bakterie s vysokou mirou proliferace
precefiované. Pokroky v technologiich sekvenovani nové generace ale umoziu;ji
metagenomickou analyzu, kterd se nejcastéji zamétuje na gen 16S ribozomalni RNA (16S
rRNA), coz umoznuje charakterizovat vysoce komplexni mikrobialni spolecenstvi v riznych
organech u lidi a zvifat a v riznych prostfedich (Kasai et al. 2021). Ve srovnani se zdravymi
psy méli psi se zanétem zvukovodu vyznamné nizsi zastoupeni bakterii kmene Proteobacteria
a vyssi pocetnost kmene Firmicutes se Staphylococcus jako hlavnim rodem (Ngo et al. 2018).
Odlisné vysledky uvadi Korbelik et al. (2019), ktera zjistila relativné vyssi zastoupeni kmene
Firmicutes u zdravych pst ve srovnani s uSima psu s otitis externa- Zajimavosti je, ze ze
vSech vySe zminénych bakterii se pouze Klebsiella spp. (Pye 2018) a bakterie rodu
Enterococcus (Bajwa 2019) nevyskytuje v normalni mikrobioté¢ ucha zdravého psa (viz
kapitola 3.1.1.2), coz dokazuje polyfaktorialni pivod otitid, na kterém se podili bakteriemi,
které se v uchu bézn¢ vyskytuji (Petrov et al. 2013).

Bakterie Staphylococcus a Pseudomonas mohou produkovat biofilm, coz zpusobi, ze i
pres adekvatni 1écbu bude infekce stale pretrvavat. Biofilm musi byt naruSen, aby mohlo dojit
k jakékoliv uc¢inné antimikrobialni terapii (Bajwa 2019). Pseudomonas aeruginosa muze
zpusobovat az 35 % pripadu otitis externa nebo otitis media (Barnard & Foster 2018). Byva
Casto citlivy na peroralni flurochinolony, gentamicin nebo polymixin B, ale pokud se bakterie
stane rezistentni na tuto skupinu antibiotik, jsou dalsi moznosti systémové 1éCby velmi drahé a
podavané injek¢né nebo nejsou povolena pro 1écbu zvirat (Pye 2018).

3.1.7 Parazitic¢ti ¢lenovci

Usni zanét maze zpusobit i rozto¢ strupovka usni Otodectes cynotis, ktera zpusobuje
tzv. otodektovy svrab (Carithers et al. 2016) oznaCovany také jako otitis externa parasitaria
(Horackova 2011). Pritomnost roztocl je velmi Casto doprovazena sekundarni bakterialni a
kvasinkovou infekci (Silva et al. 2020). Rozto¢ Otodectes cynotis je celosvétové rozsifeny
parazit, ktery parazituje v zevnim uchu psu a kocek na horizontalnim povrchu usniho kanalu.
Primarnim hostitele jsou psi, kocky (Lefkaditis et al. 2021), lisky, fretky a vyjimecné muze
napadnout i ¢lovéka (Yang & Huang 2016). Odhaduje se, Ze tento rozto€ je u psu zodpovédny
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za 50 % ptipadu zanétt zevniho ucha (otitis externa) a u koCek az za 85 % ptipadt (Taenzler
et al. 2017). Velikost se u sameckd uvadi v rozmezi 275-360 um a u samicek 350-450 pm,
roztodi jsou viditelni i makroskopicky (Paterson 2020). Zivotni cyklu O. cynotis probiha
vyhradné v usnich kanalcich zvirete a trva 3 tydny. Vajicko se po 4 dnech od nakladeni
vylihne a projde ¢tyfmi stadii (larva, protonymfa, deutonymfa a dospélec) (Yang & Huang
2016). Krozvinuti zanétu dochazi z divodu nadmémé az precitlivélé reakce jedince na
antigen ve slinach roztoCe nebo na fekalni material (Taenzler et al. 2017). Disledkem této
reakce je intenzivni svédéni (Yang & Huang 2016), které vyvolava nadmeérné tiepani hlavou a
Skrabani, ¢imz vznika zCervenani kiize a ceruminodzni zanét zevniho zvukovodu viz kapitola
3.2.1 (Lefkaditis et al. 2021).

Kinfekci vétSinou dochazi kontaktem s roztoCem napadenym zvifetem. Jelikoz
strupovka dokéaze kratkodobé prezivat v prostfedi nebo na povrchu téla zvirete, je mozna
infekce i bez kontaktu (Lefkaditis et al. 2021). V prostfedi mohou strupovky pfezit az 12 dni
v zavislosti na teploté prostfedi a infekénost mimo hostitele je pravdépodobné okolo 3 az 4
dni (Yang & Huang 2016). Nejvice jsou k infekci nachylni mladsi jedinci a zvifata z chovu,
kde jsou Spatné hygienické podminky a vyssi koncentrace zvifat na jednom misté (Tielemans
et al. 2021).

Diagnostika otodektového svrabu byva u psu problémova. Divodem je, Ze k vyvolani
usniho zanétu u psa staCi pouze 2-3 strupovky, které po vyvolani silného zanétu opousti
zvukovod nebo jsou zniCeny. Pravdépodobnost zachytu je tedy nizka (Popovic 2005).
Onemocnéni se zpravidla diagnostikuje mikroskopickym vySetfenim vytéru z ucha, kde lze
vidét dospélce O. cynotis (viz obrazek 4) i typickd vajicka nebo otoskopicky piimym
prukazem puavodce (Svobodova et al. 2013). Voditkem je také tmavohnédy maz, ktery plni
zvukovod a po zaschnuti pfipomina usazenou vylouhovanou kavu (,,logr) (Yang & Huang
2016).

Otodektovy svrab se 1é¢i akaricidnimi pfipravky, ale nejprve je zapotiebi zvukovod
dikladné wvycistit olejovymi usSnimi kapkami, salicylovym lihem nebo boralkoholem
(Svobodova et al. 2013). Pokud se 1écba otodektového svrabu odklada, miize dojit k vyvolani
jiz zminéné sekundarni bakterialni nebo kvasinkové infekce (Yang & Huang 2016). Prevenci
otodektového svrabu v mistech, kde je chovano vice zvifat najednou, je dukladna hygiena,
1éCebné zakroky provadet u vSech zvirat najednou a pfi pfijmu novych zvifat vySetfeni proti
O. cynotis (Svobodova et al. 2013).

26



Obrazek 4: Mikroskopické znazornéni dospélé samiCky Orodectes cynotis.
(Pfevzato z https://wcvm.usask.ca/learnaboutparasites/parasites/otodectes-cynotis.php)

3.1.8 Kvasinky

Mezi kvasinky, nalézané v ptipadech otitid u psu, se fadi Malassezia pachydermatis a
Candida albicans (Petrov et al. 2013). Obé kvasinky jsou zarovenl piitomné v mikrobioté
ucha zdravého psa (Brito et al. 2009). Nékteré studie jako napiiklad Sihelska et al. (2017)
vyvraceji ptitomnost Candida spp. na kuzi zdravych psu. Identifikovali pouze jeden izolat, a
to z rektalni sliznice a usuzuji tedy, ze pravdépodobné kvasinky Candida kolonizuji prevazné
sliznici, jejich vyskyt na kizi maze byt pouze ojedinély pfipadné spojeny s propuknutim
nemoci. To potvrzuje i Paterson (2020), ktera uvadi, ze Candida spp. se v uSich vyskytuje
pouze prilezitostné. U psu kvasinky nejcast€ji kolonizuji vlhka mista, jako jsou kozni fasy,
mukokutanni spojeni, usi a meziprsti (Sthelska et al. 2017). V uchu kvasinky kolonizuji
povrch zevniho zvukovodu, kde je lze nalézt pfilnuté ke shlukiim exfoliovanych bunék
dlazdicového epitelu (Karlapudi 2017). V adherenci a ristu kvasinek mohou hrat roli i mikro-
enviromentalni faktory jako je bakteridlni mikroflora, pH, soli, imunitni reakce biochemie a
fyziologie, vliv ma i1 genotyp v zavislosti na geografické oblasti a/nebo misté na kizi
(Sihelska et al. 2017).

Ke kolonizaci kize psi kvasinkami Malassezia pachydermatis — dochazi
pravdépodobné jiz v prvnich dnech zivota, jak k tomu dochazi neni znamo, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti pfenosem z matky na S$téné po odstranéni amniotické membrany,
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olizovanim a kojenim (Bond et al. 2020). Wagner a Schadler (2000) u 22 novorozenych §ténat
rotvajleri nalezli kvasinky Malassezia v priblizné 40 % vzorkt odebranych z pysku,
nehtovych lizek a usi Sténat ve veéku 3, 7 a 35 dnd.

3.1.8.1 Malassezia pachydermatis

Rod Malassezia je obvykle povazovan za monofyleticky taxon ve kmeni
Basidiomycota a podkmenu Ustilaginomycotina, coz je vysoce diverzifikovana skupina vice
nez 1500 druht rostlinnych patogeni (Begerow et al. 2006). Spolu s Malassezia
pachydermatis patii do rodu dalSich zhruba 16 druhti: M. stricta, M. furfur, M. sympodialis,
M. japonica, M. globosa, M. slooffiae, M. obtusa, M. yamatoensis, M. dermatis, M.
brasiliensis, M. psittaci, M. caprae, M. equina, M. nana, M. cuniculi vCetné M. pachydermatis
(Sihelska et al. 2017).

Malassezia pachydermatis je lipofilni, nelipodependentni kvasinkovy druh, ktery je
soucasti kozni mikrobioty - nemocnych i zdravych psi, kocek a dalSich domacich i divokych
zvitat (Brilhante et al. 2018). Prilezitostné muze byt izolovana i zlidské ktuze, muze byt
zapojena do nozokomialnich infekci u hospitalizovanych t€Zce nemocnych novorozencd.
Druh byl také hlasen jako sporadické agens infekci krevniho fecisté u lidi, pacientd s
oslabenou imunitou a neonatalnich pfipadd (Tragiannidis et al. 2010). Tradi¢né byla
povazovana za jediny druh v ramci rodu, ktery neni striktné zavisly na lipidech, nedavna
studie Triana et al. (2015) ale odhalila, ze gen kodujici syntézu mastnych kyselin chybi u
vSech druh Malassezia, coz naznacuje, Ze cely rod je na lipidech zavisly. Domnénka, ze M.
pachydermatis je lipofilni, ale neni zavisla na lipidech, bylo zalozeno na pozorovani, ze
vétSina izolath muaze rust na Sabouraud-dextrozovém agaru (SDA) bez piidanych lipida
(Peano et al. 2020). Coz bylo vysvétleno tim, ze k pfipravé SDA se pouziva komeréni pepton,
ktery obsahuje malé mnozstvi mastnych kyselin (napt. kyseliny palmitové) (Wu et al. 2015).
Malassezia pachydermatis je charakteristickd svym kulatym az ovalnym nebo klasickym
arasidovym tvarem (viz obrazek 5) s monopolarnim pucenim (Bajwa 2017). Pozoruhodnym
rysem genomu kvasinek rodu Malassezia je jejich mala velikost (~10 Mb), coz je asi polovina
velikosti jinych znamych basidiomycetovych hub, pfi¢emz nékteré druhy maji méné nez 4000
predpokladanych gent coz miize odrazet adaptaci na omezenou ekologickou niku. Bunécna
sténa Malassezia spp. je neobvykla tloustkou (90-150 nm), morfologii (vnitini spiralovité
zvlnéni), a sloZzenim (pfevaha (1 — 6) -B-D-glukanu, stopa mannanu, sténa bohata na lipidy,
kapsle a chitin vyrazny v jizvé pupenu) (Bond et al. 2020). Genovou analyzou byly zjisténé
dalsi jedinec¢né vlastnosti Malassezia, zahrnujici: nizkou schopnost degradovat sacharidy v
disledku redukce gent kodujicich glykosylhydrolazu, zavislost rustu na lipidech kvuli
nedostatku genu syntézy mastnych kyselin a soucasna expanze enzymu hydrolyzujicich lipidy
(jako jsou sekretované lipazy, fosfolipazy a kyselé sfingomyelinazy. Analyza genomu také
odhalila pfitomnost unikatnich geni s neznamou funkci, které byly pravdépodobné ziskany
horizontalnim pfenosem (Wu et al. 2015). Patogeneze klinickych infekci Malassezia
pachydermatis je stale nejasna. Studie Brilhante et al. (2018) se zabyvala stanovenim
antifugalni citlivosti, vyhodnocenim virulence a patogenitou u 25 izolatd M. pachydermatis ze
zvitat. VSechny izolaty byly klasifikované jako silné producenty robustniho biofilmu,
ukazujici vicevrstevné blastokonidie a vodni kanaly ve struktute. Pokud jde o citlivost zralého
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biofilmu, bylo pozorovano, ze ketokonazol a amfotericin B byly 1€ky, které nejvice snizovaly
jeho metabolickou aktivitu. VSechny kmeny byly pozitivni na produkci proteaz, zatimco
14/25 kmenu bylo pozitivnich na fosfolipazy, z nichz dva byly silné pozitivni. Nebyla
pozorovana zadna hemolyticka aktivita. V testech patogenity pomoci had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans) byla pozorovana vyznamné vy$si imrtnost u larev vystavenych M.
pachydermatis nez u negativni kontroly s E. coli. Umrtnost hlistic se pohybovala od 48,9 %
do 95,9 % (pramér 68,9 + 18,2), 96 hodin po vystaveni hlistic M. pachydermatis. VSechny
tyto vlastnosti spojené s virulenci zdraziuji klinicky vyznam M. pachydermatis

h . N :
Obrazek 5: Transmisni elektronova mikrofotografic Malassezia pachydermatis. Buiiky maji silnou bun¢¢nou

sténu s charakteristickym vnitinim spirdlovanim. Monopolarni blasticky vyvoj je spojen s vyraznou jizvou po
pupenu. Méfitko = 500 nm. (Pfevzato z Bond et al. 2020).

Malassezia pachydermatis se z kvasinek nejvice podili na patologickych procesech
v uchu, vykytuje se ale i u zvifat i bez klinickych pfiznaki (Puigdemont et al. 2021).
V piipadé, kdy kozni populace M. pachydermatis u psu pieroste, pusobi jako oportunni
patogen zpusobujici ofitis externa a komplikace dermatitid u zvifat postizenych atopickou
dermatitidou, intertrigo endokrinopatii a primarnimi defekty keratizace (Puig et al. 2019).
K pfemnozeni populace dochazi v ptipadech, kdy nastanou piiznivé podminky, jako je
ptritomnost mikroprostiedi bohatého na lipidy, porucha imunitniho sytému hostitele a lokalni
nerovnovaha mikroflory (Brilhante et al. 2018). Vyznam rodu Malassezia pro veterinarni
lékate v oblasti zajmovych chovl se v kontextu ofitis externa u psu je znam uz od 50. letech
20. stoleti, na rozdil od jinych psich dermatitid, kde byla role Malassezia prokazana az
nedavno (Bond et al. 2020). Laboratorni prikaz otitid s podilem Malassezia pachydermatis je
podlozen ptitomnosti zvySeného poctu kvasinek pii cytologickém vySetieni usniho exsudatu
(Puig et al. 2019). Neexistuje ale zadné konkrétni Cislo, které by ukazovalo na pfemnozeni
kvasinek M. pachydermatis. Klicovym faktorem je, zda dochazi ke klinickym pfiznakim,
predevsim tedy ke zvySenému svédeéni usi a selhani 1é€by bez antimykotik (Karlapudi 2017).
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U nekterych psi muze M. pachydermatis zpusobit i alergickou reakci, ktera vede jesté k
vyraznéj$imu svédéni a nepohodli (Ebani et al. 2023). U atopickych pst byly ve srovnani se
zdravymi psy zjistény vySSi hladiny imunoglobulinu E specifického pro Malassezia, coz
naznacuje, ze Malassezia se muze Ucastnit jako alergen (Bajwa 2017). Predisponujici faktory
ke vzniku infekce kvasinkou Malassezia pachydermatis je mastna kaze, vysoké teploty,
vlhkost, 1é€ba kortikoidy, naruSeny imunitni systém (Sihelska et al. 2017), pfitomnost koznich
zahybi a zménéna hladina kozniho pH (Bajwa 2017). Dale k onemocnéni pfispivaji poruseni
kaze fyzikalnimi, chemickymi a imunologickymi mechanismy (Puig et al. 2019). Predpoklada
se, ze Malassezia pachydermatis ma symbioticky vztah s komenzalnimi stafylokoky, které
produkuji vzajemné prospésné rustové faktory a pusobi zmény mikroprostiedi (Bajwa 2017).
Néktera plemena pst maji predispozici ke zvySenému riziku pfemnozeni malassezii, patii
mezi né: west highland white teriér, baset, americky kokrspanél, shih-tzu, pudl, boxer, kavalir
King Charles Spanél, némecky ovcak a jezevcik (Peano et al. 2020).

3.1.8.1.1 Vyskyt

Kvasinka Malassezia pachydermatis se bé€zné€ vyskytuje na kazi a sliznici psq,
vyskytuje se tedy i vuSich, aniz by zpusobovala oftitis externa, ale zaroven je to i
nejizolovangjsi kvasinka asociovand s timto onemocnénim (Bismarck et al. 2020). Sihelska a
et al. (2017), porovnavala vyskyt Malassezia pachydermatis a Candida albicans, na kizi bylo
identifikovano 84 izolath Malassezia pachydermatis z Cehoz 36 izolath bylo odebrano
z vn¢j§iho zvukovodu, 20 izolatd z meziprsti, 20 z podpazni jamky a 8 z krku. Vyplyva
z toho, Ze se Malassezia spp. nejvice vyskytuje ve vn€j§im zvukovodu (51,4 %). Mize ale
postihnout i jina mista nez zvukovod, podkozni jamky, meziprsti nebo ventralni stranu krku.
Postihuje i okraje pysku, tfisla, obliCejové nebo ocasni zahyby, perianalni a perivulvalni kazi
(Bajwa 2017). Ackoli u psu prevlada druh M. pachydermatis v piipadech dermatitidy nebo
otitidy byly pfilezitostné hlaSeny a identifikované 1 jiné druhy, jako je M. furfur (Bond et al.
2020).

3.1.8.1.2 Diagnostika

Diagnostika usniho zanétu zptasobeného M. pachydermatis je zaloZena na pritomnosti
zvySeného poctu kvasinek pfi pfimym mikroskopickym pozorovanim, odpovédi na
antimykotikum a na pozorovani kompatibilnich 1ézi. Mikrobiologicka kultivace se bézné
neprovadi a vyzaduje se pouze v pfipadé, Ze je pfima mikroskopie negativni u zvifete
s podezielou infekci (Puig et al. 2019). V pfipadé ze se kultivace provadi, veterinarni 1ékar
nebo osoba zpusobila k tomu to tkonu, provede vytér z ucha. Nasleduje cytologie (Bismarck
et al. 2020), v které kvasinky M. pachydermatis vypadaji jako tmaveé modro/fialové zbarveny
organismus ve tvaru arasidu viz obrazek 6 (Paterson 2020). Nasledné se vytéry rozetfou na
Sabouraudiiv glukozovy agar (SAD), mozné je piidat i chramfenikolem a cykloheximid.
Inkubace probiha pii teplot¢ 36 °C po dobu 7 dni nebo do rustu typické Malassezia
pachydermatis. 1dentifikace je nasledné potvrzena hmotnostni spektrofotometrii MALDI-TOF
(Bismarck et al. 2020). V neposledni fadé dochazi také k testovani citlivosti, ktera umoziuje
sledovani vyskytu kmenl M. pachydermatis rezistentnich k azolim (Puig et al. 2019).
Azolové derivaty, Siroce pouzivany k 1é¢bé M. pachydermatis, jsou v klinickych ptipadech
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obvykle uc¢inné. Testy in vitro vSak prokazaly snizenou citlivost této kvasinky k témto
antimykotikiim (Brilhante et al. 2018). Dosud nebylo stanoveno standardizované testovani
antimykotické citlivosti Malassezia pachydermatis, presto nékteré studie dokazuji, ze
Malassezia izolovana z nemocnych zvifat s koznimi 1ézemi maji mensi citlivost k nékterym
antimykotikiim nez izolaty ze zdravych zvirat (Cafarchia et al. 2012).
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Obrazek 6: Znazoméni Malassezia pachydermatis s charakteristickym tvarem araSidu (Pfevzato z
https://pennardvets.com/your-pet-and-malassezia/)

Srovnani mykotické kultivace a cytologického vysetfeni ukazuje, Ze cytologické
vySetfeni ma dobrou specificitu, ale nizkou senzitivitu. V duasledku toho existuje potieba
specifické, citlivé, presné a rychlé metody pro detekci a kvantifikaci kvasinek M.
pachydermatis u psu s otitis externa (Cafarchia et al. 2005). Bylo vyvinuto nékolik testu
gPCR pro detekci a kvantifikaci nejCastéji izolovanych druhti r. Malassezia z lidské kuze,
(predevsim M. globosa a M. strictai). Tyto testy obvykle amplifikovaly geny pro rRNA, u
kterych bylo prokazano, ze jsou v genomech hub skupin askomycet a basidiomycet pfitomny
ve vice kopiich a byly navrzeny pro studium druhti r. Malassezia na lidské kazi spiSe nez pro
jejich absolutni kvantifikaci (Black et al. 2013). Nasledné vyvinuta citliva, rychla a presna
technika pro detekci a kvantifikaci M. pachydermatis ze zevniho zvukovodu pst je zalozena
na genu pro B-tubulin jako alternativni cil qPCR. Tento marker je pfitomen pouze v jediné
kopii u blizce piibuznych druht vCetné M. globosa a byl také navrzen jako fylogeneticky
marker pro diferenciaci druht r. Malassezia (Puig et al. 2019). V determinaci se bézné
pouziva i spektrometrie MALDI-TOF (Bond et al. 2020).
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3.1.8.1.3 Lécba

Terapie Malassezia pachydermatis je obvykle prizpusobena podle faktord, jako je
lokalizované nebo generalizované onemocnéni, celkovy zdravotni stav pacienta, zakladni
primarni onemocnéni a preference nebo kompilace klienta (Bajwa 2017). Lécba zanétu
zevniho zvukovodu zplisobeného M. pachydermatis je obecné zaloZena na lokalni aplikaci
antimykotik v kombinaci s antibiotiky ke kontrole bakterialni infekce a glukokortikoidy k
potlaceni zanétu (Bismarck et al. 2020). Rozsahla lokalni terapie muze byt naro¢na u psu s
hustou srsti, u velkych nebo agresivnéjSich pst, nebo pokud majitelé zvifat nejsou schopni
splnit pozadavky 1écby (Miller et al. 2012). V piipadé pacienti s generalizovanym
onemocnénim je vhodnéjsi k rychlejsi a uplné remisi pouzit kombinaci lokalni a systémové
terapie (Bajwa 2017). Kvasinkové infekce u psi je mozné 1éCit napiiklad peroralnim
ketokonazolem (5mg/kg/den) po dobu 15 az 30 dnl, dle zavaznosti urcitého piipadu
(Karlapudi 2017). Pro mimé pfipady nebo pro lokalizované léze je Castd lokalni 1écba
antifungalnimi pfipravky obsahujicimi slozky: 2 % ketokonazol, 1 % ketokonazol a 2 %
chlorhexidin, 2 % mikonazol, 2 % climbazol, 2 % chlorhexidin nebo 3 % chlorhexidin.
Obvykle jsou ucinné 2 % chlorhexidinu, 2 % vapenné siry, 0,2 % enilkonazolu nebo 1 %
sulfid selenu (Bajwa 2017). Nejcastéji pouzivana antimykotika pro psy se fadi do riznych
chemickych tiid sriiznym mechanismem uginku viz tabulka 2. Rada aktivnich latek
zminénych v tabulce 2 se ve veterinarni medicin€ vyuziva v produktech pro lokalni aplikaci,
jako jsou napfiiklad dermatologické roztoky, Sampony a usni formulace, které Casto zaroven
obsahuji glukokortikoidy a antibiotika (Peano et al. 2020). Jednou z moznosti 1écby je také
predepsani pulzni terapie s pouzitim peroralnich antimykotik, jako je itrakonazol (Pinchbeck
et al. 2002), ketokonazol a terbinafin (Berger et al. 2012). Podobné byla popsana aplikace 2%
Samponu s climbazolem pro kontrolu pfemnozeni Malassezia a prevenci recidivy (Cavana et
al. 2015). Pokud nebude zanét zevniho zvukovodu zpusobeny kvasinkami vcas a sprave 1écen,
rozvine se v zanét sttedniho ucha (Ebani et al. 2023). Onemocnéni zpusobené kvasinkou M.
pachydermatis ma celkové dobrou progndzu v piipadé, ze je vynalozené dukladné usili
k identifikaci pfi¢innych faktorti (napf. alergie, neoplazie, kozni zahyby nebo endokrinni
onemocnéni), aby se zabranilo opakované infekci. Jakmile jsou soub&zné 1éCeny primarni
pticiny 1 samotné onemocnéni, byva lécba pomérmé jednoducha (Peano et al. 2020).

Tabulka 2: Antifungalni latky pouzivané k 1écb¢ usnich zanéti a dermatitid zpusobené kvasinkou Malassezia
spp.. Zkraty uvedené v tabulce: L — lokdlni pouziti, S — systémové pouziti (Prevzato z Peano et al. 2020).

Mechanismus pusobeni Trida Utinn4 litka | Pouziti Poznimky
Interakce se sterol-140- Derivaty azolu Ketokonazol L/S Uznavana klinickd ucinnost
demethylazou, ktera se (imidazoly) pro psi Malassezia dermatitidu

ucastni biosyntézy (oralni podani).
ergosterolu
Interakce se sterol-14a- Derivaty azoli Mikonazol L Zasadn€ dostupny pro usni
demethyldzou, ktera se (imidazoly) pouziti, ale je dostupné i ve
ucastni biosyntézy formulacich pro
ergosterolu dermatologické pouziti v
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mnoha zemich.

mikrotubula

Interakce se sterol-14a- Derivaty azoli Klotrimazol L Dostupny v usnich
demethylazou, ktera se (imidazoly) formulacich.
ucastni biosyntézy
ergosterolu
Interakce se sterol-140- Derivaty azolu Ekonazol L
demethylazou, ktera se (imidazoly)
ucastni biosyntézy
ergosterolu
Interakce se sterol-140- Derivaty azolu Intrakonazol S Uznavana klinicka uc¢innost
demethylazou, ktera se (triazoly) pro psi Malassezia dermatitidu
ucastni biosyntézy (oralni podani).
ergosterolu
Interakce se sterol-140- Derivaty azolu Flukonazol S Tradi¢né se pouziva v ptipadé
demethylazou, ktera se (triazoly) systémovych mykéz. Jedna
ucastni biosyntézy studie prokazala urcitou
ergosterolu ucinnost pfi 1¢€b¢ dermatitidy
Malassezia.
Interakce se sterol-14a- Derivaty azoli Posakonazol L Pouziva se pfedevsim v
demethylazou, ktera se (triazoly) humanni medicing k 1é¢bé
ucastni biosyntézy invazivnich mykotickych
ergosterolu infekci. Nedavno byla na trth
uvedena také formulace pro
psy na bazi usniho
posakonazolu
Pusobeni proti Polyenové Nystatin L Zasadn¢ dostupny v uSnich
membranovym sterolim makrolidy formulacich
Porucha syntézy Allylaminy Terbinafin L/S V nékterych studiich bylo
fungalnich sterohi inhibici zjisténo, ze je ucinny u
skvalenepoxidazy dermatitidy Malassezia pti
peroralni 1é¢be.
Inhibice sestavovani Benzimidazoly | Thiabendazol L Zasadn¢ dostupny v uSnich

formulacich

3.1.8.2 Rod Candida

Rod Candida zahrnuje 18 druht: C. parapsilosis, C. glabrata, C. orthopsilosis, C.
metapsilosis, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa, C. tropicalis, C. viswanathii, C.
tropicalis, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C. krusei, C.

guilliermondi vcetn€é C. Albicans (Sihelska et al. 2017).

zvukovodu muze objevit Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata a
Candida albicans. To dokazuje i studie De Martino et al. (2016), ktera ze psiho ucha
postizeného kvasinkovou otitis externa vyizolovala 21 izolath M. pachydermatis, 4 izolaty
Candida parapsilosis, 2 izolaty Candida tropicalis a jeden izolat Candida glabrata a Candida
albicans. Velikost jednotlivych druhti kvasinek Candida je rozmanita, coz dokazuje i studie
Pezzotti et al. (2022), ktera se zabyvala analyzou v molekularnim méfitku, chemometrii a
identifikaci druhti rodu Candida. Mezi studovanymi druhy se buriky C. tropicalis jevily jako
nejvétsi (~7,9 um v prameéru), zatimco burniky C. glabrata byly nejmensi (2,9 um v
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praméru). Buriky C. albicans a C. krusei vykazovaly stfedni velikosti (5,6 a 4,9 um v
pruméru). VSechny druhy vykazovaly frakce bun€k s mirn€ prodlouzenym tvarem (maximalni
pomeér stran bunék ~1,3). Candida coby saprofyt roste v kvasinkové formé&, v kulture nebo
kontaktu s tkani tvofi blastokonidie, pseudohyfy a hyfy (Hirdes et al. 2016). Nékteré kvasinky
r. Candida, zeyména C. albicans, jsou endogenni saprofyty, ale jejich role jako oportunniho
patogenu je také znama. Spolu s Cryptococcus neoformans jsou tyto kvasinky jednim z
nejvyznamngjSich etiologickych agens oportunnich systémovych mykéz zejména u
imunokompromitovanych lidskych pacienti (Dworecka-Kaszak et al. 2020). Jsou vysoce
patogenni, s rustovou kapacitou pii 37 °C, kli¢enim, adherenci na hostitelské buiiky a sekreci
exoenzymu, predevs§im proteinazy a fosfolipazy (Hirdes et al. 2016).

Kvasinkové onemocnéni zptusobené rodem Candida se nazyva kandidoza. Muze se
projevovat riznymi klinickymi stavy, jako je dermatomykoéza, otitidy, endoftalmitida,
cystitida a v zavaznéjSich pripadech muze vést i k septikémii (Hirdes et al. 2016). Ackoli je
toto onemocnéni v humanni medicin€ §iroce znamé, jen malo zprav se tyka domacich zvirat
(Shokri & Khosravi 2016). Candida spp. zpusobuji, stejn€ jako M. pachydermatis, kozni a
slizni¢ni infekce. Candida tropicalis je stale Castéji uvadéna jako patogen, zpusobujici ofitis
externa u psu, a méla by byt vice zvazovana v pripadech recidivujici otitidy vyvolané
kvasinkami (Boehm et al. 2020). Jsou znamy i ptipady, kdy Candia albicans zpusobila
cerebralni infekci u psh, ktefi vykazovali nervové priznaky. Dochazelo k vyrazné asymetrii
telencefalickych hemisfér s multifokalnimi az splyvajicimi nazloutlymi nebo nacervenalymi
oblastmi a ¢astecnou ztratou rozliSeni mezi Sedou a bilou hmotou (Souto et al. 2018). Prechod
k patogenité u druhti Candida, zejména u Candida albicans, nastava obecné v dusledku
imunologického stavu hostitele, coz vede k nerovnovaze mikroflory, ktera je spojena s
dulezitymi faktory virulence, jako je tvorba biofilmu a produkce hydrolytickych enzyma, a
podporuje Sifeni kvasinek do jinych mist a organt (Sihelska et al. 2017). Kvasinkova infekce
zpusobena Candida albicans se muze vyvinout u psu, morcat, kraliki a nékterych dalSich
hlodavci véetné krys a mysi (Shokri & Khosravi 2016). Nedavna studie zabyvajici se
vyskytem rtznych patogennich a oportunnich hub u koznich onemocnéni domacich zvifat
uvadi, ze ve vice nez 19 % pozitivnich houbovych kulturach ze zevnich zvukovodi byly
identifikovany kvasinky r. Candida, ptedev§im Candida albicans (Dworecka-Kaszak et al.
2020). Mezi faktory pfispivajici k infekci C. albicans u psu patii dlouhodoba terapie steroidy,
poskozeni sliznic, dlouhodobé katetrizace v dolnim mocovém systému a imunosupresivni
onemocnéni (Jang et al. 2017).

3.1.8.2.1 Vyskyt

Prevalence kvasinek Candidas spp. je v uchu u psu s otitis externa nizsi, coz dokazuje i studie
Martino et al. (2016), kde bylo z celkového poctu 53 vzorki detekovano 57,4 % M.
pachydermatis a 25,8 % Candidas spp.. Candida albicans je soucasti normalni flory v
gastrointestinalnim, urogenitalnim a hornim dychacim traktu pst (Jang et al. 2017). Ackoli
nékteré studie uvadéji, Ze se bézné vyskytuje i v mikrobioté zvukovodu u zdravych psa (Brito
et al. 2009), spiSe by se dalo fict, ze v uSich zdravych psu je vyskyt sporadicky a je spiSe
podminén pocinajicim zanétem jiné etiologie (Sihelska et al. 2017).
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3.1.8.2.2 Diagnostika a 1écba

Pfi cytologickém nalezu jsou si vizudlné velmi podobné s M. pachydermatis, ale
Candida spp. maji lehce kulatéjsi tvar s vice definovanym pasem (viz obrazek 7) (Paterson
2020). Pro odliseni druhti Candida se pouziva subkultivace na oxoidnim médiu jinak je
celkova diagnostika a 1écba stejnd jako u kvasinek rodu Malassezia pachydermatis viz
kapitola 3.3.3.1.2 a 3.3.3.1.3 (De Martino et al. 2016).

un(//(/u albicans

LSEf 13(»5

fandiduj!hﬁcal:‘.f
LSEMI1823

Obrazek 7: Mikrofotografie Ctyt druhit Candida. a) C. albicans, b) C. krusei, ¢) C. glabrata a d) C. tropicalis.
(Pfevzato z Pezzotti et al. 2022).
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Rezistence kvasinek k antimykotikim

Lékova rezistence je rostoucim problémem u mnoha infekénich mikroorganisma,
predevsim bakterii, ale také u nékterych lékarsky vyznamnych druht kvasinek (Peano et al.
2020). Mechanismy antimykotické rezistence souviseji se ziskanymi nebo wvnitfnimi
vlastnostmi patogenu, které interferuji s antifungalnim mechanismem pfislusného 1é¢iva nebo
které snizuji cilové hladiny 1éciva (Pfaller 2012). Mikrobiologicka rezistence nastava, kdyz
antimikrobialni latka inhibuje rist patogenu pouze v koncentracich vys$Sich, nez je rozmezi
pozorované u kmena divokého typu (WT) (termin WT oznaCuje izolat bez mechanismu
ziskané rezistence). Takto definované hrani¢ni hodnoty jsou znamé jako epidemiologické
hrani¢ni hodnoty (ECOFF nebo ECV). Klinicka rezistence je urcena situaci, kdy je infikujici
organismus inhibovan pouze koncentraci antimikrobidlni latky, kterd je spojena s vySsi
pravdépodobnosti terapeutického selhani. Jinymi slovy, patogen je inhibovan pouze
antimikrobialni koncentraci, ktera je vysSi, nez by bylo mozné bezpecné dosahnout pii
normalnim davkovani (Peano et al. 2020). Rostouci antimykotickd rezistence u mnoha
dermatofyti predstavuje vaznou globalni vyzvu (Aneke et al. 2019). Pfi samotné 1écbé
kvasinkovych infekci dulezité zvolit skutecné ucinné antimykotikum (Sihelska et al. 2019).
Lécba mirnych bakterialnich a houbovych infekci by meéla byt provadéna racionalné a
specificky. Pouziti antibiotik a antimykotik mélo byt omezeno na piesné definované piipady,
¢imz by se napomohlo kontrole bakterialni i kvasinkové rezistence (Puigdemont et al. 2021).

Lécbu je vhodné zahajit az po testovani citlivosti izolati na vybrana antimykotika
(Sihelska et al. 2019), coz se v praxi déje minimalné. K testovani citlivosti izolatd je k
dispozici nékolik metod. Na zakladé testd in vitro nékteré studie uvadéji vysokou miru
rezistence pro ruzné latky, napfiklad u ketokonazolu (Nascente et al. 2009a), klotrimazolu,
mikonazolu (Peano et al. 2012) nebo thiabendazolu (Nascente et al. 2009b). Standardné se
k in vitro testovani antimykotické rezistence vyuziva metoda diskové difuze (viz obrazek 8.),
kterou ve své studii pouzila i Sihelska et al. (2019), ktera hodnotila antimykotickou aktivitu u
ketokonazolu, klotrimazolu, itrakonazolu, flukonazolu a nystatinu na 40 izolatech M.
pachydermatis. Nejvetsi antifungalni aktivitu vykazoval nystatin, kdy bylo zjisténo, ze 32
izolatu je citlivych a pouze jeden izolat byl rezistentni. Nejviditeln€jsi rezistence (5 izolatl)
byla u klotrimazolu. Dva izolaty byly resistentni proti ketokonazolu, klotrimazolu,
itrakonazolu a flukonazolu a jeden izolat byl rezistentni proti vSem testovanym
antimykotikim. 28 izolatdh Malassezia bylo citlivych na vSechna testovana antimykotika.
Metody uznavané pro antifungélni testovani rezistence jsou metody institutu pro klinické a
laboratorni standardy (CLSI, dfive Narodni vybor pro klinické laboratorni standardy
(NCCLS)) a Evropsky vybor pro testovani citlivosti na antibiotika (EUCAST) (Peano et al.
2020). Postup pii metodé diskové diftize v ptipadé antimykotické rezistence podle studie
Sihelska et al. (2019): Suspenze kvasinek Malassezia byla pfipravena ve fyziologickém
roztoku s 0,1% Tween 80 a upravena pomoci densitometru na hustotu bun¢k odpovidajici 1
McFarlandové hodnoté. Pomoci sterilniho tamponu bylo kvasinkové inokulum aplikovano na
Sabourauduv dextrozovy agar s chloramfenikolem ve tfech smérech, dvakrat a s odstupem 15
minut. Na povrch inokulovanych ploten byly aplikovany dva nebo tii antifungalni disky.
Destic¢ky byly inkubovany pii 32 °C a zony inhibice rastu byly odeCteny po 72 hodinach.
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Vysledky byly vyhodnoceny podle interpretacnich kritérii (tabulka 3). Ke kontrole byl pouzit
referenéni kmen M. pachydermatis a referenéni kmen C. albicans.

Tabulka 3: Interpretacni kritéria pro hodnoceni citlivosti kvasinek rodu Malassezia vici antimykotikim
(Pfevzato ze Sihelska et al. 2019).

Antifungalni ¢inidlo Citlivost Malassezia Odolnost Malassezia
(6 v mm) (s v mm)
Ketokonazol 20 <20
Klotrimazol 10 <10
Itrakonazol 16 <16
Flukonazol 25 <25
Nystatin 16 <16

Obrazek 8: Metoda diskové diftize. Antifungdlni aktivita flukonazalu (FL). Flukonazol uprostied inhibuje

patogen, ¢imz se nerozSifuje do stiedu a vytvaii tzv. hranice za kterou se neroz$iii (Pfevzato ze Sihelska et al
2019)
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Vyuziti esencialnich silic pii 1é¢bé otitid u psu

Esencialni silice maji Sirokou Skalu protiplisfiovych vlastnosti a jsou Setrné k
zivotnimu prosttedi (Bohmova et al. 2019). Pouziti nékterych esencialnich silic ze
sttedomoftskych rostlin (napf. tymian, rozmaryn, Salveéj nebo rozmaryn) proti otitis externa u
domacich zvifat je v soucasné dobé doporucovano i fadou veterinaiu, ktefi na zakladé svych
zkuSenosti dosahli dobrych vysledki pii 1écbe téchto infekci (Nardoni et al. 2017). Vyuziti
esencialnich silic je vhodnou alternativa pro 1écbu zanétu zevniho zvukovodu u psi, protoze
kvasinky a bakterie podilejici se na ofitis externa jsou Casto proti komer¢nim piipravkim
odolné (Ebani et al. 2023). Dalsi vyhodou vyuziti esencidlnich silic je, ze Malassezia je
oportunni agens, které se vétsinou vyskytuje u atopickych zvitat. Z toho divodu by zlepseni
stavu zevniho zvukovodu mohlo byt uzitecné pfi omezeni frekvence lokalniho podéavani
antimykotik pfispivajicich k omezeni vzniku lékové rezistence (Di Cerbo et al. 2016). Je ale
zapotiebi vénovat pozornost podavani jakékoliv potencionalné drazdivé slouceniny obsazené
v aktivnich esencialnich olejich. Napiiklad silice z trezalky teckované (Hypericum
perforatum) poskytla in vitro dobrou aktivitu proti Malassezia furfur v biofilmech, ale jeji
pouziti neni indikovano pro 1écbu in vivo kvili fotosenzibilizaci (Simonetti et al. 2016). Tomu
by se dle studie Nardoni et al. (2017) mohlo zabranit vysokym nafedénim dané esencialni
silice. Nedoslo by k nezadoucim ucinkim na kizi, zejména u atopickych jedincti. Vhodné
nafedéné esencialni silice jsou vhodné pro ptimou aplikaci na kizi a Ize je pouzit pii 1écbé
nekolika koznich onemocnéni jak u zvifat (Mugnaini et al. 2013) tak u lidi (Casetti et al.
2012).

3.1.9 Popis esencialnich silic

Esencialni silice jsou tékavé, ve vode€ nerozpustné olejové latky nebo slouceniny
produkované rostlinami pro jejich preziti, a to jak pro pfilakani opylovacu, tak pro obranu
(Neves et al. 2018). Jsou vylucovany a ukladany v glandularnich trichomech, modifikovanych
epidermalnich vlasovych strukturdch rostlin, v rezervoarech nebo kapsach, a dokonce i
v mezibunécnych prostorech (Bismarck et al. 2020). Oleje jsou tedy souhrnna smés kapalin,
které jsou intenzivni a maji pfijemnou vuni, jejichz hlavni charakteristikou je tekavost, ktera
je odliSuje od pevnych oleju extrahovanych z lipidovych semen (Neves et al. 2018). Skladaji
se hlavné z terpent nebo fenylpropanoidi, které se mohou vyskytovat i soucasné (Reichling
et al. 2009). Hlavni slozky esencidlnich silic jsou monoterpeny a seskviterpeny vcetné
sacharidq, alkoholt, ethert, aldehydu a ketonu, které jsou zodpovédné za vonné a biologické
vlastnosti aromatickych a 1éCivych rostlin (Vaczi et al. 2018). Esencialni silice a dalsi
rostlinné extrakty maji antibakterialni, protiplisiové, a antivirové vlastnosti a byly
celosvétové provéfeny jako potencialni zdroje novych antimikrobidlnich sloucenin,
alternativy k 1écbé infekCnich chorob a na podporu ristu a vyuziti zivin (Ebani et al. 2016).
Antimikrobialni vlastnosti extraktd 1éCivych rostlin pochazeji z velkého mnozstvi
sekundarnich metabolitd. Jedna se o meziprodukty nebo konec¢né produkty rostlinného
metabolismu, které nejsou zasadni pro Zzivotni procesy rostlin, hraji obrannou roli vici
bakteriim, houbam, prvokim a virim (Gorlenko et al. 2020). Sekundarni metabolity zahrnuji
chininy, alkaloidy, lecitiny, polypeptidy, flavony, flavonoidy, kumarin, terpenoidy, silice a

38



taniny (Vercelli et al. 2021). Je dilezité zminit, ze chemické slozeni a tim i biologické
vlastnosti esencialnich oleji se li§i v zavislosti na riznych endogennich a exogennich
faktorech, jako je rostlinny druh a hemotyp, stari, ¢ast rostliny, ze které jsou extrahovany,
geografické oblast, klima, pfitomnost a mnoZstvi mikroorganismd, hmyzu a dalsich (Strbac et
al. 2021). Esencialni silice dnes nasly Siroké uplatnéni v riznych oblastech, proto se vyuzivaji
v kosmetickém pramyslu, potravinaistvi, ale také k 1é¢bé riznych onemocnéni, ktera je znama
jako aromaterapie (Dhifi et al. 2016).

Esencialni silice maji antimikrobialni aktivitu, z toho divodu mohou nahrazovat 1écbu
antibiotiky ¢i antimykotiky (Bismarck et al. 2020), jelikoz nekteré léky mohou zplsobit
precitlivélost v daném misté, naptiklad v usich mohou dokonce poskodit i ¢ast vnitfniho ucha
(hlemyzde rovnovazného labyrintu) nebo sluchového nervu (Neves et al. 2018). Dopliiky,
které obsahuji esencialni oleje maji pozitivni vliv na nékteré nemoci, naptiklad na chronickou
¢i atopickou dermatitidu, nosni hyperkeratdzu nebo pyodermii. Dale ma kladny vliv na
zapach u psu anebo pfi pouziti jako pfisady do ustni vody ma antimikrobialni vlastnosti,
pfipadné pomaha i pii 1é¢beé abscest (Bismarck et al. 2020). Esencialni oleje maji téz
vyznamné antiseptické, antioxidacni, antiparazitarni a insekticidni u¢inky (Chouhan et al.
2017). Hlavnim omezenim pro pouziti téchto rostlinnych produkti je vSak nedostatecné
provétrena bezpecnost pouziti. Nékteré esencialni oleje jsou tedy povazovany za toxické pro
doméaci mazlitky, zejména pii pouziti u kolek (Strbac et al. 2021), divodem je
pravdépodobné nedostatek nekterych jaternich enzymu, které se podileji na metabolickych
procesech (jako UDP-glukuronosyltransferaza u kocek), coz vede k hromadéni nékterych
ucinnych latek v organismu a jejich toxicit¢ (Court 2013). Proto je nutna opatrnost a
racionalni aplikace z hlediska adekvatniho vybéru rostlinnych druhd, davkovani, koncentrace
a zpusobu pouziti. Kromé toho, protoze esencialni oleje jsou nachylné k odpafovani a
nestabilité, mize technika enkapsulace dale zvysit jejich ucinnost in vivo a také umoznit
fizené uvolnovani. To miZze snizit potiebnou davku a dodateCné zvysit bezpecnost jejich
aplikace (Strbac et al. 2021).

3.1.10 Vyroba esencialnich oleju

Esencialni oleje jsou velmi slozité pfirodni smési, které jsou tvofeny aromatickymi
rostlinami jako sekundarnimi metabolity. Tyto slouCeniny se extrahuji riznymi metodami a
mohou obsahovat piiblizné 20 az 60 slozek s riznymi koncentracemi. Esencialni oleje se
vyznacuji né€kolika hlavnimi slozkami, jejichz vysoké koncentrace urcuji jejich biologické
vlastnosti (Mugnaini et al. 2013). Vyrabi se pomoci vodni destilace (Nazzaro et al. 2017)
neboli hydrodestilaci, extrakci rozpoustédlem, lisovanim za studena, parni destilaci a
mikrovlnnou extrakci (Strbac et al. 2021). Nejéastj§i metodou je destilace vodni parou.
Zajimavosti je ze destilaci jako metodu vyroby esencialnich oleji pouzivali jiz Egyptané,
Indové a PerSané pred dvéma tisiciletimi a zdokonalili ji Arabové v 9. stoleti naseho letopoctu
(Sakkas & Papadopoulou 2017). Napfiklad ve studii Simonetti et al. (2016) byla vysuSena
biomasa z kofent Trezalky teckované (Hypericum perforatum) péstovana za kontrolovanych
podminek s mlhovém bioreaktoru ROOTec a posléze byla extrahovana rozpoustédly se
vzrustajici polaritou (tj. methanol, chloroform a ethyacetat). Jednou z moznosti je vyrobit i
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smeési z vice esencialnich silic. Tyto slou¢eniny by mély mit stejné vlastnosti jako rostliny, ze
kterych pochazeji (Nardoni et al. 2017).

In vitro difuzi na agarovém disku je mozné testovat antimikrobialni aktivitu
esencialnich oleju (Bismarck et al. 2020). Tuto aktivitu nelze snadno porovnavat, protoze
razné studie vyuzivaji rizné metody. Pikladem je jiz zminovana difuze na agarovém disku
(Rusenova & Parvanov 2009) nebo také mikrofedéni. Za idealnich podminek pii mikrofedéni
dochazi k pfimému kontaktu mezi kvasinkami a v§emi aktivnimi slozkami esencialniho oleje,
na rozdil od diskové agarové difuize, kde aktivita esencialniho oleje zavisi na difuzi aktivnich
slozek v agaru. VSechny metody nemusi byt vyuzitelné u daného esencialniho oleje
(Bismarck et al. 2020).

Techniky zapouzdieni esencialnich silic jsou novéjsi a zajem o né€ roste v raznych
oblastech. Zapouzdieni je proces ochrany aktivnich slozek fyzikalnimi nebo chemickymi
procesy, pii kterych se vytvaii ochranny povlak. Timto zpisobem je uc¢inna latka fyzicky
oddélena od okoli vytvorenim ochranného povlaku. Vytvorené kapsle mohou mit rizné
velikosti (makro, mikro a nano) (Maes et al. 2019). Coz by mohlo mit zvlastni vyznam, pokud
jde o esencialni oleje a jejich aplikaci ve veterinarni medicin€é. Zapouzdfeni totiz snizuje
interakci ucinnych latek s riznymi faktory a snizuje rychlost odpafovani. Kromé toho tato
technika umoziuje fizené uvoliovani aktivni latky, coz je dilezité vzhledem k tomu, Ze rizné
aplikace Casto vyzaduji zvySenou retenci aktivnich sloZzek a rizné profily uvoliovani.
Zapouzdreni esencialnich oleju také snizuje jejich silny zapach, ktery mize byt vyznamny s
ohledem na extrémné citlivy Cich u pst a kocek (Radiinz et al. 2018)

3.1.11 Vyuzivané silice

Mezi nejCastéji zkoumané esencialni silice patii predevS§im silice z kajeputu
sttidavolistého (tea tree), viz kapitola nize 3.1.11.1, (Neves et al. 2018), dale pak silice z
citronové travy (Cymbopogon citratus), silice z pelargonie vonné (Pelargonium odorata),
zimni saturejky (Satureja hortensis), oregana (Origanum vulgare), palmarosy (Cymbopogon
martinii), medunky lékatské (Melissa officinalis), tymianu (Thymus vulgaris), listu skofice
(Cinnamomum zeylanicum) a hiebiCku (Caryophyllus aromaticus), koriandrovych seminek
(Coriandrum sativum), které zkoumala studie zabyvajici se antifungalni in vitro aktivitou
esencialnich oleji proti klinickym izolatim Malassezia pachydermatis z roku 2020 a
prokazala, ze zejména silice ze zimni saturejky (Satureja hortensis), citronové travy
(Cymbopogon citratus), oregana (Origanum vulgare), palmarosy (Cymbopogon martinii) a
olej z listh skofice (Cinnamomum zeylanicum) vykazuji vynikajici in vitro aktivitu proti
klinickym izolathm Malassezia pachydermatis (Bismarck et al. 2020). Esencialni silice
z kotene trezalky teCkované (Hypericum perforatum) ukazaly, ze jsou slibnymi
biotechnologickymi nastroji pro produkci antifungalnich extraktd proti Candida spp. a
dermatofytim (Tocci et al. 2011). Rada esencialnich silic ze sttedomoiskych rostlin (napf.
citronik limonovy (Citrus limon), Salvé] muskatova (Salvia sclarea), $alvé] rozmaryna
(Rosmarinus officinalis) a hefmanek fimsky (Anthemis nobilis) ma antimykotickou aktivitu a
nékteré z nich byly samostatné ucinné proti M. pachydermatis jak in vitro, tak in vivo u psua s
Malassezia dermatitis. Smés slozena z citroniku limonového (Citrus limon) 1 %, Salvéje
muskatové (Salvia sclarea) 0,5 %, Salvéje rozmaryny (Rosmarinus officinalis) 1 % a
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hefmanku tfimského (Anthemis nobilis ¢i Chamaemelum nobile) 0,5 % piinesla vynikajici
vysledky u vSech 1éCenych psu s otitis externa zpusobeny Malassezia pachydermatis (Nardoni
et al. 2017). Ze studie Mugnaini et al. 2013, ktera testovala antimykotickou formulaci smési
matefidousky Gzkolisté (Thymus serpillum) 2 %, oregana (Origanum vulgare) 5 % a Salvéj
rozmaryny (Rosmarinus officinalis) 5 %, vyplyva ze dana smés se jevila jako vSestranny
nastroj pro omezeni rustu plisni.

3.1.11.1 Kajeput stiidavolisty (tea tree)

Melaleuca alternifolia, znama jako kajeput stfidavolisty pochéazi z Australie (Silva et
al. 2002). Domorodci v Australii drtily listy tea tree, aby si vytvoiili antibakterialni obklady,
staleti pfed védeckymi poznatky o mikroorganismech (Simdes et al. 2002). Esencialni silice
extrahované z listl hydrodestilaci maji prokazatelné antivirové, antibakterialni a antiplisfiové
ucinky (Silva et al. 2002). Od roku 1996 je slozeni silce z tea tree standardizovano a zaroven
ustaleno pod mezinarodnim nazve ,,Oil of Melaleuca — typ Terpinin-4-ol (tea tree oil)*. Diive
existovala pouze australska norma, ktera stanovovala, ze obsah terpinen-4-olu musi ptekrocit
30 %, zatim co obsah 1,8-cineolu v oleji z tea tree nesmi piekrocit 15 %. Mezinarodni norma
je velmi podobna australské, jen je obsahlejsi a specifikuje limity slozeni pro 14 z pfiblizné
100 slozek (viz tabulka 4) (Carson & Riley 2001). Davodem pro ustanoveni obsahu cineolu
pod 15 % je, Ze zpusobuje alergické reakce a terpinen-4-olu mezi 30-40%, aby byla zajisténa
jakakoliv antisepticka ucinnost. Pfi dodrzeni stanovenych pozadavki na slozeni silice z tea
tree, je velmi nizké riziko alergickych ¢i jinych nezadoucich reakci organizmu (Neves et al.
2018). Studie zabyvajici se 1écbou infekce usnim roztocem O. cynotis za pomoci tea tree u 30
psu, kde esencialni silice z tea tree vykazovala akaricidni vlastnosti in vitro od prvni hodiny
1éCby téz neprokazala zadné nezadouci ucinky (Neves et al. 2013). Tea tree silice ma
antioxidacni u¢inky na monokularni buriky lidské periferni krve tim, ze snizuje produkci
reaktivnich druhti kysliku a sekreci IL-2 v T lymfocytech a zvysuje sekreci protizanétlivych
cytokind, jako jsou interleukin-4 a interleukin-10 (Di Cerbo et al. 2016).

Vtea tree silici jsou piitomny seskviterpeny, monoterpeny a jejich odpovidajici
alkoholy, jeho hlavnimi slozkami s antimikrobidlnim ucinkem jsou ale terpinen-4-ol (40 %),
y-terpinen (23 %) a a-terpinen (10 %) (Neves et al. 2018). Cim vy3si je obsah terpinen-4-olu,
tim vysSi je antimikrobialni aktivita. Identifikace slozek tékavych oleji se provadi plynovou
chromatografii (Barin et al. 2007).

Studii esencialni silice z tea tree na kvasinkové a bakterialni infekce v usich u psu se
zabyvala Rita Naves a spol. v Brazilii vroce 2018, ktera zjistila, ze silice ztea tree
vykazovala vyznamné snizeni Malassezia pachydermatis, a jelikoz ma dobré antimikrobialni
spektrum a neobjevuji se zde zadné nezadouci reakce potvrzuje to dulezitost vyvoje pouZiti
esencialni silice z tea tree jako alternativni 1écbu usnich infekci u psi (Neves et al. 2018).
Zajimavosti je, ze v Kanadé vyzkum provedeny v letech 2003/2004 ukazal, ze silice z tea tree
je ucinna jak proti otitis, tak i proti blecham u kocek a pst (Lans et al. 2008). Dale ji lze
vyuzit jako silny repelent proti komarim, v§im a rozto¢um, jako je Otodectes cynotis (Neves
et al. 2018). Zajimavosti je ze a-terpinen ze silice kajeputy stfidavolisté vykazovala in vitro
tripanocidni ucinek, ktery prodluzoval zivotnost mysi infikovanych Trypanosoma evansi
(Baldissera et al. 2016).
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Tabulka 4. Mezindrodni pozadavky na sloZeni silice z kajeputy stfidavolisté (Carson & Riley 2001).

Komponent Minimum (%) Maximum (%)
Terpinolene 1,5 5
1,8-cineole neuvedeno 15
a-terpinene 5 13
g-terpinene 10 28
r-cymene 0,5 12
terpinen-4-ol 30 (v praxi Casto cca 40%) Neuvedeno
a-terpineol 1,5 8
Limonene 0,5 4

Sabinene Stopkové mnoZstvi 3,5
Aromadendrene Stopkové mnoZstvi 7
d-cadinene Stopkové mnoZstvi 8

Globulol Stopkové mnoZstvi 3
Viridiflorol Stopkové mnoZstvi 1,5
a-pinene 1 6

3.1.11.2 Oregano (Origanum vulgare)

Tato bylina se fadi do Celedi Lamiaceae a jejim hlavnim zastupcem je Origanum
vulgare. Oregano roste v nadmoiskych vyskach 400-1800 m a na slunnych mistech. Obsah O.
vulgare silice kolisa od 0,5-2 % az do 7 % a jeji hlavni slozkou jsou izomerni fenoly
karvakrol a thymol a také jejich prekurzory monoterpeny p-cymen a y-terpinen v niz§im
podilu (Sakkas & Papadopoulou 2017). Oreganovy esencialni olej neboli Origanum vulgare
ma hlavni slozku antimikrobidlni, coz znamend Zze je ucinnd proti plisnim, bakteriim a
kvasinkam. Obsahuje 60 — 75 % fenolt (Sim et al. 2019).

Esencialni oleje zoregana je dale mozné vyuzit jako antioxidanty nebo
k protizanétlivé aktivité (Leyva-Lopez et al. 2017). Podle studii souvisejicich s antioxidacnimi
vlastnostmi silice z oregana ma nejintenzivngjsi antioxidacéni silu s pozoruhodnymi ucinky v
prevenci oxidace tukti diky vysokému obsahu thymolu a karvakrolu (McKay & Blumberg
2006). Predpoklada se, ze by je bylo mozné vyuzit i proti kardiovaskularnim chorobam, ale
jejich Ucinek na kardiovaskularni systém neni zcela znam kvuli nedostatku studii (Dantas et
al. 2015). Dale se uvadi, ze esencialni oleje z oregana maji i antidiabetické ucinky, které
druhy oregana patii mezi nejvice studované byliny jako potenciadlni hypoglykemicka
terapeuticka cCinidla (Cazzola & Cestaro 2014). U lidi bylo dokonce prokéazano, ze maji
esencialni oleje z oregana antiproliferacni aktivitu. Bylo to prokazano na rtiznych modelech
rakovinnych bunék (Sharifi-Rad et al. 2017) a nakonec bylo popsano, ze esencialni oleje z
oregana obsahuji vysoce bioaktivni slouceniny, které maji akaricidni a insekticidni ucinky
(Cetin et al. 2009). Oregano ma celkem 19 druht a dle toho se také lisi jejich pfesna ti¢innost
a aktivita viz tabulka 5 (Leyva-Lopez et al. 2017). Nejvyznamné&jsimi druhy jsou O. vulgare s
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poddruhem O. vulgare subsp. L. vulgare, O. vulgare subsp. L. glandulosum, O. vulgare
subsp. L. gracile, O. heracleoticum a O. dictamnus. Obecné plati, Ze koncentrace esencialniho
oleje zavisi na druhu, rocnim obdobi sbéru rostliny, geografické poloze, Casti rostliny, ktera se
pouziva, a metode extrakce oleje (Sakkas & Papadopoulou 2017).

Dle studie Sim et al. (2019) bylo zjisténo, ze Malassezia pachydermatis je citlivéjsi na
olej z oregana nez na esencialni olej z tymianu. Esencidlni olej z oregana se pouziva i ve
vyziveé psu, spoleCné s hiebickem, rozmarynem a vitaminem E tvoii pfirodni antioxidaéni
krmivo (Schlieck et al. 2021).

Tabulka 5: Znazornuje biologické aktivity esencialnich oleju z oregana. Vysvétleni pouzitych zkratek
v tabule: NO — oxid dusnaty, ROS - reaktivni formy kysliku, které mohou zpusobit oxida¢ni stres/poskozeni
(ROS, z angl. reactive oxygen species), RAW 264.7 je buné¢na linie makrofagu, LPS — lipopolysacharid, DPPH
- organickd chemickd sloucenina 2.2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, ABTS - V biochemii je ABTS chemicka
sloucenina pouzivana k pozorovani reak¢ni kinetiky specifickych enzymii. Bézné se pouziva v enzymatickém
imunosorbentnim testu k detekci vazby molekul k sobé navzajem. (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)), MCF — 7 - Ndzev bunécéné linie Michigan-Cancer-Foundation-7. (Pfevzato z Leyva-Lopez et al.
2017).

Druhy oregana Biologicks aktivita | Utinek
0. acutidens Antioxida¢ni Prokéazala vyplachovaci aktivitu proti radikalu
DPPH
Antioxidacni ABTS aktivita pohlcujici radikaly
O. compactum Cytotoxicky Netoxicky pii pouziti v butikdich MCF-7
Antioxidacni Redukéni/antioxidacni sila Zeleza
O. dictamnus Antiproliferacni Inhibujte proliferaci bun¢k karcinomu tlustého
stfeva a hepatokarcinomu
O. ehrenbergii Antioxidacni Aktivita vychytavani radikali DPPH
0. glandulosum Antioxida¢ni Prokéazal antiradikdlovou aktivitu
O. heracleoticum Protizanétlivé Inhibice produkce NO
Antioxidacni Redukéni/antioxidacni sila Zeleza
O. libanoticum Antiproliferacni Inhibuji proliferaci bun€k hepatokarcinomu
Protizanétlivé Snizeni sekrece zanétlivych cytokini (TNF-a,
IL-1p a IL-6) v butikdch THP-1
Antigenotoxicky Snizuje chromozomalni aberaci v buiikdch
kostni dien¢ potkant
Cytotoxicky Inhibuji Zivotaschopnost bunck lidskych
0. majorana bunéénych linii rakoviny prsu (MCF-7) a
prostaty
O. microphyllum Antioxida¢ni Ukazal zelezitou reduk¢ni silu
O. minutiflorum Antioxida¢ni Zpomalena oxidace lipidu
Antioxida¢ni Prokazalo vychytavani volnych radikala proti
O. onites radikalu DPPH
Antiangiogenni Blokuje tvorbu trubic in vitro
Antigenotoxicky Snizuje 0c¢inek aflatoxinu B 1 (AFB 1) v
O. rotundifolium lidskych perifernich lymfocytech

43




O. syriacum Antioxida¢ni Aktivita vychytavani radikalhi DPPH

O. virens Antioxida¢ni Prokazala vyplachovaci aktivitu proti radikalu
DPPH
Antioxida¢ni Celkova redukéni kapacita (Folin-

Ciocalteuova metoda), aktivita pohlcujici
radikdly pfi peroxidaci indukované UV
zafenim v lipozomalnich membranach.

Antiprolifera¢ni Inhibovat proliferaci bun€k epitelidlniho
O. vulgare subsp. hirtum (A549) lidského plicniho adenokarcinomu
Cytotoxicky Snizte zivotaschopnost bun¢k zplisobem

zavislym na koncentraci na buné¢nych liniich
lidskych keratinocyti (HaCaT) a rakoviny plic

(A549)
Hypoglykemicky Inhibi¢ni aktivita a-amylazy a a-glukosidazy
Antioxida¢ni Zabratite autooxidaci esterti
polynenasycenych mastnych kyselin
Protizanétlive Inhibice hladin  zanétlivych  biomarkeru
(MCP-1, VCAM-1 a ICAM-1) na
0. aktivovanych primarnich lidskych
vulgare subsp. vulgare neonatalnich fibroblastech
Antiprolifera¢ni Inhibuje  proliferaci  bunék  lidského
adenokarcinomu prsu (MCF-7) a
adenokarcinomu tlusté¢ho stfeva (HT-29)
Protinadorova SniZeni velikosti nadori u nemocnych mysi
Hypoglykemicky Inhibuje aktivitu a-amyldzy a a-glukosidazy

Pythium oligandrum
3.1.12 Taxonomie

RiSe: Chromavelolata
Kmen: Heterokontophyta
Trida: Peronosporomycetes (Oomycetes)
Rad: Pythiales
Celed’: Pythiaceae
Rod: Pythium

Druh: Pythium oligandrum (LéVesque & De Cock 2004)

3.1.13 Historie

Prvni druhy rodu Pythium jako prvni popsal Drechsler (1943). Byly charakterizované
svymi ostnatymi oogoniemi a tim, Zze parazitovali na jinych patogennich druzich
Pythium. Tyto nepatogenni druhy rostlin Pythium byly hlaseny jako Pythium oligandrum,
Pythium acanthicum a Pythium periplocum (Drechsler 1943). O pftiblizné¢ 20 let pozdéji
Lifshitz et al. (1984) zjistili ze jiny druh Pythium, identifikovany jako Pythium nunn, ktery

44



byl izolovany z pudy v Coloradu, potlaCil preemergentni utlum sazenic okurek
zpusobeny Pythium ultimum ve sklenikovych pokusech. Ve stejné dobé Foley a Deacon
(1985) uvedli, ze novy druh Pythium, oznaCovany jako Pythium mycoparasiticum, byl
schopen parazitovat na fadé houbovych patogenti. Dalsi ostnaté oogonalni druhy Pythia
s mykoparazitickou aktivitou byly Pythium acantophoron, ktery byl objeven Lodhou &
Webster (1990) a Pythium lycopersicum, ktery byl izolovany v Turecku Karacou et al. (2008).
Tyto dva druhy byly pfidany do uzsiho vybéru nepatogennich druht Pythia (Karaca et al.
2008).

Chapani biologickych principi pasobeni P. oligandrum znatné piisp€lo k odhaleni
slozitého aparatu vyvinutého touto oomycetou ve vztahu k jeji schopnosti: 1) kolonizovat
rhizosféru mnoha plodin a soutézit o prostor a ziviny, 2) piimo napadat fadu puadnich
houbovych patogenti vCetné askomyceti (Benhamou et al. 1997), patogennich omycetd
(Benhamou et al. 1999), sklerocia neboli klidové struktury (Rey et al. 2005) a basidomyceta
(Ikeda et al. 2012). Za 3) podporuji rust rostlin z divodu produkce trypaminu a prekurzoru
auxinu (Le Floch et al. 2003) a za 4) poskytuji lepsi ochranu plodindm proti bakterialnim a
houbovym chorobam pomoci aktivace imunitniho systému rostlin (Benhamou et al. 2012).

Vsechny dosud identifikované prospé$né druhy Pythium jsou povazovany za
potencialni biokontrolni latky z divodu jejich agresivité vici Siroké Skale pudnich patogend,
ale Pythium oligandrum, je organismem, ktery byl pfedmétem podrobnéjsich vyzkumd,
divodem muze byt to Ze je béznym obyvatelem mnoha pid (Ribeiro & Butler 1992) nebo ze
antagonismus Pythium oligandrium proti patogennim druhim Pythium predstavuje relativné
jedinecnou a vzacnou situaci v biologické kontrole, jelikoz ¢inidlo biologické kontroly je ze
stejného rodu jako patogen, ktery kontroluje (Lévesque 2011).

3.1.14 Charakteristika Pythium oligandrum

Houba Pythium oligandrum je GCinny mykoparazit hospodarsky vyznamnych
patogent plodin. Muze pfimo parazitovat na patogenu plisné bramborové (Phytophthora
infestans) a je pristupny genetické transformaci. P. oligandrum vytvari symbiotické vztahy s
koreny rostlin aktivné podporujicimi rust rostlin a také poskytuje rostliné zvySenou ochranu
pred dal§imi patogeny (Kushwaha et al. 2017). Pythium oligandrum je pudni mikromyceta s
mykoparazitickymi vlastnostmi, kterd se uspé€Sné pouziva v zemédélstvi pro kontrolu
plisiovych infekci na rostlinach. Je pfirozené rozsifen po celém svété (Naceradska et al.
2017). Nékteti zastupci toho rodu jsou pfitomné i ve vodnim prostiedi (Sankaranarayanan &
Amaresan 2020). Exprese elicitin aktivuje obranyschopnost rostliny a tim aktivuje rostlinu a
chrani ji pfed naslednym napadenim (Benhamou et al. 2012). Mykoparazitismus je v linii
oomycet relativné vzacny a vétSina sekvenovanych oomycet je fytopatogenni. Celogenomové
sekvenovani vice kment P. oligandrum tak napomuze vyvoji tohoto druhu jako modelu
mykoparazitismu. Poznatky z téchto analyz usnadni udrzitelnou kontrolu chorob rostlin
prostiednictvim lepSiho pochopeni mechanismt jak mykoparazitismu, tak primingu, které
tento organismus projevuje (Kushwaha et al. 2017). Mykoparazitismus Ize definovat jako
schopnost mykoparazita pfimo napadat patogenni houbu a/nebo oomycetu. Vztah vytvoreny
mezi P. oligandrum a rostlinou se spoléhd na svou pozoruhodnou schopnost rychle
kolonizovat vSechny kofenové tkané¢ podobnym zptusobem jako patogenni oomycety a
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nasledné¢ degenerovat bez poskozeni hostitelské tkan¢ (Benhamou et al. 2012). Jedna
srovnavaci studie na kultufe cukrové fepy ukazala, ze mykoparazitickd houba P. oligandrum
byla ucinn€jsi nez standardni chemické antimykotikum (Brozova 2002). Antifungalni
ucinnost tohoto mikroorganismu piimo souvisi s jeho ristovymi potiebami. P. oligandrum
tvori klasické, invazivni, velmi rychle rostouci hyfy, kulovité oogonie s malymi cipy o
velikosti 21-31 pum a produkuje oligandrin, komplex riznych enzyma a fermentd, které
usnadiuji jeho prinik do téla cilové houby. Dalsi specifickou biologickou vlastnosti druhu
Pythium je produkce sporangii, které uvoliiuji zoospory. Zoospory P. oligandrum napadaji
hyty cilovych hub (Naceradska et al. 2017). Tento organismus v podstaté ziskava potifebné
rastové ziviny pouze konzumaci cilovych hub. Kdyz nezistanou zadné dalsi Ziviny, zmizi
z oblasti (Laing & Deacon 1991).

Velikost sestaveni genomu P. oligandrum je 41,9 Mb s 15 007 predpokladanymi geny
kodujicimi proteiny (Faure et al. 2020). P. oligandrum prechazi z vegetativniho rustu ve
formé mycelia na pohlavni rozmnozovani, 4 az 7 dni po inokulaci do kultivacniho média.
Vyznacuje svymi ostnitymi oogoniemi (piiblizné 20 um v praméru) napii¢ hostitelskou
kolonii, produkujici ¢etné fruktifikacni organy na rozdil od hostitelské kolonie parazitované
druhy (Bélonoznikova et al. 2022a). Produkuje rychle rostouci hyfy, kulaté oogonie s hroty a
velké mnozstvi enzymu (chitinazy, celulazy, proteazy a glukanazy) spolecné oznaCovanych
oligandrin, které rozkladaji bunécnou sténu hostitelskych bunék, coz vede k tplné destrukci
cytoplazmy a smrti hostitele (Gerbore et al. 2014). U hostitelskych druhd oospory P.
oligandrum také hojné klici, ale sexualni reprodukce u Pythia vyzaduje steroly. K extrakci
téchto sterolt, P. oligandrum produkuje dva typy proteinovych elicitori, vcetné
extracelularniho proteinu oligandrinu a proteinovych frakci bunééné. Oospory P. oligandrum
kli¢i pomalu a nepravidelné (obvykle 8—12 hodin) (Bé&lonoznikova et al. 2022a). Nejvétsi
vyhodou P. oligandrum je, ze neexistuji zadné zpravy ani dikazy o negativnich Gcincich na
organismy, které oCekéavaji cilené patogenni houby. Vyuziva se u lidi 1 u zvirat (Naceradska et
al. 2017). Lokalni pouziti P. oligandrum v poslednich letech stoupa. Davodem muze byt to ze
standardni systémové a lokalni terapie jsou relativné drahé, vyzaduji dlouhodobou aplikaci a
mohou zpusobit vedlejsi uinky (napfiklad u zvifat s dermatofytozou) kvuli povaze jejich
aktivnich slozek (Gabrielova et al. 2018). Dals§im divodem je to, Ze je pro lidi i zvifata
nepatogenni (Tan et al. 2015)

Pythium oligandrum je oomyceta pouzivand ve veterinarni mediciné k 1écbé
dermatofytézy u zvifat. Ovicidni potencial proti riznym typim vajicek paraziti nebyl
donedavna zkouman, az studie Luca et al. (2022), zjistila, ze Pythium oligandrum ma ovicidni
ucinek, coz podpofilo vyhlidky na jeho pouziti v metodach dekontaminace rtiznych povrchii
nebo prostiedi, kde se vyskytuji vajicka Skrkavek od masozravcu. Studie Naceradské z roku
2017 se zabyva in vitro vizualizaci antifungalnich a¢inka P. oligandrum proti mycelialni
formé tfi béznych dermatofytnich patogent: M canis, M. gypseum a T. mentagrophytes u
kocek. Zjistilo se ze P. oligandrum mé antifungalni GC€innost proti jiz zminénym
darmatofytnim patogenim. Makroskopicky vykazovaly kolonie hub v kontaktu s timto
biologickym antimykotikem rychlou ztratu hyf, pravdépodobné v dusledku pifimé eliminace
P. oligandrum (NacCeradska et al. 2017). Pozitivni vliv P. oligandrum u kocek postizenych
Microsporum canis dokazuje i nové&jsi studie u kotek v Ceském utulku, kterou se opét
zabyvala doktorka Naceradska et al. (2021). Prokazala se dokonce i srovnatelna uc¢innost
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alternativni 1éCby ptipravkem obsahujici P. oligandrum a antimitotické 1é¢by intrakonazolem.
Z toho davodu je alternativni 1éEba doporuCovana jako levnéjsi a SetrnéjSi alternativa k
itrakonazolu pro 1écbu a prevenci dermatofytdz, zejména v utulcich nebo velkochovech, kde
je klasicky zptsob terapie drahy a obtizné zvladnutelny i u nemocnych zvifat (FeLV nebo
FIV pozitivni).

3.1.15 Pythium oligandrum p¥i kvasinkovych infekcich

P. oligandrum je schopno pfimo napadat nékolik houbovych patogenti pomoci
raznych mechanismu (Gerbore et al. 2014), ale vyuziti vyhradné pii kvasinkové infekci se
zatim zkoumalo pouze u rostlin. Nejprve P. oligandrum pusobi jako mykoparazit, vylucuje
razné hydrolytické enzymy, které degraduji bunéCnou sténu hostitele (zejména chitinazy,
celulazy, endo-B-1,3-glukanazy, rizné exoglykosidazy, proteazy a fosfatazy) a soutézi s
patogeny o ziviny a prostor. Jako pfiiklad 1ze uvést, ze genom P. oligandrum obsahuje 114
glykosidovych hydrolaz, z nichz 79 je sekretovano (Bélonoznikova et al. 2022b). Posléze P.
oligandrum produkuje fadu elicitorti nazyvanych oligandriny (tj. OLI-D1, OLI-D2 a OLI-S1)
a proteinové frakce bunécné stény (tj. POD-1, POD-la, POD-1b, POD-2 a POS-1)
(McGowan & Fitzpatrick 2017). Tyto nizkomolekularni proteiny indukuji obranné systémy
rostlin, ¢imz iniciuji lokaln€ 1 systémové indukovanou rezistenci proti houbovym,
oomycetovym a bakterialnim patogenim. Za tieti, P. oligandrum obsahuje dalsi proteiny,
které mohou ovlivnit imunitni systém rostliny (B€lonoznikova et al. 2022a).
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4 Metodika

V diplomové praci jsem sbirala vzorky psu s pfiznaky otitid a zdravych psua (resp. pst
bez priznakt otitid). Vzorky se odebiraly vytérovy tampdénem sterilnim s transportnim
médiem AMIES a s aktivnim uhlim viz obrazek 9. (vyrobce: DIALAB, kod produktu:
300285; dodano ArgoMed, a.s., J ailovice-Riéany).
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Obrazek 9: Vytcrové sterilni tampdny s transparentnim médiem AMIES a s aktivnim uhlim dorucené ke
kultivaci.

Vzorky pst s pfiznaky usni infekce byly odebirany ve spolupraci se dvéma
veterinarnimi klinikami v Praze, vybranymi na zékladé ochoté ke spolupraci a dojezdové
vzdalenosti od mého bydliste:

- Vyukova veterinarni ambulance CZU (Kamycka 129, 165 00 Praha 6 — Suchdol)

- Veterinarni Klinika Nusle — Schwetter a kol. (Boleslavova 20, 140 00 Praha 4 —
Nusle)

Ob¢ pracovisté obdrzela vytérové sterilni tampoOny s transparentnim médiem AMIES a
aktivnim uhlim, stru¢ny navod k odbérim a kratky anamnesticky protokol. Dalsi komunikace
s klinikami probihala nasledovné:

- vzdy, kdyz se objevil pes s pfiznaky otitid, oSetfujici 1ékat zhotovil a vySetfil
cytologicky preparat a po potvrzeni nalezu kvasinek vzorek odebral zminénym
tamponem

- veterinarni lékar po souhlasu majitele vyplnil kratky anamnesticky protokol (viz
obrazek 10)

- jajsem veterinarni kliniky kazdy druhy den kontaktovala a vzorky si prebirala
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Cislo vzorky:
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Pohlayi: ‘FE
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Podpis majitele:
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Podpis majitele:

Obrizek 10: Piiklad jednoduchych anamnestickych protokolit.

Vzorky zdravych psi bez klinickych pfiznaki otitid jsem sbirala od psh pratel, rodiny
a znamych. VétSinou jsem je odebirala sama u majitele doma nebo venku a poté jsem

pozadala o vyplnéni protokolu.
Sbér materialu probihal od 26. Cervence 2022 do 2. unora 2023. Odebrané vzorky byly

nasledné& uchovavané v lednicce pii teploté cca 4 az 5 °C. Kazdy vzorek byl transportovan na
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby v Praze — Ruzyni do laboratofe. Cela nasledujici
spoluprace probihala pod odbornym dohledem RNDr. Davida Novotného, Ph.D.
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Material

V diplomové praci jsem na zachyt kvasinek testovala celkem 35 psd, ztoho 18
zdravych a 17 jedincl s priznaky otitid. Pro potiebu studie byli rozdéleni do dvou skupin: psi
s ptiznaky otitid a zdravi psi (viz tabulky 6 a 7). V tabulkdch jsou uvedeny data ziskana
z anamnestickych protokolt: ¢islo, které urcuje, vjakém poradi byly odebrany, jméno,
pohlavi, vek, cytologicky nalez a pfipadné i kratka anamnéza. U zdravych psi se cytologie
neprovadéla z toho divodu neni ani uvedena v tabulce 7.

Do kategorie psu s otitidami jsem zafadila psy, u kterych probihal akutni, chronicky,
recidivujici usni zanét. Zanét v usich byl vétsinou definovan pfitomnosti klinickych pfiznakt
(tfes hlavou, Skrabani v uchu, erytém, edém a dalsi klinické piiznaky, které jsou zmineéné
v kapitole 3.1.4.2) a pozitivnim nalezem mikroorganisma v uchu pfi cytologickém vysetieni.
Kazdy pes zarazeny do této kategorie prosel na veterinarnich klinikdch (Veterinarni Klinika
Nusle - Schwetter a kol. a Vyukova veterinarni ambulance na CZU) minimalné klinickym,
otoskopickym nebo cytologickym vySetfenim.

Kategorie zdravych psu byla definovana jako skupina pst, u kterych nebyly
zaznamenany zadné projevy pripominajici otitidy, ztoho divodu nebyly tyto vzorky
odebirany na veterinarnich klinikach.

Tabulka 6: Zakladni anamnestickd data psu s otitidami

Cislo Jméno: | Pohlavi: | Vék: Plemeno: Cytologie: Kraitkd anamnéza:
vzorku:
1. Bob Samec 7 let Stafordsirsky | Kvasinky + -
bulteriér
2. Rupper | Samec 11 let Kftizenec Kvasinky + | Casta recidiva
t kvasinkové  oftitis -
udajné zpusobena
nekvalitnim krmenim
3. - Samec 10 let Kftizenec Kvasinky + | Neuvedeno
4, Erwin Samec - StafordSirsky | Kvasinkovd | Atopickd dermatitida —
bulteriér otitis ++ zanétliveé kozni
onemocnéni, opakujici se
zandty usi
5. Filip Samec - Civava Smisena Geriatricky pacient, otitis
bakteridlni a | poprvé, unilaterdlni -
kvasinkova | pravé ucho
infekce,
kvasinky +
6. 064 Samec - Francouzsky Kvasinkova | kvasinkova infekce
buldocek infekce podruhé -  recidiva
unilaterdlni, | (poprvé v Cervenci 2020)
kvasinky
+++
7. Gimmy | Samice - West highland | Kvasinky ++ | Chronické otitidy
white teriér a bakterie +
8. Zara Samice - Alpsky kvasinky, Zapach z ucha
jezevCikovity | bakterie,
brakyi neutrofily
9. Shelly | Samice 13 mésici | Border colie Kvasinky + -
10. Arthur | Samec 6 let kiizenec Kvasinky + -
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11. Oliver | Samec 4 roky Australsky Kvasinky + -
oveak
12. Nera Samice 5 let Kftizenec Ned¢lalo se | Opakované  problémy,
protiepavani hlavou,
Skrabani usi, terapie v
poslednim roce nebyla
22. Frodo Samec Neuvedeno | Francouzsky Kvasinky Akutni Zanét, 22,
buldoek ++, bakterie | listopadu 2022 kontrola
ojedin¢le po terapii Otodinem a
orilaieemght
23. Dona Samice Neuvedeno | Pudl stiedni Kvasinkova | Pfed tfemi dny koupel
otitis v salénu
24, Gegi Samec Neuvedeno | StafordSirsky Kvasinky Opakované otitidy,
bulteriér ++, bakterie | jednostranné — pravé
kulovitého ucho, naposledy pred pul
tvaru (koky) | rokem (Cerven 2022)
+
34. Lia Samice Neuvedeno | Rhodésky Kvasinky 2 dny klepe hlavou, bez
ridgeback ojedinéle v | hypertermie
levém uchu
35. Tina Samice 6 let Anglicky Smisena Chronické otitidy
kokr$panél infekce
(kvasinky,
bakterie)
Tabulka 7: Zakladni anamnesticka data zdravych psu
Cislo Jméno: Pohlavi: | Vék: Plemeno: Kriatka anamnéza:
vzorku:
13. Bella Samice 6 let Neémecky oveak Bez piiznaku
14. Arya Samice Sapil Border collie Ortopedické problémy, diive
Laoghaire roku zlomenina karpalni kosti, zddné jiné
Endless priznaky
Energy (LGH
— Lyrii)
15. Darlet Tarlet Samice 1 rok Border collie Bez zdravotnich problému
(Darletka)
16. Ginna Samice | Cca 4 roky Kftizenec Bolest pfi doteku pravého ucha —
(adopce pravdépodobné psychického razu
z utulku)
17. Viscorgd Samice 3 roky Mudi Bez ptiznaki
Barack (Zazu)
18. Ayta Krayta Samice 8 let Border collie Bez piiznaku
Ze Zvolské
chalupy
(Maze)
19. Amy Samice 13 let kiizenec Bez ptiznaki
20. A new hope Samice 2 roky Border collie Bez ptiznaki
Dreamfall
(Bugi)
21. Laila Samice 1 apul Kfizenec Bez ptiznaki
roku
25. Kikina Samice 18 let Yorkshire terrier geriatricky pacient, od 16 let
postupna ztrata sluchu —
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momentaln¢ hlucha, sedy zakal od
17 let, ortopedicky pacient — luxace
patelly, osteochondroza patete,
7adné ptiznaky oftitis.
26. Trip Samec 13 mésicu Border collie Bez ptiznaki
217. Rochet Samice 3 roky Jack russel Bez ptiznaki
teriér
28. Viki Samice 3 roky Border collie Bez piiznaki
29. Pira Samice 11 mésicu Parson russell Bez piiznaki
teriér
30. Bailey Samice 6 let Jack russell Bez ptiznaki
teriér
31. Heja Samice 11 mésicu Border collie Bez ptiznaki
32. Mandy Samice 9 let Kiizenec Bez ptiznaki
33. Jaydee Samice 2 roky Border collie Bez piiznaki

Laboratorni metody

4.1.1 Kultivace kvasinek

Material na kultivaci:

- Sabouraud Dextrosa agar (SAD) — vyrobce: HiMedia Laboratories (Thane (West) -
400 604, Maharashtra, India) - kat. & M063, dodavatel: CADERSKY-ENVITEK,
spol. s r.o (Bednarova 21, 619 00, Brno).

- Petriho misky o priméru 90 mm (140 kusti) - vyrobce: GAMA GROUP a.s.
(Manesova 11/3b, 370 01, Ceské Budgjovice.

- Parafilm — dodavatel: VERKON s.r.o. (Pod Harfou 933/70, 190 00, Praha 9).

Material na pfipravu preparatu:
- dvé sterilni jehly
- kahan
- kapka pitné vody
- injekenti stiikacka
- Klasicky mikroskop — Olympus CX41 a stereomikroskop SZ6045
- Podlozni a kryci mikroskopicka skla

Material na preockovani:

- Petriho misky o priméru 60 mm - vyrobce: GAMA GROUP as. (Manesova
11/3b, 370 01, Ceské Budgjovice

- 2% Malt extract agar (MA2) — slozeny ze surovin: malt extractu (dodavatel: VWR
International s. r. o. (Prazska 442, 281 67, Stiibrna Skalice) a agaru (dodavatel:
VERKON s.r.o. (Pod Harfou 933/70, 190 00, Praha 9)

- Plynovy nebo lihovy kahan

- sterilni jehla nebo klicka
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Postup:

Pred samotnou kultivaci jsem pfipravila Sabouraud Dextrosa agar (SDA), ktery se
sklada z: mykologického peptonu 10 g/l, dextrozy 40 g/l a agaru 15 g/l. Pfiprava probihala
nasledovné:

- Navazeni 6,5 g ptipravku do 100 ml destilované vody.

- Zahfivani do uplného rozpusteni.

- Sterilizace v autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut.

Nasledné jsem agarové zivné médium nalila do plastovych Petriho misek o priméru
90 mm. Kazdy zkoumany vzorek byly inkubovan ve 4 Petriho miskach se SDA.

Na ztuhly SDA v Petriho miskach jsem nasledné krouzivym pohybem nanesla vzorek
vytérovym sterilni tamponem. Pro udrzeni mikroklimatu a snizeni rizika kontaminace jsem
misky uzaviela ze stran parafilmem a oznacila. Vzorky byly inkubovany pifi dvou
kultivacnich teplotach, tj. 32 °C a 35 °C (dvé misky od kazdého vzorku v dané teploté).
Kontrolu vzorku jsem provadéla po 7 dnech inkubace. Pti kontrole se zji§tovala pritomnost
kvasinek a jejich morfotyp a Cetnost kolonii v Petriho misce. Misky jsem nejprve prohlédla
pouhym okem a poté jsem vytvoftila preparaty dle postupu:

- na podlozni sklo pod mikroskop jsem pfipravila injekeni stfikackou kapku vody

- nasledné jsem sterilni jehlou pod mikroskopem odebrala ¢ast kolonie, kterou jsem
pomoci druhé sterilni jehly nanesla na do kapky vody na podloznim skle a zakryla
krycim sklem; pokud ve vzorku narostlo vice riznych kolonii, jehlu jsem opalila
nad kahanem a proces opakovala.

- pfipraveny preparat jsem pozorovala mikroskopem (Olympus CX41) pii zvétSeni
60x a posuzovala pritomnost bakterii a kvasinek

Vzorky s pfitomnosti kvasinek jsem preockovavala do Petriho misek s primérem 60
mm s 2% malt extrakt agarem (MA2) — slozeny ze surovin: malt extractu a agaru (obrazek
11). Postup preockovani:

- sterilni jehlou jsem pod mikroskopem odebrala ¢ast kolonie kvasinek a prenesla do
jednoho z vyznaCenych poli na dné Petriho misky (aby bylo mozné zkontrolovat,
zda nam kolonie roste a zarover jasné kde ji hledat)

- po opaleni jehly jsem proces opakovala i u zbylych dvou poli. Misky jsem
nasledné uzaviela parafilmem a byly inkubovany pii teploté 32 °C

-z kazdého pozitivniho vzorku jsem vytvortila vzdy dvé preockované misky

Narostlé kolonie na pfeockovanych miskach jsem posléze znovu preockovala na dalsi
dvé Petriho misky (pramér 60 mm), ale tentokrat jsem je nepieockovavala jehlou na jedno
misto, ale pomoci klicky jsem vzorek nabrala a rozetiela jej po celém obvodu misky.
Inkubace trvala tyden pii teploté 32 °C a posléze se udélala izolace DNA a PCR z narostlych
kolonii pro identifikaci zjisténych kmend hub z vnéjsiho zvukovodu pst.
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Obrazek 11: Petriho miska (pramér
60 mm) s preockovanou kvasinkou
Malassezia pachydermatis.

4.1.2 Identifikace kvasinek metodou PCR

K ziskani DNA pro pfipravu na PCR byla pouzita sada Phire Plant Direct PCR Kit z
pétidenni kultury vypéstované na 2% malt extrakt agaru (MA2). Pro identifikaci byl
amplifikovan a nasledné sekvenovan usek z ITS oblast jaderné ribozomalni DNA pomoci
primert ITS1F a ITS4 (Gardes & Bruns 1993).

PCR reakce probihala nasledovné:
- denaturace pfi 98 °C 10 min, 35 cykla: 98 °C 35s, 60 °C 20s, 72 °C 20s
- extenze pii 72 °C 10 min.

Sekvenovani amplifikovanych useku bylo servisné provedeno ve firmé Macrogen.
Ziskané sekvence byly zkontrolovany a porovnany pomoci programi Chromas a BioEdit.
Druhova identita byla ur€ena porovnanim sekvence DNA s databazi NCBI pomoci programu
BLAST.

4.1.3 Zjisténi vlivu esencialnich silic na rust Malassezia pachydermatis

Cilem této Casti bylo zhodnoceni in vitro antimykotické aktivity esencialni silice z tea
tree a oregana proti Malassezia pachydermatis z usi psu se zanétem zevniho zvukovodu,
s chronickym zanétem nebo se zanétem stfedniho ucha. Esencialni silice zafazené do studie
byly vybrany pro svoji pozitivni ucinnost, jak se uvadi v literatufe a pro svou dostupnost na
trhu. Silice z oregana byly dodany firmou Biomedica, spol. s r.o. (Pekatska 8, 155 00, Praha
5) a silice z tea tree od téze spolecnosti. Slozeni silic je uvedeno v tabulce 8.
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Tabulka 8: Znazormujici pouzité silice a jejich chemické slozeni.

Latinsky / Cesky nazev Celed’ SloZeni silice
Origanum vulgare /| Lamiaceae | Hluchavkovité | para-Cymene 4,7 %
Dobromysl obecna Thymol 2,5 %
(oregano) Carvacrol 71, 8%

Linalool 2,8 %
alpha-Pinene 0,2 %
gamma-Terpinene 5,3 %

Melaleuca  alternifolia | | Myrtaceae | Myrtotvaré Cineole 3 %
Kajeput stiidavolisty para-Cymene 0,5 -5 %
(tea tree) Limonene 0,5 — 4 %

alpha-Pinene 1 — 10 %
Sabinene 3,5 %
alpha-Terpinene 5 — 13 %
gamma-Terpinene 15 — 25 %
Terpinene-4-ol 39 %
alpha-Terpineol 1,5 — 8 %
Terpinolene 1,5 -5 %

pouzity material na médium a na preockovani do zkumavek:
- sklenéné zkumavky s kovovym uzavérem - 15 ml
- Sabouraud dextozové tekuté médium (SDM), slozené ze 40 g dextrozy, 10g
peptonu a 1000ml destilované vody
- reagencni lahve 400ml
- klicka
- plynovy kahan
- sklenéné zkumavky s médiem

K pfipravé pokusu bylo zapotiebi vzorky znovu pfeockovat. Vybrala jsem 5 kmena,
které se v tomto pokusu vyuzili (Cisla vzorka: 21, 23, 29, 15, 22). Duvody vybéru danych

vzorka:
- dobfe rostouci kmeny
- rozdilné kmeny Malassezia pachydermatis (nebyla zde moznost setkani psu a
pfeneseni stejného kmene viz tabulka 9)
Postup pripravy:

Startovni kultury:

Kmeny hub jsem ocCkovala do zkumavek se SDM. Pied ockovani jsem pfipravila
zkumavky nasledovné:
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- do dvou reagencnich lahvi jsem navézila nebo odméfila po 8 g dextrosy, 2g
peptonu a 200ml destilované vody a promichala

- pomoci mikropipety jsem do kazdé zkumavky aplikovala 10ml SDM (celkem bylo
25 zkumavek — od kazdého vybraného kmene 5 zkumavek / opakovani).

Nasledujici den jsem pomoci klicky zaoc¢kovala zkumavky se SDM vybranymi kmeny
Malassezia pachydermatis z Petriho misek a v tfepacim inkubatoru inkubovala po dobu 1
tydne pfi teploté 30 °C. (viz obrazek 12).

Obrizek 12: Startovni kultura Malassezia
pachydermatis vyrostld ve zkumavce se
Sabouroudovym dextrézovym médiem
(SDM).

Pred zahajenim experimentu bylo dale zapottebi piipravit veskeré nacini, které se jsem
dala sterilizovat do autoklavu:

- na dvé esencialni silice jsme potrebovala celkem 250 zkumavek a 25 zkumavek na
spocitani koncentrace, jelikoz bylo 5 variant na jeden kmen a jednu silici, kazda
varianta méla 5 opakovani; celkem bylo zapotiebi 25 zkumavek na jeden kmen a
jednu silici v 5 koncentracich v€etné kontroly tudiz na jedenu silici bylo zapotiebi
125 zkumavek

- §picky na mikropipety velikosti a 100, 200, 1000 pl al0 ml
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- reagenCni lahve se SDM — 2375 ml, jelikoz do kazdé zkumavky jsem davala 9,5
ml média (slozeni: dextréza: 95 g, peptone: 23,75 g a 2375 ml destilované vody)

Postup experimentu:

- Pfipravila jsem 4 koncentrace a jednu kontrolu pro esencialni silice tea tree oil i
oreganum oil. Kontrola obsahovala pouze 200 ul DMSO (dimethylsulfoxid) a
47,5 ml SDM na 5 zkumavek (jeden kmen).

- Pouzité koncentrace esencidlnich silic: 250 pl/l, 125 ul/l, 62,5 ul/l, 31, 25 ul/,
které byly pouzity pii zjistovani vlivu esencidlnich silic na mnozeni M.
pachydermatis; kazda silice byla rozpusténa ve 200 ul DMSO

- Koncentrace Malassezia pachydermatis v testovaném inokulu byla sjednocena
fedénim na 2,25 — 6,06 ' na 6 bunék / ml.

- Pripravené koncentrace jsem rozpipetovala: 9.5 ml do kazdé zkumavky dle
oznaceni silice a koncentrace a posléze se do kazdé zkumavky dala inokulum 0,5
ml z kazdého kmene.

- Nakonec jsem zkumavky dala do kultivovat do tfepaciho inkubatoru do teploty
30°C, aby kultury narostly a nasledné bylo mozné zjistit rozdil mezi kulturou s
esencialni silici a kontrolni kulturou bez piidavku silice a tzn. zda doSlo nebo
nedoslo k potla¢eni mnozeni Malassezia pachydermatis. Kultivace trvala 14 dni.

Pro ziskani dat jsem vyuzila spektrofotometrii na pfistroji Genesys UV 10 (Thermo
Scientific), kde jsem méfila absorbanci (jednotka: A), kterd udava kolik svétla bylo pohlceno
meéfenym vzorkem v porovnani se slepym vzorkem (blank). Nulovou absorbanci bude mit
vzorek, ktery nepohlti zadné svétlo, absorbance 1 vzorek, kterym prosla jedna desetina svétla
a pti absorbanci 2 jedna setina vstupujiciho svétla atd.

Postup:
- Z kazdé zkumavky jsem davala mikropipetou do kyvety 1 ml suspenze.
- jako blank na porovnani jsem pouzila tekuté médium SDM.

Vliv silic z oregana a tea tree jsem vyhodnocovala spektrofotometricky jako porovnani
hodnoty absorbance v kultiva¢nich zkumavkach se silici a v kontrolnich zkumavkach
s Malassezia pachydermatis. PiiCemz byla sledovana absorbance pfi 550 nm. Hodnota
slepého vzorku (blanku) byla 0 A.

4.1.4 Experimenty s Pythium oligandrum

Kmen Pythium oligandrum my byl poskytla spolenost BIOPREPARATY s.r.o.
(Tylisovska 1/772, 166 00, Praha 6). Poté jsem kmen preoc¢kovala na Petriho misky s MA2 a
nechala ho 4 dny inkubovat pfi teploté 25 °C. Celkem jsem realizovala tfi experimenty s
Pythium oligandrum:

1) zistovani interakce P. oligandrum s M. pachydermatis pti bodovém zaockovani
kvasinky

57



2) zjistovani interakce P. oligandrum s M. pachydermatis pti zaoCkovani kvasinky

formou suspenze

3) zjisténi schopnosti P. oligandrum rust pii teplotach 30 a 32 °C

Priprava na experimenty:

Startovni kultury:

Kmen Pythium oligandrum (viz obrazek 13) jsem dvou bodové pieockovala na 6
Petriho misek priméru 60 mm se SDA a na 6 misek s ME2 (viz obrazek 14). Na
kazdy experiment jsem pouzila dvé misky od obou kultiva¢nich agara. Misky s P.
oligandrum jsem inkubovala pfi teploté 25 °C.

Soubézné bylo zapotiebi preockovat i kmeny Malassezia pachydermatis, vyuzila
jsme stejné kmeny jako pfi pokusu s esencialnimi silicemi. Kazdy kmen jsem
preockovala na 6 Petriho misek (pramér 60 mm) se SAD pomoci kli¢ky, abych na
kazdy experiment méla dvé misky se startovnimi kulturami. Poté jsem je dala
inkubovat pii teploté 32 °C.

Obrazek 13: Kolonie
Pythium  oligandrum
po 4 dnech od
pieockovani na MA2
pii teplote 25°C.
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Obrazek 14: Znazornéni toho, jak
vypadalo dvoubodové preockovani
mykoparazitické houby Pythium
oligandrum

Pro pfipravu pokusu bylo déle zapotiebi pfipravit:

Regencni lahve se SDA (26 g pripravku se 400ml destilované vody) — na ptipravu
215 Petriho misek (90 mm), na dva experimenty bylo zapotfebi po 100 Petriho
miskach a na treti 15 misek. Podrobnéjsi informace jsou napsané u kazdého
pokusu zvlast'.

Regencni lahve s MA2 (8 g peptonu + 8 grami agaru se 400ml destilované vody) -
na pfipravu 215 Petriho misek (90 mm), na dva experimenty bylo zapottebi po 100
Petriho miskach a na tfeti 15. Podrobné&jsi informace jsou napsané u kazdého
pokusu zvlast'.

Ptipravené lahve jsem sterilizovala v autoklavu a poté nalila na Petriho misky (pramér
90 mm) a nechala agary ztuhnout do dalSiho dne. Dale bylo zapotfebi vysterilizovat
nacini v autoklavu:

sklenéné zkumavky 10 kusti (od kazdého kmene 2 zkumavky)
$picky na mikropipetu velikosti 10 ml

Zjistovani interakce P. oligandrum s M. pachydermatis pri bodovém zaockovani

kvasinky

Material:

50 Petriho misek o primér 90 mm se SDA na jeden kmen véetné kontrol (pouzila
jsem 5 kmentl a od kazdého kmene jsem délala 5 opakovani, takze na kmen bylo
zapotiebi 25 misek + kontroly, téZ od kazdého kmene 5 opakovani.)
25 Petriho misek o primér 90 mm s MA2 na jeden kmen vcetn€ kontrol (pouzila
jsem 5 kmentl a od kazdého kmene jsem délala 5 opakovani, takze na kmen bylo
zapotiebi 25 misek + kontroly, téZ od kazdého kmene 5 opakovani.)
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- korkovrt o vnitfnim priméru cca 3 mm
- sterilni jehla
- plynovy nebo lihovy kahan

Postup:

Nejdiive jsem na Petriho misky s agary ¢tyrbodové preockovala kolonie kvasinek M.
pachydermatis viz obrazek 15 a poté jsem zaockovala jednotlivé misky vzdy jednim blockem
ME2 o pruméru pfiblizn€ 3 mm s kulturou P. oligandrum vytizlym pomoci korkovrtu ze
startovni kultury a umistila jej doprostied misky viz obrazek 16. Po opéleni korkovrtu
kahanem jsem proces opakovala u dalSich kment. Do misek s kontrolami jsem pfeockovala
pouze M. pachydermatis. Nakonec jsem misky nechala v inkubacni tfepacce pii teplote 30 °C.
Hodnoceni probihalo po 4 dnech a byly porovnavany Petriho misky se stejnymi kmeny, na

stejnych 1 rozdilnych agarech a s kontrolami.

60

Obrizek 15: Ctyf  bodové
pieockovani kvasinek M.
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interakce s P. oligandrum.

Obrazek 16: Umisténi P. oligandrum pfi
zjisStovani inetrakce P. oligandrum
s kvasinkami Malassezia pachydermatis.



Zjistovani interakce P. oligandrum s M. pachydermatis pr¥i zaockovani kvasinky formou

suspenze

Material:

Postup:

50 Petriho misek o primér 90 mm se SDA na jeden kmen vcetné kontrol (pouzila
jsem 5 kmentl a od kazdého kmene jsem délala 5 opakovani, takze na kmen bylo
zapotiebi 25 misek + kontroly, téZ od kazdého kmene 5 opakovani.)

25 Petriho misek o primér 90 mm s MA2 na jeden kmen vcetné kontrol (pouzila
jsem 5 kmentl a od kazdého kmene jsem délala 5 opakovani, takze na kmen bylo
zapotiebi 25 misek + kontroly, téz od kazdého kmene 5 opakovani.)

korkovrt o vnitfnim primeéru cca 3 mm

destilovana voda

sterilni sklenénych zkumavky 10 kusii (na kazdy kmen dvé zkumavky)

plynovy kahan

klicka

mikropipety

Spicky velikost: 1 a 10 ml

Nejdiive jsem na pfipravené agary pomoci korkovrtu vyfizla ¢ast P. oligandrum a
umistila jej doprostied misky, proces jsem po opaleni trubiCky opakovala u dalSich kment.
Poté jsem si pfipravila suspenzi:

Pouzila jsem 10 zkumavek — na kazdy kmen 2 zkumavky

Do zkumavek jsem mikropipetou napipetoval 5 ml destilované vody

Klickou jsem seskrabala vSechny kolonie zjedné misky a dala je do zkumavky
s destilovanou vodu

Zkumavku jsem poté dukladné protiepala, aby se kvasinky neusazovaly u dna;
nasledné jsem mikropipetou napipetovala 0,5 ml vzniklé suspenze po krajich
misky s P. oligandrum a umistila do tfepaciho inkubatoru pfi teploté 30 °C.

Suspenzi jsem ve stejném mnozstvi nalila i do misek s kontrolami, kde nebylo
umisténé P. oligandrum a dala je téz do tfepaciho inkubatoru pti teploté 30 °C. Vysledny
efekt jsem hodnotila po 4 dnech porovnanim misek se stejnymi kmeny, na stejnych i
rozdilnych agarovych mediich a s kontrolami.
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Zjisténi schopnosti P. oligandrum rust p¥i teplotach 30 a 32 °C

Optimalni teplota pro rast P. oligandrum se udava 25 °C: Pfi této teploté, ale dochazi
k omezenému mnozeni M. pachydermatis. Cilem experimentu bylo zjistit zda P. oligandrum
roste i pii vysSich teplotach, které jsou vhodnéjsi pro rust kolonii M. pachydermatis.

Material:
- 15 Petriho misek o primér 90 mm se SDA — na kazdou teplotni varinatu 5 misek
- 15 Petriho misek o primér 90 mm s ME2 - na kazdou teplotni varinatu 5 misek
- korkovrt o vnitfnim priméru 3mm
- plynovy kahan

Postup:

Pomoci korkovrtu jsem vyfizla ¢ast P. oligandrum a umistila jej do stfedu misky s
agary. Misky jsem si nasledné rozdélila na tf1 skupiny dle inkubaénich teplot; 25, 30 a 32 °C.
Po 4 dnech jsem pravitkem zméfila narust P. oligandrum na vSech miskach Vysledna data
jsem porovnala.
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S Vysledky

5.1 Identifikace kvasinek

Po kultivaci a identifikaci kvasinek metodou PCR jsem z celkového poctu 35 vzorkt
identifikovala 15 vzorka s M. pachydermatis (viz tabulka 9). Rozdil mezi kultivacni detekci a
PCR identifikaci byl jeden vzorek, piesn€ji vzorek 10 nebyl potvrzen PCR. Pro potieby této
studie jsem vyuzila psi s piiznaky otitid a zdravé psy bez ptiznaka viz obrazek 17. Z vysledka
vyplyva, ze kvasinky rodu Malassezia se vyskytuji v mikrobiot¢ ucha i bez prikazu
onemocneéni otitis externa piipadné jiného usniho zanétu.

Z identifikovanych kment Malassezia pachydermatis jsem si vybrala rozdilné a dobie
rostouci kmeny (Cisla vzorka: 15, 21, 22, 23, 29), které jsem nasledné wvyuzila
v experimentalni ¢asti prace. Jednalo se o tfi kmeny od psu s otitidami (21, 22, 23) a o dva
kmeny od zdravych psua bez otitid (15, 29).

Tabulka 9: Souhrn vysledki ziskany po kutiva¢ni detekci a PCR identifikaci kvasinek doplnény informace, zda
byla moznost setkani psii a pieneseni piipadng stejného kmene.

Cislo Kultivacni detekce Identifikace Malassezia | Moznost kontaktu
vzorku: pachydermatis: mezi sledovanymi py
1. Negativni Negativni Ne

2. Negativni Negativni Ne

3. Negativni Negativni Ne

4. Pozitivni Pozitivni Ne

5. Pozitivni Pozitivni Ne

6. Pozitivni Pozitivni Ne

7. Pozitivni Pozitivni Ne

8. Pozitivni Pozitivni Ne

9. Pozitivni Pozitivni Ne

10. Pozitivni Negativni Ne

11. Pozitivni Pozitivni Ne

12. Pozitivni Pozitivni Ano s 13

13. Pozitivni Pozitivni Ano s 12

14 Negativni Negativni Ano s 15

15. Pozitivni Pozitivni Ano se 14

16. Negativni Negativni Ne

17. Negativni Negativni Ano s 18, 19, 20, 21
18. Negativni Negativni Ano se 17, 19,20 ,21
19. Negativni Negativni Ano se 17, 18, 20, 21
20. Negativni Negativni Ano se 17, 18, 19, 21
21. Pozitivni Pozitivni Ano se 17, 18, 19 20
22. Pozitivni Pozitivni Ne

23. Pozitivni Pozitivni Ne

24, Pozitivni Pozitivni Ne

25. Negativni Negativni Ne

26. Negativni Negativni Ne

217. Negativni Negativni Ano s 29, 30
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28. Negativni Negativni Ne

29. Pozitivni Pozitivni Ano s 27, 30
30. Negativni Negativni Ano s 27,30
31. Negativni Negativni Ne

32. Negativni Negativni Ano s 33

33. Negativni Negativni Ano s 34

34, Negativni Negativni Ne

35. Negativni Negativni Ne

A) ZDRAVI PSI B) PSI S PRIZNAKY OTITID C) CELKOVA POZITIVITA

® pozitivni vzorky na Malassezia pachydermatis

m negativni vzorky na Malassezia pachydermatis

Obrazek 17: Vysledky identifikace Malassezia pachydermatis ve skupiné vySetfovanych psi; (A) u klinicky
zdravych psi (n=18), (B) u psu klinickymi ptiznaky otitid (n= 17) a (C) v celkovém souboru 35 psu.

Kvasinky M. pachydermatis jsem identifikovala u obou pohlavi. Cetngjsi zachyt jsem
ale detekovala u samcu (viz obrazek 18), jelikoz z celkového poctu 35 testovanych psu (11
samcu a samic) bylo pozitivnich 54,54 % samcu a 37,5 % samic Dale jsem zjistovala, zda u
pozitivnich kmend po identifikaci kvasinek, existuje plemenna predispozice. Z vysledku
vyplyva, Zze v omezeném setu vzorkid se M. pachydermatis nejCastéji vyskytla u kiizencu,
border colii a francouzskych buldockt viz obrazek 19.
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SAMEC SAMICE

® Pozitivita na M. pachydermatis m Celkovy souhrn dat

m Stafordsirsky bulteriér

m Civava

M Francouzsky buldocek
West highland white
teriér

B Alpsky jezevcikovity
brakyr

M Border colie

M KriZzenec

Obrizek 18: Pomér mezi pohlavimi
pozitivnich pstt na M. pachydermatis po
PCR v porovnani s celkovym souborem
testovanych psii; pozitivnich samci bylo
54,54 % a samic 37,5 %.

Obrazek 19: Plemena pst, u kterych
byla potvrzena a identifikovana M.
pachydermatis. Svisla osa urCuje pocet
zachytu.

Z kvasinek zpusobujici otitidy u psi jsem metodou PCR identifikovala pouze
kvasinky Malassezia pachydermatis, nebyly tedy identifikované zadné kmeny Candida spp..

Celkové zhub jsem, ale pifi kultivaci narazila pravdépodobné i na Arthrinium a
Penicillium. Identifikovala jsem je pouze podle jejich charakteristického tvaru a velikosti pod
mikroskopem a typickym ristem na agaru viz obrazek 20. Dale se zde vyskytovaly pouze
bakterie, které byly téz identifikované pouze mikroskopicky. Z divodu zaméfeni diplomové

préace na kvasinky jsem tyto vysledky vice neidentifikovala..

Celkové byly nejhojnéji zastoupené bakterie a posléze kombinace Malassezia
pachydermatis a bakterii. Na rozdil od vysledkt psu s pfiznaky otitid, kde byl nejvétsi zachyt
Malassezia pachydermatis a na druhém misté byla kombinace bakterii a kvasinek Malassezia
pachydermatis zaroven se samotnymi bakteriemi. V§e je znazornéné na obrazku 21.
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Obrazek 20: Kolonie
hub Arthrinium (nalevo)
a Penicillium (napravo),
kter¢  byly  ziskané
kultivatni  detekci a
pieockované na misky
s MA2.

m A) Celkova identifikace mikroorganism z psiho ucha

m B) Identifikace mikroorganism{ u pst s pfiznaky otitid

u C) identifikace mikroorganismt u zdravych pst

Obrazek 21: Vysledky identifikace mikroorganismii ve skupin¢ vySetiovanych psi; (A) v celkovém souboru 35
pst, (B) u psu s klinickymi pfiznaky otitid (n=17) a (C) u klinicky zdravych psu (n=18). Zkratka: kombinace B a
M = kombinace bakterii a kvasinek Malassezia pachydermatis. Pozn. Arthrinium a Penicillium bylo uréené
pouze mikroskpicky po kultiva¢ni detekci (nedé€lalo se PCR).
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5.2 Zjist'ovani vlivu esencialnich silic na rust Malassezia pachydermatis

Z vyhodnoceni dat spektrofotometrie jsem zjistila, ze v kontrolnich zkumavkach bylo
nameéteno cca 1,5 A coz znamena, ze doSlo k mnozeni M. pachydermatis. Ve vSech zkumavek
se silici, kde byla naméfena hodnota niz8i nez 1,5 doslo k potlaceni mnozeni kvasinek M.
pachydermatis.

Ze ziskanych dat (viz tabulka 10) je zfejmé, ze silice z oregana potlatovala mnozeni
M. pachydermatis vice nez silice ztea tree (viz tabulka 11). Silice z oregana primérné
vykazovala niz§i absorbanci (hustotu kultur kvasinek) o 0,74655 A v porovnani s kontrolnimi
zkumavkami. U silice z oregana primémé zaznamenala nejvétsi potlaCeni M. pachydermatis
pfi druhé nejvyssi pouzité koncentraci (125 pl /1).

Pii porovnani naméfenych hodnot silice z oregana a tea tree u jednotlivych kment
jsem zjistila:

- U kmene Ul5 byla priméma hodnota absorbance u silice z tea tree vzdy o
polovinu vétsi. Nejniz§i pramérnou hodnotou silice z oregana byla 0,2522 A pri
koncentraci 125 pl / 1, pfi téze koncentraci byla u silice ztea tree nameéfena
prumérna hodnota 1, 4026, coz byla i nejnizsi priméma naméfena hodnota této
silice u kmene U15. Nejvyssi primérna hodnota absorbance u silice z oregana byla
0,737 A pii nejvyssi pouzité koncentraci 250 pl /1. U tea tree byla naopak nejvyssi
prumérna hodnota 1,58 A pii nejnizsi pouzité koncentraci - 31,5 ul (viz obrazek
22).

- U kmene U21 jsem zjistila, ze pfi koncentraci 250 pl /I byl pouze zanedbatelny
rozdil mezi naméfenymi hodnotami u silic. Dilezité je ale zminit, ze se jednalo o
nejvyssi primérnou hodnotu u silice z oregana, a naopak o nejnizs§i primeérnou
hodnotu u silice z tea tre. Nejmens$i naméfena absorbance u silice z oregana byla
opét pii koncentraci 125 pl /1(0,2004 A), pii této koncentraci jsem ale naopak u
tea tree naméfila nejvyssi hodnoty u kmene U21 (1,345 A) (viz obrazek 23).

- U kmene U22 jsem celkové zaznamenala nejvyssi primérné hodnoty v porovnani
s ostatnimi kmeny. Nejvyssi primérna hodnota absorbance byla u obou silic pfi
nejnizsi pouzité koncentraci 31,5 pl / I; u silice z oregana 1,4054 A a u silice z tea
tree 1,5198. Nejniz§i priméra hodnota u oregana (0,8738 A) byla opét pri
koncentraci 125 pl /1 a u silice z tea tree byla nejnizsi primérna hodnota 1,4038 A
pfi koncentraci 62,5 pul /1 (viz obrazek 24).

- U kmene U 23 jsem zaznamenala upln€ nejmensi primémou hodnotu u oregana
(0,0202 A) pii nejvySssi pouzité koncentraci 250 ul / 1, pfi které jsem zde zjistila i
nejnizsi prumérnou hodnotu absorbance silice z tea tree (1,214 A). Naopak pri
nejnizsi pouzité koncentraci (31,5 pl / 1) jsem zaznamenala nejvyssi primérné
hodnoty obou silic; u silice z oregana 1,446 A a u silice z tea tree 1,6974 A (viz
obrazek 25).

- U kmene U 29 jsem opét zaznamenala pramérné nejnizsi hodnotu absorbance pfi
125 ul /1(0,404 A), pti této koncentraci jsem zaroven zjistila i nejvyssi primérnou
hodnotu u tea tree (1,3296 A), ktera méla primérnou nejnizsi hodnotu namétenou
opét pii 250 ul / 1. Nejveétsi pramérnou hodnotu jsem u silice z oregana nameéfila
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0,74 A pfi koncentraci 31,5 ul /1. Zajimavosti je, ze hodnoty tea tree byly ve vSech
koncentracich pfiblizn¢ stejné (viz obrazek 26).

Tabulka 10: Znazornéni ziskanych hodnot absorbance (A) koncentraci jednotlivych zkumavek v porovnani se
slepym vzorkem (SDM). Od kazd¢ho kmene, silice a koncentrace jsem hodnotila 5 zkumavek. Z vyslednych dat
jsem nasledn¢ ziskala: primér, maximum, minimum a smérodatnou odchylku. Dvé zkumavky v prub&hu tepelné
inkubace praskly z toho ditvodu nebyly hodnocené.

Smérodatna
Kmen | Silice Konc. 1. 2. 3. 4. 5. Prumér | Max. | Min. | odchylka
Ul5 | Tea tree 250 W/l 1 566 | 1,321 ] 1,483 | 1,449 | 1,473 | 14584 1,566 1,321 0,0792
Ul5 | Tea tree 125 )l /1| 1 506 | 1,313 1,452 1,311 1,411 14026/ 1,526 1,311 0,082652526
Ul5 | Tea tree 62,5 W /1| 1354 1481 1,563 1,528 | 1,54| 1,4932] 1,563 | 1,354 |0,074563798
Ul5 | Tea tree 3L5ul /1) 18] 1,483] 1,499 1,499 | 1,619 1,58 1,8]1,483]0,120376077
U2l | Tea tree 250 W /1) 0859 | 1,464 | 1,163 0,784 | 0,777 | 1,0094 | 1,464 |0,777 | 0,267465587
U21 | Tea tree 125 W /1) 1353 | 1,466 | 1,283 1,278] - 1,345 | 1,466 | 1,278 | 0,07589137
U2l | Tea tree 62.5 W/ 1501 | 1,075 1.461] 0,915 1,093| 1,209 1,501 | 0,915 | 0,230918167
U21 | Tea tree 315l /1)1 188 | 148 1,221 1,315] 1,372 1,3152] 1,48|1,188]0,105298433
U22 | Tea tree 250 W/ 1 567 1,661 | 14| 1,326] 1,408 | 1,4724]1,661|1,326| 0,12275276
U22 | Tea tree 125 )l /1| 1 484 1,521 1,382 1,515] 1,385 | 14574 1,521 1,382 0,061639598
U22 | Tea tree 625 W /1|1 484 1,382 ] 1,364 | 1,467 | 1,322 1,4038]| 1,484 |1,322]0,061930283
U22 | Tea tree 3L5ul /1) 1613 1,514 1,308 1,623 1,541 1,5198] 1,623 | 1,308 | 0,113735483
U23 | Tea tree 250 W/ 1071 1291 1,367 0,871 ] 1,271 1,214 1,367 /0,871 ]0,175118246
U23 | Tea tree 125 )l 1| 1815 1,651 1,703 | 1,435] 1,588 | 1,6384 1,815 1,435 0,126040628
U23 | Tea tree 625111756 1,714 | 1,736 1,853 | 1,458 | 1,7034 1,853 | 1,458 | 0,131562305
U23 | Tea tree 315l /1) 1766 | 1,709 | 1,658 | 1,651 | 1,703 | 1,6974|1,766|1,651 | 0,041417871
U29 | Tea tree 250 W/ g 103 | 1,428 1,103 1,156| 1,15| 1,188 1,428 1,103 |0,122080301
U29 | Tea tree 125 )1 1 43| 1,187 1,331 1,354 1,346 | 1,3296| 1,43 |1,1870,079096397
U29 | Tea tree 625N\ 1074 1,412] 1,341 1,347 | 1,312 1,2972] 1,412 1,074 |0,116288263
U29 | Tea tree 3L5u /) 1 31] 1289 1,292 1,204 | 1,324 | 1,2838] 1,324 | 1,204 | 0,041868365
Ul5 |Oregano 250 Wl /1) 093] 1,298 | 0,097 | 0,059 | 1,301 | 0,737 1,301 | 0,059 | 0554860343
Ul5 | Oregano 12511110332 { 0,184 | 0,298 0,229 | 0,218| 0,2522]0,3320,184 | 0,054451446
Ul5 |Oregano 62.5ul /110,698 0,825| 0,716 | 0,423 | 0,706 | 0,6736 0,825 | 0,423 | 0,133540406
Ul5 | Oregano 31510718 1,063] 0,338 0,96] 0,355| 0,6868 | 1,063 | 0,338 | 0,299630039
U21 | Oregano 250 Wl/1} 0.97{0,982] 0,811 0,902 | 1,102| 0,9534|1,102]0,811 | 0,096015832
U2l | Oregano 125 W/ 0,143 0,261 0,248 0,168 | 0,182 | 0,2004 | 0,261 | 0,143 | 0,046089478
U21 | Oregano 62.5ul/110,485|0,431] 0471 046| 0498| 0469|0498 0,431 |0,022917242
U2l | Oregano 3151} 089 1,103 093] 0.56] 0,925 0,8816]1,103| 0,56 |0,177054342
U22 | Oregano 250 Wl /1) 0,867 | 1,328| 0,855| 1,19 0,89| 1,026 1,328 0,855 0,195508568
U22 | Oregano 125w/ 0.757] 0,746 | 0,919 0,89 1,057 | 0,8738] 1,057 0,746 | 0,114754346
U22 | Oregano 625u /1 016]| 1,14] 0,713| 0,77| 0.84| 08958 1,140,713 ]0,159019999
U22 | Oregano 315w/l 1 567 1,247 1,663] 0,921 1,629 1,4054| 1,663 0,921 | 0,283620592
U23 | Oregano 250 W /10,216 0,049 | 0,079| 0,05] 0,057| 0,0902]0,216 0,049 | 0,06382288
U23 | Oregano 125 Wl /110269 | 0,883 | 0,769 | 0,745 | 0,739 | 0,681 | 0,883 | 0,269 | 0,212486235
U23 | Oregano 6251l /110,868 0,658 0,949 | 0,987| 0,87| 0,8664 0,987 0,658| 0,11385359
U23 | Oregano 315w/ 1239 1,619 1,434 | 1,306 | 1,632 1,446 1,632]1,239 | 0,159447797
U29 | Oregano 250 Wl /1) 0,555 0,577 ] 0,461 051]0,122| 0445]|0,577]0,122| 0,1663334
U29 | Oregano 1251} 0.63]0,073] 0.55] 0.363] - 0,404| 0,630,073 ]0,214262689
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U29 | Oregano 62,5 ul /1] 0,667 0,678 | 0,351 0,408 | 0,457 | 0,5122]| 0,678 |0,351]0,135161237
U29 | Oregano 315wl /10,711 0,554 0,616] 1,009| 0,81 0,74 | 1,009 | 0,554 | 0,160046243
U15 | Kontrola 0]1,551] 1,723 | 1,708 | 1.434| 1,523 1,58781,723|1.434|0,111296721
U21 | Kontrola 0]1,621] 1,536 0,884 | 1,501 1,574 | 1,4232]1,621]0,884 |0,272535796
U22 | Kontrola 0]11,533] 1441 1,402 1,5] 1,512] 14776 1,533 | 1,402 | 0,048598765
U23 | Kontrola 011,803| 1,711 1,703 | 1,617 | 1,629 | 1,6926| 1,803 | 1,617 | 0,06692563
U29 | Kontrala 011,393] 1,371 1,19 1,394 1,346| 1,3388]1,394| 1,19]0,076439257

Tabulka 11: Porovnani 5 izolovanych kment M. pachydermatis (U) a silic s kontrolami. Vliv potlaceni mnozeni
Malassezia pachydermatis je zndzornén jako rozdil hodnot absorbance silici s danou koncentraci a kontrolou.
Cim vy$si je rozdil tim doslo k vétsimu potlateni mnoZeni.

U15 U21 U22 U23 U29
Tea tree silice s koncentraci
250 ul /1 - kontrola -0,1294 -0,4138 -0,00520 [-0,1728 0,3586
Tea tree silice s koncentraci
125 ul /1 - kontrola -0,1852 -0,07819 |-0,02020 |[-0,4786 -0,1508
Tea tree silice s koncentraci
62,5 ul /1 - kontrola -0,0946 -0,2142 -0,07380 |-0,0542 -0,0092
Tea tree silice s koncentraci
31,5 ul /1 - kontrola -0,0078 -0,108 0,0422 0,0107999 |-0,0416
Silice z oregana
s koncentraci 250 pl /1 -
kontrola -0,7754 -0,528 -0,4252 -1,6428 -0,8516
Silice z oregana
s koncentraci 125 pl /1 -
kontrola -1,2602 -1,281 -0,5774 -1,052 -0,8926
Silice z oregana
s koncentraci 62,5 pl /1 -
kontrola -0,8388 -1,0124 -0,5554 -0,8666 -0,7844
Silice z oregana
s koncentraci 31,5 pl /1 -
kontrola -0,8256 -0,5998 -0,0457 -0,287 -0,5566
1,5878 Obrazek  22:
§ 1 e Porovnani vlivu
2 esencidlnich
E silic z oregana a
5 tea tree u kmene
Z ' Uls.
'§ & ,6868 i ‘ Vodorovna osa
= I - zZnazoriuje
N (2 | pouzité
koncentrace
250 ML /L 125 ML /L 62,5ML /L 31,5ML/L OML/L
KONCENTRACE

m Kmen U15-Tea tree

1 Kmen U15- Oregano
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Hodnoty absorbance

250 ML /L 125ML/L 62,5ML /L 31,5ML/L OML/L
KONCENTRACE

® Kmen U21-Tea tree ® Kmen U21- Oregano = Kmen U21- Kontrola

Obrazek 23: Porovnani vlivu esencidlnich silic z oregana a tea tree u kmene U21. Vodorovna osa znazoriuje
pouzité koncentrace

Hodnoty absorbance

250 ML /L 125ML /L 62,5ML /L 31,5ML/L OML/L
KONCENTRACE

m Kmen U22-Tea tree = Kmen U22- Oregano = Kmen U22- Kontrola

Obrazek 24: Porovnani vlivu esencidlnich silic z oregana a tea tree u kmene U22. Vodorovna osa zndzorfiuje
pouzité koncentrace
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Hodnoty absorbance

250 ML /L 125ML /L 62,5ML /L 31,5ML/L OML/L
KONCENTRACE

® Kmen U23- Tea tree ® Kmen U23- Oregano » Kmen U23- Kontrola

Obrazek 25: Porovnani vlivu esencidlnich silic z oregana a tea tree u kmene U23. Vodorovna osa zndzorfiuje
pouzité koncentrace.

Hodnoty absorbance

250 ML /L 125ML /L 62,5ML /L 31,5ML/L OML/L
KONCENTRACE

mKmen U29-Teatree  m Kmen U29-Oregano  w Kontrola

Obrazek 26: Porovnani vlivu esencidlnich silic z oregana a tea tree u kmene U29. Vodorovna osa zndzorfiuje
pouzité koncentrace.
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5.3 Zjisténi schopnosti P. oligandrum rust pri teplotach 30 a 32 °C

Zjistila jsem, ze obecné Pythium oligandrum roste 1épe a rychleji na MA2. kolonie
dosahovala k okraji Petriho misek a bylo zde viditelné typické bilé mycelium. Naopak na
SDA byl kolonie bud’ mala stim, ze kolonie byly méné zfetelné a bez viditelného bilé
mycelia, nebo jsem nezaznamenala zadnou kolonii.

Vysledky rastovych experimentt pii rozdilnych teplotach ukazuji, ze P. oligandrum
roste stejné rychle pti teploté 30°C a 32 °C, paklize je umisténé na MA2 (viz tabulka 12) jako,
na kontrolnich miskach s MA2 pii 25 °C. V ptipadé SDA byl narust nizsi a celkové bylo P.
oligandrum vice splihlé a ve 12 z 15 pripadu (v¢. kontrol) jsem nezaznamenala typické bilé
mycelium. V nékterych pfipadech byly kolonie i §patné méfitelné.

Tabulka 12: Narust Pythium oligandrum na Malt extract agaru (MA2) a Sabouroud dextrosa agaru (SDA) pfi
teploté 30 a 32 °C v porovnani s kontrolami, které byly inkubované pii 25 °C; velikost kolonie 83 mm znaci, ze
kolonie pokryla celé dno Petriho misky.

Typ pudy replikace ¢.: 1 2 3 4 5

MA2 Velikost kolonie (mm) pfi 30°C 83 83 83 83 83
Velikost kolonie (mm) pfi 32°C 83 83 83 83 83
Velikost kolonie (mm) pfi 25 °C 83 83 83 83 83

SDA Velikost kolonie (mm) pii 30°C 82 8 67 56 46
Velikost kolonie (mm) pfi 32°C 70 34 77 83 37
Velikost kolonie (mm) pfi 25°C 63 68 32 81 59
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5.4 Interakce Pythium oligandrum a Malassezia pachydermatis

Z vysledkd pokust zjistovani vlivu P. oligandrum na kvasinky Malassezia
pachydermatis sem zjistila, ze v ptfipadé SDA dochazelo nejcastéji k situaci, kdy kolonie
kvasinek M. pachydermatis pterostly P. oligandrum, které témeér nebo vibec nenarostlo na
rozdil od MA2 (viz obrazek 27).

ST AR T

Malt xtraetagar  SDA

Obrazek 27: Porovnani vlivu P. oligandrum proti stejnému kmeni (U29) M. pachydermatis na ruznych pudach;
nalevo malt extract agaru je viditelny narust P. oligandrum a napravo sabouroud dextrosovém agaru nedoslo
skoro k zadnému narust.

V experimentech na MA2 P. oligandrum pterostlo M. pachydermatis (viz obrazek 28).
K témto situacim dochazelo jak pfi testech, kdy byla kolonie kvasinek M. pachydermatis
umisténa 4 bodové na Petriho misku tak pfi pouziti suspenze z kvasinek (viz tabulky 13 a 14).

V porovnani s kontrolami se samotnymi M. pachydermatis dochazelo na SDA
nejcastéji k priblizné stejn€ velkému mnozeni kolonii jako na SDA s P. oligandrum. Na rozdil
od MA2, kde u kontrol dochazelo k primérmému mnozeni M. pachydermatis o 10 mm a u
misek s P. oligandrum maximaln€ o 2 mm anebo k zadnému.
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Tabulka 13: Reakce Pythium oligandrum v piipad¢ 4 bodového ockovani kvasinek s pythiem uprostied. Od
kazdého kmene s agarem bylo hodnoceno 5 misek.

Kmen Agar Popis misek

Ul5 - 4x kvasinka Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které
témef nenarostlo

- Ix 7zadna vidtelnd kolonie rustu P. oligandrum + kolonie bakterii + kolonie
kvasinek

U21 - 1x Pythium pterostlo M. pachydermatis
SDA - 4x 74dna vidtelna kolonie P. oligandrum, kolonie kvasinek narostly + vyskyt
bakterii

u22 - 2x Pythium pterostlo M. pachydermatis
-3x vyskyt bakterii, Pythium vubec vytvofilo zadnou vidtelnou kolonii, kolonie
Malassezia pachydermatis narostly lehce

U23 - 3x kvasinka Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které
témef nenarostlo
- 2x nenarostlo Pythium ani Malassezia pachydermatis

U29 - 5x M. pachydermatis velky nartst, ale nedoslo prekryti Pythia - soub&ézné

Ul5 - 3x Pythium pterostlo M. pachydermatis
- 2x maly ndrust P. oligandrum + vyskyt bakterii

U21 MA2 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

u22 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

U23 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

U29 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

Tabulka 14: Reakce Pythium oligandrum v ptipad¢ pouziti suspenze kvasinek Malassezia pachydermatis
s Pythiem uprostied. Od kazdého kmene s agarem bylo hodnoceno 5 misek

Kmen Agar Popis misek

Ul5 - 4x kvasinka Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které
témef nenarostlo
- 1x vzajemné prerustani Pythia s M. pachydermatis bez typického bilého mycelia

U21 - 4x Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které témet
nenarostlo
- 1x Pythium oligandrum pierostlo Malassezia pachydermatis

u22 SDA - 5X Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které témet
nenarostlo

U23 - 3xndrust Pythium i M. pachydermatis (vice M. pachydermatis)
- 2x kvasinka Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které
témef nenarostlo

U29 - 5x kvasinka Malassezia pachydermatis pierostla Pythium oligandrum, které
témef nenarostlo

Ul5 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

U21 - 2x Pythium pterostlo M. pachydermatis

MA2 - 3x vzajemné prerustani Pythium oligandrum s M. pachydermatis

u22 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

U23 - 5x Pythium pterostlo M. pachydermatis

U29 - 5x vzajemné prerustani Pythium oligandrum s Malassezia pachydermatis
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Obrizek 28: Znazornéni piipadu,
kde P. oligandrum piekrylo M.
pachydermatis. ~ V kruzich  jsou
zndzornéné kvasinky M.
pachydermatis a po celém obvodu
misky i pfes samotné kvasinky je
narostlé P. oligandrum.



6 Diskuze

Ve své diplomova praci se zabyvam kvasinkami zptsobujici otitidy u pst a moznostmi
jeji terapie pomoci esencialnich silic a mykoparazitické houby Pythium oligandrum. Cilem
prace byla izolace puvodcu z klinickych pripadi otitid pst, kultivace a identifikace ve
spolupraci s laboratofi VURYV, rustové experimenty s Pythium oligandrum in vitro a rustoveé
experimenty cilené na posouzeni piipadného inhibi¢niho efektu vybranych esenciélnich silic
(oregano, tea tree).

Pritomnost kvasinek na povrchu kiize nebo ve zvukovodu 1ze hodnotit fadou metod,
napiiklad mikroskopickym vySetfenim, otoskopii, cytologickym vySetfenim sekretu nebo
mikrobiologickou kultivaci (Neves et al. 2018). V pripadé, ze je potfeba kvasinky
identifikovat je zapotifebi vyuzit mikrobiologickou kultivaci (Bismarck et al. 2020).
S ohledem na to, ze jsem cilila primamé& na PCR identifikaci kvasinek a pfipravu
izolati/kultur pro dalsi vyuziti, tak jsem tuto metodu téz zvolila a odebrané vzorky rozetiela
na Sabouraudiv dextrsovy agar (SDA), stejn€ jako ve studii Bismarck et al. 2020. Z celkem
35 odebranych vzorkd se mi podafilo kvasinky kultivovat v 16 ptipadech, a to ze 4 klinicky
zdravych pstt a z 12 psi s pfiznaky uSniho zanétu. Negativni kultivacni vysledek u 5 pst
pozitivnich cytologicky si vysvétluji tim, ze byla nejdiive provedena cytologie a az posléze
byl proveden vytér pro tuto studii. Usni zanét tedy mohl byt pouze v pocatku a kvasinky
nemusely byt na vytérovy tampén zachyceny. Dalsim divodem muze byt to, ze v nékterych
ptipadech probihala bakterialni 1 kvasinkové infekce zaroverl a na vytérovy tampon se tak
mohly zachytit pouze bakterie.

Béhem své prace se mi podafilo identifikovat pomoci metody PCR 15 kment
Malassezia pachydermatis z celkem 16 izolatl, které pochazely ze 4 klinicky zdravych a 11
psu s ptiznaky usniho zanétu. Jeden izolat se nepovedlo identifikovat, coz si vysvétluji tim, ze
metody kultivace a PCR jsou zalozeny na odliSnych principech a maji rizné citlivosti a
specificity. Kultivaéni metoda maze byt méné citliva a specificka nez PCR (Puig et al. 2019).

Pritomnost kvasinek a jeji podstata je diskutovana snad v kazdém literarnim zdroji
zabyvajicim se etiologii otitid u pst. Vysledky prvni Casti potvrdily, ze kvasinky Malassezia
pachydermatis se v mikrobioté ucha vyskytuji i u zvifat bez klinickych pfiznakd u$nich
infekci, nebot’ jsem kvasinky potvrdila kultivaéné a pomoci PCR ve 4 z 18 testovanych
klinicky zdravych psa. Pritomnosti kvasinek jako soucasti mikrobioty zevniho zvukovodu se
zabyvala fada autord a moje vysledky, ackoli na malém souboru psd, s nimi koresponduji.
Sihelska et al. (2017) se zabyvala celkovou mikrobiotou kiize i mikrobiotou ucha u zdravych
psu a identifikovala celkem 84 izolath Malassezia pachydermatis z ehoz 36 izolati bylo
odebrano z vnéjsiho zvukovodu, 20 izolati z meziprsti, 20 z podpazni jamky a 8 zkrku.
Analogicky i drivejsi studie Brito et al. (2009) identifikovala druhy kvasinek pfitomné na
raznych anatomickych mistech vCetné usi u zdravych psi. Ve mé praci se mi nepodafilo
nalézt zadné kvasinky rodu Candida. Data o jejich pfitomnosti ¢i nepfitomnosti se mezi
publikovanymi studiemi lisi. VySe zminéna studie Brito et al. (2009) potvrzuje 1 vyskyt
Candida albicans v normalni mikrobité ucha. Divodem samoziejmé mize byt mimo jiné i
rozdilny pocet odebranych vzorka, Brito et al. (2009) analyzovali 529 vzorkt, zatimco v moji
studii bylo analyzovano pouze 35 vzorkl. Sporadicky vyskyt potvrzuje i studie Paterson
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(2020), ktera popisuje princip cytologického vySetfeni a mimo jiné i kvasinky, které lze
v psich uSich identifikovat, ale neuvadi presna data.

Vyskyt kvasinek Candida albicans v usich vylu€uje 1 studie Sihelska et al. (2017),
ktera ze 70 odebranych vzorkl identifikovala pouze jeden izolat Candida albicans, a to
z rektalni sliznice a usuzuje tedy, ze kvasinky r. Candida kolonizuji ptevazné sliznici GIT a
jejich vyskyt na kizi mize byt pouze ojedinély, kontaminativni nebo spojeny s chorobnym
stavem kuze. Na skutecné posouzeni toho, zda se kvasinky Candida albicans vyskytuji
v normalni mikrobioté kiize, resp. zevniho zvukovodu zdravych psi, by bylo zapotiebi dalsi
studie s vét§im poctem vzorkd a s nékolika opakovanimi, aby bylo mozné potvrdit, Ze se tato
kvasinka objevuje pouze ojedinéle nebo je spojena pouze s otitidami. Otdzkou je 1 mozny
selektivni vliv nasledné kultivace. V mé studii jsme provedli prvotni pomozeni vzorki na
Sabouraudém dextrsovém agaru (SDA). Podle literatury jde o univerzalni médium vhodné pro
kultivaci kvasinek, které zaroven zabrafiuje rustu rychlejSich bakterii (Bismarck et al. 2020),
ale mozny selektivni efekt a pfipadné vymizeni Candida albicans v kompetici s Malassezia
pachydermatis nelze vyloucit. Tomu by se dalo do budoucna predejit PCR diagnostikou
pfimo v materidlu odebraném zusi, tak jak provadéli napt. Puig et al. (2019), detekuyjici
kvasinky pouze na zéklad¢é otoskopického vySetfeni a zvySeného poctu kvasinek pifimym
mikroskopickym pozorovanim. Sterilnim tamponem odebirali vzorky a po extrakci
uchovavali DNA pfi -20 °C, dokud nebyla pouzita jako templat v qPCR.

Na vyskyt Malassezia pachydermatis mé velky vliv plemenna predispozice. Ta souvisi
mj. s fyzickymi vlastnostmi kiize, jako je ptitomnost koznich zahybt u baset nebo previslych
usi u americkych kokr$panélii. Predispozici ke zvySenému riziku pfemnozeni malassezii maji
plemena jako west highland white teriér, baset, americky kokrSpanél, shih-tzu, pudl, boxer,
kavalir King Charles §pan¢l, némecky ovcak, francouzsky buldocek a jezevCik (Peano et al.
2020). Vysledky mé prace navenek nekoresponduji s vyse uvedenym faktem, nebot’ nejvyssi
pocet kultivaéné pozitivnich vzorkt jsme ziskala z kiizencl, dale pak omezeného poctu
border colii a francouzskych buldocki (viz obrazek 19). Nizky pocet vySetfenych psu
s dominanci kiizenci v mém souboru neumoziuje plemennou dispozici hodnotit. Vyskyt u
dvou jedinct plemene francouzsky buldocek, ale s literarnimi daty dobfe koresponduje.

Z divodu zaméfeni mé prace na kvasinky jsem metodu PCR identifikovala pouze
kvasinky, ostatni mikroorganismy byly po kultivaci identifikované pouze mikroskopicky a
posléze jsem vice nespecifikovala. Celkem jsem tedy PCR metodou identifikovala 15 kmena
kvasinek Malassezia pachydermatis a mikroskopicky za pomoci §kolitele jsem identifikovala
bakterie a dva izolaty hub rodu Arthrinium (Apiosporaceae) a Penicillium (Trichocomaceae),
identifikované dle jejich charakteristického tvaru, velikosti a ristu na agaru (viz obrazek 20).
Dutvodem nalezu téchto hub bude pravdépodobné kontaminace vzorkl pii odbéru nebo pfi
manipulaci se vzorkem, jelikoz se tyto houby dle studie Cabafies et al. (1996) v psi srsti
vyskytuji, ale nevyskytuji se vylozené v usSich. Vyskyt Arthrinium v psi srsti potvrzuje i studie
ZhiYuan et al. (2017), ktera se zabyvala rozmanitosti hub degradujicich keratin z povrchu téla
riznych pst v zajmovém chovu.

Z vysledku kultivace a identifikace mikroorganisma od vSech 35 psa jsme zjistila, ze
nejhojn€ji jsou v usich psu zastoupené bakterie a posléze kombinace bakterii a kvasinek
Malassezia pachydermatis, coz koreluje s vysledky studie Ngo et al. (2018), ktera uvadi, ze
v usni mikrobioté psti se nachazi 22 kmenti bakterii, a pouze 2 kmeny kvasinek z ¢ehoz jedny
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jsou Candida spp., které se vuchu vyskytuji pravdépodobné pouze piilezitostné nebo
s rozvijejicim onemocnénim (Sihelska et al. 2017). Pfi vyhodnoceni vysledk pouze od psu
s klinickymi pfiznaky otitid, jsem dosla k zavéru, ze byl zanét nejCastéji zpusobeny
kvasinkami Malassezia pachydermatis (53 %) a na druhém misté byla kombinace bakterii a
kvasinek Malassezia pachydermatis (20%) zaroven se samotnymi bakteriemi (20%) viz
obrazek 21, coz ve své studii potvrzuje i Pereira a Clemente (2021), ktefi téz uvadi, ze
nejcastéj$im patogenem zpusobujici otitis externa jsou kvasinky Malassezia pachydermatis a
az posléze jsou uvedené bakterie (S. pseudintermedius a Pseudomonas aeruginosa). Toto
tvrzeni, ale nepotvrzuji autofi studie Neves et al. (2018), kteti dosli k zavéru, ze celkového
poctu 56 vzorki od psu s otitis externa byly zpusobené v 62,5 % kombinaci bakterii a
kvasinek, ve 33,9 % bakteriemi a v 3,6 % kvasinkami. Davodem rozdilnych muze byt
geografické umisténi, jelikoz vzorky odebirané pro studii Neves et al. (2018) byly odebirané
v Brazilii a vzorky pro tuto studii v Ceské republice. Divodem samoziejmé mize byt mimo
jiné i rozdilny pocet odebranych vzorkti. Usni zanét muze byt dale zpusobeny parazity,
presnéji strupovkou usni (Otodectes cynotis) nebo cizim predmétem (Kasai et al. 2021).
Z divodu zaméfeni na kvasinky nebyly takovi psi zafazeni do odbéru vzorkt na veterinarnich
klinikach.

Vyuziti esencialnich silic maze byt vhodnou alternativni, resp. dopliikovou terapii
usnich zanétd zpusobenych kvasinkami, a to hned z nékolika divodu. fada silic ma Sirokou
Skalu antifungélnich vlastnosti, jsou Setrné k zivotnimu prostredi (Bohmova et al. 2019), maji
téz vyznamné antiseptické, antioxidacni, antiparazitarni a insekticidni u€inky (Chouhan et al.
2017) a u atopickych zvifat mohou zlepsit stav zevniho zvukovodu (Di Cerbo et al. 2016).
Hlavnim divodem pro jejich $irsi vyuziti je ale stoupajici antimykoticka rezistence kvasinek
na bézné€ pouzivana antimykotika (Ebani et al. 2023). Z téchto diivodu jsem se rozhodla
esencialni silice zatadit do této studie a in vitro ovéfit jejich inhibi¢ni efekt na kmeny
kvasinek Malassezia pachydermatis izolované ze psi v CR.

Mezi nejcastéji zkoumané esencialni silice patii predevsim silice z kajeputu
sttidavolistého (tea tree, Melaleuca alternifolia) (Neves et al. 2018), dale pak silice z
citronové travy (Cymbopogon citratus), silice z pelargonie vonné (Pelargonium odorata),
saturejky zimni (Satureja hortensis), oregana (Origanum vulgare), palmarosy (Cymbopogon
martinii), medunky lékatské (Melissa officinalis), tymianu (Thymus vulgaris), listu skofice
(Cinnamomum zeylanicum), hiebicku (Caryophyllus aromaticus) a koriandrovych seminek
(Coriandrum sativum) (Bismarck et al. 2020). S ohledem na omezené cCasové a
experimentalni moznosti jsem experimentti zafadila esencialni silici z oregana a z tea tree, mj.
také pro jejich dostupnost na trhu a cenovou pftijatelnost.

Mezi nejcastéjs$i metody vyuzivané pii testovani inhibicniho efektu esencialnich silic
se fadi difuze na agarovém disku, mikrofedéni (Bismarck et. al 2020) a metoda zkumavkové
difuze (Bozin et al. 2006). Pro tuto studii jsem zvolila metodu zkumavkové difuze stejné jako
ve studii Bozin et al. (2006), je to rychlad jednoducha metoda, ktera poskytuje spolehlivé
vysledky a zarovenl umoziuje srovnani s jinymi silicemi (Chouhan et al. 2017).

Koncentrace esencialnich silic, které jsou pouzivané pii inhibi¢nim efektu esencialnich
silic pro Malassezia pachydermatis se mezi riznymi autory li$i, mimo jiné i v zavislosti na
tom, o jaké esencialni silice jde. Obecné se nejcastéji ve studiich pouzivala koncentrace 250
ul / 1. Tuto koncentraci pouzila napiiklad i studie Schlemmer et al. (2019), ktera studovala in
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vitro aktivitu karvakrolu, cinnamaldehydu a thymolu v kombinaci s antimykotiky proti
Malassezia pachydermatis. 7 davodu, Ze se tato koncentrace v literatufe objevovala
nejCastéji, rozhodla jsem se ji pouzit jako koncentraci nejvyssi. Od této koncentrace jsem
odvodila 1 dalsi tfi pouzité koncentrace v této studii, tim, ze jsem je vzdy snazila o polovinu,
aby mezi nimi byl dostate¢ny rozdil a bylo mozné vyhodnotit vliv fedéni.

Pro vyhodnoceni dat jsem vyuzila spektrofotometrii, pfesnéji pristroj Genesys UV- 10,
ktery vyhodnocuje absorbanci daného roztoku. Absorbance udava, kolik svétla bylo pohlceno
meéfenym vzorkem v porovnani se slepym vzorkem (blank). Jelikoz testované zkumavky
s Malassezia pachydermatis a silici s danou koncentraci byly inkubované v tekutém
sabouroud dextrosove médiu (SDM) vyuzila jsem jako blank téz SDM. Stejnym postupem
testovali in vitro antimykotickou citlivost kment Malassezia pachydermatis izolovanych od
psu s chronickym a akutnim u$nim zanétem autoii studie Chiavassa et al. (2014).

Z vysledki spektrofotometrie vyplyva, ze obé€ testované silice alespon v nékterych
replikacich vedly k potla¢eni mnozeni Malassezia pachydermatis. U tea tree silice vsak
dochézelo jen k opravdu malému rozdilu namétenych hodnot v kultiva¢nich zkumavkach se
silici v porovnani s kontrolnimi zkumavkami a v nékterych piipadech byla dokonce
koncentrace v testované zkumavce se silici vétsi nez v kontrolni zkumavce, coz znamena, ze
nedoslo k zadnému potlaceni mnozeni M. pachydermatis. Esencialni silice z tea tree v mé
studii tedy neméla zadny vyznamny inhibi¢ni G€inek, coz nekoresponduje s vysledky studie
Neves et al. (2018), ktera uvadi, ze silice z tea tree vykazovala vyznamné snizeni kvasinek M.
pachydermatis. Divodem rozdilnych vysledki mohou byt rozdilné pouzité metody. V mé
studii byla uplatnéna metoda zkumavkové difuze, a ve studii Neves et al. (2018) metoda
diskové difuze na agaru. Metoda zkumavkové difuize tedy nemusela byt vhodna pro vyuziti
esencialni silice z tea tree (pfipadné naopak), jelikoz vSechny metody nemuseji byt vyuzitelné
u vSech esencidlnich silic (Bismarck et al. 2020). Napftiklad jiz zminénou metodu diskové
difuze na agaru nebo mikrodilu¢ni metodu, kterou vyuzila studie Cavana et al. (2018), ktera
testovala in vitro aktivitu esencialnich silic proti M. pachydermatis. Zkoumala inhibi¢ni
ucinek u osmi esencialnich silic, v€etné silice z tea tree, kterd 1 zde vykazovala nejlepsi
inhibi¢ni u¢inek na M. pachydermatis. Tuto metodu, ale vyuzila i pilotni studie Campos et al.
(2018), ktera zkoumal antimykotickou aktivitu u 12 rtznych esencialnich silic, vcetné
esencialni silice ztea tree proti veterinarnim izolatd M. pachydermatis a zjistila, ze
v porovnani s ostatnimi testovanymi esencialnimi silicemi méla silice ztea tree nejnizsi
antimykotickou aktivitu a celkov€é ani neprokazala vyznamny inhibi¢ni ucinek proti M.
pachydermatis u psi. K objasnéni téchto diskrepanci by bylo pfi zjistovani vlivu esencialni
silice ztea tree na kultury M. pachydermatis ziejmé vhodné vyzkouSet paralelné rizné
metody, coz bylo mimo moje moznosti.

Esencialni silice z oregana, na rozdil od silice z tea tree, vykazovala v moji studii
vyraznou inhibici kvasinek. Primémeé doslo k potlaceni mnozeni kvasinek M. pachydermatis
v testovanych zkumavkach se silici o 50 % v porovnani hodnot absorbance s kontrolnimi
zkumavkami. Esencialni silice z oregana ma obecné antimikrobialni aktivitu, je u€inna proti
plisnim, bakteriim i1 kvasinkdm (Sim et al. 2019). S tim, ze m4 esencialni silice z oregana
celkové dobry inhibi¢ni ucinek na kvasinky M. pachydermatis koresponduji vysledky
nekolika studii. Naptiklad Bismarck et al. (2020) testovali 22 esencidlnich silic z ¢ehoz
celkoveé nejlepSiho inhibi¢niho tc€inku dosahla citronova trava, ale dale také silice z listu
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skofice, hfebiCku, manuky, meduriky indické, oregana, palmarosy a zimni saturejky
vykazovaly silnou antifungalni aktivitu. S tim, ze ma oregano antifungalni uc¢inek
koresponduje i studie Waller et al. (2022) nebo Sim et al. (2019), kde zjistili, ze Malassezia
pachydermatis je citlivéj§i na esencialni silice z oregana nez na silice z tymianu. Esencialni
silice z oregana dosahla v mé studii nejlepsiho inhibi¢niho Gc¢inku pfi koncentraci 125 pl /1,
coz byla druha nejvyssi pouzitd koncentrace. Esencidlni silice z oregana by tak teoreticky
mohla byt vyuzivana pfi leh¢ich formach otitid jako alternativni terapie nebo jako doplnék
normalni 1écby antimykotiky, coz by mohlo byt téma navazujiciho vyzkumu.

Pythium oligandrum je mykoparazitickd houba, ktera se pouziva jako biologicka
kontrola proti riznym patogentim (Luca et al. 2022). Predevsim diky vyzkumu realizovanému
v Ceské republice je této houb& vénovana velka pozornost s ohledem na jeji terapeutické
vyuziti pfi klinickych koznich mykoézéach ¢lovéka a zvirat (Naceradska et al. 2017; Gabrielova
et al. 2018; Naceradska et al. 2021). Autofi citovanych studii popisuji efekt P. oligandrum na
vlaknité parazitické houby, nikoli v§ak na kvasinky. Pravé moznost pouziti P. oligandrum
proti kvasinkam mé inspirovala k sérii jednoduchych in vitro experimentt, které by mohly byt
vychodiskem pro dalsi praci, a to jak v in vitro, tak in vivo experimentalnich systémech.

Elad et al. (1981) se uvadi, zZe se ji nejlépe dafi pii teplotach mezi 20-25 °C. Pti téchto
teplotach se mnozi a aktivné napada cilové mykotické patogeny. Nizs§i nebo vyssi teplota
muze ovlivnit rast a aktivitu Pythium oligandrum a snizit G¢innost biologické kontroly. Toto
tvrzeni mi potvrdila i firma BIOPREPARATY s.r.o0., ktera mi kmen P. oligandrum poskytla.
Rustové preference patogennich kvasinek ze savéi kaze logicky lezi ve vysSich teplotach.
Kvasinky Malassezia pachydermatis u psu se nejlépe mnozi pii teploté kolem 28-32°C, coz
odpovida teplotam na povrchu kiize psa; pii teplotach nad 37°C se mnozeni M. pachydermatis
muize zpomalit nebo uUplné zastavit. Na druhé strané€, pii nizkych teplotach se rychlost
mnozeni kvasinek M. pachydermatis muze snizit (Bohn et al. 2008). V ramci hledani vhodné
experimentalni teploty, umoznujici rast jak Pythia, tak kvasinek, jsem zjistovala schopnost P.
oligandrum rast pii teplotach 30 a 32 °C. Vysledky této Casti studie dokazaly, ze P.
oligandrum roste stejn€ rychle pfi teploté 25, 30, 1 32 °C, coz korelyje s vysledky Samuel et
al. (2000), hodnotici vliv teploty na rust a spolupraci Pythium lilacinus a P. oligandrum, pii
raznych rozmezich od 15 °C. V pfipade P. oligandrum byl zji§tén optimalni rust mezi 25 a 32
°C; u vyssich teplot uz dochazelo poklesu ristu. Usp&sného ristu jsem, ale dosahla pouze
v piipadg, kdy bylo P. oligandrum kultivované na 2% malt extract agaru (MA2). Pii kultivaci
na Sabouraud dextrozovém agaru (SDA) dochazelo ke snizenému narustu kolonie s tim, ze
kolonie byly méné¢ zietelné a bez viditelného bilé mycelia, nebo jsem nezaznamenala zadnou
kolonii. Kultiva¢ni pidu SDA jsem zvolila, protoze je vhodna pro kvasinky (Bismarck et al.
2020) a jelikoz jsem v této studii zjistovala 1 vliv P. oligandrum na kvasinky, potfebovala
jsem znat schopnosti rustu i na této kultivacni pade€. Z vysledkd je ale evidentni, Ze SDA neni
pro kultivaci ,,naseho® kmene P. oligandrum vhodny.

Z vyhodnoceni interakce P. oligandrum a Malassezia pachydermatis pti bodovém
zaoCkovani kvasinky nebo formou suspenze vyplyva, ze na MA2 P. oligandrum pierostlo M.
pachydermatis. Naopak v pfipadé SDA dochéazelo nejcastéji k situaci, kdy kolonie kvasinek
M. pachydermatis pierostly P. oligandrum, u kterého témér nebo vibec nenarostly zadné
kolonie (to koresponduje s vySe popsanou neochotou P. oligandrum rust na tomto médiu.
Neni mi znama jedina studie, kterd by se zabyvala vlivem P. oligandrum na kvasinky M.
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pachydermatis, s kterou bych mohla tyto vysledky porovnat. Dalsi in vitro vyzkum by se
mohl zabyvat interakcemi na jinych médiich, naptiklad na agaru V8 nebo Potato dextrézovém
agaru (PDA), které byly pouzité ve studii Cao et al. (2016) k izolaci a charakterizaci Pythium
oligandrum z thizosféry penice v Cin& a byl zde u obou agar zaznamenan odpovidajici
narust P. oligandrum. Soucasné by bylo vhodné mikroskopicky a ultrastrukturné posoudit
charakter pfipadné interakce P. oligandrum s kvasinkami, nebot bude ziejmé& odlisny od
situace, kdy Pythium likviduje“ hyfy jinych typt parazitickych hub (Gabrielova et al. 2018).
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7 Zavér

Pii otitidach u psa hraji kromé bakterii ne zcela jasnou roli kvasinky. Nejcastéji
diagnostikovanym druhem je Malassezia pachydermatis. Pti porovnani vzorkd pst
s klinickymi pfiznaky otitid se vzorky od pst bez pfiznaki jsem kultivacné potvrdila bézny
vyskyt M. pachydermatis i v normalni mikrobioté zevniho zvukovodu pst v CR.

Z divodu zvysujici se antimykotické rezistence na léky bézné pouzivané k 1écbé otitid
je vhodné hledat alternativni moznosti terapie. Jednou z moznosti je vyuziti esencialnich silic,
které maji Sirokou Skalu protiplisiovych vlastnosti a jsou zaroven i1 Setrné k Zzivotnimu
prostfedi. Testovani inhibi¢niho efektu esencialnich silic z oregana a tea tree na mnou ziskané
Hlokalni“ kmeny Malassezia pachydermatis ze zdravych i nemocnych pst prokazalo
vyznamny inhibi¢ni vliv silice z oregana proti mnozeni kvasinek M. pachydermatis v kulture.
Esencialni silice z tea tree vykazovala minimalni inhibicni vlastnosti proti M. pachydermatis.
Esencialni silice z oregana by tak teoreticky mohla byt vyuzivéana pfi lehCich formach otitid
jako alternativni terapie nebo jako dopln€k normalni 1écby antimykotiky, coz by mohlo byt
téma navazujiciho vyzkumu.

Dalsi variantou alternativni terapie otitid u psi je 1écba za pomoci mykoparazitické
houby Pythium oligandrum, u které jiz bylo zjisténo ze ma antifungalni vlastnosti proti
dermatofytim jako M canis, M. gypseum a T. mentagrophytes a ktera by tak mohla byt
zajimava 1 pii otitidach zpusobenych kvasinkami. Vysledky moji experimentalni prace
dokumentuji schopnost P. oligandrum v laboratornich podminkach prerist kolonie M.
pachydermatis. Doporucila bych udé€lat dalsi vyzkum ristu na jinych agarech a s vét§im
poctem vstupnich dat, aby byly vysledky vice specifické.
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