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UVOD

Dermatofitisustriktnopatogeneplesni
kojeizazivajuinfekcijekože,dlakainok
tijuqudiiživotiwaiobičnosuograni
čenenapovršneslojevekožeiwenead
nekse.Mogudazahvateidubqestrukture
kožeipotkožnogtkivaizazivajućigra
nulomeilipseudomicetome[1].Učesta
lostdermatofitnihinfekcijajeupora
stu,posebnokodosobastransplantati
ma,sidom,tumorima,šećernombolešćui
onihkojiprimajuantibiotikeilicito
statike[2].Zboghroničnogtoka,značajno
utičunakvalitetživota,aposebnoobli
cikaoštosuonihomikozaitineapedis,
kodkojihlečewetrajedugo.Lečeweanti
mikoticima(AM)zavisiodlokalizaci
jeinfekcijeikliničkeslikeoboqewa,a
izborAModwegoveefikasnosti,toksič
nosti,farmakokinetikeicene[3].Među
tim,čestonedovoqnaefikasnostterapi
jenamećepotrebudasekliničkadijagno
zapotvrdiizolacijomiispitivawemose
tqivostigqivanaAM.Zbogtogaseraz
vijajuprocedurezaispitivaweosetqi
vostifilamentoznihgqiva(plesni) in 
vi tro,astandardizacijasevršiuokviru
Američkognacionalnogkomitetazakli
ničkeilaboratorijskestandarde(NCCLS/
CLSI)iEvropskogkomitetazaispitiva

weosetqivostinaantimikrobnasredstva
(AFST-EUCAST),kojisuobjavilireferent
nemetode:M27-A2zaispitivaweosetqi
vostiCan di da,M38-Azaispitivaweose
tqivostiplesni[4],M38-A2zadermato
fite(CLSI)[5],standardizovanudiluci
onumetoduzakvasniceE.DEF 7.1[6]ibu
jondilucionumetoduzaplesniE.DEF 9.1 
(AFST-EUCAST)[7].Zadermatofitesevr
šiispitivaweosetqivostibujondilu
cionommetodom,diskdifuzionommeto
domiEtestom,alijestandardizovanasa
momikrodilucionametoda.

Uovomradudatjepregledliteratureo
ispitivawuosetqivostidermatofitana
AM in vi tro.Ukazanojenawenznačaj,atako
đesudatesmernicelaboratorijamazamedi
cinskumikologijuzapraktičnuprimenu.

UTICAJ RAZLIČITIH FAKTORA NA 
ISPITIVAWE OSETQIVOSTI 
DERMATOFITA

Inokulumgqiva,načinwegovepripreme,
pripremarastvoraAM,izborpodlogeza
ispitivaweosetqivosti,usloviukoji
masevršiispitivawe(temperatura,vre
me)ikontrolnisojeviutičunarezulta
teispitivawaosetqivostidermatofita
naAM in vi tro.

KRATAK SADRŽAJ
Der ma to fi ti su ple sni ko je iza zi va ju in fek ci ju ko že, dla ka i nok ti ju qu di i ži vo ti wa. Naj če šći 
kli nič ki ob li ci su oni ho mi ko ze i ti nea pe dis, ko je se be le že kod oko 20% svet ske po pu la ci je. In-
fek ci je su hro nič nog to ka, du go se le če, a le če we je če sto ne e fi ka sno zbog re zi sten ci je gqi vica na 
an ti mi ko ti ke, pa je udeo tro ško va le če wa der ma to fi to za kod nas i u sve tu vi sok. Za pri me nu od go-
va ra ju će te ra pi je neo p hod no je in fek ci ju do ka za ti izo la ci jom uzroč ni ka i is pi ta ti we go vu ose tqi-
vost na an ti mi ko ti ke (an ti mi ko gram). Is pi ti va we ose tqi vo sti je zna čaj no i zbog pra će wa re zi sten-
ci je, za epi de mi o lo ška is tra ži va wa i za po re đe we ak tiv no sti in vi tro no vih an ti mi ko ti ka. U pri-
me ni su di fu zi o ne i di lu ci o ne me to de an ti mi ko gra ma, a teh nič ka pi ta wa va žna za wi ho vo pra vil-
no iz vo đe we i tu ma če we na la za ob ja vqe na su u do ku men ti ma E.DEF 9.1 (EUCAST) i M38-A2 (CLSI). U ovom 
ra du da ti su po da ci o do stig nu ći ma u ovoj obla sti i no voj or ga ni za ci ja la bo ra to ri ja za me di cin sku 
mi ko lo gi ju kod nas. For mi ra we mre že la bo ra to ri ja u ko or di na ci ji Na ci o nal ne re fe rent ne la bo-
ra to ri je za uzroč ni ke mi ko za tre ba da omo gu ći me đu la bo ra to rij ske stu di je i da qu stan dar di za ci ju 
me to da za is pi ti va we ose tqi vo sti der ma to fi ta na an ti mi ko ti ke, re pro du ci bil nost na la za i pra-
će we kli nič ke ko re la ci je (vred no sti mi ni mal ne in hi bi tor ne kon cen tra ci je i kli nič kog is ho da 
der ma to fi to za). Od no ve or ga ni za ci je se oče ku ju po boq ša we efi ka sno sti le če wa der ma to fi to za 
kod nas, bo qi kva li tet ži vo ta obo le lih oso ba i sma we we tro ško va le če wa.
Kquč ne re či: der ma to fi ti; is pi ti va we ose tqi vo sti; do ku men ta E.DEF 9.1 i M38-A2
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Priprema inokuluma

Vrednostiminimalneinhibitornekoncentraci
je(MIK)zaviseod:starostikulture,vrstepodloge,
strukturegqivičnihelemenatainačinaodređiva
wainokuluma.Stvarawekonidijajeveomavažno,aza
tosekoristekrompirovdekstrozniagar(engl.po ta-
to dex tro se agar – PDA),agarovsenogbrašna (engl.oat-
meal agar)[8]iliagarpšeničnogbrašnaikravqeg
mlekasadodatkommeda(engl.whe at flo ur-cow milk agar) 
[9].StvarawehifasepostiženaSaborodekstroznom
agru(engl.Sa bo u raud dex tro se agar – SDA).Temperatura
od28°Cstimulišerastkonidija,aod37°Chifa[9].
Inkubacijatraje315dana,apremaM38-A2 protoko
lu45danailidoksenepostignedobraprodukcija
konidija,podlogaPDA(osimTric hophyton ru brum na 
oat-mealagar)itemperaturaod30°C[5].Protokolom
E.DEF 9.1preporučenisuPDA,inkubacijana35°Ci
vreme25dana[7].

Suspenzijagqivasepripremaufiziološkomras
tvoru[5]ilidestilovanojvodi[7],kojimamožeda
sedodairastvorTwe en 20(zboghidrofobnostigqi
va)[7],agqivesesuspendujusapovršinekulturepo
moćubrisa,ezeilipipete.Potrebnojedasuspenzi
jaodstoji510minuta,kakobisevišećelijskiele
mentinataložili.Zatimsesupernatantpreneseuno
vuepruvetuiodređujegustinagqivanatrinačina:

1. spektrofotometrijski,gdesutalasnadužina(TD)
520nmitransmisija(T)7072%[10,11,12],520nm 
i6570%[13],530nmi6570%[3,14,15],odnosno
530nmi8085%[3,8];

2. denzitometrijski,saMekfarlandovim(McFar land) 
standardima0,5,1ili2[16];

3. brojawemgqivaukomorihemocitometra[5,7,9,11].
Veličinainokulumagqiva(engl.co lony for ming 

units – CFU)jeurasponuod103do106CFU/ml,ali
jeuvekdvostrukovećaodkonačnekoncentracijei
proveravasezasejavawem10μlsuspenzijenačvrstu
podlogu[5].Konačnagustinainokulumasedobijato
komsamogispitivawa,kadasedodajeRP MI-1640,ko
jisadržirazličitekoncentracijerastvorenihAM
ikojijedvostrukokoncentrovanuodnosunakona
čnukoncentraciju[7].DvostrukokoncentrovaniRP-
MI-1640 sekoristizapravqewerazblažewaAMpre
maprotokoluE.DEF 9.1,jerseinokulumgqivapra
viusterilnojdestilovanojvodi,doksepremapro
tokoluM38-A2inokulumgqivapraviuRP MI-1640,
teprilikompravqewarazblažewaAMnemapotre
bezadvostrukomkoncentracijomovogmedijuma[5,7]
(Tabela1).PremastandarduM38-A2,konačniinoku
lumdermatofitajeod103do3×103 CFU/ml,anederma
tofitnihplesniod0,4×104do5×104 CFU/ml[5],dok
jepremastandarduE.DEF 9.1onzaplesniod2×105 do 
5×105 CFU/ml[7].

Табела 1. Особине метода за испитивање осетљивости дерматофита на антимикотике
Table 1. Characteristics of methods used for antifungal susceptibility testing of dermatophytes

Метода
Method

Чување 
културе
Culture 

maintaining

Инокулум
Inoculum

Подлога
Medium

Инкубација
Incubation Референца 

(документ)
Reference 

(document)
Припрема
Preparation

Величина  
(CFU/ml)

Size (CFU/ml)

Дужина 
(дан)

Time (day)

Температура 
(°C)

Temperature (°C)

Микро
дилуција
Micro 
dilution

1S, H 13×103 RPMI-1640 + L-glutamin, - NaHCO3 4 35 [5] (M38A2)

2S, H 12.5×105 RPMI-1640 + L-glutamin, - NaHCO3, +2% glucosa 2 35 [7] (E.DEF 9.1)

0,9%NaCl, 4°C 1F, S 24×104 RPMI-1640; SDB, MVM 4, 7, 10 28, 35 [11]

0,9%NaCl, 4°C 3F, S; T, S RPMI-1640 7 28 [12]

SDA-CCG T, S 25×103 RPMI-1640 + L-glutamin, - NaHCO3 4, 5 30, 35 [8]

SDW, 4°C 3F, S 0.55 ×104

0.55×105
RPMI-1640 + L-glutamin, - NaHCO3
RPMI-1640 + 2% glucosa 7 28 [10]

4F, H 5×106 RPMI-1640 4 28, 37 [14]

SDW, 25°C 3T, V, S 26.8×103

1.26×104 RPMI-1640 3, 7, 14 28
37 [3]

BB + 5% G, 
-70°C 1T, S 0.45×104 RPMI-1640 + L-glutamin, - NaHCO3 1015 28 [18]

SDW, 25°C T, S 0.45×104 RPMI-1640 45 28 [15]

Диск 
дифузија
Disk  
diffusion

5T, S 1.8×1046×106 SHDM 2, 7 28 [14]

BB + 5% G, 
-70°C 1T, S 106 RPMI-1640 + 2% glucosa, + 1.5% Bacto Agar 10 28 [18]

T, S 104 RPMI-1640 + 1.5% Bacto Agar 5 28 [17]

Етест
Etest

T, S RPMI-1640 + L-glutamin + SDA 3 25 [2]

103104

0.5; 1; 2 MF RPMI-1640 + 2% glucosa; + 1.5% Bacto Agar 7 30, 35 [16]

SDA – Саборо декстрозни агар; SDW – стерилна дестилована вода; BB – Brucella бујон; G – глицерин; S – спектрофотометријски; H – бројање у 
хемоцитометру; F – филтрација; T – таложење; V – мешање; MF – Мекфарланд; SDB – Саборо декстрозни бујон; MVM – МеквејМортон; SHDM – Шедомијев 
медијум
За добијање суспензије гљива користи се 510 ml: 1стерилан физиолошки раствор; 20,1% раствора Tween 20 у стерилној дестилованој води; 3стерилна 
дестилована вода; 40,05% раствора Tween 80 у стерилној дестилованој води; 5стерилан 0,85% NaCl sa Tween 80

SDA – Saboraud dextrose agar; SDW – steril destilated water; BB – Brucella broth; G – glycerine; S – spectrophotometric; H – counting in hemacytometer; F – fil
tration; T – sedimentation; V – vortex; MF – McFarland; SDB – Saboraud dextrose broth; MVM – McVeigh Morton; SHDM – Shadomy medium
For inoculum preparation is used 510 ml: 1sterile 0.85% saline; 2solution of 0.1% Tween 20 in sterile destilated water; 3sterile destilated water; 4solution of 0.05% 
Tween 80 in sterile destilated water; 5sterile 0.85% saline supplemented with Tween 80
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Priprema antimikotika

PremadokumentuM38-A2,zaispitivaweosetqivo
stidermatofitadilucionommetodomseza AMras
tvorqiveuvodi(flukonazol,flucitozin,kaspofun
gin)preporučujekoncentracijaosnovnograstvora
odnajmawe1280μg/mlili10putavećaodnajvećeis
pitanekoncentracije[5]. VećinaAM(amfotericin
B,itrakonazol,ketokonazol,posakonazol,ravukona
zol,terbinafin)nijerastvorqivauvodi,paseras
tvarajuuetilalkoholu,polietilenglikolu,karbok
simetilcelulozi,anajčešćeustoprocentnomdi
metilsulfoksidu(DMSO).OsnovnirastvorAMne
rastvorqivihuvodisepraviukoncentracijivećoj
stotinuilivišeputaodnajvećekoncentracijeAM
kojaćesekoristitinatestu[5],apremadokumentu
E.DEF 9.1,osnovni(engl.stock)rastvorisepraveu200
putavećojkoncentraciji[7].Ceopostupakseobavqa
uaseptičnimuslovima[5,7],aosnovnirastvoriAM
sečuvajuusterilnimpolietilenskimilipolipro
pilenskimbočicamana60°Cilinižojtemperatu
ri(najdužešestmeseci)[5].

PremaprotokoluM38-A2,akoseradnirastvori
praveodAMrastvorqivihuvodi,razblažewasemogu
pravitidirektnoutečnomRP MI-1640.Zanerastvor
qiveuvodi(većinaAM)radnirastvorisedobija
jutakoštoseodosnovnograstvoraAMpraviseri
jadvostrukihrazblažewauDMSO,do100putaveće
koncentracijeodonekojaseispituje,aondasedaqe
razblažujeuRP MI-1640uodnosu1:50,dabisedobila
koncentracijaAMkojajedvostrukovećaodonekoja
ćeseispitati(Tabela2).KonačnakoncentracijaAM
sepostižetokomizvođewatestadodavawemistogvo
lumenainokulumagqiva[3,5,11].Konačnivolumen
je200μl,akonačnakoncentracijarastvarača1%[5].

PremaprotokoluE.DEF 9.1,radnirastvorisedo
bijajuodosnovnograstvoraAMpravqewemserija
dvostrukihrazblažewauvodiiliDMSOdo200puta
većekoncentracijeodkonačne.Daqerazblažewedo
1:2sevršiudvostrukokoncentrovanomRP MI-1640 
sadodatkomdvoprocentneglikoze(RP MI 2%G).Do
davawemgqivaudestilovanojvodipostižeseko
načnakoncentracijaAMiRP MI 2%G[7],azavisi
odvrstegqivaiAM,kaoiočekivanogMIKzakon
trolnesojeve.

Difuzionametodaseizvodisadiskovimaimpreg
niranimAMrastvorenimuDMSO.Tzv.praznipa
pirnidiskovi(6 mm)seimpregnirajusa20μlras
tvoraAM(konačnakoncentracija2μgpodisku)i
čuvajuna70°C[17]ilisekoristekomercijalnodo
stupnidiskovi[18].

Podloge za antimikogram

Akoseprimewujedilucionametoda,standardnapodlo
gajeRP MI-1640saglutaminom,beznatrijumbikarbo
nata,safenolcrvenimkaopHindikatorom(M38-A2) 
puferisanasa0,165mol/lmorfolinopropansumpor
nomkiselinom(MOPS) od pH7,0±0,1na25°C[4,5],a
dodatakdvoprocentneglikozejepredviđenprotoko
lomE.DEF 9.1(Tabela1)[7].

UkolikoseprimewujudifuzionametodaiEtest,
najčešćeseizvodenaMiler–Hintonovom(Mu el ler-
Hin ton)agru(0,2%glikozei0,5μg/mlmetilenskopla
ve bo je uz pHpodlogeod7,27,4,CLSI M44-P)[4]ili
RP MI-1640agru.ČešćesekoristiRP MI-1640sa1,5%
agrapuferisanimsaMOPS,adodavawedvoprocent
neglikozepospešujerastgqiva(Tabela1).Podloge
kojeslužezaizolacijugqiva(SDA)senekoristite
zaispitivaweosetqivosti.

Preporuke za izvođewe antimikograma

Ispitivaweosetqivostidermatofitazapočelojepre
maprotokolimaM38-A,M44-PiEUCASTzaispiti
vaweosetqivostikvasnica.NovidokumentM38-A2 
seodnosinadermatofite,aE.DEF 9.1nasveplesni
[5,7].Kqučnerazlikesuutemperaturiidužiniin
kubacije(Tabela1).

Diluciona metoda

Uispitivawuosetqivostidermatofitaprimewuju
sedvevrstedilucionemetode:mikrodilucionaima
krodiluciona.Mikrodilucionametodajejednostav
nijaiizvodiseumikrotitracionimpločama:sazao
bqenimdnom(M38-A2)iliravnimdnom(E.DEF 9.1),
ukupnezapremineAMigqivaod200µl[5,7].Usva
kukomoricuseunosipo100µlsvakekoncentracije
AMuRP MI-1640dobijeneserijomdvostrukihrazbla
žewaAM.Pločesekoristiteodmahilisečuvajuna

Табела 2. Концентрације антимикотика за испитивање осетљиво
сти дерматофита (M38-A2) и плесни (E.DEF 9.1)
Table 2. Antimycotic concentrations for antifungal susceptibility te
sting of dermatophytes (M38-A2) and molds (E.DEF 9.1)

Антимикотик
Antimycotic

Концентрација (μl/ml)
Concentration (μl/ml)

M38-A2 E.DEF 9.1
Итраконазол
Itraconazole 0.0010.5 0.01568

Посаконазол
Posaconazole 0.0048 0.01568

Вориконазол
Voriconasole 0.0010.5 0.01568

Флуконазол
Fluconazole 0.12564 

Тербинафин
Terbinafin 0.0010.5 

Гризеофулвин
Griseofulvin 0.12564 

Циклопироксоламин
Ciclopiroxolamine 0.0632 

Амфотерицин Б
Amphotericin B  0.031216

Каспофунгин
Caspofungin  0.031216

Микафунгин
Micafungin  0.031216
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70°C ili20°C(mesecdana)[7].Konačnekoncentra
cijeAMikonačnivolumenpostižusedodavawem100
µlsuspenzijegqiva.PremadokumentuM38-A2,kori
stisepozitivnakontrola,apremaE.DEF 9.1,ipozi
tivnainegativna[5,7].Negativnakontrolaječist
medijum,apozitivnakontrolasugqiveumedijumui
jednoprocentnirastvaračzaAM.

Nakoninkubacijena2837°Codčetiridopetna
estdanailina35°Ctokomčetiridana(M38-A2)oči
tavajusevrednostiMIKvizuelno(pomoćuogledala)
[5].Rezultatiispitivawaosetqivostidermatofi
tanaAM in vi troseizražavajukaovrednostiMIK:
MIKzaazoleigrizeofulvinjenajnižakoncentra
cijaAMkojasmawujerastdermatofitaza80%,aza
terbinafin100%[10,11,15]ilismawujerastgqiva
za50%(azoli),80%(terbinafinigrizeofulvin)[18]
ili100%(nezavisnoodAM)[3,17],odnosno80%ili
višepremastandarduM38-A2[5]uodnosunapozi
tivnukontrolu(Slike1i2).Zanimqivojedasetu
mačewerezultatazaehinokandine,umestoMIK,odre
đujeminimalnaefektivnakoncentracija(MEK),naj
nižakoncentracijaAMkojadovodidostvarawama
lih,okruglihkompaktnihformisaneobičnimkrat
kim,razgranatimhifama[5,7].UdokumentuE.DEF 9.1 

nisudefinisaniuslovizaispitivaweosetqivosti
dermatofita[7].

Naosnovurezultataispitivawavelikogbrojaizo
latadermatofitamožeseutvrditiefikasnostpoje
dinihAModređivawemvrednostiMIK50,koncentra
cijekojainhibirarast50%ispitivanihizolatagqi
va,odnosnoMIK90,koncentracijekojainhibirarast
90%ispitivanihizolata(Tabela3).Kontrolnisoje
vikojisudosadkorišćeniprikazanisuutabeli4.

Difuziona metoda

Onaseizvodiupločamaprečnika10 cmukojimase
razlije16mlpodloge(debqina4 mm)kojesečuva
juna4°C[14].Odizolatasepripremasuspenzijako
jasenanosibrisom[17,18]ilipipetom[14],ploča
sesuši1520minuta,nanosesediskovi,tableteili
Etesttrake,azatimseprevrnutapločainkubirana
25°Cili35°Coddvadodesetdana(Tabela1).

Zapravilnotumačewenalazadiskdifuzioneme
tode–gdesebeleževrednostiosetqiv(S),umereno
osetqiv(I)irezistentan(R)–potrebnojedobije
nerezultateuporeditisprečnikomzoneinhibici

Слика 1. Смањење раста плесни и тумачење вредности минималне инхибиторне концентрације (МИК) за поједине групе антимикотика
Figure 1. Molds growth reduction and minimal inhibitory concentration (MIC) values interpretation for some antimycotic groups

МЕК – минимална ефективна концентрација; MEC – minimal effective concentration

  

МИК/MIC  Азоли 
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Позитивна контрола 
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Candines Тумачење вредности МИК
MIC values interpretation

Антимикотик
Antimycotic CLSI EUCAST

Азоли
Azoles 80100% 100%

Амфотерицин Б
Amphotericin B 100% 100%

Слика 2. Смањење раста квасница и тумачење вредности минималне инхибиторне концентрације (МИК) за поједине групе антимикотика
Figure 2. Yeasts growth reduction and minimal inhibitory concentration (MIC) values interpretation for some antimicotic groups

Тумачење вредности МИК
MIC values interpretation

Антимикотик
Antimycotic CLSI EUCAST

Азоли
Azoles 80% 50%

Полиени
Polyenes 100% 90%

Амфотерицин Б
Amphotericin B 80% 50%

МИК/MIC Азоли
Azoles

МИК/MIC Амфотерицин B
Amphotericin B

МИК/MIC Кандиди
Candines

Позитивна 
контрола
Positive control
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jerastazasvakiAM.Ovevrednostizaviseodfarma
kokinetičkihibiohemijskihosobinaAM,veličine
molekula,solubilnosti,difuzibilnostiuagar,ado
bijenesuispitivawemvelikogbrojakliničkihizo
latadiskdifuzionomidilucionommetodomisto
vremeno,naosnovučegasekonstruišelinijaregre
sijezaočitavaweMIKivršitumačewe[19].Među

tim,zadermatofiteovevrednostijošnisudefini
sane,pasupotrebnadaqaistraživawa.

E-test

Onjejednostavanzaprimenuipredstavqametoduiz
borazarutinskoispitivaweosetqivostigqivana
AM.TrakesuimpregniraneAMčijasekoncentracija
postepenosmawuje,aAMtokominkubacijedifundu
jeupodloguiinhibirarastgqiva.VrednostMIKje
koncentracijaAMkojasedobijanamestugdeporast
gqiva„seče”trakuEtesta[16,17].

PROBLEMI ISPITIVAWA OSETQIVOSTI 
DERMATOFITA

Referentnametodazaispitivaweosetqivostider
matofitanaAMjeaktuelanproblemkojijedelimič
norešenprotokolimaE.DEF 9.1iM38-A2.Mnogais
traživawasebaveuticajemtehničkihfaktora:veli
čineisastavainokuluma(hife,mikrokonidijeima
krokonidije),vrstepodloga,visinetemperature,du
žineinkubacije.

Značajanfaktorjeveličinaisastavinokuluma.An
tropofilnevrstedermatofitateškostvarajukoni
dije,posebnopriponavqanomkultivisawu,pajeva
žnokoristitipodlogezastimulacijustvarawako
nidija.PremadokumentuM38-A2,koristisePDA,koji
sepokazaoboqenegoSDA[3],osimuslučajuT. ru brum 
(koristiseoat-mealagar)[5],apreporukajeipirin
čani (engl.ri ce)agar[9].Sobziromnatodadermato
fitistvarajumikrokonidijeimakrokonidije,zbog
razlikeuveličinikonidija,sastavinokulumamewa

Табела 4. Контролни сојеви и методе испитивања осетљивости 
дерматофита на антимикотике
Table 4. Control strains and methods for antifungal susceptibility te
sting of dermatophytes

Контролни сојеви
Control strains

Метода
Method

Референца 
(документ)
Reference 
(document)

Trichophyton 
mentagrophytes
MRL 1957 ATCC MYA-4439

Микродилуциона
Microdilution [5] (CLSI)

Trichophyton 
mentagrophytes
ATCC 40004

Микродилуциона
Microdilution [8, 11,12, 13]

Trichophyton rubrum
ATCC 40051

Микродилуциона
Microdilution [11, 12, 13]

Candida parapsilosis
ATCC 22019

Микродилуциона
Microdilution [8, 11, 12, 13, 15]

Дискдифузиона
Diskdiffusion [17]

Candida krusei
ATCC 6258

Микродилуциона
Microdilution [8, 11,12, 13]

Paecilomyces variotti
ATCC 36257

Дискдифузиона
Diskdiffusion [14]

Aspergillus fumigatus
NCPF 7099

Дискдифузиона
Diskdiffusion [17]

Candida albicans
ATCC 90028

Дискдифузиона
Diskdiffusion [18]

Табела 3. Вредности минималне инхибиторне концентрације 
(МИК) за врсте рода Trichophyton, Microsporum и Epidermophyton
Table 3. Minimal inhibitory concentrations (MICs) values for species 
of genus Trichophyton, Microsporum and Epidermohyton

Врста  
(број изолата)

Species (number  
of isolates)

AM Распон MIK
MICs values

МИК50
MIC50

МИК90
MIC90

Реф.
Ref.

T. rubrum  
(50)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.06252.0
1.0>64.0
<0.0311.0

0.252.0
<0.031

0.5
>64.0
0.125

1.0
<0.031

1.0
>64.0
0.25
1.0

<0.031

[2, 11]

T. rubrum  
(50)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.0621.0
1.064.0

0.0310.25
0.0621.0

<0.0070.031 [10]

T. mentagrophytes 
(50)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.0622.0
8.064.0

0.0150.25
0.1251.0

0.0070.015

T. tonsurans  
(25)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.1251.00
0.2516.00
0.060.50
0.5016.00
0.0070.125

0.125
1.00
0.01
2.00
0.07

0.25
4.00
0.03
8.00
0.125

[8]

T. soundanense 
(15)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

1.0016.00
8.0032.00
0.030.125
2.0016.00
0.010.25

1.00
8.00
0.03
2.00
0.01

2.00
16.00
0.125
8.00
0.06

T. mentagrophytes 
(9)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.064.00
0.0664.00
0.014.00

0.1254.00
0.0070.5

0.05
2.00
0.01
0.50
0.07

T. rubrum  
(5)

KET
FLU
ITR
TER

0.1254.00
1.008.00
0.011.00
0.030.25

Trichophyton spp.  
(6)

POS
RAV
ITR
FLU
TER

0.0071.0
0.0158.0
0.0158.0

0.125>64.0
0.03>2.0

[20]

T. rubrum  
(50)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

<0.008>4.0
<0.06>32
<0.0011
0.0168

≤0.0011

0.25
4

0.008
0.5

0.002

1
32
0.5
1

0.008 [18]

T. mentagrophytes  
(3)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.0084
1632

0.0080.06
0.0160.125

≤0.001
T. rubrum (10) EBR 0.030.125

[17]
T. mentagrophytes (10) EBR 0.060.5

T. interdigitale (10) EBR 0.1250.5
M. canis (10) EBR 0.032.0

M. gypseum (10) EBR 0.030.125

M. audouinii  
(2)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.010.50
0.502.00
0.010.125
0.251.00

0.01 [8]

E. floccosum  
(2)

KET
FLU
ITR
GRI
TER

0.011.00
0.502.00
0.010.50
1.002.00
0.010.125

KET – кетоконазол; FLU – флуконазол; ITR – итраконазол;  
GRI – гри зео фул вин; TER – тербинафин; POS – посаконазол;  
RAV – равуконазол;  EBR – ебер ко назол
KET – ketoconazole; FLU – fluconazole; ITR – itraonazole;  
GRI – griseofulvin; TER – terbinafin; POS – posaconazole;  
RAV – ravuconazole: EBR – eberconazole
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transmisiju,štoutičenavrednostCFUistandardi
zacijuinokuluma[3].Ćelijesatawimzidomsuose
tqivijenaAM,pajevažnodaliizolatstvaramikro
konidijeilimakrokonidije.Poređeweminokuluma
T. men ta grophytes i T. ru brum,dobijenogsafiltraci
jomibezwe,vrednostiMIKzainokulumsmikroko
nidijamasubileoddvadočetiriputamaweodvred
nostizainokulumkojisesastojaoiodmikrokoni
dijaiodhifa[12].Takođe,vrednostiMIKzainoku
lumsamakrokonidijamaidelovimahifasubileve
će.NajvećevrednostiMIKzainokulumsmakroko
nidijamasudobijenezasledećevrsteiAM:Mic ro spo-
rum (M) ca nis–terbinafin,M. co o kei–ravukonazol,
M. gypse um–klotrimazol,M. ra ce mo sum–terbina
fin,vorikonazoliitrakonazol,iT. ajel loi–itrako
nazol[9].RodTric hophytonretkostvaramakrokoni
dije,teovonemaznačaja.

Različitiinokulumiuistraživawimapremapro
tokoluM38-A(od0,4×104do5×104 CFU/ml)iEUCAST za 
kvasnice(od0,5×105 do2,5×105 CFU/ml)nisudovelido
značajnerazlikeudobijenimvrednostimaMIK[10].
Poređeweminokulumaod2,0×103do6,8×103 CFU/ml i
većegod1,2×104do6,0×104 CFU/ml za kqu če no je da je 
boqeinterlaboratorijskoslagaweMIKpostignuto
kadajekorišćeninokulum od104 CFU/ml[3].Poređe
wemrazličitihveličinainokuluma(Etest)zakqu
čenojedainokulumod103 CFU/ml,104 CFU/mli0,5MF 
pokazujesuboptimalanrastuodnosunainokulumod
1,0i2,0MF[16].PremaprotokoluM38-A2,veličina
inokulumazadermatofitejeod103do3×103 CFU/ml 
[5],apremaprotokoluE.DEF 9.1,veličinainokuluma
zaplesnijeod2×105 do5×105 CFU/ml[7].

Ispitivawaosetqivosti in vi trovršenasuuglavnom
nastandardnojpodloziRP MI-1640,dokispitivawana
drugimpodlogamanisudalazadovoqavajućerezultate.
Ujednojstudijipoređenesutripodloge:RP MI-1640,
MekvejMortonova(McVe igh–Mor ton – MVM),hemijski
definisanmedijum,iSaborodekstroznibujon(engl.
Sa bo u raud dex tro se broth – SDB)[11].VrednostiMIKsu
seznačajnorazlikovaleuzavisnostiodmedijuma,pri
čemusubilekonstantnoveće(obično24puta)kada
sekoristiRP MI-1640,negokadasekoristiMVM ili 
SDB.MVMsezbogsvojeprozirnostipokazaonezgo
dnimzaočitavaweMIK,aSDBjedaoniževrednosti
MIK,kaoivećudiskrepancijuupoređewusaMVMi
RP MI-1640,zbogčegasenekoristi.

Različitetemperatureinkubacije(mikrodiluci
onommetodom)–28°Ci35°C[11]ili30°Ci35°C[8]–
neutičuznačajnonarezultateispitivawa,alisubo
qinalazidobijenipriinkubacijiod28°C[1].Tem
peraturaod30°CdajeboqerezultatenaEtestu[16],
atemperaturaod35°Cjepreporučenaprotokolima
M38-A2iE.DEF 9.1[5,7].

Dužinainkubacijejeznačajnaipreporukajedaona
trajenajmawepetdana[8],odnosnosedamkadajepo
ređenadužinainkubacijetri,sedamičetrnaestda
na[3].Uodnosunačetiri,sedamidesetdana,dobijen
jezadovoqavajućirastsedmogdana,avrednostiMIK
priinkubacijiodsedamidesetdanasuseznačajno

razlikovale[11].PremaprotokoluM38-A2,inkuba
cijazadermatofitetrajenajmawečetiridana[5].

Poređewemvizuelnogispektrofotometrijskog
načinaočitavawanisunađeneznačajnerazlike[10].
GraničnevrednostiMIKnisuustanovqene,tejepo
trebnodaqimistraživawimautvrditikorelaciju
izmeđuvrednostiMIKikliničkogishodalečewa
infekcijeizazvanedermatofitima[5,7].Primenom
mikrodilucionemetodepokazalasenajboqaefika
snostterbinafina[8,11,20],asledeostaliAM:ter
binafin,posakonazol,ravukonazol,itrakonazol,flu
konazol[20],odnosnoterbinafin,itrakonazol,keto
konazol,grizeofulvin,flukonazol[8].

Problemočitavawazonainhibicijerastadiskdi
fuzionommetodom(utvrđivaweMIKzaEtest)mo
žedanastanezbognejednakeraspodeleinokulumana
pločiisporogstvarawakolonija[2].Načiniočita
vawazonainhibicijerastadermatofitaserazliku
ju.Karaca(Ka ra ca)iKoč(Koç)[18]sumikrodiluci
onomidiskdifuzionommetodomodređivaliMIK
kao50%inhibicijerastadermatofitazaazolei80%
inhibicijerastadermatofitazaterbinafinigri
zeofulvin.PoređewemaktivnostiAMdiskdifuzi
onomimikrodilucionommetodomdobijenesuslične
vrednosti(oko90%izolatajebiloosetqivonavori
konazol,oko80%naitrakonazol,aoko45%nafluko
nazol).NajosetqivijijebioEpi der mophyton,anajma
wesubiliosetqiviT. in ter di gi ta le,T. men ta grophytes i 
M. gypse um [14].Drugastudijana59izolataE. floc co-
sum, M. ca nis, M. gypse um, T men ta grophyes, T. ru brum i 
T. ton su rans(klotrimazol,itrakonazoliterbinafin)
pokazalajedajeterbinafinnajefikasniji.Obemeto
de(diskdifuzijaimikrodilucija)sudalereprodu
cibilnerezultate,paautoripredlažumetodudisk
difuzijezarutinskupraksu[21].Poređewemmikro
dilucione(M38-A)idiskdifuzionemetode(NCCLS 
iz1999.godine)dobijenisureproducibilnirezulta
tizaketokonazol,itrakonazol,flukonazol,mikona
zol,oksikonazol,grizeofulviniterbinafin,dokza
bifonazol,sulkonazolicikloproksolaminnisu[18].
Međutim,nekiautorinisuzapazilidobrukorelaciju
zadiskdifuzionumetodunaagruRP MI-1640[17,22],
alisudobilikorelacijunaantibiotskom medijumu3
(AM3)[17].PoređewemmikrodilucionemetodeiEte
stadobijenesuznačajnovećevrednostiMIKzaitrako
nazolEtestomnegomikrodilucijom[2].Udrugojstu
dijikorelacijaEtestaimikrodilucijejebilapro
menqiva:bilajedobrazaamfotericinB(97%),itra
konazol(80%)iketokonazol(77%),alošazafluko
nazol(27%)[23].Ispitivawem46sojevadermatofita
diskdifuzionommetodom,Etestomimikrodilucio
nommetodom(M38-A),korelacijaEtestasamikrodi
lucionommetodom(±2dilucije)jebila45,6%zaflu
konazol,19,5%zaitrakonazoli52,1%zavorikonazol
[24].Iporedmnogihproblemauispitivawuosetqi
vosti,nekiautoripredlažumikrodilucionetestove
Etest®,Sen si ti tre YeastiliOne®izaispitivaweosetqivo
sti,jersudostupniijednostavnizaupotrebu,arezul
tatidobijeniwihovomprimenomreproducibilni[1].
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ULOGA REFERENTNE LABORATORIJE ZA  
UZROČNIKE MIKOZA U PRAĆEWU  
REZISTENCIJE DERMATOFITA

Zbogčiwenicedasuinfekcijedermatofitimara
šireneunašojopštojpopulacijiidaseteškoleče,
ciqNacionalnereferentnelaboratorijezauzroč
nikemikozajedaizvršiuvođeweiširuprimenula
boratorijskihstandardnihproceduraireferentnih
metodazaizolovawe,prepoznavaweipraćewerezi
stencije,kakogqivarodaMa las se zia[25],Crypto coc cus 
[26,27,28]iCan di da[29,30,31,32],takoiplesni,apre
svegadermatofita.Orezistencijikvasnicakodnas
postojebrojnipodaci[2831],međutim,plesnisuda
nassveznačajnijiproblem[33],aowihovojrezisten
cijiimamalopodataka.Urutinskomraduudijagno
stičkimlaboratorijamamogudasekoristeEtesti
diskdifuzionametoda.Etestjeskup,alijednosta
vanzaizvođewe,amoguseodreditiivrednostiMIK.
Diskdifuzionametodajejeftina,takođejednostav
nazaprimenu,alisedobijajusamokvalitativnire
zultati(S, I, R);međutim,značajnonižacenamožeda
utičenawenuširuprimenu.Mikrodilucioname
todajeskupa,alidajenajreproducibilnijerezulta
te;postoje,sdrugestrane,problemiunabavciAM,
komplikovanajezarutinskirad,paseprimewujesa
moureferentnimustanovamaradipotvrderezisten
cijeizaispitivawenekolikoizolataistovremeno.

Premapreporukamaevropskihcentara,sverezi
stentnesojevegqivanaosnovudiskdifuzijeiliEte

statrebapotvrditireferentnommikrodilucionom
metodom[4].Zbogtogajeneophodnaprimenakontrole
kvaliteta,kakointerna,takoieksterna(npr.Uni ted 
King dom Na ti o nal Ex ter nal Qu a lity As ses sment Ser vi ce – 
UK NE QAS),radiodgovarajućevalidacijeimeđula
boratorijskihpoređewa.

Novaorganizacijalaboratorijazamedicinskumi
kologijusastojiseodformirawamreželaboratori
ja,štotrebadaomogućimeđulaboratorijskestudi
jeidaqustandardizacijumetodazaispitivaweose
tqivostidermatofitanaAM.Naovajnačinjemogu
ćepostićireproducibilnostnalazauzpraćewekli
ničkekorelacije(vrednostiMIKikliničkogisho
dadermatofitoza).Značajnoveorganizacijejeočeki
vanopoboqšaweefikasnostilečewadermatofito
zakodnasiuštedatroškova,budućidalečeweder
matofitozatrajemesecima,paigodinama,zbogčega
jeskupo,amožebitineefikasnousledrezistenci
jeuzročnikanaAM.
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SUMMARY
Dermatophytes are moulds that produce infections of the 
skin, hair and nails of humans and animals. The most common 
forms among these infections are onychomycosis and tinea 
pedis affecting 20% of world population. These infections 
are usually chronic. The treatment of dermatophytoses tends 
to be prolonged partly because available treatments are 
not very effective. Antifungal drug consumption and public 
health expenditure are high worldwide, as well as in Serbia. 
For adequate therapy, it is necessary to prove infection by isola
tion of dermatophytes and to test the antifungal susceptibility 
of isolates. Susceptibility testing is important for the resistance 
monitoring, epidemiological research and to compare in vitro 
activities of new antifungal agents. The diffusion and dilution 
methods of susceptibility tests are used, and technical issues of 
importance for the proper performance and interpretation of 

test results are published in the document E.DEF 9.1 (EUCAST) 
and M38A2 (CLSI). The aim of our paper is to promptly inform 
the public about technical achievements in this area, as well 
as the new organization of laboratory for medical mycology in 
our country. The formation of laboratory networks coordinated 
by the National Reference Laboratory for the cause of myco
sis need to enable interlaboratory studies and further stan
dardization of methods for antifungal susceptibility testing of 
dermatophytes, reproducibility of tests and clinical correlation 
monitoring (MIK values and clinical outcome of dermatophyto
sis). The importance of the new organization is expected effi
cient improvement in the dermatophytosis therapy at home, 
better quality of patient’s life and the reduction of the cost of 
treatment.
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