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POPIS I OBJASNJENJE KRATICA

PCR (engl. polymerase chain reaction) - lancana reakcija polimerazom

SAA (engl. Sabouraud dextrose agar) — Sabouraudov glukozni agar s dodatkom aktidiona
SA - Saburaudov glukozni agar

PDA (engl. potato dextrose agar) - krumpirov skrobni agar

DTM (engl. dermatophyte test medium) — selektivha hranjiva podloga za izdvajanje

dermatofita

ICG (engl. immunochromatography strip test) - imunokromatografski strip test
DNK - deoksiribonukleinska kiselina

ITS (engl. intergenic spacer region) - intergenska razmaknica

REAL - TIME PCR (engl. real-time polymerase chain reaction) - lan¢ana reakcija polimeraze

u stvarnom vremenu

MALDI-TOF (engl. matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry) - metoda matricom potpomognute ionizacije/desorpcije s analizatorom vremena

preleta

rRNK - ribosomska ribonukleinska kiselina
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1. UvOD

Kunic¢i su zivotinje koje su u proslosti primarno uzgajane u svrhu proizvodnje mesa i krzna,
medutim zadnjih dvadesetak godina znatno im je porasla popularnost kao ku¢nih ljubimaca. Danas se
smatraju tre¢com najmnogobrojnijom vrstom kuénih ljubimaca, odmah nakon pasa i macaka (HILL i
BROWN, 2011.). Po svojoj prirodi oni su zivahne i drustvene zivotinje koje ne zahtijevaju puno brige
te se vrlo Cesto nabavljaju djeci (ORCUTT i sur., 2020.). Najcesca kozna bolest u kunica je gljivicna
infekcija uzrokovana dermatofitima (DONELLY i sur., 2000.) te je istrazivanje od HOSSAIN i sur.
(2016.) utvrdilo prevalenciju dermatofitoza u ¢ak 89% ispitanih kuni¢a. Dematofiti su viSestani¢ne
gljivice koje imaju sposobnost keratinolize te mogu uzrokovati infekcije koze i koznih tvorevina u
velikog broja zivotinja te ljudi te je dobro poznat i njihov zoonotski potencijal (GNAT i sur., 2020.).
Naime, postoje podaci koji ukazuju da je oko 25% ukupne svjetske populacije barem jednom u zivotu
bolovalo od dermatofitoze, pri ¢emu su najces¢i izvor infekcije za ljude bili kuéni ljubimci
(VANGEEL i sur., 2000.). Najcesce vrste dermatofita izdvojene s koze kuni¢a su Trichphyton
benhamiae i Trichophyton mentagrophytes, dok se infekcije uzrokovane vrstama Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Microsporum audouinii, Trichophyton verrucosum i Trichophyton
schoenleinii javljaju sporadi¢no (DONELLY i sur., 2000., OVERGAAW i sur., 2017.). Kao i u ostalih
vrsta zivotinja te ljudi, u kuni¢a dermatofiti imaju afinitet za povrsinska keratinozna tkiva kao s§to su
koza, dlaka te nokti (HOSSAIN, 2016.). U kunica se dermatofitoza moze klini¢ki manifestirati, no
vazno je napomenuti da su oni ¢esto asimptomatski nositelji ovih gljivica i kao takvi predstavljaju
izvor infekcije za svoje vlasnike, osobito imunokompromitirane osobe te djecu (VANGEEL i sur.,
2000.).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi pojavnost dermatofita u populaciji asimptomatskih kunica
iz uzgoja za kuc¢ne ljubimce koriste¢i pri tome rutinsku laboratorijsku dijagnostiku te dobivene
rezultate potvrditi molekularnom metodom lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain
reaction, PCR).



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

1.1. Povijest

Izgled gljivicnih elemenata dermatofita prvi je opisao Robert Remark 1835. godine
proucavajuci pod svjetlosnim mikroskopom kraste uzorkovane s promijenjenog dijela povrsine koze
covjeka. Nesto kasnije, 1839. godine Johann Schonlein je povezao klinicku sliku bolesti s gljivicnom
etiologijom. Lezije su nastale kao posljedica favusa, bolesti koja se u to vrijeme povezivala s
promjenama na kozi, kosi i bradi ¢ovjeka. Remark je takoder otkrio patogena svojstva uzro¢nika kojeg
je vidio pod mikroskopom na nacin da je nacijepio uzorak kraste na krisku jabuke na kojoj je izrasla
bijela zrakasta gljivi¢na kolonija te je gljivicu nazvao Achorion schoenleinii. Medutim, osnivac¢em
dermatomikologije smatra se lije¢nik David Gruby koji je u razdoblju od 1841. do 1844. godine prvi
u potpunosti opisao klinicke znakove favusa zajedno s mikroskopskom identifikacijom, opisom
uzro¢nika i njegove patogenosti (WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.). Robin je 1859. godine prvi
opisao dermatofit Trichophyton mentagrophytes u Zzivotinja proucavajuc¢i koznu bolest koja se
oc¢itovala gubitkom dlake u misa. Bodin je 1900. godine opisao vrstu Microsporum canis, kao
uzro¢nika dermatofitoze u pasa, a dvije godine kasnije vrstu Trichophyton verrucosum dermatofita
izdvojenog s koze goveda. Veliki doprinos mikologiji dao je Raimond Sabouraud opisujuéi u svojim
radovima morfologiju, taksonomiju, na¢in uzgoja dermatofita i lijeCenje dermatofitoza. Njegova
podloga za uzgoj dermatofita jo§ se I danas koristi pod imenom Sabouraud glukozni agar (engl.
Sabouraud dextrose agar, SAA). Sabouraud je podijelio dermatofite u cetiri roda: Achorion,
Epidermophyton, Microsporum i Trichophyton, te se takva taksonomska podjela zadrzala do 1934.
godine, kada je Chester Emmons reorganizirao taksonomiju u tri roda: Microsporum, Trichophyton i
Epidermophyton. Otkrice spolnog stadija gljivica, odnosno teleomorfa, 1959. rezultiralo je daljnjim
istrazivanjima na podru¢ju genetike i razmnozavanja dermatofita dok se krajem devedesetih godina
proslog stoljec¢a zapocelo detaljno proucavanje genoma dermatofita koje se nastavlja sve do danas
(HUBKA i sur., 2018.).



2.2.  Gospodarski znadaj

Dermatofitoze su najéesce izljecive bolesti u kunica, medutim ovisno o tezini njihove klinicke
slike ovisit ¢e i njihov gospodarski znacaj. Naime, lezije uzrokovane dermatofitima mogu narusiti
kvalitetu Zivota kunica, ali u najveéem dijelu slucajeva ne dolazi do komplikacija. Teze klinicke
slu¢ajeve nalazimo uglavnom u vrlo mladih ili imunokompromitiranih Zivotinja. Ponekad u mladih
zivotinja dermatofitoza moze ostaviti 0zbiljnije posljedice kao $to su usporen rast ili opéenito narusen
zdravstveni status. U slucajevima kroni¢ne infekcije, lezije na kozi mogu biti vrlo opsezne te
posljedi¢no narusiti zdravstveni status i kvalitetu zivota (CHERMETTE i sur., 2008.). Sve navedeno
predstavlja veliki ekonomski gubitak ukoliko se bolest pojavi u uzgajivacnicama. Nadalje, zbog koznih
lezija koje uzrokuju dermatofiti, Zivotinjama oboljelima od ove bolesti onemogucéena su sudjelovanja
na sportskim natjecanjima ili izlozbama (CHERMETTE i sur., 2008.). Takoder, s obzirom na izgled
lezija nastalih infekcijom dermatofitima, koza za namjene tekstilne industrije dobivena od zivotinja
oboljelih od dermatofitoze uvelike gubi na vrijednosti ili je posve neupotrebljiva (CHERMETTE i sur.,
2008.).

2.3. Etiologija

Dermatofitoze su bolesti uzrokovane filamentoznim gljivicama, dermatofitima, koje imaju
sposobnost keratinolize. Dermatofiti su tradicionalno podijeljeni u tri roda: Epidermophyton,
Microsporum i Trichophyton. Danas je poznato oko 30 klini¢ki znacajnih vrsta dermatofita koje su
prema novijoj klasifikaciji svrstane u jedan od devet rodova: Epidermophyton, Microsporum,
Trichophyton, Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton, Arthroderma, Ctenomyces i Guarromyces (DE
HOG i sur., 2017.). Prema svom stanistu dermatofiti se dijele na antropofilne, zoofilne i geofilne. Vrste
iz rodova Epidermophyton, Microsporum, i Trichophyton se smatraju zoofilnim ili antropofilnim, dok
su vrste koje pripadaju rodovima Nannizzia, Arthroderma, Lophophyton i Paraphyton zoofilne ili
geofilne (KLINGER i sur., 2021.). Antropofilne vrste, kao $to su Trichophyton interdigitale i
Trichophyton rubrum, uglavnom se povezuju s infekcijama u ljudi, dok zoofilne vrste, najéesée M.
canis, T. mentagrophytes i T. equinum, mogu uzrokovati infekcije u zivotinja i ljudi. Geofilne vrste
dermatofita su saprofitski mikroorganizmi Cije staniSte je zemlja. Smatra se da su se patogene vrste

dermatofita razvile upravo iz geofilnih vrsta. Naime, izravan kontakt keratinoznih tkiva zivotinja S



tlom te sposobnost razgradnje keratina omogucio je geofilnim vrstama dermatofita prilagodbu sa
saprofitskog nacina Zivota na parazitski (WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.).

Vrste dermatofita najéesce izdvojene iz kunic¢a su T. mentagrophytes i T. benhamiae, dok se
vrste Microsporum canis, Nanizzia gypsea, Microsporum audouinii, Trichophyton verrucosum i
Trichophyton schoenleinii pojavljuju sporadi¢no (DONELLY i sur., 2000., HUBKA i sur., 2018.).

Vrste iz roda Trichophyton uzgajaju se na SAA podlozi u vremenskom periodu od tri do Cetiri
tjedna, pri temperaturi od 27 do 33°C (WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.). Gornja povrSina
naraslih kolonija dermatofita T. mentagrophytes je bijele ili krem boje, a donja povrsina zute do
crvenkasto-smede boje, puderaste ili zrnate teksture. Kolonije rastu zrakasto na podlozi.
Mikroskopskom pretragom nativnog preparata kulture vidljive su duge, valovite hife s brojnim
ograncima i pregradama. Mikrokonidije su brojne, okruglaste ili kruskolike, nalaze se s obje strane
hifa pojedina¢no ili u nakupinama. Makrokonidije su im cilindricnog, izduljenog oblika ili oblika
olovke, pojedina¢ne ili u nakupinama, s tankim stijenkama te mogu sadrzavati do 12 pregrada odnosno
septi (MATTEI, 2014.). Rast makrokonidija koje olakSavaju identifikaciju vrste dermatofita moze se
potaknuti uzgojem na krumpirovom Skrobnom agaru (engl. potato dextrose agar, PDA). Gornja
povrsina kolonija dermatofita T. benhamiae je Zute ili beZ boje, a donja crveno-smede boje, puderaste
teksture. Kolonija raste zrakasto po podlozi, pri ¢emu se sredisnji dio kolonije uzdize od podloge.
Mikrokonidije su brojne i okruglaste, a makrokonidije se rijetko nalaze, kruskolikog su oblika te mogu

sadrzavati od dvije do osam pregrada izmedu stanica (NENOFF i sur., 2014.).

Vrste iz roda Microsporum uzgojene na SAA podlozi tijekom tri do Cetiri tjedna i temperaturi
u rasponu od 27 do 33°C tvore kolonije bijele do zu¢kaste boje gornje povrsine, zlatno-smeckaste
donje povrsine. Tekstura im je barSunasta ili poput pamuka te se pri rastu zrakasto sire po podlozi.
Mikrokonidije su oblika palice s hrapavim stijenkama, a mogu biti nanizane oko hifa ili kitnjasto
rasporedene. Makrokonidije su vretenasta oblika ili oblika ladice, hrapave stijenke, uz prisutne septe,
kojih je najéesce tri do pet (MATTEI, 2014.).

Kolonije dermatofita N. gypsea rastu na SAA podlozi pri temperaturi od 27 do 33°C tijekom
21 do 30 dana. Boja gornje povrsine kolonije moze biti krem, Zuta, narancasta, smeda ili crvenkasta,
dok donja povrsina kolonije moze biti jarko Zute, narancaste ili narancasto-smeckaste boje. Tekstura
kolonija je slicna pamuku ili puderu, a kolonije se pri rastu zrakasto $ire po podlozi. Kolonije su na
podlozi jasno ograni¢ene bijelim rubom. Mikrokonidije su brojne te se mogu nalaziti pojedina¢no ili

u nakupinama. Imaju kratku peteljku i obi¢no su jajolikog oblika. Makrokonidije su brojne i tanke s



grubim stijenkama i pregradama izmedu stanica, kojih moze biti tri do pet. Mogu bili cilindri¢ne,
elipsoidne te oblika cigare ili ladice (DUKIK i sur., 2020.).

Dermatofiti su prisutni kao ubikvitarni organizmi te ih je moguce naéi na svim kontinentima
osim Antartike. Njihovom rastu pogoduju visoke temperature i vlaga tako da preferiraju tropske i
vlazne klime. Medutim, veoma su otporni na okolis$ne uvjete pa opstaju u gotovo svim podnebljima.
Ne pogoduju im veoma niske temperature kao ni izravno izlaganje UV svijetlu. Spore dermatofita u
povoljnim uvjetima i stabilnom okoliSu mogu prezivjeti i ostati infektivne godinama (WEITZMAN i
SUMMERBELL, 1995.). Otporni su na dezinficijense na bazi fenola i alkohola, no uspjesno ih
uniStavaju dezinficijensi na bazi natrijevog hipoklorita, benzalkonijevog klorida i glutardehida
(BAGCIGIL i sur., 2010.).

2.4. Patogeneza

Prekidi kontinuiteta koZe odnosno rane, razliite kozne bolesti, pretjerano vlaZzenje koze koje
dovodi do njezinog omekSavanja te dugotrajna terapija antimikrobnim pripravcima koja dovodi do
narusavanja prirodne ravnoteze kozne mikrobiote predstavljaju povoljne uvjete za kolonizaciju koze
dermatofitima (VERMOUT i sur, 2008.). Infekcija se odvija u tri stadija: prihvacanje dermatofita na
povrsinu koze, prodiranje u keratinocite te imunosni odgovor domacina (JAMIN i sur., 2020.).
Razlic¢ite vrste dermatofita imaju razli¢ite cimbenike virulencije koji ¢e utjecati na razvoj klinicke slike
bolesti. Tako je primjerice u nekih vrsta, poput T. rubrum i T. mentagrophytes, utvrdena prisutnost
adhezina na njihovoj stani¢noj stijenci koji im omogucéavaju vezanje za receptore keratinocita
(VERMOUT i sur., 2008.). Nakon prihvacéanja za povrsinu koze dolazi do germinacija artrospora, rasta
hifa i njihovog brzog prodiranja u dublje slojeve (TAINWALA i SHARMA, 2011.). Stupanj
patogenosti dermatofita odreden je njihovom sposobnoséu proizvodnje razli¢itih proteaza, poput
subtilizina i metaloproteaza koje razgraduju keratinozna tkiva do oligopeptida i aminokiselina.
Nadalje, dermatofiti su takoder sposobni proizvoditi razliite hidrolaze, no njihova uloga u prodiranju
kroz slojeve epiderme nije u potpunosti razjasnjena (VERMOUT i sur., 2008.). Razmnozavanju
dermatofita pogoduju tkiva s nizim temperaturama od temperature tijela stoga je infekcija
dermatofitima ograni¢ena na keratinozna tkiva na povrSini tijela. Nadalje, masne kiseline koje se
nalaze u kozi sprje¢avaju prodiranje dermatofita u dublja tkiva sprjeavajuci njihovu adheziju zbog
svog fungistatskog u¢inka (BRASCH, 2010.). S obzirom da je obrambena upalna reakcija organizma

slabijeg intenziteta na povrsini koZe no $to bi bila u dubljim slojevima tkiva, samim zadrzavanjem na



povrsini koze dermatofitima je omoguéen dulji opstanak na domacinu te dulje preZivljavanje (HUBE
i sur., 2015.). Prodiranje dermatofita kroz slojeve koze dovodi do imunosnog odgovora domacina koji
ukljucuje stani¢ne 1 humoralne komponente (BRASCH, 2010.). U¢inkovit imunosni odgovor je
stani¢no posredovana preosjetljivost kasnog tipa u kojoj sudjeluju makrofazi, te razni citokini poput
IL-8, TNF-a, IFN- v, IL-1B, IL-22 i IL-16 (SARDANA i sur., 2021.). Antigene dermatofita uklanjaju
Langerhansove stanice u kozi te ih prezentiraju T-limfocitima u lokalnom limfnom ¢voru, nakon ¢ega
dolazi do nakupljanja limfocita na mjestu infekcije i posljedi¢no upalnog odgovora (VERMOUT i sur.,
2008.). Dermatofiti imaju odredenu sposobnost inhibicije imunosnog odgovora domacina pomoc¢u
nekoliko mehanizama: proizvodnja enzima koji razgraduju proteine u tkivima ukljucene u imunoloski
odgovor, proizvodnja molekula koje inhibiraju aktivnost stanica imunoloskog sustava, poput
makrofaga i limfocita i izazivanje promjena u stani¢nim membranama stanica imunoloskog sustava
Sto dovodi do poremecaja njihove funkcije (VERMOUT i sur., 2008). Prepoznatljivi klinicki znakovi
kao §to su crvenilo i ponekad svrbez posljedica su upalne reakcije tkiva domacina na prodiranje
dermatofita u keratinozno tkivo. Intenzitet upalnog odgovora ovisit ¢e o opsegu ostecenja koze
uzrokovanog umnazanjem dermatofita. Imunosni odgovor domacdina, razina posljedi¢ne upalne
reakcije te razvoj infekcije ovisit ¢e o vrsti i patogenosti dermatofita, vrsti proteaza, sposobnosti
dermatofita inhibiranja imunosnog odgovora te opéenito 0 zdravstvenom stanju i funkcionalnosti
imunoloskog sustava domac¢ina (VERMOUT i sur., 2008.).

2.5.  Epizootiologija

Dermatofitoze ¢e se ¢esce pojaviti u uzgojima gdje se nalazi veliki broj zivotinja na jednom
mjestu, pogotovo ukoliko su zivotinje drzane u losSijim zoohigijenskim uvjetima ili u vlaznim
mikroklimatskim uvjetima. U takvim uzgojima dermatofitoza poprima enzootski karakter te se obi¢no
pojavljuje zimi i spontano nestaje u ljeti (CAFARCHIA i sur., 2010., HUBKA i sur., 2018.). Cesta je
pojava da se dermatofitoza proSiri unutar uzgoja kunic¢a gdje u kratkom roku obolijeva veliki broj
kuni¢a uzrokujuéi pritom velike ekonomske gubitke zbog potreba prevencije i lijecenja ove bolesti.
Veliki broj zivotinja pogoduje prijenosu bolesti izravnim medusobnim kontaktom. Kuni¢i se mogu
zaraziti izravnim kontaktom s oboljelim zivotinjama, asimptomatskim nositeljima te u iznimnim
slu¢ajevima kontaktom s ljudima (MORETTI i sur., 2013., HUBKA i sur., 2018., DETAR i sur.,

2019.). Istrazivanje provedeno na farmi kuni¢a u Spanjolskoj 1992. godine pokazalo je da je od



sveukupno 220 Zivotinja dermatofitoza utvrdena u njih 76,4%. Najcesce izdvojena vrsta dermatofita
bio je T. mentagrophytes (TORRES-RODRIGUEZ i sur., 1992.). U istrazivanju provedenom na 23
farme kunica u Italiji u razdoblju od 2006. do 2007. godine utvrdena je prisutnost dermatofita na 86,9%
ispitivanih farmi, a od sveukupno 810 pregledanih kuni¢a u 51,8% slucajeva utvrdena je prisutnost
dermatofita (CAFARCHIA i sur., 2010.). Kako se spore dermatofita dugo zadrzavaju u tlu i okolisu
¢esto dolazi do prijenosa uzro¢nika putem sekundarnih izvora infekcije poput kontaminiranog okolisa,
zemlje, stelje ili predmeta koji se koriste na velikom broju Zivotinja (MORETTI i sur., 2013., HUBKA
i sur., 2018., DETAR i sur., 2019.). Nadalje, veéa je vjerojatnost pojave infekcije u nastambama koje
se redovito ne Ciste niti dezinficiraju (HARCOURT-BROWN, 2002.).

Neke vrste dermatofita su vrsno specifi¢ne, medutim vecina ima sposobnost prelaziti s jedne
vrste na drugu. Sklonost odredene vrste dermatofita za odredenog domacina ovisi o vise ¢imbenika
koji mogu biti vezani uz same dermatofite ili uz domaéina. Sto se ti¢e ¢imbenika vezanih za
dermatofite, razlog iz kojeg neke vrste ¢esce inficiraju odredenog domacina moze biti razlika u genima
odgovornima za patogenost, razlike u enzimima pomocu kojih dermatofiti razgraduju keratin te razlicit
jer im imunosni sustav nije u potpunosti razvijen (VARGA i PATERSON, 2020.). U usporedbi s
ostalim vrstama ku¢nih ljubimaca, kuni¢i imaju vrlo osjetljivu kozu sklonu pucanju na kojoj lako
nastaju razderotine. Opcenito su skloni bakterijskim, gljivinim i parazitskim koznim bolestima.
Nadalje, imunokompromitirane zivotinje usred prisutnosti neke druge bolesti ili stresa razlicite
etiologije takoder su prijemljivije na razvoj infekcije uzrokovane dermatofitima (HOSSAIN, 2016.).
Zivotinje koje su kroz dulji period bile tretirane antimikrobnim pripravcima podloznije su razvoju
koznih oboljenja usred narusene ravnoteze kozne mikrobiote. Predisponiraju¢i ¢cimbenik takoder moze
biti prisustvo ektoparazita koji uzrokuju mehanic¢ka oste¢enja koze €ineéi ju osjetljivom za razvoj
bakterijskih ili gljivicnih infekcija (ABREU i sur., 2021.). Timarenje je u kunica prisutno kao oblik
drustvenog ponasanja i kao takvo pridonosi ocuvanju zdravlja dlake. Stoga je mogucée da su jedinke
drzane pojedina¢no sklonije razvoju koznih oboljenja budué¢i da nemaju partnera za uredivanje dlake.
Nadalje, odredene pasmine kunica kao §to je angora kuni¢ imaju vrlo dugacku dlaku koju sami ne
mogu adekvatno odrzavati (HARCOURT-BROWN, 2002.). Starije zZivotinje mogu razviti stanja koja
¢e im onemoguciti timarenje vlastite dlake poput bolesti zubi s posljedicnom boli ili bolesti
lokomotornog sustava koje rezultiraju smanjenom pokretljivoséu (ABREU i sur., 2021.). Sto se tice
utjecaja iz okoliSa, asimptomatski kuniéi ¢e ¢eSce razviti klini¢ke znakove dermatofitoze u toplim i
vlaznim mikroklimatskim uvjetima, naroCito u prenapucenim objektima (VARGA i PATERSON,

2020.). Drzanje kunica na neadekvatnoj podlozi takoder moze pogodovati razvoju koznih bolesti. U



slu¢aju drzanja na prljavoj ili vlaznoj stelji moze do¢i do bakterijske kontaminacije koze i posljedi¢nog
razvoja dermatitisa. Isto tako, ukoliko im je koza stalno izlozena vlazi veca je vjerojatnost za razvoj
gljivicne infekcije koze (HARCOURT-BROWN, 2002.). Smatra se da su zivotinje drzane u vanjskim
uvjetima ili one kojima je omoguéen ispust sklonije razvoju gljivicnih infekcija iz razloga Sto organska
materija s kojom dolaze u kontakt u dvoriStima ili prostorima ispusta predstavlja dobar supstrat za

razvoj saprofitskih vrsta gljivica (ABREU i sur., 2021.).

2.6. Klini¢ka slika

Ukoliko kuni¢i obole od klinickog oblika dermatofitoze vidljive su tipicne difuzne, nepravilne
ili okrugle alopecije na kozi, koje poneckad moze pratiti svrbez. Zahvacena bezdlacna podruc¢ja su
crvene boje, uzdignuta od ostatka koze te se mogu se vidjeti pahuljaste ljuskice. Moze do¢i do stvaranja
krasti uz prisutno crvenilo na rubovima promjena. Kozne promjene su najcesce lokalizirane na glavi,
osobito oko o¢iju i usiju te ekstremitetima pri cemu su ¢esto zahvacene kandze te se mogu prosiriti 1

po cijelom tijelu (HOSSAIN, 2016., CHERMETTE i sur., 2008.).

Dermatofitoza je u kuni¢a ponekad samoograni¢avajuca bolest te u nekim sluc¢ajevima prolazi
spontano. Medutim, ukoliko je Zivotinja izloZena predisponiraju¢im c¢imbenicima ili je naruSena
sposobnost adekvatnog odgovora imunosnog sustava moze do¢i do komplikacija ili pojave epizootije
(DONELLY i sur., 2000.). Komplikacije se mogu o¢ekivati u mladih jedinki s nedovoljno razvijenim
imunosnim sustavom te u starijih jedinki koje ujedno boluju od neke druge bolesti ili imaju poteskoca
s njegovanjem dlake (CANNY i sur., 2003.). Neke od mogucih komplikacija su prestanak uzimanja
hrane i posljedi¢an gubitak tjelesne tezine, probavni poremecaji nastali uslijed Smanjenog unosa hrane,
usporen rast u mladuncadi, a u vrlo teSkim slucajevima bolest moze zavrsiti smréu Zivotinje

(HOSSAIN, 2016.).

2.7. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

Patoanatomski vidljive su okrugle eritematozne alopecije s ljuskicama. Promjene na kozi mogu
biti pojedinacne ili se vise njih moze spojiti u veée bezdla¢no podrucje te su najéesée vidljive na glavi
i oko usiju, na ekstremitetima i kandzama. Bezdla¢na podrucja mogu biti prekrivena krastama. Dlaka

Zivotinje je neuredna i popucala. Osim utvrdenih promjena na povr$inskom dijelu koze nisu utvrdene



patoanatomske ili patohistoloske promjene u dubljim tkivima niti parenhimskim organima (CANNY
i sur., 2003.). Najc¢es¢e patohistoloske promjene ukljucuju folikulitis i furunkulozu uz hiperplasti¢ni
perivaskularni ili intersticijski dermatitis koji moze napredovati do intraecpidermalnog pustularnog
dermatitisa. Na uzorcima tkiva obojenim Shiffovim reagensom ili metinamin srebrom (Gomori
Grocottsko bojilo) vidljive su hife i artrokonidije (CHERMETTE i sur., 2008.).

2.8. Dijagnostika

Vrlo korisna orijentacijska metoda dijagnostike dermatofitoze je pretraga dlake Woodovom
svjetiljkom. Metoda je korisna za utvrdivanje prisutnosti dermatofita iz roda Microsporum na dlaci
zivotinja. Metaboliti dermatofita M. canis s koji se nalaze u inficiranoj dlaci u kontaktu s UV svijetlom
Woodove svjetiljke fluoresciraju karakteristicnom zelenom bojom. Pretragu bi se trebalo izvoditi u
zamracenoj prostoriji, drzeci svjetiljku otprilike Cetiri do pet centimetara od dlake. Medutim, postoji
moguénost dobivanja lazno negativnih rezultata u slucajevima kada fluorescencija nece biti vidljiva
unato¢ prisutnosti dermatofita. To se dogada ukoliko je prisutno veliko o$tecenje inficiranih dlaka ili
ih je tesko pronaci u zivotinja s gustom i dugom dlakom. Osim toga samo oko 50% sojeva vrste M.
fluorescira (WILLEMSE, 1988.). Nadalje, primjena topikalnih antimikotika unistava metabolite
dermatofita koji su izvor fluoresciraju¢eg pigmenta, dok tretiranje koze i dlake razli¢itim sapunima ili
Samponima razrjeduje pigment ¢ine¢i ga nevidljivim pod Woodovom svjetiljkom. Ukoliko su
promjene na dlaci i kozi uzrokovane nekom drugom vrstom dermatofita, fluorescencija nece biti
prisutna. Postoji moguénost i za lazno pozitivne rezultate najéesée ako se boja vidljiva pod svjetiljkom
radi nekog drugog izvora fluorescencije protumaci kao prisutnost dermatofita. Na primjer, moguce je
vidjeti plavu ili ljubicastu fluorescenciju usred prisutnosti nekih masti ili krema koje sadrze petrolej,
svijetlo plavu fluorescenciju zbog reflektiranja svijetlosti od bijele kute osobe koja izvodi pretragu ili
zelenu fluorescenciju usred prisutnosti salicilne kiseline iz lijekova. Zbog navedenih razloga potrebno
je sumnju na dermatofitozu potvrditi nekom od ostalinh metoda dijagnostike. Ukoliko je pretraga
Woodovom svjetiljkom pozitivna kao klini¢ki materijal za daljnju dijagnostiku prikupljaju se dlake na
kojima je vidljiva fluorescencija (GUPTA i SINGHI, 2004., CHERMETTE i sur., 2008.).

Slijede¢a metoda dijagnostike dermatofita je izravno mikroskopiranje dlaka ili epidermalnih
ljuskica koze s promijenjenog podrucja. Dlake i ljuskice mogu se prikupiti struganjem koze.
Preporucljivo je promijenjeno mjesto s kojeg ¢e se uzimati materijal dezinficirati lagano ga brisuci

gazom ili vatom natopljenom 70% alkoholom. Potom se povrsinski dio koze sastruze sterilnim



skalpelom zahvacajuéi pri tome rubni dio promijenjenog podruéja te prijelaz s promijenjenog dijela
koze na zdravi. Ukoliko su lezije prekrivene krastama, povrsinski dio tih promjena moze se pazljivo
sastrugati i poslati na mikolosku pretragu. Uzorak dlake moze se prikupiti njeznim povlacenjem dlake
na mjestu promjene, pri ¢emu je moguée zahvaéene dlake prepoznati pod Woodovom svjetiljkom.
Ukoliko je to moguce, pozeljno je da uzorak dlake sadrzi korijen dlake (WEITZMAN i
SUMMERBELL, 1995.). Ako se uzorak prikuplja od asimptomatske Zivotinje, moguce je Mackenzie
tehnikom sakupiti dlake ili ¢estice oljustene koZe na kojima se nalaze artrospore dermatofita pri cemu
se pomocu sterilne ¢etkice za zube poceslja tijelo Zivotinje. Ova metoda je pogodna jer Cetkica ima
fleksibilna vlakna za koja se lako uhvate gljivi¢ne spore i na taj nacin sakupi uzorak. Takoder je jeftina,
jednostavna i neinvazivna metoda. Tako dobiven materijal mikroskopira se pod velikim pove¢anjem
svjetlosnog mikroskopa (400x) traze¢i pri tome artrokonidije odnosno artrospore dermatofita.
Promijenjene dlake pod mikroskopom izgledaju poput nepravilnih struktura grube povrsine, uz koje
se nalaze nakupine ili nizovi artrospora. Svaka vrsta dermatofita ima osobiti oblik i veli¢inu artrospora
koje mogu koristiti za identifikaciju. Primjerice, vrsta M. canis ima nakupine sitnih artrospora, dok
vrsta T. mentagrophytes ima nizove sitnih artrospora, a dermatofit T. verrucosum ima nizove
artrospora razlicitih veli¢ina (CHERMETTE i sur., 2008.). Mikroskopska pretraga dlake ili ljuskica se
uvijek provodi u kombinaciji s mikoloskom pretragom s obzirom da odsustvo artrospora na dlaci ne
iskljucuje infekciju dermatofitima. Tocnost nalaza artrospora u nativnom preparatu ovisit ¢e 0
strucnosti osobe koja je provodi te su moguci lazno pozitivni ili lazno negativni rezultati. Neka
istrazivanja pokazuju kako je od 15 do 50% nalaza artrospora lazno pozitivno (HIGASHI i sur., 2012.).

Osim toga, ovom pretragom nemoguce je pouzdano utvrditi vrstu dermatofita (HUBKA i sur., 2018.).

Zlatni standard dijagnostike dermatofitoze je mikoloska pretraga. Klini¢ki materijal mogu biti
strugotine koze, ljuskice, kraste, dlake ili uzorak tkiva dobiven biopsijom. Prije uzimanja materijala
potrebno je mjesto lezije ocistiti njeznim brisanjem komadom vate umocene u 70% alkohol kako bi se
materijal oCistio od necistoca iz okoliSa te kako bi se ograni¢io rast saprofitskih plijesni koje se
normalno nalaze u neposrednom okoli$u Zivotinja i na njihovoj dlaci te posljedicno kontaminiraju
uzorkovani materijal. Ukoliko su promjene vidljive na noktima, za materijal se uzima promijenjeni dio
nokta, kao iuzorak koze s korijena nokta. Tako dobiveni materijali nacjepljuje se na hranjivu podlogu
u Petrijevoj zdjelici te se prosje¢no inkubiraju u trajanju od tri tjedna do mjesec dana, kada se o¢ekuje
rast makroskopski i mikroskopski prepoznatljivih morfoloskih struktura dermatofita. Preporucena
hranjiva podloga za primaran uzgoj dermatofita je Sabouraud agar s dodatkom antimikrobnih
pripravaka kao $to su kloramfenikol koji ograni¢ava rast bakterija i cikloheksimid odnosno aktidion

koji sprijecava rast razlic¢itih saprofitskih plijesni od kojih su najéesce vrste iz rodova Aspergillus,
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Penicillium i Mucor. Neke hranjive podloge kao §to je krumpirov Skrobni agar (engl. potato dextrose
agar, PDA) poti¢u sporulaciju te stvaranje pigmenta (BEGUM i sur., 2020.), dok formiranju
makrokonidija nekih vrsta dermatofita poput vrsta T. mentagrophytes i Microsporum persicolor
pogoduje rast na SA s dodatkom 3% do 5% natrijevog klorida. Sve navedeno olaksava identifikaciju
dermatofita klasiénom laboratorijskom metodom. Nakon nacjepljivanja uzorka dlake na hranjivu
podlogu potrebno je pratiti brzinu rasta kolonija dermatofita, njihovu boju s gornje i donje povrsine i
teksturu kolonije. Potom se u ranim stadijima rasta proucava mikroskopski izgled karakteristi¢nih
mikro i makrokonidija koje se razlikuju od vrste do vrste. Za identifikaciju nekih vrsta potrebne su
selektivne hranjive podloge s dodatkom vitamina ili aminokiselina ¢iji sastojci utjecu na rast kolonije.
Primjerice, dermatofit M. canis proizvodi pigment jarko Zzute boje na rizinom agru (WEITZMAN i
SUMMERBELL, 1995.). Za izdvajanje vrste dermatofita T. verrucosum potreban je dodatak tiamina,
a vrsti T. equinum za rast je potreban dodatak nikotinske kiseline (CHERMETTE i sur., 2008.).
Umijesto klasi¢ne SA podloge moze se koristiti selektivna hranjiva podloga namijenjena za izdvajanje
dermatofita (engl. dermatophyte test medium, DTM) koja sadrzi fenolno crvenilo kao indikator
promjene kiselosti medija. Naime, tijekom svog rasta dermatofiti proizvode alkalne metabolite koji
dovode do promjene pH podloge te posljedi¢no dolazi do njezine promjene boje iz zute u crvenu.
Medutim, mogu¢i su i lazno pozitivni rezultati u slucaju prisutnosti neke nepatogene vrste koja takoder
izluCuje alkalne metabolite pri ¢emu takoder dolazi do promjene boje medija (LI i sur., 2009.).
Nedostatak mikoloske pretrage je njezino trajanje buduéi da je potrebno nekoliko tjedana kako bi se
razvile tipi¢ne morfoloske strukture potrebne za identifikaciju vrste pri ¢emu moze doc¢i do
kontaminacije hranjive podloge s razli¢itim saprofitskim plijesnima iz roda Alternaria, Cladosporium,
Mucor, Penicillium, Rhizopus inace prisutnim u okolisu ili na dlaci Zivotinja (BEGUM i sur., 2020.).
Nadalje, pouzdanost mikoloske pretrage te tocno odredivanje vrste dermatofita pretrage ovisi 0
educiranosti laboratorijskog osoblja koja je provodi. Ponekad je samo mikoloskom pretragom
nemoguce provesti to¢nu identifikaciju vrste dermatofita. Neka istrazivanja pokazuju kako se postotak
lazno negativnih rezultata kombinacije izravnog mikroskopranja dlake i mikoloske pretrage krece u
rasponu od 30% do 50% (HIGASHI i sur., 2012.).

Brzi imunokromatografski strip testovi (engl. immunochromatography strip test, ICG) mogu
se koristiti za utvrdivanje prisutnosti antigena dermatofita. Koriste protutitijela za dermatofit T.
mentragrophytes dobivena imunizacijom BALB/c miseva. Testovi se mogu koristiti za utvrdivanje
prisutnosti protutijela za vrste T. mentagrophytes, T. violaceum, T. tonsurans, M. canis, N. gypsea i T.
rubrum. Neka istrazivanja pokazuju da je brzi test koristan za identifikaciju dermatofita koliko i

izravno mikroskopiranje dlaka. Test je koristan za pretrazivanje veéeg broja uzoraka, medutim
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pozitivni rezultati bi trebali biti potvrdeni nekom drugom metodom dijagnostike (HIGASHI i sur.,
2012.).

Mikolosku pretragu u posljednje vrijeme sve viSe zamjenjuju molekularne metode
dijagnostike. Prednosti molekularnih metoda ocituju se u brzini provedbe dijagnostike te visokoj
osjetljivosti 1 specifinosti. Za provodenje molekularne dijagnostike potrebno je izdvojiti
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) iz klini¢kog materijala. Kako bi se izbjegli lazno negativni
rezultati potrebno je odabrati pravilnu metodu izdvajanja DNK pri ¢emu uzorak iz kojega se izdvaja
DNK mora biti odgovaraju¢e mase. Prije izdvajanja DNK potrebno je provesti dezinfekciju radnog
prostora kako ne bi doslo do kontaminacije uzoraka. Nadalje prilikom uzimanja klinickog materijala
koji ¢e biti dostavljen u mikoloski laboratorij treba voditi racuna da je pravilno uzorkovan i oznacen
kako ne bi doslo do kontaminacije izmedu uzoraka te posljedi¢no lazno pozitivnih rezultata (GRASER
isur., 2012.). DNK dermatofita moZze se izdvojiti klasiénom metodom izdvajanja DNK pomocu fenola
1 kloroforma, medutim postoje komercijalno dostupni kompleti za njezinu brzu i u¢inkovitiju izolaciju.
Najcéesce koristena metoda molekularne dijagnostike je lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase
chain reaction, PCR) pomoc¢u koje se u kratkom vremenu umnazaju odredene sekvence DNK
izdvojene iz klini¢kog materijala. DNK polimeraza umnaza specificne sekvence oligonukleotida pri
¢emu dolazi do utvrdivanja prisutnosti dijela DNK. Ciljna sekvenca za dijagnostiku vrste dermatofita
provodenjem lancane reakcije polimerazom je ITS-1 i ITS-2 regija ribosomske DNK pri ¢emu se
koriste pocetnice ITS-1 i ITS-4 (FUJITA i sur., 2001.). Prednost PCR metode u dijagnostici
dermatofita ocituje se u brzini provodenja dijagnostike. Lancana reakcija polimeraze u stvarnom
vremenu (engl. real-time polymerase chain reaction, REAL-TIME PCR) je modificirani oblik PCR
koji omogucava pracenje 1 vizualizaciju proizvoda lancane reakcije polimerazom tijekom njihova
umnazanja koriste¢i fluorescenciju (VALASEK i1 REPA, 2005.). Ugnijezdena lancana reakcija
polimerazom (engl. nested polymerase chain reaction, NESTED PCR) je modifikacija PCR u kojoj je
prvo umnazanje DNK praceno sekundarnim umnazanjem fragmenta regije unutar prethodno
umnozene ciljne regije pri ¢emu se primarni PCR produkt koristi kao predlozak za sekundarno
umnazanje. Time se smanjuje mogucnost nespecificnog vezanja proizvoda na nepredvidena vezna
mjesta nastala umnazanjem pocetnica. Na taj nacin se povecava specificnost i osjetljivost reakcije.
Nedostatak ugnijezdene PCR metode u dijagnostici dermatofita je dugo trajanje izvodenja metode te
relativno Cesta kontaminacija uzoraka (ABOUL-ELLA i sur. 2020.). Multipleks lancana reakcija
polimeraze (engl. multiplex polymerase chain reaction, MULTIPLEX PCR) koristi vise parova

pocetnica kako bi se istovremeno umnazalo viSe specificnih sekvenci DNK. Ovom metodom se
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povecava uéinkovitost utvrdivanja vrste dermatofita, istovremeno smanjujuci vrijeme trajanja reakcije

1 potrebnu veli¢inu uzorka (BEGUM i sur., 2020.).

Najnovija molekularna metoda koja se moze koristiti za identifikaciju dermatofita je metoda
matricom potpomognute ionizacije/desorpcije s analizatorom vremena preleta (eng. matrix-assisted
laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF). Za ovu metodu moze se
koristiti uzorak koji nije prethodno procis¢en, Sto je velika prednost u dijagnostici dermatofita s
obzirom da je u nekim slu¢ajevima problemati¢no izdvojiti ¢istu kulturu dermatofita jer kolonije ¢esto
prerastaju plijesni (NENOFF i sur., 2014.). MALDI-TOF metoda se temelji na razdvajanju iona na
temelju mase i naboja. Usporedujuéi proteinske profile iz uzorka s bazom podataka, ovom metodom

moze se brzo i jednostavno odrediti vrsta dermatofita (ABOUL-ELLA i sur., 2020.).

2.9. Diferencijalna dijagnostika

Budu¢i da je dermatofitoza jedna od najc¢esc¢ih koznih bolesti u kuénih ljubimaca, na nju bi
trebalo posumnjati pri pojavi bilo kakvih promjena na kozi. Sumnja se postavlja na temelju anamneze
i klinicke slike. Vlasnici ¢e opisati pojavu bezdla¢nih podrucja i ljuskica po kozi kao najéesc¢e znakove
dermatofitoze. Pri sumnji na dermatofitozu potrebno je iskljuciti invazije ektoparazitima, kao §to su
infestacija buhama i demodikoza, dermatitise bakterijske etiologije te neke hormonske bolesti koje
mogu uzrokovati promjene na kozi sli¢ne lezijama nastalih uslijed dermatofita (CHERMETTE i sur.,

2008.).

2.10. Lijecenje

lako su zabiljezeni slucajevi spontanog oporavka, dermatofitozu je zbog zoonotskog
potencijala svakako preporucljivo lijeciti. S obzirom na ¢injenicu da se ova zarazna bolest moze
prosiriti izmedu veceg broja jedinki izravnim kontaktom ili preko kontaminiranih nastambi, okoliSa
ili predmeta, zarazene zivotinje preporucljivo je izdvojiti u posebnu nastambu do izljeCenja. Takoder
je potrebno ocistiti 1 dezinficirati nastambu u kojoj je kuni¢ boravio, kao 1 predmete s kojima je bio u
kontaktu kao Sto su ¢esljevi ili lezaj. Potencijalno infektivni materijal kao Sto je stelja ili dlaka kunica

u nastambi potrebno je nesSkodljivo ukloniti. Nije preporucljivo inficirane kunice §iSati jer bi to moglo
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dovesti do daljnje kontaminacije okoli$a, medutim moguce je po potrebi odrezati dlaku samo s rubova
lezija kako bi koza laksSe zacijelila (CANNY i sur., 2003.).

LijeCenje se preporuca zapoceti s primjenom topikalnih antimikotika, kao Sto su kreme na bazi
klotrimazola ili mikonazola. Ukoliko su se lezije prosirile ili se ne povlace, uz upotrebu topikalnim
antimikotika potrebno je sistemsko lijecenje. Za sistemsku terapiju mogu se oralno primjenjivati
antimikotici na bazi itrakonazola ili grizeofluvina (MATTEI, 2014.). Grizeofluvin u dozi 25 mg/kg
oralno jednom dnevno ili podijeljen u dvije dnevne doze se pokazao uc¢inkovit kod kunic¢a. Zbog svojih
teratogenih svojstava ne smije se davati gravidnim Zenkama. Iako nuspojave nisu zabiljezene u kunica,
u slucaju njihove pojave kao alternativa moze se davati ketokonazol u dozi 10-40 mg/kg peroralno.
Itrakonazol uéikovit je protiv dermatofitoze kuni¢a u dozi od 5 mg/kg peroralno tijekom Sest tjedana
(CHANG i sur., 2022.). Kombinirana topikalna i sistemska terapija trebala bi trajati deset tjedana ili
dok dvije uzastopne mikoloske pretrage u razmaku od Cetiri tjedna nisu negativne (CANNY i sur.,

2003.).

2.11. Profilaksa

Kako bi se sprijecila pojava dermatofitoze u kunica potrebno je voditi racuna o nastambama i
neposrednom okruZenju zivotinja. Potrebno je redovito ¢istiti i po potrebi dezinficirati zivotni prostor
zivotinja. Nastambe trebaju imati odgovarajucu ventilaciju i dostupnost sunc¢eve svijetlosti te svjezeg
zraka. Neposredni okoli$ Zivotinja treba biti suh te dlaka Zivotinje treba biti suha i odrzavana. Ukoliko
zivotinje to nisu U Stanju same, potrebno je is¢esljavati i odrzavati dlaku zivotinja (HARCOURT-
BROWN, 2002.). Pripitomljavanje ih je ué¢inilo prilagodljivim na malene prostore pa tako mogu bez
problema zivjeti u kavezima, pod uvjetom da se u kavezu mogu ispruziti. Osim veli€ine kaveza, vazno
je obracati paznju na pod kaveza koji mora biti pokriven mekanim prirodnim materijalom kao $to je
piljevina. Ako se drze vani, kunice je vazno zastiti od vrlo niskih i1 visokih temperatura. U svrhu
ocuvanja njihovog zdravlja potrebno im je pruziti adekvatnu prehranu, dovoljno vode te redovnu
fizicku aktivnost (ORCUTT i sur., 2020.). Drzanje kuni¢a na neadekvatnoj podlozi moze pogodovati
razvoju koznih bolesti. Ukoliko im je stelja prljava ili vlazna moze do¢i ostecenja koze 1 posljedi¢nog
razvoja dermatofitoze ili kompliciranja klinicke slike (HARCOURT-BROWN, 2002.). Stoga treba
obratiti pozornost da im podloga nastambe ¢ista, mekana i po moguénosti od prirodnog materijala
(ORCUTT i sur., 2020.). Kuni¢i moraju biti redovito tretirani antiparaziticima te se pojavnost

ektoparazitoza mora pravilno lijeCiti kako bi sprijecili eventualna osSte¢enja koze koja mogu biti
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predisponirajuci faktor za razvoj gljivi¢nih infekcija koze (ABREU i sur., 2021.). Takoder je potrebno
pravilno lijeciti bilo koje druge eventualne bolesti u Zivotinje s obzirom da su u kuni¢a patoloska stanja
koze najce$ce rezultat nekog predisponirajuc¢eg ¢imbenika ili bolesti koja dovodi do pada imuniteta
(HARCOURT-BROWN, 2002.). Kako bi se sprijecilo Sirenje dermatofitoze izmedu veceg broja
zivotinja, u slucaju pojave bolesti potrebno je zdrave Zivotinje odvojiti od bolesnih ili sumnjivih na
oboljenje, provesti temeljito ¢is¢enje i dezinfekciju nastambi, predmeta i objekta za drzanje Zivotinja
(GANGULY i SHARMA, 2017.). Prvo je potrebno provesti detaljno mehanicko ¢isé¢enje uklanjanjem
infektivnog materijala, kao Sto je dlaka ili stelja zivotinja, nakon cega slijedi detaljno pranje
detergentom te ispiranje (MORIELLO i HONDZO, 2014.). Za dezinfekciju prostora preporuca se
uporaba izbjeljivata na bazi natrijevog hipoklorita radne koncentracije 1:10 ili 0,2% otopina
enilkonazola. U¢inkovitima su se pokazali i fumiganti na bazi enilkonazola (CHERMETTE i sur.,
2008.).

2.12. Imunoprofilaksa

Ucinkovita vakcina protiv dermatofita otkrivena je Sezdesetih godina proslog stoljeca.
Koriste¢i mikrokonidije razli¢itih vrsta dermatofita iz roda Trichophyton dobivena je sigurna i
ucinkovita atenuirana vakcina za goveda, ovce, koze i konje. Danas postoje tri komercijalno dostupne
monovalentne atenuirane vakcine za stoku (LUND i DEBOER, 2008.). Za pse, macke i kunice
preporucena je polivalenta vakcina dobivena inaktivacijom vrsta dermatofita T. verrucosum, T.
mentagrophytes, T. sarkisovii, T. equinum, M.canis i N. gypsea. Unato¢ komercijalnoj dostupnosti
vakcina za ku¢ne ljubimce ne postoji dovoljno podataka koji garantiraju njihovu u¢inkovitost (LUND
i DEBOER, 2008.). Kuni¢i se koriste kao model za proucavanje ucinkovitosti vakcina protiv
dermatofita. Na primjer, u istrazivanju iz 2021. dokazana je ucinkovitost vakcine dobivene
inaktivacijom gljivi¢nih stanica vrste dermatofita T. mentagrophytes na modelu kuni¢a (AL-JANABI
i AL-KHIKANI, 2021.)
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2.13. Javno zdravstvo

Najvazniji izvor infekcije dermatofitoza za ljude su ku¢ni ljubimei, pri ¢emu su kuni¢i najceséi
nositelji vrste T. mentagrophytes. Ta se vrsta, uz vrstu M. canis, navodi kao najce$¢i uzro¢nik
dermatofitoza u ljudi. Obje vrste, kao i vrste dermatofita T. benhamiae i T. verrucosum, ¢iji kuniéi
takoder mogu biti nositelji, imaju visok zoonotski potencijal. Novija istrazivanja ukazuju kako su
kunié¢i Cesti nositelji vrste T. benhamiae koja se pojavljuje kao Cesti uzrok dermatofitoze u ljudi.
Istrazivanje od HUBKE i sur. (2018). utvrdilo je kako je T. benhamiae uzro¢nik 2,5% svih
dermatofitoza u ljudi u Njemackoj (HUBKA i sur., 2018.). Nadalje, istrazivanje provedeno u
Svicarskoj 2004. godine dokazalo je prisutnost dermatofita T. benhamiae u devet pacijenata s
dermatofitozom od kojih su dvoje posjedovali kuni¢e (FUMEAUX i sur., 2004.). Vrlo je Cesta pojava
da su kuéni ljubimci asimptomatski nositelji infekcije koji ¢e prenijeti bolest na vlasnika bez da sami
pokazuju klinicku sliku bolesti (PINTER i sur., 1999., FEHR, 2015., MESQUITA i sur., 2016.,
HUBKA i sur., 2018.). HALSBY i sur. (2014.) godine bave se prikupljanjem ¢lanaka o porastu broja
prijenosa zoonoza s kuénih ljubimaca nabavljenih u trgovinama kuénih ljubimaca na vlasnike ili
zaposlenike trgovina te njihovo istrazivanje biljezi porast prijenosa dermatofitoza s kuni¢a i malih
glodavaca na ljude. Od 82 ukupno ispitana slucaja tijekom 2012. godine, U Sest slucajeva radilo se o
prijenosu dermatofita s kuni¢a i malih glodavaca na ljude (HALSBY i sur., 2014.). Istrazivanjem iz
2017. provedenim u Nizozemskoj zakljuceno je kako 27% svih trgovina kué¢nim ljubimcima u toj
drzavi prodaje zivotinje koje su asimptomatski nositelji dermatofita (OVERGAAW i sur., 2017.).
Istrazivanje provedeno u Japanu 2012. godine utvrdilo je zoonotski potencijal dermatofita T.
benhamiae. Naime, ova vrsta dermatofita izdvojena je u pacijenata s klinickim znakovima
dermatofitoze koji su drzali kuniée kao kuéne ljubimce (TAKEDA i sur., 2012.). Cesce ¢e se inficirati
vlasnici s ve¢im brojem kuénih ljubimaca te oni koji s njima zive u bliskom kontaktu ili u manjim
prostorima. lako se ljudi se najéesce zaraze izravnim kontaktom S zarazenim zivotinjama, infekcija je
moguca 1 posredno, kontaminiranim okoliSem, materijalom ili predmetima (FEHR, 2015.). Osim
kuénih ljubimaca, izvor infekcije predstavljaju i uzgoji i farme, pogotovo ukoliko je rije¢ 0 velikom
broju zarazenih zivotinja odjednom. IstraZivanje provedeno u Portugalu 2015. pokazuje da je od 38
studenata agronomije koji su bili u izravhom kontaktu s zarazenim kuni¢ima iz uzgajalista, njih 15
razvilo klinicke znakove dermatofitoze. Dijagnostika je potvrdila da su lezije na kuni¢ima i ljudima

uzrokovane vrstom T. mentragrophytes (MESQUITA i sur., 2016.).

Klinicka slika u ljudi ¢e varirati ovisno o imunosnom sustavu domacina kao i vrsti dermatofita.

Oblik kozne infekcije uzrokovan dermatofitima u ljudi naziva se tinea, a nastale lezije nazivaju se
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prema lokalizaciji procesa. Tezi slu¢ajevi mogu se o¢ekivati u ljudi kojima je naruSena sposobnost
imunosnog sustava gdje dolazi do izrazito jakih upalnih reakcija i opseZznih promjena na kozi (FEHR,
2015.). Klini¢ka slika moze se zakomplicirati sekundarnim bakterijskim infekcijama, najcesce
bakterijama iz roda Staphylococcus pri ¢emu se javlja kerion: akutna, gnojna upala koze i potkozja
koju karakteriziraju gnojne crvene lezije uz eventualno poveéanje regionalnih limfnih ¢vorova (VAN
ROOLJ i sur., 2006.). Lezije lokalizirane na glavi (tinea capitis) obi¢no su uzrokovane vrstama
dermatofita iz rodova Trichophyton i Microsporum, pri ¢emu su vrste T. tonsurrans, T. benhamiae i
M. canis najces¢i uzrocnici. Ovaj oblik dermatofitoze najceséi je u djece. Tinea capitis moze varirati
od blagih alopecija s pojavom ljuskica do jakih upala koje zahvacaju kosu i kozu te rezultiraju
stvaranjem velikih podru¢ja alopecija s krastama pra¢enim folikulitisom, upalom regionalnih limfnih
¢vorova i vru¢icom. Vrsta T. mentagrophytes moze uzrokovati i lezije podruéja lica (tinea barbae)
koje variraju od blagih povrsinskih upala do pustularnog folikulitisa; lezije po trupu, ramenima i
udovima (tinea corporis) koje su ¢es¢e u odraslih i adolescenata, no mogu se pojaviti i u djece te lezije
noktiju (tinea unguium) koje mogu biti povrsinske ili invazivne koje zahvacaju tkivo ispod nokta
(WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995., GUPTA i TU, 2006., HUBKA i sur., 2018.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Istrazivana populacija kunica

U ozujku 2022. godine prikupljen je klini¢ki materijal od trideset kunic¢a u svrhu utvrdivanja
prisutnosti infekcije dermatofitima. Prilikom provodenja istrazivanja u niti jednog kuni¢a nisu
utvrdene kozne promjene niti bezdlacna podrucja stoga je uzorkovanje provedeno Mackenzie
tehnikom pri ¢emu se cijelo tijelo kuni¢a detaljno pocesljalo sterilnom cetkicom za zube u smjeru
suprotnom od smjera rasta dlake. Navedena metoda omogucava osim prikupljanja dlaka prikupljanje
ljuskica i ¢estica koze zajedno s artrosporama dermatofita (ROSENTHAL i WAPNICK, 1963.). Nakon
uzorkovanja ¢etkice su transportirane u Mikoloski laboratorij Zavoda za zarazne bolesti s klinikom na

Veterinarskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu na daljnju obradu.

S obzirom da prilikom ¢esljanja u niti jednog kuni¢a nisu utvrdene promjene na dlaénom
pokrivacu niti opadanje dlaka, izravno mikroskopiranje dlaka bilo je mogucée provesti samo kod sedam
Zivotinja. lzrada nativnog preparata za mikroskopiranje provodila se na nacin da se na predmetno
staklo kapnula jedna kap laktofenola (Biognost, Hrvatska) u koju se uronilo nekoliko dlaka nakon ¢ega
su pokrivene pokrovnim stakalcem. Potom je provedeno mikroskopiranje dlake pod velikim
poveéanjem svjetlosnog mikroskopa (400x) prilikom kojeg se trazila oSteCena dlaka nepravilne

povrSine uz koju se mogu nalaziti nakupine ili nizovi artrokonidija.

3.2. Uzgoj dermatofita

SAA podloga koristena je za primarno izdvajanje dermatofita, dok je PDA podloga koristena
za poticanje sporulacije i pigmentacije kultura u svrhu lakse identifikacije vrste. Hranjivim podlogama
dodane su dvije antimikrobne tvari cikloheksimid i kloramfenikol kako bi se sprijecio rast saprofitskih
plijesni odnosno bakterijskih kultura koje bi mogle prerasti hranjivu podlogu i otezati identifikaciju

dermatofita.

Za pripremu SAA podloge odvagano je 65 g SA praha (Oxoid, Velika Britanija) koji je bio
dodan u Erlenmayerovu tikvicu u kojoj se nalazila 1L destilirane vode sobne temperature. Potom je u
istu Erlenmayerovu tikvicu dodano 0,5 g kloramfenikola (Sigma-Aldrich, Kina) te 05 ¢

cikloheksimida (Alfa Aesar, Njemacka). Sastojci su lagano promijesani i zagrijavani u vodenoj kupelji
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uz povremeno mijeSanje do vrenja dok nije dobivena prozirna suspenzija. Potom se Erlenmayerovu
tikvicu izvadilo iz vodene kupelji te zacepilo ¢epom od stani¢evine i autoklaviralo u autoklavu (INKO,
Hrvatska) dvadeset minuta na temperaturi od 121°C prema uputi proizvodac¢a. Nakon autoklaviranja,
SAA podloga je ohladena do temperature od 45 do 50°C i graduiranom pipetom rastoc¢ena u Petrijeve
ploce unutar sigurnosnog kabineta (Klimaoprema, Hrvatska). Nakon razlijevanja podloge su
ostavljene nekoliko sati u sigurnosnom kabinetu dok se nisu skrutnule te su pohranjene u hladnjak na

temperaturu od +4°C.

Za pripremu PDA podloge odvagano je 35 g PDA praha (Bio-Rad, SAD) u Erlenmayerovu
tikvicu u kojoj se nalazilo 1L destilirane vode sobne temperature. Potom je u istu Erlenmayerovu
tikvicu dodano 0,5 g kloramfenikola (Sigma-Aldrich, Kina) te 0,5 g ciklohesimida (Alfa Aesar,
Njemacka) nakon ¢ega su sastojci lagano promijeSani. Sastojci su zagrijavani u vodenoj kupelji uz
povremeno mijesanje do vrenja dok nije dobivena prozirna suspenzija. Daljnji postupak bio je isti kao

i kod pripreme SAA podloge.

Neposredno prije nacjepljivanja uzoraka dlake, prethodno pripremljene hranjive podloge
izvadene su iz hladnjaka i ostavljene na sobnoj temperaturi. Na sedam cetkica na kojima se nalazilo
dovoljno dlaka (uzorci K9, K11, K15, K18, K19, K20, K27), dlake su lagano sakupljene pincetom,
isprane s 70% etanolom te nacijepljene na SAA podlogu. Sve ¢etkice s klini¢kim materijalom na
kojima se nisu zadrzale dlake redom su njezno utisnute u hranjivu podlogu. Tako pripremljeni uzorci
su stavljeni u papirnato-plasti¢ne vrecice (STERIS, Irska) da se sprije¢i dehidracija podloga te su
inkubirani tijekom 30 dana na temperaturi od 27°C (Slika 1).
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Slika 2. Prikaz nekih od uzoraka nacijepljenih na SAA podloge
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Tijekom perioda inkubacije kulture narasle na hranjivim podlogama su se identificirale na
temelju makroskopskih i mikroskopskih karakteristika naraslih kolonija. Podloge su redovito
pregledavane u razmacima od dva do tri dana kako bi se zabiljezio eventualni porast dermatofita te
izbjeglo njihovo prerastanje saprofitskim okolisnim plijesnima uobicajeno prisutnim na dlacnom
pokrivacu. Poznato je da saprofitske plijesni rastu brze od dermatofita stoga je Cesta pojava da prerastu
hranjivu podlogu i onemogucée raspoznavanje kulture dermatofita. Na rast kulture dermatofita
posumnjalo se na temelju porasta kolonija tipi¢ne boje gornje i donje povrsine, teksture, na¢ina rasta
na podlozi, odignutosti od podloge te zrakastog izgleda rubova kolonije. Narasle kolonije koje su na
osnovu makroskopskih i mikroskopskih obiljezja prepoznate kao dermatofiti precijepljene su na PDA
hranjive podloge kako bi se potakla njihova pigmentacija te sporulacija u svrhu razvoja
prepoznatljivih morfoloskih razlika neophodnih za identifikaciju vrste. Od izraslih kultura izradeni su
nativni preparati za mikroskopiranje na dva nacina. Prvi nacin uklju¢ivao je uporabu sterilne igle za
prijenos dijela kulture na predmetno staklo na koje je prethodno naslojena jedna kap laktofenola plave
boje koja je pokrivena pokrovnim stakalcem. Drugi nacin ukljucivao je uporabu komadica ljepljive
trake kojom se lagano pritisnula kultura u svrhu sakupljanja konidija. Nakon toga na traku je kapnuta
kap 70% etanola u svrhu uklanjanja ljepljivog sloja te je traka stavljena na predmetno stakalce na
kojem se nalazila kap laktofenola plave boje te je pokrivena pokrovnim stakalcem radi lakseg
mikroskopiranja. Preparati su gledani pod imerzijskim objektivom svjetlosnog mikroskopa (1000x)
kako bi se prepoznali strukturalni gljivi¢ni elementi tipi¢ni za svaku vrstu dermatofita (DE HOOG,
2000). Kulture koje su nakon na temelju makroskopskih i mikroskopskih karakteristika identificirane
kao kulture dermatofita smatrane su pozitivnima. Biomasa naraslih dermatofita sastrugana je s
hranjive podloge sterilnom ezom, pohranjena u Ependorf epruvetice s oznakom broja uzorka te

zamrznuta na -20°C za molekularnu identifikaciju.

3.3. Molekularna dijagnostika

3.3.1. Izdvajanje DNK iz kulture dermatofita

Iz uzgojenih kultura dermatofita izdvojena je DNK u svrhu daljnje analize metodom lancane
reakcije polimerazom. Za izdvajanje DNK Kkoristio se komercijalni komplet Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit (ZYMO Research Corp., SAD). Prema uputama proizvodaca izvagano
je 50 do 100 mg kulture dermatofita koje su prebacene u ZR Bashing Bead epruveticu koja sadrzi
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staklene kuglice promjera 0.1 do 0.5 mm za razaranje stanica. Sadrzaju ZR Bashing Bead epruvetice
dodalo se 750 ul Bashing Bead pufera za mehanicku lizu stanica. Kako bi se pospjesila mehanicka liza
stanica, sadrZaj epruvetice se mijeSao na horizontalnoj laboratorijskoj stolnoj mijeSalici 10 minuta na
maksimalnoj brzini, nakon Cega se epruvetica centrifugirala u mikrocentrifugi (MiniSpin plus,
Eppendorf) tijekom jedne minute pri brzini od 10,000 rcf. Potom se pripremila Zymo-Spin Il1-F
epruvetica s membranom koja je umetnuta u sabirnu epruvetica volumena 1,5 ml. U tako pripremljenu
Zymo-Spin I11-F epruveticu se otpipetiralo 400 pul supernatanta dobivenog centrifugiranjem sadrzaja
iz ZR Bashing Bead epruvetice. Dobiveni sadrzaj se centrifugirao tijekom jedne minute pri brzini od
8,000 rcf. Potom se filtratu u sabirnoj epruvetici dodalo 1200 ul pufera za lizu (Genomic Lysis Buffer).
U meduvremenu se pripremila Zymo-Spin 1I-CR epruvetica koja je umetnuta u novu sabirnu
epruveticu te se u nju otpipetiralo 800 pl prethodno dobivene otopine. Tako dobiveni sadrzaj
cetrifugirao se jednu minutu pri brzini od 10,000 rcf. Tada se odbacio filtrat iz sabirne epruvetice te je
ponovljen prethodni korak. Zymo-Spin 1I-CR epruvetica sa svojim sadrzajem umetnuta je u novu
sabirnu epruveticu te se u nju dodalo 200 pl pufera za primarno ispiranje DNK (DNA Pre-Wash
Buffer). Sadrzaj se centrifugirao jednu minutu pri brzini od 10,000 rcf. Slijedilo je dodavanje 500 pl
pufera za ispiranje genomske DNK (g-DNA Wash Buffer) u Zymo-Spin 11-CR epruveticu. Ponovljen
je postupak centrifugiranja tijekom jedne minute pri brzini od 10,000 rcf. Zymo-Spin 11-CR epruvetica
se umetnula u ¢istu epruveticu volumena 1,5 ml nakon ¢ega se u nju otpipetiralo 100 ul pufera za
ispiranje DNK (DNA Elution Buffer). Sadrzaj se centrifugiralo 30 sekundi pri brzini od 10,000 rcf. Na
taj nacin dobivena Cista DNK pohranjena je na -20° C kako bi se provela dijagnostika metodom

lan¢ane reakcije polimerazom.

3.3.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

PCR metodom odredivala se prisutnost intergenske regije (engl. intergenic spacer, ITS) ITS1
i ITS2 te 5.8S regije ribosomske DNK (rRNK) specifi¢ne za dermatofite.

Za umnazanje DNK, reakciji su kao pocetnice dodani poznati slijedovi oligonukleotida:
pocetnica ITSIF — slijed nukleotida (5'-3"): TCCGTAGGTGAACCTGCGG; pocetnica ITS4R - slijed
nukleotida (5'-3"): TCCTCCGCTTATTGATATGC (FUJITA i sur., 2001.) (Tablica 1).
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Tablica 1. Pocetnice koristene u PCR metodi za odredivanje prisutnost intergenske regije ITS1 1 ITS2
te 5.8S regije ribosomske DNK dermatofita (FUJITA i sur., 2001.)

Pocetnice Slijed oligonukleotida (5'-3")
ITS1F TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC

Za izvodenje lan¢ane reakcije polimerazom pripremljene su i ozna¢ene epruvetice zapremnine
0,1 ml. Potom je u epruvete dodana PCR smjesa reagensa (Tablica 2). Zatim je dodana DNK (1,25 pl
DNK/uzorak) podrijetlom od tri kulture dermatofita identificiranih na osnovu makroskopske i
mikroskopske morfologije te pozitivna i negativna kontrola. Za pozitivnu kontrolu koristena je DNK
prethodno sekvenciranjem dokazanog dermatofita. Za negativnu kontrolu koristena je DNA-aza/RNA-
aza slobodna sterilna voda (1,25 pl). Svrha pozitivne i negativne kontrole je provjera ispravnosti

odvijanja PCR reakcije.

Tablica 2. Popis i koli¢ine reagensa koristenih za izvodenje lanc¢ane reakcije polimerazom

Reagens Kolicina (nL) za jedan uzorak
Emerald PCR mix, 2x 12
pocetnica 1: ITS1IF(10uM) 0,5
pocetnica 2: ITS4R(10uM) 0,5
dH20 10,75
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Nakon pripreme PCR reakcijske smjese, uzorci su stavljeni u PCR uredaj za izvodenje lancane

reakcije polimerazom (TC100, Biorad, SAD) prema sljede¢em protokolu (Tablica 3):

Tablica 3. Protokol za izvodenje lan¢ane reakcije polimerazom u svrhu utvrdivanja prisutnosti ITS1 i

ITS2 te 5.8S regije ribosomske DNK dermatofita

Temperatura Vrijeme
95°C 3 minute
95°C 30 sekundi
55°C 30 sekundi %35
72°C 1 minuta
72°C 10 minuta
4°C o0

Umnazanje DNK lananom reakcijom polimeraze sastoji se od pocetnog razdvajanja
dvolan¢ane DNK u dva jednolan¢ana lanca na temperaturi od 95°C tijekom 3 minute. Potom slijedi
35 uzastopnih ciklusa koji ukljuc¢uju denaturaciju na 95°C u trajanju 30 sekundi, sparivanja pocetnica
na temperaturi od 55°C u trajanju 30 sekundi pri ¢emu se pocetnice vezu za svoje komplementarne
sljedove baza i produljivanja lanaca DNK pri temperaturi od 72°C u trajanju 1 minute. Zatim dolazi
do zavr$nog produljivanja lanaca DNK tijekom 10 minute na temperaturi od 72°C. Reakcija zavrSava

na 4 °C, do postupka elektroforeze.

3.3.2. Elektroforeza u gelu

Za vizualizaciju PCR proizvoda koristen je postupak elektroforeze u agaroznom gelu.
Izvodenje elektroforeze pripremljeno je na nacin da se u kalup za gel umetnuo ¢eslji¢ koji je u gelu
formirao jaZice za uzorak. Za pripremu agaroznog gela u Erlenmayerovu tikvicu izvagano je 1 g
agaroze i dodano 100 mL TAE pufera, 1x. Sadrzaj tikvice zagrijan je u mikrovalnoj pecnici dvije
minute. Nakon $to se otopina ohladila kroz nekoliko minuta, u nju se dodalo 5 pl boje za DNK
(Diamond Nucleic Acid Dye, Promega, SAD) u gelu. Potom se otopina promijesala te se otopina izlila

u pripremljeni kalup za gel. Nakon $to je formiran gel, izvadio se ¢eslji¢ iz kalupa te se kalup s gelom
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uronio u kadicu za izvodenje elektroforeze u kojoj se nalazio TAE, 1x pufer. PCR proizvodi
otpipetirani su u jazice u agaroznom gelu. U prve tri jazice stavljeni su uzorci, pozitivna i negativna
kontrola u Cetvrtu i petu jaZicu te je u zadnju jazicu stavljen DNK biljeg. Potom se pokrenula
elektroforeza pod naponom od 100 V i ja¢inom struje od 80 mA tijekom jednog sata. Nakon
provodenja elektroforeze, gel je umetnut u komoru s UV zracenjem kako bi se dobiveni PCR signali
mogli vizualizirati i fotografirati. Signali PCR proizvoda usporedivani su sa signalima DNK biljega

kako bi se utvrdila priblizna veli¢ina dijelova DNK umnozenih PCR reakcijom

3.3.3. Interpretacija sljedova nukleotida

Identifikacija vrste dermatofita provela se sekvenciranjem PCR proizvoda. Rezultati su
interpretirani pomocu racunalnog programa (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool) Koji
usporeduje uneseni slijed nukleotida s najsli¢nijim slijedom baza pohranjenim u banci gena te daje

rezultat u obliku postotka poklapanja s odredenom vrstom.
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4, REZULTATI

4.1. Istrazivana skupina kuniéa

U ovom istraZivanju pretrazeno je 30 kunica iz uzgoja za kuéne ljubimce. Zivotinje su drzane
pojedinacno u kavezima, osim zenki s mladuncadi koje su drzane zajedno sa svojom mladuncadi.
Kavezi su bili smjesteni u vanjskoj nastambi, zasti¢eni od atmosferskih prilika. Sve Zivotinje boravile
su na stelji te su kavezi redovito i prikladno ¢i$¢eni i dezinficirani. Svim zivotinjama povremeno je bio
omogucen ispust na pod prostorije. Uzimanjem anamneze ustanovljeno je da je u proslosti Sest
zivotinja terapirano lokalno klotrimazolom zbog dijagnosticirane dermatofitoze. U trenutku

uzorkovanja niti jedna zivotinja nije imala klinicke znakove dermatofitoze niti je primala terapiju.

U istrazivanoj skupini kuni¢a od sveukupno 30 jedinki njih 15/30 (50%) pripadalo je pasmini
patuljasti ovnoliki kuni¢, 12/30 (40%) patuljasti kuni¢, 2/30 (7%) patuljasti rex kuni¢ i 1/30 (3%)

angora kuni¢ (Grafikon 1).

3%

‘ 40%
50% /

-

7%

= patuljasti = patuljasti rex = patuljasti ovnoliki = angora

Grafikon 1. Prikaz zastupljenosti pasmina u istrazivanoj populaciji kuni¢a

Nadalje, od 30 ispitanih zivotinja 21/30 (70%) su bile Zenke, dok su preostalih 9/30 (30%) bili
muzjaci (Grafikon 2).



¥ muzjaci m Zenke

Grafikon 2. Prikaz zastupljenosti spolova u istrazivanoj populaciji kunica

Prosjec¢na starost Zivotinja bila je 4,5 godina. Od ukupno 30 Zivotinja, 6/30 (20%) kunica bilo
je mlade od godinu dana, 11/30 (37%) kunica bilo je starosti izmedu godine dana i pet godina, a 13/30
(43%) kunica bilo je izmedu pet i deset godina starosti (Grafikon 3).

20%

43%

37%

m<1godine =1-5godina = 5-10 godina

Grafikon 3. Prikaz zastupljenosti dobnih kategorija u istrazivanoj populaciji kunica
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4.2. Izdvojene vrste dermatofita

Izravno mikroskopiranje dlaka provedeno je na sedam uzoraka dlake koje su pripadale
zenkama od kojih su dvije bile u dobnoj kategoriji izmedu godine dana i pet godina, a njih pet bilo je
starije od pet godina. Artrospore dermatofita nisu pronadene niti u jednom od mikroskopiranih

uzoraka.

Prilikom inkubacije uzoraka na tri SAA podloge primijecen je rast gljivicnih kultura nalik
plijesnima koje su prema morfoloskim karakteristikama upuéivale da je vjerojatno rije¢ o
dermatofitima. Kako bi se olaksala identifikacija narasle kulture, kolonije su precijepljene sa SAA na
PDA podlogu. 1z uzorka podrijetlom od kuni¢a br. 2 (K2) primijeen je porast kolonije nalik
dermatofitu 10. dana inkubacije. Kolonija je rasla zrakasto na povrsini podloge i bila je sitnozrnate
teksture. Gornja povrsina kolonije narasle kulture bila je bez boje, dok je donja bila Zu¢kasto-smede
boje (Slika 2).

Slika 2. Kolonija dermatofita Nanizzia gypsea na PDA hranjivoj podlozi: a) gornja i b) donja

povrsina
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Tijekom rasta kulture izradeni su nativni preparati na kojima su pod imerzijskim objektivom
svjetlosnog mikroskopa bile vidljive duge valovite hife s pregradama te brojne elipsoidne
makrokonidije, tankih stijenki koje su sadrzavale dvije do Cetiri pregrade izmedu pojedinih stanica

(Slika 3). Na osnovu makroskopskih i mikroskopskih karakteristika kulture utvrdeno da je rije¢ o
dermatofitu Nanizzia gypsea.

Slika 3. Hife i visestani¢éne makrokonidije dermatofita Nanizzia gypsea

(preparat obojen plavim laktofenolom, pove¢anje 1000x)
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1z uzorka podrijetlom od kunica br. 3 (K3) narasla je kolonija dermatofita koja se zrakasto $irila
po povrsini podloge s uzdignutim sredi$njim dijelom i puderaste teksture. Gornja povrsina kolonije
bila je bijele boje dok je donja povrsina bila intenzivno Zute boje uslijed proizvodnje pigmenta (Slika
4),

Slika 4. Kolonija dermatofita Trichophyton benhamiae na PDA hranjivoj podlozi: a) gornja i b)

donja povrsina
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Pod imerzijskim objektivom svjetlosnog mikroskopa bile su vidljive nakupine sitnih okruglih
mikrokonidija uz valovite razgranate hife s pregradama, medutim bez prepoznatljivih makrokonidija
(Slika 5). Na temelju makroskopskog i mikroskopskog izgleda kolonije kultura je identificirana kao
dermatofit Trichophyton benhamiae.

Slika 5. Filamentozne hife i brojne mikrokonidije u obliku grozda dermatofita Trichophyton

benhamiae (preparat obojen plavim laktofenolom, povecanje 1000x)

Iz uzorka podrijetlom od kuni¢a br. 9 (K9) narasla je kolonija zrnate teksture sa sredi§njim
uzdignutim dijelom puderastog izgleda. Gornja povrsina kolonije bila je bez boje, a donja zuékasto-
smede boje (Slika 6).
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Slika 6. Kolonija dermatofita Nanizzia gypsea na PDA hranjivoj podlozi: a) izgled gornje i b) donje

povrsine

Pod imerzijskim objektivom svjetlosnog mikroskopa bile su vidljive makrokonidije oblika
ladice, tankih stijenki s oko 5 pregrada izmedu stanica (Slika 7). Na temelju makroksopskog i
mikroskopskog izgleda kolonije dermatofit je bio identificiran kao vrsta Nanizzia gypsea.

Slika 7. Visestani¢ne makrokonidije dermatofita Nanizzia gypsea

(preparat obojen plavim laktofenolom, poveéanje 1000x)
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Nakon tri tjedna uzgoja na SAA podlozi izdvojene su kulture dermatofita iz 3/30 (10%) kunica

(Grafikon 4).
N

= pozitivna mikoloska pretraga
= negativna mikoloSka pretraga

Grafikon 4. Prikaz zastupljenosti uzoraka s pozitivnim rezultatom mikoloske pretrage
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4.3. Molekularna identifikacija dermatofita

Usporedbom signala PCR proizvoda sa signalima DNK biljega nakon provodenja elektroforeze
utvrdena je prisutnost DNK dermatofita. Na osnovu utvrdenog signala na visini od oko 600 pb
potvrdena je prisutnost intergenske regije (engl. intergenic spacer, ITS) ITS1 i ITS2 te 5.8S regije
ribosomske DNK (rRNK) specifi¢ne za dermatofite u PCR proizvodu (Slika 8).

Slika 8. Prikaz rezultata dobivenih PCR reakcijom. B - DNK biljeg; 1 — Nanizzia gypsea
(K2); 2 — Trichophyton benhamiae (K3); 3 - Nanizzia gypsea (K9); 4 - pozitivna kontrola (Nanizzia

gypsea); 5 - negativna kontrola

Nakon interpretacije sljedova nukleotida ra¢unalnim programom BLAST: Basic Local Alignment
Search Tool za dva uzorka (K2, K9) dobiveno je 100% poklapanje s vrstom dermatofita Nanizzia
gypsea te za jedan uzorak (K3) 100% poklapanje s vrstom T. benhamiae. Time su potvrdeni rezultati
mikoloske pretrage prema kojima su 3/30 (10%) istrazivanih kuni¢a bili asimptomatski nositelji
dermatofita. 1z 2/3 (67%) pozitivna uzorka izdvojena je vrsta N. gypsea, dok je u 1/3 (33%) pozitivnih
uzoraka izdvojena vrsta T. benhamiae (Grafikon 5).
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67%

= Nanizzia gypsea = Trichophyton benhamiae

Grafikon 5. Prikaz ucestalosti vrste dermatofita Nanizzia gypsea i vrste dermatofita Trichophyton

benhamiae u istrazivanoj populaciji kuni¢a

Prosjecna starost kunica pozitivnih na dermatofite iznosila je 4,2 godine. U sva tri slu¢aja bila
je rije¢ o Zenkama od kojih su dvije pripadale dobnoj kategoriji izmedu godinu dana i pet godina
starosti, a jedna je bila starija od pet godina. Prema tome, 3/21 (14%) pretrazenih Zenki kunica bile su
pozitivne na dermatofite. Sve tri Zivotinje bile su pasmine patuljasti kuni¢. Imale su povremen ispust
u objekt gdje su drzani kavezi. Prilikom izravnog mikroskopiranja dlake kuni¢ br. 9 (K9) nije imao
artrospore dermatofita na dlaci, dok u ostale dvije pozitivne Zivotinje izravno mikroskopiranje dlake
nije bilo moguée provesti (Tablica 4.). Od 30 istrazivanih kuni¢a, 2/30 (6,7%) kuni¢a bila su
asimptomatski nositelji vrste dermatofita N. gypsea, dok je 1/30 (3,3%) kuni¢ bio nositelj vrste T.

benhamiae.
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Tablica 4. Prikaz podataka o kuni¢ima s pozitivnim rezultatima pretraga na dermatofite

Prisutnost ] .
Uzorak Pasmina Spol Do-b Ispust artrospora Mikoloska Izdvojena vrsta
(godine) na dlaci pretrage
K2 patuljasti zenka 4 da nije + N. gypsea
provedeno
K3 patuljasti zenka 1,5 da nije + T. benhamiae
provedeno
K9 patuljasti zenka 7 da - + N. gypsea
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S. RASPRAVA

Smatra se da su kunici Cesti asimptomatski nositelji dermatofita, a moguéi razlog za rjedi razvoj
klinicke slike dermatofitoze u usporedbi s ostalim vrstama kuénih ljubimaca je njihova sposobnost za
odrzavanjem ¢istoce dlake (ABREU i sur., 2021.). Dermatofitoza se smatra najées¢om koznom bolesti
u ljudi (VANGEEL i sur., 2000.), a naj¢eS¢im izvorom zaraze smatraju se upravo kucéni ljubimci
(HUBKA i sur., 2018.). Nedavna istrazivanja pokazala su da su uzgajivacnice i trgovine ku¢nim
ljubimcima izvor infekcija dermatofitima te da su dermatofitoze vrlo ¢esto dijagnosticirane u vlasnika
ljubimaca kupljenih upravo na tim mjestima (TAKEDA i sur., 2012., HALSBY i sur., 2014.). TEKIN
i sur. (2019.) prikupili su klini¢ki materijal od Zivotinja iz 17 razli¢itih trgovina kuénim ljubimcima.
Uzorci dlake, Cestica i ljuskica koze prikupljeni su Mackenzie metodom kao i u ovom istrazivanju te
su molekularnom dijagnostikom utvrdili dermatofite na dlacnom pokrivacu u 14% pretrazene

populacije zivotinja koju su ¢inili kunici i glodavci (TEKIN i sur., 2019.).

U ovom istrazivanju od ukupno 30 asimptomatskih kuni¢a iz uzgoja za kuéne ljubimce,
utvrdena je prisutnost dermatofita na dla¢nom pokrivacu 10% kuni¢a prosjec¢ne dobi 4,2 godina. Sve
zivotinje bile su zenskog spola. Ovaj postotak pokazao se nesto vis§im u odnosu na sli¢na istrazivanja
provedena u drugim drzavama. Primjerice, u istrazivanju iz 2017. godine u Nizozemskoj ispitano je
ukupno 213 kunica iz devet razli¢itih trgovina kuénim ljubimcima (OVERGAAW i sur., 2017.).
Uzorci su obradeni na isti nacin kao u ovom istrazivanju i rezultati su pokazali kako su dermatofiti bili
prisutni na dlacnom pokrivacu u 3,8% pretrazene populacije. Prosje¢na starost pozitivnih kunica bila
je 12 tjedana. Nadalje, VANGEEL i sur. (2000.) pretrazivanjem dla¢nog pokrivac¢a 104 asimptomatska
kuni¢a u Belgiji podrijetlom iz trgovina kuénim ljubimcima ili od privatnih vlasnika utvrdili su
prisutnost dermatofita u 3,8% ispitivane populacije. Istrazivani kunici bili su izmedu tri i pet godina
stari, a svi pozitivni mladi od Sest mjeseci. Podaci razliitih istrazivanja navode kako je mladuncad
ceSc¢e inficirana dermatofitima zbog nedovoljno razvijenog imunosnog sustava te starije zZivotinje

uslijed prisutnosti neke druge bolesti (ABREU i sur., 2021.).

Sve pozitivne Zivotinje u ovom istrazivanju bile su Zenke, $to je u skladu s rezultatima nekih
od istrazivanja pri kojima su dermatofiti ¢es¢e izdvojeni iz zenki kuni¢a (HOSSAIN i KAYESH,
2018., HOSSAIN, 2016.). Primjerice, u istrazivanju iz 2018. prevalencija dermatofita utvrdena je u
50% zenki te 25% muzjaka (HOSSAIN i KAYESH, 2018.), dok je istrazivanjem iz 2016. ustanovljena
prisutnost dermatofita u svih ispitivanih zenki te 80% muzjaka kuni¢ca (HOSSAIN, 2016.). Medutim,

jo§ uvijek nije razjasnjena Cinjenica vrlo ¢estog nalaza visokog postotak pozitivnih zenki. U ovom
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istrazivanju prisutnost dermatofita utvrdena je u 14% ispitanih zenki kunica §to bi se moglo prepisati

opc¢enito vecoj brojnosti zenki (70%) naspram muzjaka (30%) u ispitivanoj populaciji kunica.

Nadalje, u 67% pozitivnih uzoraka dijagnosticirana je vrsta dermatofit N. gypsea te u 33%
pozitivnih uzoraka vrsta T. benhamiae. Ovaj rezultat poklapa se s rezultatima sli¢nih istrazivanja u
i sur., 2008., TAKEDA i sur., 2012., OVERGAAW i sur., 2017.). OVERGAAW i sur. (2017.) su

identificirali vrstu T. benhamiae u svih 3,8% pozitivnih asimptomatskih kunica.

Vazno je napomenuti da je danas dobro poznat zoonotski potencijal dermatofita T. benhamiae
koji u ljudi uzrokuje upalne lezije po licu (tinea faciei), tijelu (tinea corporis) ili po rukama (tinea
manuum). Ta vrsta dermatofita smatra se emergentnim patogenom u Europi te se biljezi sve veci porast
sluc¢ajeva gdje uzrokuje klini¢ku sliku dermatofitoze u ljudi (HUBKA i sur., 2018.) NENOFF i sur.
(2014.) su istrazivali prevalenciju vrste dermatofita T. benhamiae u Njemackoj te su utvrdili kako je
upravo ovaj dermatofit najcesce izolirana vrsta dermatofita s koze ljudi u sredi$njem dijelu Njemacke
(NENOFF i sur., 2014.). KIMURA i sur. (2015.) su u svom istrazivanju u Japanu prikupljali podatke
o sluc¢ajevima prijenosa vrste dermatofita T. benhamiae s kunica i malih glodavaca na ljude. Prikazali
su slu¢ajeve deset pacijenata na ¢ijoj je kozi dokazan dermatofit T. benhamiae, a koji su imali kuniée
za kuéne ljubimce. Od tih deset slu¢ajeva, u 0sam je slucajeva vrsta T.benhamiae dokazana i u dlaénom
pokrivacu kuni¢a. Svih desetoro pacijenata imali su eritematozna podrucja na kozi s ljuskicama te u
nekim slucajevima vezikule ili pustule. U pet ljudi kozne promjene bile su lokalizirane po cijelom
tijelu (tinea corporis), u dvoje ljudi po licu (tinea faciei), dvoje ljudi imalo je lezije po licu i tijelu,
jedna osoba imala je lezije po licu i skrotumu. Takoder su opisane klinicke slike dermatofitoze s
izdvojenim dermatofitom T. benhamiae s koze dvije osobe koje su bile zaposlene u trgovini s ku¢nim
ljubimcima te u stalnom kontaktu s kuni¢ima. Jedna osoba imala je upalne promjene po licu, a druga
po rukama (tinea manuum) (KIMURA i sur., 2015.). FUMEAUX i sur. (2004.) su u Svicarskoj
prikupljali podatke o pojavnosti vrste dermatofita T. benhamiae u ljudi. Njihovo istrazivanje opisuje
slucajeve dvoje ljudi s klinickom slikom dermatomikoze lica i potvrdenom infekcijom dermatofitom
T. benhamiae. U oba slu¢aja ljudi su imali kuni¢e za kuéne ljubimce. Medutim, nije poznato jesu i

kuni¢i u navedenom istrazivanju imali klini¢ke znakove dermatofitoze (FUMEAUX i sur., 2004.).

Vrsta N. gypsea je geofilna vrsta dermatofita koja se moze izdvojiti s koze vecine sisavaca te

prijasnja istrazivanja ukazuju na njezin ucestao nalaz u kuénih ljubimaca koji imaju redovan pristup
dvoristima te dolaze u kontakt s zemljom (CHERMETTE i sur., 2008., HUBKA i sur., 2018.).

Navedeno se podudara s rezultatima ovog istrazivanja S obzirom da su sve istrazivane Zivotinje imale
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ispust unutar objekta s nastambama te su bile u kontaktu s tlom. Istrazivanje provedeno 1988. godine
utvrdilo je prisutnost vrste N. gypsea u 2,3% kuni¢a (ALI-SHTAYEH i sur. 1988.). lako se u prijasnjim
istrazivanjima utvrdilo prisutstvo dermatofita N. gypsea u kuni¢a (PAULA, 2021., ALI-SHTAYEH i
sur. 1988.), u ovom trenutku nema dovoljno podataka koji bi povezali klini¢ku sliku dermatofitoze u
ljudi uzrokovanu ovom vrstom dermatofita i izravnim kontaktom s kuni¢ima. Poznato je da ova vrsta
moze imati zoonotski potencijal no njezina pojava u ljudi ¢esée se povezuje uz kontakt s tlom ili
domacim Zzivotinjama, 0Sobito psima i mackama (CHERMETTE i sur., 2008.). CRUCIANI i sur.,
(2021.) istrazivali su slu¢aj dvogodisnjeg pacijenta s alopecijom na glavi (tinea capitis). Dermatofit N.
gypsea je izoliran iz klinickog materijala uzorkovanog s promijenjenog podrucja skalpa. Obiteljski pas
takoder je bio pozitivan na dermatofita N. gypsea ¢ime je dokazan prijenos dermatofita sa psa na
dje¢aka (CRUCIANI i sur., 2021.). DOLENC-VOLIJC i GASPARIC (2017.) utvrdili su prisustvo
vrste dermatofita N. gypsea u 226 pacijenata, od kojih je 39% bilo mlade od devet godina. Najcesce
su bile prisutne eritematozne upalne lezije po trupu (tinea corporis) i po licu (tinea faciei). Od
pozitivnih pacijenata, 21 osoba imala je redovni kontakt s kuénim ljubimcima, prvenstveno mackama
i psima, no nije zabiljezen kontakt s kuni¢ima (DOLENC-VOLJC i GASPARIC, 2017.)

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako kuni¢i mogu biti asimptomatski nositelji dermatofita
te kao takvi mogu predstavljati rizik za prijenos dermatofita na svoje vlasnike. Unato¢ maloj veli¢ini
uzorka ovo istrazivanje ukazalo je na Cestu prevalenciju dermatofita T. benhamiae u kunica te je
potvrdilo kako se ta vrsta opravdano smatra emergentnom zoonozom u Europi. Takoder je u skladu s
prijasnjim istrazivanjima kako se asimptomatski nositelji mogu na¢i u uzgajivacnicama te posljedi¢no
trgovinama kuénim ljubimcima (OVERGAAW i sur., 2017., VANGEEL i sur. 2000.). Sve navedeno
upucuje na potrebu pracenja prisutnosti 1 pravilne dijagnostike dermatofitoza u takvim populacijama

Zivotinja.
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ZAKLJUCCI

Od 30 pretrazenih uzoraka dlaénog pokrivaca u tri asimptomatska kuni¢a mikoloSkom
pretragom izdvojeni su dermatofiti. Na osnovu makroskopskih i mikroskopskih obiljezja
naraslih kolonija iz dva kunica izdvojen dermatofit identificiran je kao Nanizzia gypsea, dok je

iz jednog kunica identificirana vrsta Trichophyton benhamiae.

Identifikacija vrsta dermatofita klasicnom laboratorijskom metodom uspjesno je potvrdena

lan€anom reakcijom polimerazom i sekvenciranjem.

Sve tri pozitivne Zivotinje bile su Zenskog spola, prosje¢ne dobi 4,2 godine, pasmine patuljasti

kunié.

Unato¢ maloj veli¢ini uzorka istrazene skupine zivotinja, rezultati ovog istrazivanja ukazali su
na kuni¢e kao asimptomatske nositelje dermatofita, s posebnim naglaskom na vrstu

Trichophyton benhamiae koji se smatra emergentnim patogenom.
Imajuc¢i u vidu da asimptomatski kuni¢i drzani kao kuéni ljubimci mogu predstavljati

potencijalni izvor infekcije za svoje vlashike potrebna su daljnja istrazivanja u svrhu

rasvjetljenja njihove uloge kao rezervoara dermatofita.
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8. SAZETAK

Sara Mikac

PRETRAGE NA DERMATOFITE U ASIMPTOMATSKIH KUNICA 1Z UZGOJA ZA KUCNE
LJUBIMCE

Dermatofiti su viSestani¢ne gljivice koje imaju sposobnost keratinolize te mogu uzrokovati
infekcije u Zivotinja i ljudi. Kuni¢i su vrlo Cesto asimptomatski nositelji dermatofita te mogu
predstavljati izvor infekcije za svoje vlasnike, osobito imunokompromitirane osobe te djecu. Cilj ovog
istrazivanja bio je utvrditi ucestalost pojave dermatofita u populaciji asimptomatskih kunica iz uzgoja
za kuéne ljubimce. U tu svrhu uzorkovana je populacija od 30 kunica iz uzgajiva¢nice te su provedene
klasi¢ne laboratorijske pretrage koje su uklju¢ivale izravno mikroskopiranje dlake i mikolosku
pretragu. Za molekularnu identifikaciju koristila se lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase
chain reaction PCR) u kojoj su koristene ITS1 i ITS4 pocetnice u svrhu umnazanja ITS1 1 ITS2 regije,
i 5.8 rDNA te sekvenciranje. U sedam uzoraka dlake izravhom mikroskopskom pretragom nije
utvrdena prisutnost artrospora. Od sveukupno 30 pretrazenih uzoraka dlacnog pokrivaca iz tri
asimptomatska kuni¢a mikoloSkom pretragom izdvojeni su dermatofiti. 1z dva pozitivna kuniéa
izdvojen je dermatofit Nanizzia gypsea, dok je iz jednog izdvojen dermatofit Trichophyton benhamiae.
Sve tri pozitivne Zivotinje bile su pasmine patuljasti kuni¢, zenskog spola i prosjecne dobi 4,2 godine.
Ovo istrazivanje je pokazalo da se asimptomatski nositelji dermatofita mogu naéi u uzgajiva¢nicama
kunic¢a te posljedi¢no i trgovinama kuénim ljubimcima $to upucuje na vaznost pracenja prisutnosti

dermatofita na dlaénom pokrivacu u takvim populacijama zivotinja.

Kljuéne rijeéi: dermatofiti, kunici, asimptomatski, dijagnostika
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9. SUMMARY

Sara Mikac

DIAGNOSTIC TESTS FOR DERMATOPHYTES IN ASYMPTOMATIC PET RABBIT
POPULATIONS BRED FOR PETS

Dematophytes are multicellular fungi capable of keratinolysis and can cause infections in
animals and humans. Rabbits are very often asymptomatic carriers of dermatophytes and can be a
source of infection for their owners, especially immunocompromised people and children. The aim of
this study was to determine the frequency of occurrence of dermatophytes in the population of
asymptomatic rabbits bred for pets. For this purpose, a population of 30 rabbits from a kennel was
sampled, and classic laboratory tests were carried out, which included direct hair microscopy and
mycological examination. Polymerase chain reaction (PCR) was used for molecular identification, in
which ITS1 and ITS4 primers were used to amplify the ITS1 and ITS2 regions, and 5.8 rDNA and
sequencing. In seven hair samples, the presence of arthrospores was not determined by direct
microscopic examination. From a total of 30 examined hair samples, dermatophytes were isolated from
three asymptomatic rabbits by mycological examination. The dermatophyte Nanizzia gypsea was
isolated from two positive rabbits, while the dermatophyte Trichophyton benhamiae was isolated from
one. All three positive animals were dwarf rabbits, female and their average age was 4.2 years. This
study demonstrated that asymptomatic carriers of dermatophytes can be found in rabbit kennels and,
consequently, in pet stores, which emphasises the importance of monitoring the presence of

dermatophytes on the fur of such animal populations.

Key words: dermatophytes, rabbits, asymptomatic, diagnostics
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