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1. UvOD

Dermatofitoze su Ceste gljivicne bolesti u zamorci¢a uzrokovane gljivicama iz skupine
dermatofita. Dermatofiti predstavljaju skupinu viSestani¢nih gljivica koje imaju keratinoliti¢ku
sposobnost i uzrokuju infekcije koze i koznih tvorevina ne samo u zivotinja nego i u ljudi. Zbog
svojeg zoonotskog potencijala predstavljaju rizik za zdravlje ljudi posebice djece, starijih i
imunokompromitiranih osoba. U literaturnim podacima navodi se prevalencija dermatofita u
zdravih zamorcica u rasponu od 3,4% (VANGEEL i sur., 2000.) do 8,5% (KRAEMER i sur.,
2012.). Najcesce zastupljena vrsta u klini¢ki zdravih zivotinja u dosada$njim istrazivanjima
bio je dermatofit Trichophyton mentagrophytes (KRAEMER i sur., 2012.). U novijim
istrazivanjima najée$c¢e zastupljena vrsta je Trichophyton benhamiae, a zamorci¢i se smatraju

najvazniji rezervoarom ovog emergentnog zoonotskog patogena (BARTOSCH i sur., 2019.).

Laboratorijska dijagnostika dermatofitoza zasniva se na mikroskopskoj pretrazi uzorka
dlake te kulturelnoj pretrazi dlake i strugotina koze (JENSEN i ARENDRUP, 2012.). Izravna
mikroskopska pretraga dlake predstavlja probirnu tzv. “screening“ metodu kojom se uzorak
pretrazuje na prisutnost odnosno artrospora (MATTEI i sur., 2014.). Kulturelna pretraga se
zasniva na prepoznavanju dermatofita na temelju makroskopskih i mikroskopskih morfoloskih
obiljezja kolonija dermatofita (JURCIC-SMITH, 2018.). Nedostatak klasi¢nih laboratorijskih
metoda identifikacije je §to se zbog morfoloske sli¢nosti razli¢itih vrsta dermatofita neke mogu
medusobno zamijeniti. Primjerice u proslosti dermatofit T. benhamiae je bio cesto
dijagnosticiran kao Microsporum canis, T. mentagrophytes var. porcellae ili Trichophyton
interdigitale (BARTOSCH i sur., 2019.).

Zbog svega navedenog 1 Cinjenice da su zamorci¢i (Cavia porcellus), cesto
asimptomatski nositelji dermatofita cilj je ovog istrazivanja utvrditi prisutnost dermatofita
prisutnih na kozi i dlaci zamor¢i¢a koriste¢i izravno mikroskopiranje dlake, kulturelnu pretragu
koja obuhvaca uzgoj dermatofita i identifikaciju vrste na osnovu makroskopskog izgleda
kolonija i mikroskopskih obiljezja gljivicnih elemenata te lancanu reakciju polimerazom (engl.

polymerase chain reaction, PCR) i sekvenciranje.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Povijest

Prvi opis kozne gljivicne infekcije potjece jo§ iz vremena anticke grcke u djelima
Hipokrata koji je pisao o flavusu i kandidijazi (ANISWORTH, 2002.). Osniva¢em
dermatomikologije se smatra David Gruby, lije¢nik koji je sredinom 19. stolje¢a opisao gljivicu
koja uzrokuje favus (tinea favosa), bolest koja najéeS$ce zahvaca obrasli dio glave. Takoder je
opisao artrospore smjestene na povrsini dlake s brade i vlasista te ih je nazvao mikrospore

(WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.).

Raymond Jacques Adrien Sabouraud je francuski dermatolog koji je zagovarao ideju
da kozne promjene uzrokuju razli¢ite vrste gljivica. Sabouraud se bavio etiologijom gljivi¢nih
infekcija, morfologijom i taksonomijom dermatofita. Kako bi uspio izdvojiti dermatofite razvio
je hranjivu podlogu koja se u modificiranom obliku i danas koristi kao medij za uzgoj. Chester
Emmons je 1934. godine predlozio taksonomsku podjelu dermatofita na rodove Microsporum,
Trichophyton, i Epidermophyton (NEGRONI, 2010.). Ova podjela na tri roda je bila na snazi
sve do 2013. godine kada je uvedena trenutna podjela koja sadrzi devet rodova (DE HOOG i
sur., 2017.).

2.2. Etiologija

Dermatofiti su visestani¢ne gljivice koje spadaju u skupinu plijesni, a njihova
taksonomija je vrlo kompleksna. Svrstavaju se u koljeno askomiceta koje imaju sposobnost
spolnog i nespolnog razmnozavanja (METIN i HEITMAN, 2020.). Teleomorfni, odnosno
nespolni stadij (fungi imperfecti) i anamorfni, odnosno spolni stadij (fungi perfecti) se
medusobno morfoloski razlikuju (TAYLOR, 2011.). Kod nespolnog razmnoZzavanja
sporogenezom nastaju mikrokonidije, makrokonidije te artrospore koje nastaju segmentacijom
hifa (MOSKALUK i VANDEWOUDE, 2022.). Kod spolnog razmnozavanja nastaje plodno
tijelo u kojem se razvijaju askospore (METIN i HEITMAN, 2017.). Razli¢ita morfologija
dermatofita u teleomorfnom i anamorfnom stadija rezultirala je time da su dermatofiti koji
pripadaju istoj vrsti klasificirani kao dvije razli¢ite vrste (MOSKALUK i VANDEWOUDE,
2022.). Otkricem molekularnih metoda i sekvenciranja genoma doslo je do promjena u

klasifikaciji dermatofita tako da unatoc razli¢itosti morfologije u nespolnoj i spolnoj fazi
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umnazanja jedna gljivica ima jedno ime (TAYLOR, 2011.). Dermatofiti su desetlje¢ima
svrstavani u tri roda: Epidermophyton, Microsporum, i Trichophyton. Medutim
napredovanjem molekularne dijagnostike i mogué¢nosti sekvenciranja genoma doslo je do
promjena u taksonomiji te je 2013. godine doslo do njihove reklasifikacije prema kojoj su
podijeljeni u devet rodova: Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton, Nannizzia,
Paraphyton, Lophophyton, Arthroderma, Ctenomyces i Guarromyces (DE HOOG i sur.,
2017.).

Rod Epidermophyton ima jednu vrstu Epidermophyton floccosum koja je antropofilna
(L1U isur., 2021.). Kolonija je s gornje strane smede-zelena ili kaki dok je donja strana smede-
zuta, u sredini je uzdignuta i naborana, a periferno glatka (ANONIMUS, 2021b). Mikroskopski
ovu vrstu karakteriziraju Siroke makrokonidije s glatkom i1 tankom do srednje debelom
stanicnom stijenkom koju dijeli izmedu jedne i devet pregrada (WEITZMAN i
SUMMERBELL, 1995.).

Rod Microsporum ukljucuje tri najznacajnije vrste M. audouinii, M. canisi M.
ferrugineum. Izgled kolonije varira i moze biti zrnat ili vatast, zute do smeckaste boje na
gornjoj povrsini, dok je s donje strane prljavo bijele do smede boja. Prilikom laboratorijske
identifikacije otegotna je okolnost $to iako tvori mikro i makrokonidije one nisu uvijek prisutne
te se moraju koristiti posebne hranjive podloge koje poti¢u njihovu sporulaciju. Makrokonidije
su podijeljene pregradama, a stanicne stijenke su hrapave izduljenog oblika nalik na palicu pri
¢emu je jedan kraj deblji, a ponekad su vretenastog oblika Mikrokonidije su jednostani¢ne,

glatke najCescée oblika palice (ANONIMUS, 2021b).

Rod Trichophyton ima uglavnom vataste kolonije koje su s gornje strane bijele do
zuckaste, dok donja povrsina moze biti prljavo bijela, smeda, crvena ili ljubi¢asta (DE HOOG
i sur., 2017.). Makrokonidije su tanke i naj¢esce glatke stijenke. One mogu biti podijeljene s
pregradama kojih moze biti u rasponu od jedne do dvanaest. Makrokonidije mogu biti
pojedinacne ili u nakupinama. Prema obliku mogu biti izduljenog oblika, oblika olovke,
cilindri¢ne ili zadebljale na jednom kraju. Mikrokonidije kod ovoga roda su znatno brojnije od
makrokonidija, a medusobno se razlikuju po obliku te mogu biti okruglaste, Stapicaste ili
kruskolike (WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.).

Rod Nannizzia makroskopski karakterizira vataste do puderaste strukture kolonija. Boja
kolonija varira od prljavo bijele do smede ili crvene. Mikroskopski su vidljive dvostani¢ne ili

viSestani¢ne makrokonidije koje mogu biti oblika palice, cigare ili cilindricne dok su



mikrokonidije jednostanicne, ovalne, kruskolike ili oblika palice, a stani¢ne stijenke su glatke

(ANONIMUS, 2021b).

Rod Paraphyton na hranjivoj podlozi tvori zrnate kolonije smeckaste boje s obije strane.
Ima visestanicne makrokonidije s debelim i hrapavim stani¢nim stjenkama koje su oblika
palice ili cigare. Mikrokonidije su tanke i glatkih stijenki, jednostani¢ne, oblika palice (DE
HOOG i sur., 2017.).

Rod Lophophyton sadrzi samo jednu vrstu Lophophyton gallinae koja je vazna
isklju¢ivo u peradarstvu (CABANES, 2020.).

Rod Arthroderma sadrzi preko 20 vrsta koje su uglavnom geofilne te rijetko izazivaju
infekciju. Na hranjivoj podlozi kolonije su zrnate do vataste teksture, gornja povrSina im je
zuckaste do smeckaste boje dok je donja prljavo bijele ili smede boje. Mikroskopski su vidljive
viSestani¢ne makrokonidije s debelim i hrapavim stani¢nim stjenkama u obliku palice ili cigare.
Mikrokonidije su jednostani¢ne i imaju oblik palice, a stijenka je glatka. (ANONIMUS,
2021b).

Rod Ctenomyces sadrzi jednu vrstu te su potrebna daljnja istraZzivanja kao i u slucaju

roda Guarromyeces koji je novije uveden u taksonomsku podjelu (DE HOOG i sur., 2017.).

Dermatofiti se s obzirom na okoli§ u kojemu su najpovoljniji uvjeti za rast dijele na
zoofilne, antropofilne i geofilne. Zoofilni dermatofiti prvenstveno uzrokuju bolesti u Zivotinja
ali su vazniis aspekta javnog zdravstva jer mogu uzrokovati bolest u ljudi. Antropofilne vrste
uzrokuju dermatofitoze prvenstveno u ljudi, ali su zabiljezena oboljenja i u Zivotinja

(SIMPANYA, 2000.).

Geofilni dermatofiti su gljivice koje se nalaze u tlu i sudjeluju u procesu razgradnje
keratina u otpalim stanicama koze, perja, rogova ili kopita (WEITZMAN i SUMMERBELL,
1995.). Geofilne vrste imaju sposobnost inficiranja ljudi i zivotinja te pri tome uzrokuju jaci
upalni odgovor od antropofilnih odnosno zoofilnih vrsta (LENKOVIC i sur., 2008.). Nannizzia
gypsea iako je geofilna gljivica, moze uzrokovati bolest u domacih zivotinja (KHOSRAVI i
MAHMOUDI, 2003.). Razlika u odnosu na vrste koje se smatraju zoofilnima je to Sto se N.
gypsea cesc¢e nalazi u tlu na mjestima gdje obitavaju zivotinje, te ne ovisi isklju¢ivo o zivotinji
kao domac¢inu (WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.). Geofilne vrste koje su najcesce
izdvojene s koze i dlake glodavaca su M. cookei, T. terrestre, T. ajelloi i N. gypsea
(CHERMETTE i sur., 2008.).



Optimalni uvjeti za rast dermatofita su visoke temperature u kombinaciji s visokom
relativnom vlagom zraka sto ¢ini tropsku klimu posebice pogodnom za nastanak gljivi¢nih
infekcija (HAY, 2006.). Optimalni uvjeti rasta za T. mentagrophytes u in vitro uvjetima su pri
temperaturama u rasponu od 27 do 33°C, znacajniji rast je vidljiv pri temperaturama u rasponu
od 24 do 36°C, a optimalna vlaga zraka je 97% (KNIGHT, 1976.). Istrazivanje provedeno na
dvanaest razli¢itih vrsta dermatofita (ENGELHARDT-ZASADA i PROCHACKI, 1972.)
pokazalo je njihovu osjetljivost na visoke temperature. Tim istrazivanjem je dokazano da
zagrijavanje vodene otopine u trajanju od pet minuta pri temperaturi od 55°C uniStava
dermatofite, pri temperaturi od 45°C zaustavlja njihov rast, dok je pri 40°C utvrden ubrzan rast.
Spore mogu prezivjeti 0d 12 do 20 mjeseci u okoliSu, a za neke vrste je utvrdeno da mogu
prezivjeti godinu dana u slanoj vodi (SPICKLER, 2013.). Unistava ih izlaganje UV zrakama u
trajanju od 120 sekundi (SISTI i sur, 2014.). M. canis je osjetljiv na dezinficijense koji kao
aktivnu tvar sadrze hipoklorit, benzalkonijev klorid i glutardehid, a otporan je na alkohole,
fenole i anionske deterdzente (RYCROFT i MCLAY, 1991.). Najcesce koriStena sredstva za
dezinfekciju su 1%-tna otopina natrijevog hipoklorita i 0,2 %-tna otopina enilkonazola
(SPICKLER, 2013.).

2.3. Epizootiologija

Izvori infekcije mogu biti bolesna zivotinja ili ¢ovjek te kontaminirani predmeti,
povrsine i okoli§ (ANONIMUS, 2021.), sto predstavlja najveci problem u mjestima drZanja
velikog broja zivotinja na malome prostoru kao Sto su skloniS$ta za napustene Zzivotinje
(OVCHINNIKOV i sur., 2020.), uzgajivac¢nice (MENGES i GEORG, 1956.) i trgovine kué¢nih
ljubimaca (OVERGAAW i sur., 2017.). Najvazniji rezervoar za antropofilne dermatofite
predstavlja kuéna prasina (HAVLICKOVA i sur. 2008.). Sirenje infekcije moguée je izravnim
kontaktom s bolesnom Zivotinjom ili neizravno putem predmeta i tla (DONNELLY i sur.,
2000.). Kod neizravnog kontakta vazni su predmeti za njegu, timarenje dlake i rezanje noktiju,
a dokazano je da se kod nekih vrsta makrokonidije mogu $iriti i zrakom (SPICKLER, 2013.).
Ulazna vrata za artrospore ili konidije dermatofita su ozlijedena koza, oziljci ili opekotine
(DATT i DATT, 2019.).

Postoje razli¢ita istrazivanja ¢imbenika virulencije dermatofita koji dovode do uspjesne

infekcije organizma. Tako je dokazano da dermatofiti u usporedbi sa srodnim gljivicama imaju



vecu aktivnost enzima endopeptidaza, egzopeptidaza te proteinaza koje im omogucéuju
razgradnju keratina (ACHTERMAN i WHITE, 2012.). Kako bi izbjegli zastitini odgovor
bakterija koje su dio mikrobioma koze dermatofiti luce antibakterijske spojeve (YOUSSEF i
sur., 1978.). Smanjenje aktivnosti gena zaduzenog za kodiranje enzima malat sintetaze koji je
klju¢an u glikoksilatnom ciklusu te rezultira usporavanjem rasta kod vrste Arthroderma
benhamiae (GRUMBT i sur., 2011.). IstraZzivanje u kojem je smanjena ekspresija TruMDR2
gena zaduzenog za ATP vezujuéi kazetni transporter rezultiralo je povecanom osjetljivoséu
dermatofita T. rubrum na terbinafin (FACHIN i sur., 2006.). Kod ove vrste je utvrdeno
imunosupresivno  djelovanje na mononuklearne stanice §to rezultira smanjenim
limfoproliferativnim odgovorom (BLAKE i sur., 1991.). Rizi¢nu skupinu predstavlja
mladuncad koja se Cesto inficira tijekom sisanja ili u periodu nakon odbica, §to je najcesce u
dobi &etiri do sest tjedana (BERLIN i GRASER, 2020.). Prema dosadasnjim istrazivanjima nije
utvrdena pasminska predispozicija za dermatofitozu kod zamorci¢a, no poznato je da su
dugodlake pasmine koja se ne kovréa manje izloZzene dermatofitima (BERLIN i sur., 2020.).
Nadalje, pojavi dermatofitoza pogoduju neadekvatni uvjeti drzanja, stres i prenapucenost u
kavezima, poviSena temperatura i vlaznost zraka (MARSHALL, 2003.; DONNELLY i sur.,
2000.).

2.4. Patogeneza

Sposobnost dermatofita da invadiraju kozu domacina ovisi o mogucénostima
izbjegavanja zaStitnih mehanizama domacina, kao Sto su kiseli pH koZe, prisutnost razlicitih
spojeva na kozi koji otezavaju adheziju dermatofita primjerice masne kiseline, antimikrobni
peptidi te izbjegavanja imunosnog odgovora fagocita (MARTINEZ-ROSSI i sur, 2017.).
Nakon uspjeSnog izbjegavanja imunosnog odgovora 1 zaStitnih mehanizama domacina
artrospore i hife se unutar tri do Cetiri sata vezu adhezijom na roznati sloj koze (ZURITA i
HAY, 1987.). Dermatofiti proizvode niz proteolitickih enzima koji razgraduju keratin koze u
oligopeptide ili aminokiseline koje koriste za vlastiti metabolizam (VERMOUT i sur., 2008.).
Aminokiseline koje se oslobode tijekom keratinolize sluze kao izvor ugljika i dusika, a
djelovanjem drugih enzima se oslobada amonijak i bikarbonati pri ¢emu se povisi pH koze §to
stvara optimalan medij za keratinolizu i odrzavanje infekcije na domac¢inu (MARTINEZ-
ROSSI i sur., 2017.). Proizvodi metabolizma dermatofita procesom difuzije prodiru kroz trnasti

sloj koze (stratum spinosum) sto rezultira nastankom crvenila, vezikula ili pustula uz pruritus
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(DATT i DATT, 2019.). Istrazivanje povezanosti enzimske aktivnosti i tezine klini¢kih
znakova bolesti uzrokovanih dermatofitom M. canis utvrdilo je da su zamor¢i¢i kod kojih je

aktivnost keratinaze bila ve¢a imali tezu klinicku sliku (VIANI i sur., 2001.).

Imunosna reakcija na dermatofite je posljedica reakcije keratinocita na prisutnost hifa
pri ¢emu nastaju antimikrobni peptidi i medijatori upale koji poti¢u stvaranje neutrofila.
Neutrofili prepoznaju dermatofite i poti¢u stvaranje upalnih citokina. Nadalje, neutrofili luce
reaktivne kisikove spojeve (engl. reactive oxygen species, ROS) i neutrofilne izvanstani¢ne
zamke (engl. neutrophil extracellular traps, NETS) koje uniStavaju dermatofite (BURSTEIN i
sur., 2020.).

2.5. Klini¢ka slika

U zamorci¢a s klinickom slikom dermatofitoze dla¢ni pokriva¢ izgleda neuredno,
vidljiva su bezdla¢na kruzna podrucja naj¢escée lokalizirana na njusci, ¢elu i podrucju oko o¢iju.
U tezim slucajevima zahvacen je i dla¢ni pokriva¢ slabinskog dijela leda, no udovi i ventralni
dio trupa najceSce nisu zahvaceni. Pruritus je slab ili odsutan. Kod nekih Zivotinja moZe se
javiti crvenilo koze, folikularne papule, pustule, kraste i oziljci. Moguce su i komplikacije
izazvane sekundarnim bakterijskim infekcijma (DONNELLY i sur., 2000.). Alopecija kao
jedan od najcesc¢ih klini¢kih simptoma je posljedica invazije dlaka artrokonidijama pri ¢emu se
artrokonidije nalaze na povrsini dlake (ektotriks) ili kada se artrokonidije nalaze unutar
ovojnice dlake (endotriks) (FERGUSON i FULLER, 2017.). Uzrok nastanka alopecije je
imunoloSka reakcija koja nastaje kao rezultat preosjetljivosti domacina na infekciju

dermatofitima (WEEDON, 2010.).

2.6. Patoanatomski i patohistoloski nalaz

CAVALCANTI i sur. (2002.) su pokusno inficirali zamorci¢e s vrstom M. canis pri
¢emu je vecina zivotinja razvila klini¢ke znakove bolesti petoga dana nakon infekcije koju su
se ocitovali edemom, crvenilom i blagim ljustenjem koze. Desetog dana promjene su postale
uocljivije te su se izmedu osmog i 15. dana pojavile bijelo-zute kraste. Izmedu 20. i 25. dana

bila su vidljiva bezdla¢na podrucja, kraste i ljustenje koze. Tridesetog dana nakon pokusne



infekcije zabiljezen je rast dlake u 92% ispitivanih Zivotinja, a 40. dana nakon infekcije u 82%

zivotinja nije bilo prisutnih lezija.

Histopatoloski nalaz koze zamorcica inficiranog dermatofitom odlikuje se limfocitnom
infiltracijom te prisutstvom hifa dok parenhimski organi nisu zahvac¢eni (POMBIER i KIM,
1975.). Kod pokusno inficiranih zamor¢i¢a pet dana poslije inokulacije zabiljezena je akantoza,
hiperkeratoza, spongioza te kozni edem ograni¢enih rubova (CAVALCANTI i sur., 2002.).
Znatno rjede dolazi do nastanka pustula u subkornealnom ili intraepidermalnom sloju
(PATTERSON, 2021.). Histoloske lezije su najizraZzenije 15. dana, a nakon 17. dana dolazi do
postupnog povlac¢enja promjena (CAVALCANTI i sur., 2002.).

2.7. Dijagnostika

Kao probirna (screening) metoda u dijagnostici dermatofitoza koristi se pretraga
Woodovom svjetiljkom (MORIELLO, 2001.). Ova metoda se temelji na svojstvu
fluorescencije koju imaju neke vrste iz roda Microsporum, §to se ocituje plavo-zelenom
fluorescencijom nakon izlaganja UV svijetlu valne duljine od 320 do 450 nm (AL ABOUD i
CHANDRAN, 2022.). Do fluorescencije dolazi kada se krace valne duljine koje emitira
Woodova svjetiljka apsorbiraju, a svijetlost ve¢ih valnih duljina koja pripada vidljivom spektru
emitira (MORIELLO, 2001.). Postupak pretrage Woodovom svjetiljkom odvija se u
zamracenoj prostoriji obasjavanjem Zivotinje te u slucaju prisutnosti inficiranih dlaka pojavit
ée se fluorescencija (NAGLIC i sur., 2005.). Prednost koristenja Woodove svjetiljke je njezina
jednostavna uporaba za koju ne treba posebno educirano osoblje, no treba imati na umu da
negativan nalaz ne znaci odsustvo dermatofita na kozi Zivotinje jer veliki broj vrsta koje
uzrokuju dermatofitozu nema sposobnost fluorescencije (AL ABOUD i CHANDRAN, 2022.).
Osim lazno negativnih nalaza mogu¢i su i lazno pozitivni u sluc¢aju nekih drugih bolesti ili
koriStenja odredenih preparata na dlaci koji mogu uzrokovati fluorescenciju (MORIELLO,
2001.).

.....

bolesti (SIES, 2020.). Prilikom dijagnostike vazno je uzeti dovoljnu koli¢inu uzorka
zahvacéenog podrucja koze i to s njezinog rubnog dijela pri ¢emu se uzimaju dlake, strugotine
koze ili dijelovi nokta (ROBERT i PIHET, 2008.). U asimptomatskih zivotinja uzorak dlake

se uzima ceSljanjem zivotinje sterilnom Cetkicom ili malim tepihom od repa prema glavi
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(Mackenzie metoda) (KUPSCH i sur., 2017.). Uzeti materijal je preporucljivo isprati
alkoholom kako bi se smanjila kontaminacija uzorka bakterijama i plijesnima (ELEWSKI,
1998.). Pri odabiru transportne ambalaze treba izbjegavati plasticne posudice zbog

elektrostatskog naboja (ROBERT i PIHET, 2008.).

Kao neinvazivna metoda u dijagnostici koznih bolesti moze se koristiti dermoskopija.
Dermoskop se sastoji od lece kojom se povecava slika i izvora svjetlosti. Dermoskopija je na
podrucju veterinarske medicine dokazana kao uspjeSna u dijagnostici dermatofitoza kod
macaka 1 pasa, medutim za pouzdanost ove pretrage kod zamorci¢a ne postoje podaci

(MORIELLO i sur., 2017.).

Dlake se u slu¢aju postavljene sumnje na dermatofitozu mogu pretraziti mikroskopskim
pregledom uzorka koji je na predmetnici uronjen u kapljicu 10 ili 20% Kkalijeve luzine ili
laktofenola (NAGLIC i sur., 2005.). Cilj ove metode je dokaz prisutnosti
artrokonidija/artrospora ili hifa. (MORIELLO, 2001.). Ovo je najjeftinija i najjednostavnija
metoda dijagnostike dermatofita, medutim TAMPIERI, (2004.) upozorava na moguénost lazno

negativnog nalaza u ¢ak 50% slucajeva.

Zlatni standard u dijagnostici dermatofita smatra se izdvajanje 1 uzgoj uzro€nika na
hranjivoj podlozi pri ¢emu se koristi SA hranjiva podloga (MATTEI isur., 2014.). SA podloga
sadrzava peptone kao izvor dusika (ARYAL, 2022.), a izvor ugljika i energije za dermatofite
je glukoza koja sudjeluje u procesu fermentacije (RIJAL, 2022b). Rije¢ je o selektivnoj
hranjivoj podlozi koja potice rast gljivica, a inhibira rast bakterija (HARE, 2013.). Za inhibiciju
rasta bakterija u podlogu se dodaju antimikrobni spojevi (ARYAL, 2022.), a najéesce koristeni
su cikloheksimid (aktidion) i kloramfenikol (MATTEI i sur., 2014.). Kloramfenikol djeluje
inhibitorno narast velikog broj gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, dok cikloheksimid
inhibira rast saprofitnih plijesni (HARE, 2013.). Nakon pripreme hranjive podloge i
nacjepljivanja uzorka dlake Petrijeve ploce se inkubiraju u aerobnim uvjetima najcesce pri
temperaturama izmedu 20 i 27 °C tri do Cetiri tjedna, dok neke vrste bolje rastu pri 37°C
(NAGLIC i sur., 2005.). Nedostatak dijagnostike uzgojem na hranjivoj podlozi je moguéi rast
velikog broja dermatofita slicnih morfoloskih obiljezja Sto otezava njihovu makroskopsku i
mikroskopsku identifikaciju te moguénost pogresno identificirane vrste (GNAT i sur., 2020.).
Kako bi se olakSala identifikacija vrste moguce je koristiti hranjive podloge koje poticu
sporulaciju, primjerice krumpirov Skrobni agar (engl. potato dextrose agar, PDA) (RIJAL,

2022a). Jedna od prednosti uzgoja na hranjivim podlogama je mogucnost razlikovanja



subklinicki inficiranih Zivotinja od mehanickih nositelja kod kojih ponovljena pretraga na
hranjivoj podlozi daje negativni rezultat (CHERMETTE i sur., 2008.).

Kao alternativa uzgoju na SA hranjivoj podlozi moguce je koristiti selektivnu hranjivu
podlogu za izdvajanje dermatofita (engl. dermatophyte test medium, DTM) (ROBERT i
PIHET, 2008.). Kod DTM podloge rast kolonije je vidljiv unutar 10 dana, dok je za SA podlogu
potrebno vise od 10 dana (POLURI i sur., 2015.). Nedostatak DTM podloge je moguénost
lazno pozitivnih rezultata jer ova podloga mijenja boju zbog alkali¢nih metabolita dermatofita
koji mogu biti prisutni i kod nekih nepatogenih vrsta, a postoji i moguénost lazno negativnog

nalaza kod nekih vrsta iz roda Microsporum (ROBERT i PIHET, 2008.).

U dijagnosticke svrhe moze se koristiti biopsija koze prilikom koje se bioptat boji
klasi¢nim hematoksilin-eozinskim bojilom (SAUNTE i sur., 2008.). Za bolje razlikovanje
morfoloskih struktura gljivicnih elemenata mogu se Koristiti posebna bojila, primjerice
Schiffov reagens ili Gomori Groccot metinamin srebro (ELLIS i MORI, 2001.). Biopsija koze
se rijetko koristi u dijagnostici dermatofita jer ne moze odrediti to¢nu vrstu dermatofita, a
njezina uporaba je indicirana kod razvoja opseznih promjena na kozi ili u slu¢aju postojanja
neke druge kozne bolesti zbog koje izostaje adekvatan odgovor na terapiju (MORIELLO,
2001.). Metoda uzimanja obriska koze se ne koristi kod kulturelne pretrage jer rezultira
negativnim nalazom iz razloga $to se na taj nacin ne mogu izdvojiti gljivi¢ni elementi iz
promijenjenog dijela koze (LONG, 1979.), osim u slucaju pojave keriona (ARENAS i sur.,
2006.).

U svrhu to¢nog odredivanja vrste dermatofita danas se sve viSe Koriste razlicite
molekularne metode. Jedna od najces¢ih je PCR metoda koja se temelji na umnazanju
odredenog odsjecka deoksiribonukleinske kiseline (DNK) pri ¢emu nastaje izmedu 10° i 10°
kopija Zeljenog odsjecka DNK (CIKOTA i sur., 2002.). Konvencionalni PCR je visoko
specifi¢na, osjetljiva i precizna metoda odredivanja vrste dermatofita na temelju specificnog
odsjecka DNK kod koje se koriste poCetnice za umnazanje specificnog dijela genoma. Za
preciznu identifikaciju vrste dermatofita mogu se kao pocetnice Koristiti intergenske
razmaknice (engl. intergenic spacer, ITS) ITS1 i ITS4 kojima se umnazaju regije ITS1 i ITS2
te 5.8S ribosomska DNK (rDNK) (FUJITA i sur., 2001.). Ugnijezdeni PCR je metoda vrlo
visoke osjetljivosti kod koje se odsjeCak DNK umnoZen u prvoj reakciji ponovno umnaZza s
drugim setom pocetnica. Osim toga moze se koristiti PCR u kombinaciji s primjenom metode

polimorfizmom duzine restrikcijskih fragmenata (engl. PCR-restriction fragment length
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polymorphism, PCR-RFLP). Ova se metoda temelji na umnazanju dijelova DNK sekvenci koje
pokazuju vrsno specificne varijacije, nakon ¢ega se umnozena sekvenca cijepa specifi¢nim
restrikcijskim enzimima na odsjecke ¢ija se duzina vizualizira elektroforezom u gelu (ABOUL-
ELLA isur., 2020.). Osim toga, moze se Koristiti multipleks PCR kod kojega se umnaza vise
zeljenih odsjecaka iste DNK pri ¢emu se koristi viSe parova pocetnica te se na taj nacin utvrduje

prisutnost vise gena odnosno vrsta dermatofita.

Najnoviji napredak u podrucju molekularnih metoda dijagnostike dermatofita
zabiljezen je primjenom masene spektrometrije i to metodom matricom potpomognute
ionizacije laserskom desorpcijom s analizatorom vremena leta (eng. matrix-assisted laser
desorption ionization—time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF) (ABOUL-ELLA i sur.,
2020.). MALDI-TOF utvrduje vrstu tako da najprije uzorak ionizacijom prelazi u plinovito
stanje, potom dolazi do razdvajanja iona na temelju mase i naboja te se na kraju identificiraju
molekule na temelju mase i naboja tako da se proteinski profil uzorka usporedi s podacima iz
baze podataka (RATH i sur. 2019.).

2.8. Diferencijalna dijagnostika

KoZne bolesti su relativno Cest zdravstveni problem u zamorci¢a stoga je vazno
diferencijalno dijagnosti¢ki razlikovati dermatofitozu od drugih dermatoloskih problema
(ELLIS i MORI, 2001.) ¢iji su glavni znakovi bezdla¢na podrucja, svrbez, ljustenje koze i
¢vorié¢i na kozi (WHITE i sur., 2003.). Uz dermatofitozu Cesti uzrok alopecija u zamorciéa je
grizenje dlake. Kod skupnog drZanja zamorc¢ica nije rijetkost da muZzjaci ili dominantna jedinka
unutar skupine grizu druge Zivotinje. Ovakvo ponasanje je ¢esto i kod odbijene mladuncadi.
Karakteristike alopecija uzrokovanih grizenjem dlake su odsutnost upalnih procesa ili svrbeza,
a nalaze se najcesce na glavi ili vratu (ELLIS i MORI, 2001.). Bezdla¢na podrucja u zamorcica
mogu nastati uslijed infestacije zivotinje razli¢itim parazitima poput buha i Sugaraca. Osim
alopecije vazan klinicki znak invadiranosti koznim parazitima je svrbez koji je posebice
prisutan kod Suge, dok u slucaju invadiranosti buhama je slabijeg intenziteta te u tom slucaju
moze doéi do razvoja klinicke slike bolesti sli¢éne dermatofitozi (HOPPMANN i BARRON,
2007.). Zamorci¢i su podlozni infekcijama koze uzrokovanim stafilkokoknim bakterijama koje
najces$ce nastaju kao posljedica neadekvatne higijene drzanja i SiSanja dlake te prisutnosti

parazita (WHITE i sur., 2003.). Uzrok alopecije moze biti i metaboli¢ki poremecaj. Zamor¢ici
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uz primate ne mogu samostalno sintetizirati vitamin C, ve¢ ga moraju unositi hranom. Skorbut
koji se moze pojaviti kao posljedica hranidbe s nedostatnom koli¢inom C pri ¢emu se na kozi
mogu pojaviti alopecije, neuredna dlaka, petehije i ekhimoze. Medutim, na osnovu
anamnestickih podataka o hranidbi i prisutnosti probavnih te lokomotornih smetnji moguce je
ovu bolest razlikovati od dermatofitoze (VENTURO, 2021.). Nadalje, endokrini poremecaji u
zamor¢i¢a mogu se ocitovati pojavom alopecija bez pruritusa u Zenki s cistama na jajnicima u
kasnom stadiju graviditeta te se pogorSavaju sa svakim idu¢im graviditetom (WHITE i sur.,
2003.).

2.9. LijeCenje

Dermatofitozu je nuzno lijeciti zbog mogucnosti Sirenja na druge Zivotinje i covjeka.
Zivotinje koje imaju klini¢ke znakove potrebno je lijediti topikalnim i sistemskim
antimikoticima. Sistemska terapija ukljucuje itrakonazol u dozi 5Smg/kg jednom dnevno kroz
tjedan dana, nakon ¢ega se radi pauza od tjedan dana, te se ponovno daje terapija. Ovisno o
napretku lije¢enja terapija traje dva do tri ciklusa (Cetiri do Sest tjedana) te zavrSava negativnim
nalazom (BERLIN i GRASER, 2020.). Alternativa itrakonazolu je ketokonazol koji se daje u
dozi od 10mg/kg jednom dnevno kroz tri do cetiri tjedna, pri ¢emu treba biti oprezan kod
zivotinja s bolestima jetre zbog njegove hepatotoksic¢nosti (HEIN, 2016.). Topikalna terapija
se ne primjenjuje samo na dijelove tijela gdje postoji promjena vec se tretira cijela povrSina
tijela zivotinje kao i ostale zivotinje koje se u bile u kontaktu s bolesnom zivotinjom. Kod
koriStenja topikalne terapije nuzno je nositi rukavice te onemoguciti da Zivotinja liZze preparat
ili da ga ispere u vodi. Pripravci koji se primjenjuju za topikalnu terapiju dermatofitoze
ukljucuju enilkonazol 0,2% koji se primjenjuje dva puta tjedno minimalno tijekom ¢etiri tjedna
(HEIN, 2016.). Kao dopunsku ili zasebnu terapiju moguce je Koristiti otopinu sumpornog
vapna u razrijedenju 1:32, dva do tri puta tjedno (WHITE, 2015.). Prognoza dermatofitoze je
povoljna, osim u zivotinja koje boluju od imunosupresivnih bolesti (HOPPMANN i BARRON,
2007.).
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2.10. Profilaksa

Veliki problem pri uspostavi odgovarajucih profilaktickih mjera je veliki broj Zivotinja
koje su asimptomatski nositelji bolesti te ih je bez dodatnih mjera dijagnostike nemoguce
prepoznati. Treba obratiti pozornost na nacin drzanja zivotinja kao i na kvalitetnu hranidbu jer
stres i prisustvo drugih bolesti pogoduju razvoju dermatofitoze. U sluc¢aju skupnog drzanja
zivotinja povecava se rizik za pojavu infekcije. Vazna je primjena antiparazitika jer
mikrooste¢enja koze koja nastaju uslijed c¢eSanja zivotinje te uslijed invadiranosti
ektoparazitima povecavaju rizik za nastanak infekcije dermatofitima. Uzgajivaci i vlasnici koji
imaju veci broj zamorcic¢a trebaju paziti na primjenu dobrih zoohigijenskih mjera kako ne bi
prosirili infekciju izmedu Zivotinja. Nakon svakog kontakta s Zivotinjama potrebno je temeljito
oprati ruke te ih dezinficirati sa sredstvom koje ima antifungalni u¢inak, primjerice natrijev
hipoklorit u koncentraciji od 7 do 13%. Dlake i Cestice koze lako dospijevaju na odjecu pa je
preporucljivo promijeniti odje¢u ukoliko postoji viSe skupina zivotinja koje moraju biti
medusobno odvojene, primjerice zbog karantene. Odjecu koja je bila u kontaktu sa Zivotinjama
treba oprati na temperaturi od 60°C. Zbog spora koje su otporne na vanjske utjecaje te mogu
prezivjeti do 1,5 godine vazno je barem jednom tjedno odistiti i dezinficirati kaveze u kojima
se nalaze zamor¢ic¢i. Kako bi ovaj postupak bio jednostavniji preporuka je da se na dno kaveza
postavi karton koji se jednostavno moze ukloniti i zamijeniti novim (BERLIN i GRASER,
2020.).

Nove zivotinje prije uvodenja u uzgoj treba drzati u karanteni u trajanju od najmanje
dva do tri tjedna (HEIN, 2016.). Bolesne zivotinje kao i one koje su bile s njima u kontaktu
treba lijeciti te po provedenom lijeCenju napraviti kontrolu terapije uzgojem na hranjivoj
podlozi u trajanju od jedan do tri tjedna nakon ¢ega se Zivotinja smatra izlijecenom (WEIDER,
2015.).

2.11. Imunoprofilaksa

Za zamorci¢e ne postoji komercijalno dostupno cjepivo, medutim s obzirom da su
zamorcici Cesto koriSteni kao laboratorijske zivotinje postoji niz istrazivanja u kojima su oni
koriSteni kao model za proucavanje imunosnog odgovora i u¢inkovitosti cjepiva. Istrazivanje
DNK cjepiva koje se temelji na proteinu toplinskog Soka 60 (engl. heat shock protein 60, HSP
60) utvrdilo je znacajno smanjenje klinickih znakova dermatofitoze koju uzrokuje vrsta T.
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mentagrophytes (RASKA i sur., 2004.). VERMOUT i sur. (2004.) proveli su istrazivanje
subjedini¢ne vakcine koja sadrzi prociS¢enu rekombinantnu keratolitiCku metaloproteazu
(engl. recombinant keratinolytic metalloproteinase, r-MEP3) sto je rezultiralo humoralnim i
stani¢nim imunosnim odgovorom U pokusno inficiranih zamorc¢i¢a. U zamorcic¢a kojima je
aplicirano pokusno cjepivo doslo je do izrazite tvorbe protutijela te znacajnog ali prolaznog
limfoproliferativnog odgovora, medutim nakon pokusne infekcije doslo je do pojave koznih
promjena tipi¢nih za dermatofitozu (VERMOUT i sur., 2004.). Uporaba inaktivirane vakcine
u svrhu zastite zamorc¢ic¢a od vrste M. canis rezultirala je odsustvom klinickih znakova bolesti
(WAWRZKIEWICZ i ZIOLKOWSKA, 1996.).

2.12. Javno zdravstvo

Gljivicne infekcije koze u ljudi su cest problem diljem svijeta s procijenjenom
prevalencijom u rasponu od 20 do 25 % Sto ih ¢ini jednom od najcesc¢ih oblika infekcije
(HAVLICKOVA i sur., 2008.). Najveéem riziku nastanka infekcije dermatofitima izloZeni su
zaposlenici u laboratorijima u kojima se zamorciéi koriste kao pokusne zivotinje (MCALLER,
1980.; MEYER, 1957.), osoblje koje radi u uzgajiva¢nicama te vlasnici zamor¢ica, posebice
djeca, starije osobe te imunokomporomitirane osobe (MARSHALL, 2003.). U ljudi
dermatofitoza moZe nastati na kozi lica (tinea faciei), dijelovima lica obraslim dlakama (tinea
barbae), na rukama (tinea manuum), noktima (tinea unguium), ingvinalnom podrucju (tinea
cruris) ili u obliku atletskog stopala (tinea pedis) (WEITZMAN i SUMMERBELL, 1995.). Na
infekciju dermatofitima posebno su osjetljivi pedijatrijski i gerijatrijski pacijenti
(MARSHALL, 2003.). Tijekom posljednjih godina postoji porast broja dermatofitoza u ljudi,
posebice u djece, a jedan od vaznijih uzroénika bolesti je Trichophyton benhamiae ¢iji je

najéesci izvor zamorci¢ (KUPSCH i sur., 2017.).

Istrazivanje zoonotskog prijenosa dermatofita s zamorcica je pokazalo da u otprilike
25% slucajeva dermatofitoza kod zamorcica ¢lanovi domacinstva su takoder razvili znakove
ove bolesti, a od zahvacenih domacinstava u polovici slu¢ajeva znakovi bolesti su utvrdeni u
djece (KRAEMER, sur., 2012.). Najcesc¢a vrsta zoofilnog dermatofita izdvojenog s koze ljudi
oboljelih od dermatofitoze u Njemackoj bio je T. benhamiae (BERLIN i sur., 2020.).
Dermatofitoza uzrokovana dermatofitom T. benhamiae se smatra emergentnom zoonozom u

Europi i Japanu (HUBKA i sur., 2018.) koja se u ljudi oc€ituje lokaliziranim promjenama na
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kozi tijela i lica (tinea corporis i tinea facei) (TAN i sur., 2020.). Ova vrsta dermatofita se u
proslosti rijetko identificirala zbog toga $to se kao metoda dijagnostike koristio isklju¢ivo uzgoj
na hranjivima podlogama bez dodatne potvrde molekularnim metodama. Naime prilikom
identifikacije na osnovu makroskopskih i mikroskopskih nalaza morfoloskih struktura vrlo
Cesto je ovaj dermatofit zamijenjen s vrstom T. mentagrophytes (BARTOSCH i sur., 2019.).
Vrsta T. mentagrophytes, je u istrazivanju provedenom 1999. u Njemackoj bio drugi po
ucestalosti uzro¢nik dermatofitne infekcije vlasista (tinea capitis), odmah nakon vrste M. canis
(TIETZ i sur., 1999.). U istrazivanju koje su proveli KROMER i sur. (2021.) u periodu od
2014. do 2016. vrste T. mentagrophytes i M. canis su prouzrocili dermatofitozu vlasista u
jednakom broju sluéajeva (28,6%), vrsta T. benhamiae je zastupljena s 21,4% dok u ranijem

istrazivanju nije zabiljezena.

Postoji i slu¢aj vlasnice zamor¢ica koja oboljela od Majocchi granuloma uzrokovanog
gljivicom T. mentagrophytes var. granulosum (MAZUR i sur., 2018.). Rije¢ je o upalnoj
granulomatoznoj infekciji dermatofitima koja se moze ocitovati u povrsnom obliku u vidu
papula te se najcesce pojavljuje na donjim ekstremitetima u zdravih osoba ili u dubokom obliku
u vidu stvaranja nodularnih tvorbi na gornjim ekstremitetima u imunokompromitiranih osoba
(BORAL i sur., 2018.). Osim toga postoji opisan slucaj dermatofitoze u kojem je vrsta T.
mentagrophytes var. quinckeanum uzrokovala koznu promjenu na licu oca i 12-godi$njeg sina
u kuéanstvu u kojem je zamoréié¢ drzan u svojstvu kuénog ljubimca (BARANOVA i sur.,
2003.).

Zoofilni sojevi vrste T. interdigitale su uglavnom izdvojeni s koze djece oboljele od
dermatofitoze, a najcesce su potjecali od zamor¢ica ili nekih drugih glodavaca. Najéesc¢e kozne
promjene bile su lokalizirane na Sakama i podlakticama jer su ti dijelovi tijela najvise u
kontaktu s zivotinjom. Ponekad se javlja tinea capitis u tezem obliku koji se zove kerion
(Kerion celsi). Ocituje se gnojnom upalom koze koja se obi¢no pojavljuje na vlasistu. Koza
oko podrugéja infekcije moze biti crvena i upaljena, a kosa moze ispadati ili se lako odvajati od

vlasiSta. Infekcija se obi¢no brzo Siri 1 moze uzrokovati oticanje limfnih ¢vorova u blizini

zahvacenog podruc¢ja (NENOFF i sur., 2007.).

Kod infekcije E. floccosum u ljudi nastaje dermatofitna infekcija stopala, prepona i noktiju
(NENOFF i sur., 2014.). NENOFF i sur., (2007.) smatraju da postoji mogucnost prelaska E.
floccosum s ljudi na zamorcic¢e s obzirom da su jedine pozitivne uzorke izdvojili s zivotinja

koje su u privatnom vlasniStvu, a niti jedna Zivotinja nije pokazivala klinicke znakove bolesti.
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ALTERAS (1966.) je povezao nekoliko slucajeva dermatofitoza u laboratorijskog
osoblja uzrokovanih s vrstom Trichophyton rubrum. S obzirom da je ova vrsta rijetko izdvojena
iz zamorcic¢a te da ne postoje relevantniji podaci o infekciji T. rubrum kao posljedici kontakta
s zamor¢icem, moze se zakljuciti kako je mogucnost prijenosa infekcije s zamorc¢ic¢a na ljude
zanemariva. Vrste T. eriotrephon i M. audouinii su povezane s manje od 1% slucajeva

dermatofitoza u ljudi te zamor¢ié¢i ne predstavljaju osobiti rizik u njihovom Sirenju (GAMAGE
i sur., 2020.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Prikupljanje uzoraka

Istrazivanje je provedeno na 24 zamorcic¢a (Cavia porcellus) u vlasnistvu uzgajivacnice
registrirane u upisniku Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane. Prilikom uzimanja uzoraka
ispunjen je i anketni upitnik koji je sadrzavao pitanja vezana za smjestaj, prehranu i dosadasnje
kozne bolesti te ukoliko je zivotinja bila terapirana, eventualnu uporabu veterinarsko-

medicinskih proizvoda (Tablica 1).

Tablica 1. Upitnik za uzgajivaca zamorcica

Nacin drzanja zivotinja

Broj Zivotinja u skupini

Kriterij na temelju kojeg su zivotinje grupirane

Jesu li do sada Zivotinje imale kozne promjene ?

Koliko je zivotinja imalo kozne promjene ?

Koji pripravak/pripravci su koriSteni u svrhu lijecenja?

Kojom hranom se hrane Zivotinje?

Jesu li zivotinje u kontaktu s drugim vrstama domacih Zivotinja i kojima ?

Dobivaju li zivotinje (i koje) neki od veterinarsko medicinskih proizvoda (antiparazitici,

antimikrobni pripravci) ?

Za prikupljanje uzoraka dlaka i ¢estica koZe koriStene su sterilne zubne Cetkice kojima
se dobro i$¢etkao cijeli dlacni pokriva¢ zamorcica u smjeru suprotnom od rasta dlake tijekom

jedne minute (Slika 1).
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Slika 1. Prikupljanje uzoraka dlake zamorc¢i¢a zubnom ¢etkicom (Mackenzie metoda)

Navedeni nacin uzrokovanja naziva se Mackenzie metoda te je pogodan za uzimanje
uzoraka s asimptomatskih nositelja jer se u kratkom vremenu i na neinvazivan nacin uzorkuje
cijela Zivotinja (COYNER, 2010.). Nadalje, cetkica za zube ima fleksibilna vlakna koja mogu
lako pro¢i kroz dlake ili nepravilnosti na kozi te na taj nacin osim §to ¢e se prikupiti dlake i
ljuskice kozZe njezina vlakna ¢e svojim elektrostatskim nabojem takoder prikupiti i artrospore
koje se nalaze na dlaci ili povrSini koze (SHICK, 2017.). Nakon uzorkovanja Cetkice su
pohranjene u papirnate vre¢ice (OVERGAAW i sur., 2017.) do daljnje obrade u Mikoloskom
laboratoriju Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta. Za

uzorkovane Zivotinje zabiljezeni su pasmina, dob, spol 1 nacin drzanja.

3.2. Izravna mikroskopska pretraga dlaka

Nativni mikroskopski preparat izraden je na nacin da se na predmetno stakalce kapnula
jedna kap laktofenola (Biognost, Hrvatska) u koju su se njezno uronile dlake te su pokrivene

pokrovnim stakalcem (Vitrognost, Hrvatska). Za mikroskopiranje koristen je mikroskop
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(Olympus BX43) i povecanje (400x). Prilikom mikroskopiranja pozitivnim nalazom se

smatrao nalaz artrospora koje se mogu nalaziti ovojnice dlake ili na samoj povrsini dlake.

3.3. Kulturelna pretraga i identifikacija dermatofita

Za izdvajanje dermatofita koriStene su SA hranjiva podloga (Oxoid, Ujedinjeno
Kraljevstvo) s dodatkom kloramfenikola (Sigma, Kina) i cikloheksimida (Alfa Aesar,
Njemacka) te krumpirov skrobni agar (Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo) (engl. potato dextrose
agar, PDA). SA podloga sadrzi peptone i glukozu koji sluze kao izvor energije i hranjivih tvari
za rast gljivica. Kako bi se sprijetio rast bakterija i saprofitskih gljivica na hranjivim
podlogama, prilikom njihove pripreme dodani su kloramfenikol i cikloheksimid odnosno
aktidion.

Pribor i kemikalije potrebni za pripremu SA podloge s dodatkom cikloheksimida/aktidiona
(SAA):

e Sabouraud agar (Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e (destilirana voda

e analiticka vaga (PB153) (Mettler Toledo, Svicarska)
e Erlenmeyerova tikvica zapremine 1000 mililitara

e Petrijeve plo¢e promjera 90 milimetara

e Menzura

e Stakleni Stapic

e Autoklav (Inko, Hrvatska)

e Automatizirana graduirana pipeta

U 1000 ml destilirane vode koja je odmjerena menzurom i dodana u Erlenmeyerovu tikvicu
odvagano je 65 g SA podloge (Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo), 0,5 g kloramfenikola (Sigma,
Kina) i 0,5 g cikloheksimida (Alfa Aesar, Njemacka) te je sadrzaj Erlenmeyerove tikvice
zagrijan u vodenoj kupelji uz povremeno mijesanje do trenutka nastanka prozirne otopine.
Nakon $to je otopina postala prozirna, sterilizirana je u autoklavu na temperaturi 121°C tijekom

20 minuta. Poslije sterilizacije u autoklavu podloga je ostavljena na sobnoj temperaturi da se
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prohladi do priblizno 45°C, nakon ¢ega se pomocu automatske graduirane pipete 25 ml hranjive

podloge razlijevalo u Petrijeve ploce promjera 90 mm.

Za pripremu PDA podloge odvagano je 35 g PDA Kkoji je dodan u jednu litru destilirane
vode nakon c¢ega je dodano 0,5 grama kloramfenikola (Sigma, Kina) i 0,5 grama
cikloheksimida (Alfa Aesar, Njemacka) otopina je promijeSana i zagrijana na prethodno
opisani nac¢in. Nakon $to je postala prozirna, otopina je sterilizirana u autoklavu na 121°C kroz
15 minuta. Po zavrSetku sterilizacije otopina se prohladila na 45°C i na prethodno opisani na¢in

izlijevala u Petrijeve ploce.

Kod uzrokovanja velike koli¢ine dlaka prvotno su se odvojile pomocu pincete od vlakna
Cetkica te su isprane s 70% alkoholom i njezno utisnute na povrSinu SAA. U slijede¢em koraku
zubna cCetkica se takoder njezno utisnula u SAA podlogu, nakon cega su Petrijeve ploce
pohranjene u vrecice od polietilena visoke gustoce (engl. High Densitiy Polyethylene, HDPE)
(Steris, Irska) da se sprijec¢i dehidracija hranjive podloge te su inkubirane na 27°C tijekom cetiri
tjedna. Tijekom perioda inkubacije plo¢e su svaki drugi dan pregledavane da se utvrdi
eventualan porast kolonija dermatofita, a istovremeno da se na vrijeme ustanovi porast
saprofitnih plijesni. Navedeno je izrazito vazno pri interpretaciji nalaza zato $to vecina plijesni
izraste unutar tjedan dana, dok je za dermatofite potrebno cetiri, a ponekad i viSe tjedana pa se
zbog dugog perioda inkubacije neki uzorci mogu proglasiti lazno negativnima (BOSSHARD,
2011.). U slu€aju utvrdivanja porasta plijesni uz porast kulture dermatofita, kolonije
dermatofita su precijepljene na novu SAA podlogu. Ovaj postupak je ponavljan do dobivanja
¢iste kulture. Ukoliko na osnovu makroskopskog izgleda kolonija i njihovih morfoloskih
struktura utvrdenih mikroskopiranjem nije bilo moguce identificirati vrstu, narasla kultura
dermatofita precijepljena je na PDA podlogu u svrhu stimulacije sporulacije i proizvodnje

pigmenta dermatofita te lakSeg prepoznavanje vrste (RIJAL, 2022a).

Makroskopska identifikacija vrste zasniva se na vizualnoj procjeni kolonije na hranjivoj
podlozi. Svojstva koja su se gledala ukljuc¢ivala su: morfoloski izgled kolonija primjerice
uzdize li se kolonija od podloge ili je u razini s povrSinom hranjive podloge, tekstura kolonije
i njezina boja s gornje i donje povrsine kao i rubovi kolonije. Tekstura kolonije dermatofita
varira od zrnate do vataste dok su saprofitne plijesni nitaste crne do sivo-zelene ili plave te
rastu znatno brze (COYNER, 2010; BOSSHARD, 2011.). Povrsina kolonije dermatofita moze
biti u ravnini s hranjivom podlogom, dok je u nekim slucajevima kolonija ispupcena. Rubovi

kolonije mogu biti oStro ograniceni ili se Sire zrakasto. Gornja povrsina kolonije dermatofita
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najéeSce je bijele do zute boje, a donja prljavo bijele, zute ili smede boje. Narasle kolonije za
koje se na temelju makroskopskog izgleda procijenilo da bi se moglo raditi o dermatofitu
priredio se preparat za izravno mikroskopiranje pod svjetlosnim mikroskopom. Preparat je
pripremljen uzimanjem dijela kolonije s hranjive podloge koji je stavljen na predmetno stakalce
pomocu sterilne igle (Vitrognost, Hrvatska). Zatim je dodana jedna kap laktofuksina za lakse
razlikovanje gljivicnih elementa te je prekrivena pokrovnim stakalcem. Preparat je
mikroskopiran pod velikim povec¢anjem (400x) i imerzijom (1000x) tijekom ¢ega je dodana
kap imerzijskog ulja. MorfoloSka obiljezja odnosno gljivi¢ni elementi koji su promatrani
ukljucivali su oblik i razgranatost hifa te izgled i oblik mikrokonidija i makrokonidija koji je
specifi¢an za svaku vrstu (DE HOOG i sur., 2000.). Dermatofite karakteriziraju duge, valovite
hife s brojnim pregradama i ograncima (MALDONADO, 2011.).

Biomasa kolonija za koje se na temelju mikroskopske i makroskopske analize smatralo
da je rije¢ o odredenoj vrsti ili rodu dermatofita, ali i onih za koje je ustanovljeno da imaju
morfoloske sli¢nosti s dermatofitima, pohranjena je u zamrziva¢ na -20°C do molekularne

identifikacije.

3.4. Molekularna metoda identifikacije

3.4.1. 1zdvajanje DNK

Za izdvajanje DNK dermatofita koristen je komercijalni komplet Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit (ZYMO Research Corp., SAD). Prema protokolu je izvagano
od 50 do 100 miligrama gljivi¢ne kulture koje su potom prebacene u polipropilensku epruvetu
(Eppendorf) zapremine 1,5 mililitara. Nakon toga se dodalo 750 ul pufera BashingBead koji
pospjesuje mehanicku lizu stanica. Homogena otopina je pipetom prebacena u epruvetu ZR
BashingBead Lysis Tube koja sadrzi staklene kuglice promjera 0,1 mm i 0,5 mm. Epruveta je
postavljena u stolnu horizontalnu tresilicu u trajanju od 10 minuta na maksimalnoj snazi te je
zatim centrifugirana jednu minutu na 10 000 rcf. Supernatant iz centrifugirane epruvete (400
pl) je prebacen pomocu pipete u Zymo-Spin Il1-Filter epruvetu koja je postavljena u sabirnu
epruvetu (Collection Tube). Uzorak je centrifugiran na 8 000 rcf u trajanju od jedne minute.
Filtratu iz sabirne epruvete dodano je 1 200 pl Genomic Lysis pufera. Tako dobivena otopina
filtrata i pufera pipetirana je u volumenu od 800 pl u Zymo-Spin II-CR Column koja je
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postavljena u novu sabirnu epruvetu te potom centrifugirana na 10 000 rcf jednu minutu. Filtrat
iz sabirne epruvete je odbacen te se Zymo-Spin I1-CR Column vratio u istu sabirnu epruvetu
nakon ¢ega je ponovno pipetirano 800 pl otopine i centrifugirano na 10 000 rcf jednu minutu.
Dodano je 200 pl DNK-Pre-Wash pufera u Zymo-Spin 1I-CR Column s novom sabirnom
epruvetom te je centrifugirano na 10 000 rcf jednu minutu. Nakon toga dodano je 500 ul g
DNK Wash pufera u Zymo-Spin II-CR Column nakon ¢ega se centrifugiralo na 10 000 rcf
jednu minutu. Zymo-Spin 1I-CR Column je postavljena u sterilnu epruvetu (Eppendorf)
zapremine 1,5 ml te je dodano 100 pl DNK Elution pufera nakon ¢ega se centrifugiralo 30
sekundi na 10000 rcf. Dobivena DNK je pohranjena na -20 °C do daljnje analize lan¢anom

reakcijom polimerazom (PCR).

3.4.2. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Nakon izdvajanja DNK koristena je PCR metoda pomocu koje se odredivala prisutnost
intergenske razmaknice (engl. intergenic spacer, ITS ) ITS1 i ITS2 te 5.8S regije ribosomske
DNK (rRNK). Kao pocetnice koriSteni su poznati sljedovi oligonukleotida (Tablica 2)
(FUJITA i sur., 2001.).

Tablica 2. Pocetnice za odredivanje ITS 1 i ITS2 regije te 5.8S regije ribosomske DNK

dermatofita

Ciljana genska regija ~ Naziv pocetnice Nukleotidni slijed baza pocetnice
ITS1 ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS2 ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

Zaizvodenje PCR reakcije se koristio Emerald PCR mix, pocetnice, voda te se svakom

uzorku pojedinac¢no dodavala izdvojena DNK (Tablica 3).
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Tablica 3. Sastav reakcijske smjese koriSten U izvodenju lan¢ane reakcije polimerazom

Komponenta reakcijske smjese Koli¢ina za jedan uzorak (ul)
Emerald PCR mix 2x 12
PR1: ITS1F (10uM) 0,5
PR2: ITS4R (10uM) 0,5
dH20 10,75
DNK 1,25

U svrhu provjere ispravnosti odvijanja lan¢ane reakcije polimerazom u reakciji se
koriste pozitivna i negativna kontrola. Kao negativna kontrola u reakcijsku smjesu je dodana
DNA-ase/RNA-ase slobodna sterilna voda (1,25 ul). Kao pozitivna kontrola koristila se DNK
dermatofita Nannizzia gypsea. Nakon $to su dodane sve komponente reakcijske smjese,
pripremljeni uzorci su stavljeni u PCR uredaj (Biorad TC100) koji je programiran za sljedeci

optimizirani temperaturni program.

Tablica 4. Temperaturni program PCR uredaja koriSten u svrhu utvrdivanja prisutnosti ITS1
I ITS2 te 5.8S regije ribosomske DNK (rRNK) dermatofita

Temperatura Trajanje Proces Broj ciklusa

95°C 3 minute Aktivacija polimeraze 1x

Razdvajanje dvolan€ane DNA u dva

95°C 30 sekundi : y
jednolanc¢ana lanca
35x
55°C 30 sekundi Sparivanje pocetnica
72°C 1 minuta Produljivanje lanca DNK
72°C 10 minuta Zavr$no produljivanje DNK 1x
4°C 0 Temperatura za Cuvanje uzoraka )

3.4.3. Elektroforeza u agaroznom gelu

Gel elektroforeza je laboratorijska tehnika koja se koristi za razdvajanje razli¢itih molekula na

temelju njihove veli¢ine i elektricnog naboja. Gel za elektroforezu pripremljen je otapanjem
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0,5 g agaroze u 50 ml 1x TAE pufera (Tris acetatni EDTA pufer). Otopina se zagrijala do
vrenja. Nakon kratkotrajnog hladenja na sobnoj temperaturi otopini je dodano 3 pl
fluorescentne boje (DiamondTM Nucleic Acid Dye, Promega). Tako pripremljena otopina
izlivena je u kalup u koji je prethodno bio umetnut ¢eslji¢ za formiranje jazica. Gel se hladio
oko pola sata na sobnoj temperaturi zasti¢en od svjetlosti. Nakon hladenja 1 polimerizacije,
izvaden je ¢eSlji¢, a gel je uronjen u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazio TAE pufer. PCR
proizvodi su potom naneseni u jazice agaroznog gela te je u jednu od jazica dodan DNK biljeg.
Nakon dodanih uzoraka i DNK biljega u sljedeée dvije jazice dodane su pozitivna i negativna
kontrola. Tijekom elektroforeze PCR proizvodi putuju kroz gel koji je uronjen u kadicu u
kojemu je elektriéno polje jakosti 80 mA te napona 120 V u vremenu od 60 minuta. Za
vizualizaciju i fotografiranje gel je stavljen pod UV svjetlo u komoru za snimanje gelova (Gel
Doc 200, BioRad, SAD). Kod pozitivne reakcije dolazi do pojave signala na gelu. Dobiveni
signali PCR proizvoda usporedeni su sa signalima DNK biljega te se na taj nacin odredila

priblizna veli¢ina umnoZenih dijelova DNK.

3.4.4. Sekvenciranje

PCR proizvodi su poslani na sekvenciranje u tvrtku Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemska) u svrhu odredivanja nukleotidnih sljedova. Pomoé¢u algoritma BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) nukleotidni sljedovi su usporedeni s dostupnim nukleotidnim

sljedovima pohranjenima u banci gena (GenBank).
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4. REZULTATI

Ovo istrazivanje je ukljucivalo 24 zamorcic¢a u vlasnistvu registrirane uzgajivacnice.
Zivotinje su drzane u kavezima na stelji od blanjevine, grupno po &etiri Zivotinje iste pasmine
zajedno. Zamorc¢ici su hranjeni sijenom, peletima, povréem i travom te nisu bili u kontaktu s
drugim vrstama domacih zivotinja. KoZne promjene je vlasnik primijetio u proslosti na dvije
zivotinje, koje su potom lokalno terapirane Canesten kremom (klotrimazol). Od 24 zivotinje

22 su preventivno tretirane antiparazitikom ivermektinom.

Uzorci dlake su potjecali od Sest razliCitih pasmina zamorci¢a. Najzastupljenije
pasmine u istrazivanju su bile pasmine sheltie i texel, svaka s po osam jedinki (33,33%, 8/24).
Svicarski tedi je bio zastupljen u 16,67% (4/24), engleski kratkodlaki zamor¢i¢ u 8,13% (2/24),

a pasmine coronet i merino su bile zastupljene svaka u 4,17% (1/24) (Grafikon 1).

M engleski kratkodlaki

4,17%  833%

M Svicarski tedi
16,67%

merino

texel

M sheltie

W coronet

Grafikon 1. Pasmine zamor¢ic¢a

Od 24 uzorkovana zamorcica 71% (17/24) su bile zenke, a 29% (7/24) muzjaci
(Grafikon 2).
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Zenke -
71%

Grafikon 2. Prikaz omjera spolova u zamor¢i¢a

Medijan dobi istrazivane populacije bio je 18 mjeseci. Najmlada Zivotinja je bio muzjak
texel pasmine starosti pet dana, a najstarije Zivotinje bile su Zenke sheltie pasmine starosti tri
godine. Od ukupnog broja istrazivanih zivotinja 42% (10/24) bilo je starosti do godinu dana,
46% (11/24) u dobi od jedne do dvije godine, dok je 12% (3/24) zivotinja bilo starije od dvije
godine (Grafikon 3).

<1god
42%

1-2 god
46% I

m<lgod = 1-2god =>2god

Grafikon 3. Dobne skupine zamor¢ic¢a
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Izravnom mikroskopskom pretragom 24 uzoraka dlake nije utvrdena prisutnost

artrospora u njihovom endotriksu ili ektotriksu.

Tijekom cetiri tjedna inkubacije na sedam Petrijevih plo¢a (D1, D2, D3, D16, D17,
D20, D24 ) utvrden je porast zrakastih kolonija ¢ija je tekstura varirala od zrnate do vataste.
Njihova gornja povrsina bila je bijele do prljavo bijele boje dok je donja povrsina bila zu¢kasta
do smeckasta te se na temelju identifikacijskog kljuca dermatofita posumnjalo da je rije¢ o
dermatofitima (DE HOOG, 2000.; CAMPBELL i sur., 2013.). U svrhu lakse identifikacije

narasle kulture precijepljene su na PDA podlogu.

Narasle kolonije podrijetlom od zamorci¢a br. 1, 17124 (D1, D17 i D24) bile su zrnate
teksture, zrakastih rubova, gornje povrsine bijele boje koja je bila u ravnini s povr§inom
podloge sa sredisnjim uzdignutim dijelom (Slika 2). Donja povr$ina bila je intenzivno Zute
boje (Slika 3). Ovakva boja i tekstura kolonija je tipi¢nog izgleda za dermatofite iz roda

Trichophyton.

Slika 2. Kolonija dermatofita Trichophyton benhamiae na SAA hranjivoj podlozi

(gornja povrsina)
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Slika 3. Kolonija dermatofita Trichophyton benhamiae na PDA podlozi koja potice

stvaranje pigmenta (donja povrsina)

Mikroskopski su bile vidljive hife s pregradama koje su se mjestimi¢no granale, te

brojne mikrokonidije grozdastog oblika, koje se pojavljuju kod vrste T. benhamiae (Slika 4).

Slika 4. Mikroskopski prikaz hifa i mikrokonidija dermatofita Trichophyton
benhamiae (laktofuksin, imerzijski objektiv, 1000x)
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Iz uzorka br. 2 (D2) je na SAA hranjivoj podlozi narasla kolonija oker boje s bijelim
rubovima sitnozrnate teksture i uzdignuta u srednjem dijelu (Slika 5). Donja povrs$ina bila je
smede boje (Slika 6).

Slika 5. Kolonija dermatofita Nannizzia gypsea na SAA hranjivoj podlozi (gornja

povrsina)

Slika 6. Kolonija dermatofita Nannizzia gypsea na SAA hranjivoj podlozi (donja

povrsina)
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Mikroskopskom pretragom kolonija uocene su makrokonidije elipsoidnog oblika blago
oblih distalnih krajeva. Stijenke makrokonidija bile su tanke, a same makrokonidije podijeljene
na Cetiri do Sest odjeljaka (Slika 7). Na osnovu opisanih obiljezja utvrdeno je da se radi o vrsti
Nannizzia gypsea.

Slika 7. ViSestani¢ne makrokonidije vrste Nannizzia gypsea

(laktofuksin, imerzijski objektiv, 1000x)

Iz uzorka br. 3 (D3) na SAA hranjivoj podlozi narasla je kultura bijele boje, zrnate
teksture koja se uzdizala od podloge, a donja povrsina bila je intenzivno Zute boje, dok su
mikroskopski bile vidljive razgranate hife s brojnim pregradama sli¢no vrstama iz roda
Trichophyton. Kod kulture narasle iz uzorka br. 16 (D16) utvrdena je morfoloska sli¢énost
dermatofitima. Naime, kolonija je bila blago uzdignuta od hranjive podloge, vataste
konzistencije s mikroskopskim vidljivim razgranatim hifama. 1z uzorka br. 20 (D20) na SAA
podlozi narasle su bijele zrnate kolonije, a hife su mikroskopski imale oblik jelenskog rogovilja,
Sto moze i¢i u prilog identifikaciji nekih vrsta iz roda Trichophyton. Unato¢ sli¢nosti s
dermatofitima narasle kulture nisu se mogle sa sigurnosc¢u identificirati samo na osnovu

makroskopskog izgleda kolonija i mikroskopski vidljivih gljivicnih elemenata.

Nakon izdvajanja DNK provedena je lan¢ana reakcija polimerazom u svrhu utvrdivanja
prisutnosti intergenske razmaknice ITS1 i ITS2 te 5.8S regije ribosomske DNK (rRNK) na
visini od priblizno 600 pb (Slika 8).
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500 pb

Slika 8. Elektroforeza PCR proizvoda identificiranih dermatofita u 2% agaroznom gelu: B:
DNK biljeg; 1: Trichophyton benhamiae (D1); 2: Nannizzia gypsea (D2); 3: Trichophyton
benhamiae (D17); 4: Trichophyton benhamiae (D24); K+: pozitivna kontrola (Nannizzia

gypsea); K-: negativna kontrola

Sekvenciranjem i interpretacijom sljedova nukleotida ra¢unalnim programom BLAST: Basic
Local Alignment Search Tool utvrdeno je da je rije¢ o dvije vrste dermatofita: Trichophyton
benhamiae i Nannizzia gypsea (Tablica 5).
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Tablica 5. Vrste dermatofita identificiranih na osnovu makroskopskog izgleda kolonija,

mikroskopskih obiljezja vidljivih gljiviénih elemenata, lanéanom reakcijom polimerazom i

sekvenciranjem

Makroskopski izgled T GER T Identificirana

Uzorak  Pasmina Spol Dob - vidljivi gljiviéni
kolonija elementi vrsta
zrnata, zrakastih
) rubova hife s pregradama .
b1 engleskd — zenka  8Mj  gornja povsina: bijela grozdaste Trichophyton
kratkodlaka X - . L benhamiae
donja povrSina: jarko mikrokonidije
zuta
uzdignuta, puderasta makrokonidije
enaleska y . gornja povrsina: elipsoidnog oblika Nannizzia
D2 kratEo g Muziak 3 mj blijedo smeda blago oblih distalnih o
donja povr§ina: krajeva, cetiri do Sest ayp
crveno-smeda pregrada
zrnata, zrakastih .
hife s pregradama,
i 5 Ui rozdaste Trichophyton
D17 sheltie muZjak 29 gornja povrsina: bijela g L y
: . mikrokonidije benhamiae
donja povrsina: jarko
Zuta
zrnata, zrakastih
. 3 11 rubova hife s pregradama, Trichophvton
D24 sheltie Zenka . gornja povrsina: bijela grozdaste Py
mj : D ; P benhamiae
donja povrsina: jarko mikrokonidije
zuta

U tri slucaja naraslih kultura ¢ija identifikacija koristenjem rutinskih laboratorijskih metoda

identifikacije nije bila moguca, uporabom PCR metode dobiveni su DNK odsjecci priblizne

veli¢ine 500 do 600 pb.
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Slika 9. Elektroforeza PCR proizvoda neidentificiranih kultura plijesni u 2% agaroznom gelu:
1: Aphanoascus fulvescens (D3); 2: Chrysosporium lobatum (D16); 3: Chrysosporium
minutisporosum (D20); K+: pozitivna kontrola (Nannizzia gypsea); K-: negativna kontrola; B:
DNK biljeg

Njihovim sekvenciranjem i interpretacijom sljedova nukleotida utvrdeno je da se radi o
saprofitskim plijesnima Aphanoascus fulvescens, Chrysosporium lobatum, Chrysosporium

minutisporosum) (Tablica 6).

Tablica 6. Saprofitske plijesni slicne dermatofitima identificirane lancanom reakcijom

polimerazom i sekvenciranjem

Makroskopski izgled  Mikroskopski vidljivi Identificirana

UzaElR PEEmiTE S0 balg kolonija gljiviéni elementi vrsta
zrnata, uzdiZe se od
Svicarski .. . podlogew e pfegradama, Aphanoascus
D3 . Muzjak 3 mj gornja povrsina: kruskolike
tedi & . S fulvescens
bijela mikrokonidije

donja povrS$ina: zuta

puderasta,ispupcena
gornja povrsina:
bijela
donja povrSina: zuta

hife sa pregradama,
kruskolike
mikrokonidije

Chrysosporium

D16 coronet Muzjak 2,59 lobatum

Zrnata

£0rN)a povISIna. hife oblika Chrysosporium

D20 sheltie Zenka 3 mj bijela I . A
. v jelenjskog rogovlja minutisporosum
donja povrsina:

blijedo-Zuta
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U 16,67% (4/24) uzoraka dlaénog pokrivaca zamorci¢a utvrdena je prisutnost
dermatofita (Grafikon 4).

m Pozitivni uzorci = Negativni uzorci

Grafikon 4. Udio asimptomatskih nositelja (pozitivni uzorci) u odnosu na zdrave

zamorcice (negativni Uzorci)

Od sveukupno cetiri zamoréica njih 75% (3/4) bili su u dobnoj kategoriji do godine
dana, dok je jedna zivotinja 25% (1/4) bila stara dvije godine. Medijan dobi pozitivnih Zivotinja
bio je 11 mjeseci. U populaciji uzorkovanih muzjaka njih 28,57% (2/7) je bilo pozitivno. Udio
pozitivnih Zenki je bio 11,76% (2/17) (Grafikon 5).

zenke

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M negativni M pozitivni

Grafikon 5. Udio asimptomatskih nositelja (pozitivne Zivotinje) muskog i Zenskog

spola u odnosu na zdrave zamor¢ice (negativne zivotinje)
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U ovom istrazivanju dermatofiti su izdvojeni s dlacnog pokrivaca dviju pasmina
zamorc¢ica: engleski kratkodlaki i sheltie. Nadalje, svi engleski kratkodlaki zamor¢i¢i bili su
pozitivni (100%, 2/2), dok je od svekupno osam zamorc¢i¢a pasmine sheltie njih 25% (2/8) bilo
pozitivno. Sekvenciranjem su utvrdene dvije razliite vrste dermatofita: Trichophyton
benhamiae s udjelom od 75% (3/4) i Nannizzia gypsea s udjelom od 25% (1/4). Udio Zivotinja
u ukupnoj populaciji s ¢ijeg dlacnog pokrivaca je izdvojena vrsta T. benhamiae bio je 12,5%
(3/24), dok je vrsta N. gypsea izdvojena iz 4,17% (1/24) zivotinja. Vazno je napomenuti da niti
jedan od zamorcic¢a koji su bili pozitivni nije imao vidljivih koZnih promjena. Svi pozitivni
zamorcici su bili preventivno tretirani ivermektinom te su hranjeni sijenom, peletima, povréem
i travom. Pozitivni zamor¢ici engleske kratkodlake pasmine (D1 i D2) su bili smjeSteni u isti
kavez, dok su pozitivni zamorc¢i¢i pasmine sheltie (D17 i D24) drzani odvojeno, no nije
isklju¢ena mogucnost kontakta s obzirom da je jedan od pozitivnih zamorci¢a (D17) bio

muzjak koji je u svrhu rasploda povremeno mijenjao skupine.
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5. RASPRAVA

Dermatofiti su gljivice koje zbog svog keratinolitickog djelovanja uzrokuju promjene
na kozi i noktima. S obzirom na okoli§ u kojem obitavaju gdje imaju najpovoljnije uvjete za
rast dijele se na geofilne, zoofilne i antropofilne, a medu navedenima su najznacajniji zoofilni
dermatofiti. Naime, osim $to mogu uzrokovati kozne promjene na Zivotinjama takoder
predstavljaju i javnozdravstveni rizik jer uzrokuju infekcije u ljudi (SIMPANYA, 2000.). Niz
istrazivanja ukazuje na to da su zamorCi¢i Cesti asimptomatski nositelji dermatofita
(VANGEEL i sur., 2000.; KRAEMER i sur., 2012.; OVERGAAW i sur., 2017.). S obzirom da
su ovi glodavaci sve popularniji kuéni ljubimci od velike je vaznosti rasvijetliti potencijalne

javnozdravstvene rizike drzanja zamorc¢ic¢a kao ku¢nih ljubimaca.

U ovom istrazivanju uzorkovano je 24 zamorcic¢a koji su u vlasniStvu registrirane
uzgajivacnice. Od ukupno 24 uzorka dla¢nog pokrivaca zamorcic¢a iz njih Cetiri odnosno
16,67% su izdvojeni dermatofiti. Sli¢ne rezultate su dobili OVERGAAW i sur. (2017.) u
istrazivanju prevalencije dermatofita U zamorci¢a U nizozemskim trgovinama kuénim
ljubimcima u kojem je 16,8% zivotinja bilo pozitivno na dermatofite. Navedeno istraZivanje
obuhvacalo je 179 zamorcica iz trgovina kuénih ljubimaca koji su ve¢inom nabavljeni iz malih
uzgoja privatnih uzgajivaca. U sli¢cnom istrazivanju u Njemackoj koje je ukljucilo 59 zivotinja
udio pozitivnih Zivotinja je bio preko 90%, s time da su negativne Zivotinje bile podrijetlom iz
manjih uzgoja, dok je vecina pozitivnih zamorcica bila iz velikih uzgoja (KUPSCH i sur.,
2017.). Dansko istrazivanje je obuhvatilo 17 trgovina ku¢nih ljubimaca medu kojima je u njih
sedam izdvojen dermatofit T. benhamiae s dlaénog pokrivaca zamorci¢a, a Sve pozitivne
zivotinje bile su podrijetlom od vanjskih dobavljaca iz velikih uzgoja (TEKIN i sur. 2019.).
Navedena istrazivanja ukazuju da su asimptomatski nositelji dermatofita rijedi u manjim

uzgojima u usporedbi s uzgojima velikih dobavljaca.

U ovom istrazivanju metode koriStene U utvrdivanju prisutnosti i identifikaciji
dermatofita bile su izravna mikroskopska pretraga dlake, kulturelna pretraga koja je ukljucivala
uzgoj dermatofita te identifikaciju vrste na osnovu izgleda kolonija te mikroskopskih obiljezja
gljiviénih elemenata, lan¢ana reakcija polimerazom te sekvenciranje. Pri izravnom
mikroskopskom pregledu dlake u niti jednom uzorku nisu utvrdene artrospore te su Svi uzorci
proglaseni negativnima. TAMPIERI (2004.) upozorava da je moguénost lazno negativnog
nalaza kod koristenja izravne mikroskopske pretrage do 50%, medutim imajuci u vidu da u

ovom istrazivanju zamor¢i¢i nisu imali klini¢ke znakove bolesti nije bilo za oc¢ekivati da ¢e se
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izravnhom mikroskopskom pretragom utvrditi prisutnost artrospora. Uporabom kulturelne
metode na tri hranjive podloge identificirana je vrsta Trichophyton benhamiae i na jednoj vrsta
Nannizzia gypsea. Identifikacija preostale tri vrste plijesni nije bila moguc¢a. Naime, kolonije
su izgledom imale makroskopska obiljezja dermatofita, no mikroskopska obiljezja ukazivala
su na pleoformnost gljiviénih elemenata na osnovu kojih se nije sa sigurno$¢u moglo
identificirati niti iskljuéiti dermatofite. Prilikom identifikacije uvijek treba imati na umu dobro
poznatu moguénost porasta razlicitih vrsta saprofitskih plijesni koje fenotipskim izgledom
kultura i morfoloskim obiljezjima podsjecaju na dermatofite (DIONGUE i sur., 2019.) te
posljedi¢no moguénost pogresne identifikacije (WOODGYER, 1977., PRYCE i sur., 2003.).
Identifikacija obje vrste dermatofita metodama rutinske laboratorijske identifikacije potvrdena
je lancanom reakcijom polimerazom i sekvenciranjem, dok su preostale tri kulture pripadale
vrstama saprofitnin  plijesni:  Aphanoascus fulvescens, Chrysosporium lobatum i

Chrysosporium minutisporosum.

Pasmine zamorc¢ica na ¢ijem dlaénom pokrivacu je utvrdena prisutnost dermatofita bile
su engleski kratkodlaki zamor¢i¢ i zamor¢i¢ pasmine sheltie. Prema rezultatima dosadasnjih
istrazivanja nije poznato postoji li povezanost izmedu pasmine zamorci¢a i njihove
prijemljivosti na nastanak infekcije ili kolonizacije dermatofitima. Ono $to je poznato je da
dulja dlaka koja se ne kovréa pruza bolju zastitu od mikroorganizama iz okoline (BERLIN i
sur., 2020.). Dva nekastrirana muzjaka od ukupno sedam uzorkovanih (28,57%) u ovome
istrazivanju su bili nositelji dermatofita. Jednak broj Zenki od ukupno 17 uzorkovanih (11,76%)
je bio asimptomatski nositelj dermatofita na svom dla¢nom pokrovu. Vazno je napomenuti da
je veli¢ina uzorka u ovom istrazivanju bila premala za detaljniju statisticku analizu, a time i
tumacenje dobivenih rezultata. U istrazivanju koje su proveli BERLIN i sur. (2020.) takoder
su u ve¢em postotku nositelji dermatofita bili nekastrirani muzjaci (66,7%) u odnosu na Zenke
(49,4%). Medutim, koristenjem statistickih alata za obradu dobivenih podataka utvrdeno je da
razlika nije bila statisticki znacajna. Nadalje, od Ccetiri pozitivna zamorci¢a u ovome
istrazivanju Koji su bili pozitivni na dermatofite, tri zivotinje bile su mlade od godine dana.
Vrijednost medijana dobi pozitivnih zivotinja bila je 11 mjeseci, §to je sedam mjeseci manje
od vrijednosti medijana dobi svih zivotinja. U istrazivanju koje su proveli BERLIN i sur.
(2020.) srednja vrijednost dobi zivotinja koje su bile nositelji dermatofita takoder je bila niza
od srednje vrijednosti dobi cijele istrazivane populacije, medutim za asimptomatske nositelje
je utvrdeno da ne postoji statistiCki znacajna veza izmedu njihove dobi i sklonosti kolonizaciji

dermatofitima. Zamorcié¢i SuU u ovome istrazivanju drzani na stelji od blanjevine, medutim do
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sada ne postoje istrazivanja koja bi ukazala da bi odredena vrsta stelje mogla predstavljati veci

rizik za nastanak dermatofitoza, uz preduvjet da se stelja redovito mijenja i ¢isti.

Od sveukupno Cetiri zivotinje s ¢ijeg dlaénog pokrivaca su izdvojeni dermatofiti, u tri
sluc¢aja (75%) izdvojena je vrsta Trichophyton benhamiae. Dermatofit T. benhamiae je u
istrazivanjima koja su provedena tijekom posljednjih desetak godina imao znatan udio u
postotku izdvojenih vrsta dermatofita te je njegova prisutnost na dlanom pokrivacu zamor¢ica
utvrdena u rasponu od 55,4% (BERLIN i sur., 2020.) do ¢ak vise od 90% pretrazenih Zivotinja
(KUPSCH i sur., 2017.). Ova se vrsta dermatofita smatra emergentnim patogenom u Europi i
Japanu (HUBKA i sur., 2018.), a zabiljezen je i njegov znatan porast u etiologiji razvoja
klinicke slike dermatofitoze u djece (KUPSCH i sur., 2017.). Dermatofit T. benhamiae je na
hranjivoj podlozi s donje povrsine tijekom rasta proizvodio intenzivno Zuti pigment $to upucuje
na to da je u Republici Hrvatskoj mogué¢a dominacija zutog fenotipa ove vrste odnosno T.
benhamiae var. luteum. Za razliku od bijelog fenotipa koji je godinama poznat Sirom svijeta,
zuti fenotip je prvi puta izdvojen u Francuskoj i Svicarskoj u periodu od 2002. do 2008. godine
(CMOKOVA i sur., 2020.). SABOU i sur. (2018) su sekvencirali vrste koje su temeljem
laboratorijskih metoda identifikacije dermatofita identificirane kao vrsta T. mentagrophytes
var. porcellae. Od sveukupno 36 vrsta dermatofita 33 je pripadalo vrsti T. benhamiae, od kojih
je njih 29 pripadalo zutom fenotipu (SABOU i sur., 2018.). CMOKOVA i sur. (2020.) su u
svom istrazivanju analizirali 236 uzoraka sojeva vrste T. benhamiae var. luteum, od kojih je
vecina izdvojena iz ljudi s klinickom slikom dermatofitoze i izrazenim upalnim odgovorom
na kozi tijela, lica i vlasista. U anamnezi mnogi od njih naveli su izravni kontakt sa
zamorci¢ima. S obzirom da sliénu klinicku sliku uzrokuje i vrsta T. mentagrophytes,
identifikacija vrste dermatofita na temelju klinicke slike i morfoloskih obiljezja kolonija na
hranjivoj podlozi nije pouzdana, $to ukazuje na nuznost koristenja molekularnih dijagnostickih
metoda u njihovoj identifikaciji (SABOU i sur., 2018.).

U ovom istrazivanju vrsta Nannizzia gypsea izdvojena je iz dla¢nog pokrivaca jednog
zamorci¢a, odnosno 4,17% svih pretrazenih Zivotinja. Zamorc¢i¢ nije imao vidljivih koznih
promjena, sto je slicno podacima dobivenim u istrazivanju dermatofita u klinicki zdravih
laboratorijskih zivotinja u kojem je od sveukupno 63 zamorci¢a s dlaénog pokrivaca tri
zivotinja (4,76%) izdvojena ova vrsta (FEUERMAN i sur., 1975.). Istrazivanje pokusne
infekcije ovom vrstom pokazalo je da unato¢ tome Sto se ubraja u skupinu geofilnih
dermatofita, ova vrsta moze prouzrociti klini¢ki manifestni oblik bolesti u ljudi i macaka, dok

su se zamorci¢i pokazali otporni na infekciju (FUENTES i sur., 1955.).
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U ovom istrazivanju izdvojene su tri vrste saprofitskih plijesni Chrysosporium lobatum
i Chrysosporium minutisporosum te Aphanoascus fulvescens S§to je slicno rezultatima
istrazivanja prisutnosti dermatofita na dlacnom pokrivacu asimptomatskih macaka na Novom
Zelandu (WOODGYER, 1977.). S obzirom na svoje staniste, vrste iz roda Chrysosporium
pripadaju geofilnoj skupini plijesni te imaju sposobnost keratinolize i ¢esto ih se moze izdvojiti
s dlacnog pokrivaca, medutim medusobno razlikovanje vrsta moguce je iskljucivo koristenjem
molekularnih metoda identifikacije (WOODGYER, 1977., DEHGHAN i sur., 2019.). Zbog
morfoloske sli¢nosti grade njihovih hifa i konidija s vrstama dermatofita, danas je poznato da
su u proslosti vrste ova dva roda bile medusobno zamijenjene, a time i pogresno opisane ili ¢ak
i pohranjene u bankama kultura pod pogresnim imenom. Navedeno je proizlazilo uslijed
uporabe ne samo iskljucivo laboratorijske metode identifikacije ve¢ i zbog nove taksonomske
reklasifikacije. Naime rod Chrysosporium zajedno s dermatofitima pripada redu Onygenales
te je saprofitska plijesan koja ima sposobnost razgradnje keratinskog supstrata i sporadi¢no
uzrokuje kozne i sistemske mikoze (DEHGHAN i sur., 2019.). Primjerice PRYCE i sur. (2003.)
su saprofitsku plijesan Chrysosporium indicum identificirali kao vrstu dermatofita
Trichophyton interdigitale koriste¢i rutinsku laboratorijsku metodu identifikacije. Takoder,
WOODGYER i sur. (1977.) u svom istrazivanju prisutnosti dermatofita na dlacnom pokrivacu
asimptomatskih macaka navode ¢estu pogresnu identifikaciju vrste Chrysosporium pannorum
kao vrstu dermatofita. Nadalje, ista skupina istrazivata zamijenila je vrstu Aphanoascus
fulvescens s vrstom Chrysosporium sp. prilikom identifikacije dermatofita s dlacnog pokrivaca
asimptomatskih mac¢aka. DIONGUE i sur. (2019.) upozoravaju na vaznost razlikovanja vrste
Aphanoascus fulvescens od vrsta dermatofita jer im nalikuje svojim morfoloskim obiljezjima i
¢esto se moze izdvojiti iz koznih promjena nastalih uslijed infekcije dermatofitima. Plijesan
Aphanoascus fulvescens je izdvojena iz gnijezda mo¢varnih ptica (KORNILLOWICZ-
KOWALSKA i sur., 2011.), i otpadnih voda (MARUTHI i sur., 2012.) te pripada skupini
keratinofilnih gljivica koja se u veterinarskoj medicini povezuje sa sporadi¢nim nastankom
koznih lezija u pasa i macaka (CARETTA i sur., 1989.).

Ovo je prvo istrazivanje o zamorci¢ima kao asimptomatskim nositeljima dermatofita u
Republici Hrvatskoj te doprinosi rastu¢im dokazima o povecanoj ucestalosti vrste T.
benhamiae na dlaci ovih kuénih ljubimaca te o vaznosti ove vrste kao emergentnog zoonotskog
patogena. Navedeno ukazuje na vaznost provedbe dobrih zoohigijenskih mjera kod drzanja
zamorcica kao i na nuznost edukacije vlasnika. Nadalje, ovo istrazivanje jo§ jednom je

pokazalo da unato¢ tome §to se kulturelna pretraga smatra zlatnim standardom dijagnostike
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dermatofitoza moZe rezultirati lazno pozitivnim nalazom u slucaju porasta kultura plijesni
morfoloski sli¢nih dermatofitima. Kombinacija klasi¢nih laboratorijskih metoda identifikacije
u kombinaciji s molekularnim metodama doprinosi pouzdanosti rezultata te posljedi¢no boljim
odabirom terapijskog protokola i smanjenjem javnozdravstvenog rizika koji dermatofiti

predstavljaju.
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6. ZAKLJUCCI

1. Od sveukupno 24 uzoraka dlacnog pokrivaca podrijetlom od zamorc¢i¢a kulturelnom
pretragom, lan¢anom reakcijom polimerazom te sekvenciranjem iz njih Cetiri izdvojena

su i identificirana tri dermatofita vrste Trichophyton benhamiae i jedan vrste Nannizzia

gypsea.

2. lzravnhom mikroskopskom pretragom nije utvrdena invazija dlaka artrosporama

dermatofita.

3. Kulturelna pretraga omogucila je izdvajanje i preciznu identifikaciju dermatofita,
makroskopski na osnovu izgleda kolonija te mikroskopski na osnovu tipi¢ne morfologije
gljiviénih elemenata, $to je potvrdeno klasi¢nom lan¢anom reakcijom polimerazom i

sekvenciranjem.

4. ldentifikaciju tri kulture plijesni nije bilo moguée provesti laboratorijskom metodom
dijagnostike zbog njihove sli¢nosti s dermatofitima. Lan¢anom reakcijom polimerazom i
sekvenciranjem identificirane su saprofitske plijesni Chrysosporium lobatum,

Chrysosporium minutisporosum i Aphanoascus fulvescens.

5. U svrhu postavljanja to¢ne dijagnoze dermatofitoze, u slucaju izdvajanja kultura plijesni
slicnih  dermatofitima koje zbog morfoloskih obiljezja nije moguce sa sigurno$cu
identificirati klasicnom laboratorijskom metodom identifikacije, potrebno je dodatno

koristiti molekularne metode.

6. Prevalencija emergentnog patogenog dermatofita Trichophyton benhamiae na dlaénom
pokrivacu zamorc¢i¢a ukazuje na potrebu pojaCane kontrole zdravlja zamorcica bez

klini¢kih znakova dermatofitoze, a u svrhu sprjecavanja Sirenja ove zoonoze.
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8. SAZETAK

Mislav Unger

Uporaba mikroskopskih 1 molekularnih metoda u dijagnostici dermatofitoza u zamorcica

Dermatofiti su keratinoliticke gljivice koje mogu prouzrociti kozne promjene U zivotinja i ljudi.
Zamorcici su ¢esti asimptomatski nositelji dermatofita, $to je vazno imajuéi u vidu njihovu sve
vecu popularnost kao kuénih ljubimaca. Rad mikoloskih dijagnostickih laboratorija koristi
klasi¢ne metode laboratorijske identifikacije koje ukljucuju izravnu mikroskopsku pretragu
dlake, izdvajanje dermatofita na hranjivoj podlozi te njihovu identifikaciju na osnovu
makroskopskih i mikroskopskih obiljezja kolonija. Uporaba molekularnih metoda pokazala je
da je neke vrste dermatofita tesko razlikovati medusobno samo na osnovu morfologije, ali i
moguée zamijeniti s nekim vrstama saprofitskih plijesni. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi
prisutnost dermatofita na kozi i dlaci zamoréica koriste¢i izravno mikroskopiranje dlake,
kulturelnu pretragu te identifikaciju vrsta dermatofita na osnovu makroskopskog izgleda
kolonija i mikroskopskih obiljezja gljivi¢nih elemenata, lancanom reakcijom polimerazom
(engl. polymerase chain reaction, PCR) i sekvenciranjem. Od sveukupno 24 uzoraka dla¢nog
pokrivaca podrijetlom od zamorci¢a kulturelnom pretragom, lan€anom reakcijom
polimerazom te sekvenciranjem iz njih Cetiri izdvojena su i identificirana tri dermatofita vrste
Trichophyton benhamiae i jedan vrste Nannizzia gypsea. lzravnom mikroskopskom pretragom
nije utvrdena invazija dlaka artrosporama dermatofita. Kulturelna pretraga je omogucila
preciznu identifikaciju dermatofita, ali nije bila dostatna za preciznu identifikaciju u slucaju tri
narasle kulture plijesni sli¢nih dermatofitima koje su identificirane PCR metodom i
sekvenciranjem kao vrste Chrysosporium lobatum, Chrysosporium minutisporosum i
Aphanoascus fulvescens. Prevalencija emergentnog patogenog dermatofita Trichophyton
benhamiae na dla¢nom pokrivacu zamorci¢a ukazuje na potrebu pojacane kontrole zdravlja

zamorcica bez klinickih znakova dermatofitoze, a u svrhu sprjecavanja Sirenja ove zoonoze.

Kljuéne rije€i: zamorci¢i, dermatofiti, kulturelna pretraga, lan¢ana reakcija polimerazom,

sekvenciranje, Trichophyton benhamiae, Nannizzia gypsea
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9. SUMMARY

Mislav Unger

The use of microscopic and molecular methods in the diagnosis of dermatophytosis in guinea

pigs

Dermatophytes are keratinophilic fungi that can cause skin lesions in animals and humans.
Guinea pigs are common asymptomatic carriers of dermatophytes, which is important
considering their increasing popularity as pets. Mycological diagnostic laboratories use
classical methods of laboratory identification, including direct microscopic examination of
hairs, isolation of dermatophytes on culture media, and their identification based on
macroscopic and microscopic characteristics of colonies. The use of molecular methods has
shown that some dermatophyte species are difficult to distinguish from each other based on
morphology alone and can also be confused with some saprophytic mold species. The aim of
this study was to determine the presence of dermatophytes on skin and hair of guinea pigs by
direct microscopic examination of hair, culture testing, identification of dermatophyte species
based on macroscopic appearance of colonies and microscopic characteristics of fungal
elements, polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. From a total of 24 guinea pig hair
samples, four were isolated by culture test, polymerase chain reaction and sequencing, and
identified as dermatophytes: three of them as Trichophyton benhamiae and one species of
Nannizzia gypsea. Direct microscopic examination did not reveal invasion of the hairs by
dermatophyte arthrospores. Cultural examination allowed accurate identification of
dermatophytes but was not sufficient for accurate identification in the case of three cultures of
molds resembling dermatophytes. These were identified by PCR and sequenced as species of
Chrysosporium lobatum, Chrysosporium minutisporosum and Aphanoascus fulvescens. The
prevalence of the emerging pathogenic dermatophyte Trichophyton benhamiae on guinea pig
hair indicates that increased health monitoring of guinea pigs without clinical signs of

dermatophytosis is needed to prevent the spread of this zoonosis.

Keywords: guinea pigs, dermatophytes, culture test, polymerase chain reaction, sequencing,
Trichophyton benhamiae, Nannizzia gypsea
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