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1. UvOD

Dermatomikoze su bolesti koZze i adneksa kozZe (vlasiste, nokti) uzrokovane
gliivama. Prevalencija u svjetskoj populaciji je visoka i iznosi 20-25%, stoga su
dermatomikoze jedna od najCedc¢ih bolesti unutar skupine dermatoveneroloskih

bolesti i vrlo Cesti razlog posjeta lijeCniku (1).

Gljive su c¢lanovi velike skupine eukariotskin organizama i u biolosSkoj
taksonomiji pripadaju zasebnom carstvu, carstvo gljiva - Regnum fungorum (2).
Danas je poznato oko 100 000 vrsta gljiva, ali svega pedesetak moZze biti patogeno
za Covjeka (3). Gljive mogu uzrokovati: a) povrSinske mikoze - dermatomikoze, b)
sistemske mikoze, no, patogenost gljiva moze se ocitovati i c) micetizmom kao
rezultatom produkcije mikotoksina te d) alergenskom stimulacijom u vidu pojave

razli¢itih manifestacija na kozi (4).

1.1. Klasifikacija dermatomikoza

Dermatomikoze se nacelno mogu podijeliti u tri skupine (3). Treba, ipak,
napomenuti da je nize navedena klasifikacija ,gruba“ i Klini¢ki ,orijentirana®, no,

ujedno i vrlo svrsishodna:

e dermatomikoze uzrokovane dermatofitima ili dermatofitoze,
e dermatomikoze uzrokovane kvascima i

e dermatomikoze uzrokovane plijesnima.

Dermatofiti su najeSci uzrocnici gljiviCnih bolesti koZe, rasprostranjeni diljiem

svijeta. Invadiraju povrSinski roznati sloj koze, i/ili dlaka i/ili noktiju na nacin da,



pojednostavljeno gledajuéi, razgraduju keratinski sloj. Afinitet dermatofita za keratin i

njihova keratinoliticka sposobnost klju¢ni su ¢imbenik za pojavu dermatofitoza.

Pojedine vrste dermatofita parazitiraju samo na Covjeku (antropofilne gljive) i
iznimno rijetko mogu inficirati druge Zivotinje. Zoofilne gljive naj¢eS¢e parazitiraju na
Zivotinjama, ali mogu biti patogene i za ljude, dok geofilne gljive prirodno Zive u tlu,
naj¢eS¢e na mjestima bogatim raspadnutim produktima animalnog podrijetla (5, 6).
Pripadnici svih triju skupina mogu biti patogeni za €ovjeka, a najéesée su to zoofilne i
antropofilne gljive. U djece i adolescenata najCeS¢i uzro€nici dermatomikoza su
zoofilne gljive. lzvor i prijenosnik zaraze su naj¢eSée kucni ljubimci, prvenstveno
macka, riede pas, zec, kuni¢ i krupnije domace Zivotinje (7). IstraZivanje provedeno
u ltaliji pokazalo je da je M. canis bio izoliran u ¢ak 40% macaka i pasa s
promjenama na kozi (8). No pokazalo se da i asimptomatske Zivotinje mogu biti izvor

zaraze (9).

1.2. Etiologija dermatomikoza

Dermatofiti patogeni za Covjeka dijele se u tri dolje navedena roda. Jo$ se
uvijek koristi ova klasifikacija buduci da za sve vrste patogene za Covjeka nije jos
verificirana ,optiCki savrSena forma“ (Fungi perfecti) i mnoge, u tom smislu relevantne
vrste, stoga pripadaju Sirokoj skupini zvanoj ,Fungi imperfecti“. Na temelju toga, neki
.Klasi¢ni“ autori skupinu ,Fungi imperfecti nazivaju i ,taksonomskim smetlistem®, no,
bolja, a ujedno i praktiCnija klasifikacija u dermatoloSkoj mikologiji joS uvijek ne

postoji.

Ova podijela dermatofita u uporabi je joS od 1934. godine, kada je Chester
Emmons revidirao prvu podjelu dermatofita, koju je prethodno objavio Raymond
Sabouraud 1910. godine, izbacivsi rod Achorion (10). Emmons je uzeo u obzir
morfologiju spora, dok je Sabouraud podjelu temeljio prvenstveno na klini¢kim

karakteristikama bolesti uz neka mikroskopska i makroskopska obiljezja uzroCnika

().



Sukladno svemu prethodno navedenom navodimo slijedec¢e rodove

dermatofita:

e Trichophyton spp.,
e Microsporum spp. i

e Epidermophyton spp.

U Tablici 1. prikazani su predstavnici navedenih triju rodova dermatofita (11).

Tradicionalno, prema rodu uzro¢nika, dermatofitoze se dijele na:

e trihofitoze (trihofitije),
e mikrosporoze (mikrosporije) i

e epidermofitoze (epidermofitije).

Razli¢ite vrste gljiva mogu uzrokovati identi€nu klini¢ku sliku. Stoga samo
adekvatna mikoloSka obrada moze pomoc¢i u verifikaciji uzro€nika. Verificiranje
uzroCnika bitno je i zbog epidemioloskih razloga. To je osobito relevantno kod
zoofilnih uzro€nika, gdje mozemo naslutiti put prijenosa i otkriti rezervoar zaraze, te
kod uzroCnika koji se mogu pojaviti kao male ,epidemije” u odredenim obiteljima ili

sportskim kolektivima (12).

Takoder u praksi, u uporabi je i podjela prema lokalizaciji dermatomikoze, ne
uzimajuéi u obzir naziv uzro¢nika. Tako npr. dermatomikoza vlasiSta naziva se
dermatomycosis capitis (DC) ili tinea capitis (TC); dermatomikoza Saka - tinea

manuum; stopala - tinea pedis itd.



Tablica 1. Vrste dermatofita izoliranih na Sabouraudovom agaru (11)

Trichophyton

Microsporum

Epidermophyton

T. mentagrophytes var. granulosa seu

mentagrophytes
T. mentagrophytes var. interdigitalis
T. rubrum

. verrucosum

. violaceum

. ajelloi

. concentricum
. equinum

. gourvilii

T. megninii

T. schoenleinii
T. simii

T. terrestre

T. yaoundei

L £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £

. canis

. ferrugineum
. gypseum

. audouinii

. amazonicum
. cookei

. equinum

. fulvum

. gallinae

. hanum

. persicolor

. praecox

. racemosum

. vanbreuseghemii

E. floccosum




1.3. Patogeneza

Patogeneza dermatomikoza rezultat je odnosa izmedu invazivne sposobnosti
gliive i imunog odgovora domacina. Gljive imaju keratinolitiCku sposobnost.
Produkcijom enzima keratinaze, razlazu citokeratin, bjelanevinski kompleks koji se
nalazi u roznatom sloju koze, u kosi i u noktima te tako prodiru u tkivo (13). Infekcije
uzrokovane antropofilnim uzroCnicima naj¢eS¢e su karakterizirane nesto slabijom
upalnom reakcijom i imaju najceS¢e karakteristiku dugotrajnih, kronicnih infekcija.
Intenzivna i burna upalna reakcija karakteristicnija je za zoofilne i geofilne

predstavnike (14).

Smatra se da manan, glukoprotein koji je sastavni dio stijenke gljivicnih
organizama utjeCe na inhibiciju proliferacije limfocita domacina, $to dovodi do
supresije imunog odgovora domacdina, te tako pomaze adherenciji uzroénika u tkivo.
Blake i sur. ispitivali su in vitro aktivnost manan glukoproteina kod antropofilnog
uzroCnika T. rubrum i kod zoofilnog uzro€nika M. canis. Manan glukoprotein je bio
izoliran u znatno vecoj koli€ini kod T. rubrum, te pokazao je vecu inhibitornu aktivnost

u usporedbi s M. canis (15).

HidrolitiCkom aktivnoSéu uzroCnici progrediraju u tkivo lu€enjem cistein
dioksigenaze, koja je odgovorna za prekid disulfidnih veza keratina (16). Pokazalo se
da dermatofiti in vitro izlu€uju viSe od dvadeset proteaza, koje pripadaju velikim
skupinama subtilizina ili serin proteaza, te fungilizina ili metaloproteaza (17).
Keratinoliticke proteaze sli¢ne subtilizinu koje su izolirane u kulturi M. canis, izlu€uju

se od strane uzrocnika in vivo i predstavljaju polipeptide veli€ine 31,5 kDa (18, 19).

S druge strane, u obrani domacina sudjeluju nespecificni i specificni
imunoloski mehanizmi. Intaktna koZa barijera je za prolaz patogenih gljiva. 1zlozenost
ultraljubi¢astom svjetlu, kao i kompetitivni rast ostalih mikroorganizama, posebice
bakterija, takoder nepovoljno utjeCe na rast gljiva na kozi. No, oSte¢ena koza, vlaga i
okluzija mogu pogodovati invaziji dermatofita. Zasi¢ene masne kiseline loja, koje se
luCe nakon puberteta, djeluju inhibitorno na rast dermatofita, stoga se dermatomikoze

vlasidta znacajno rjede pojavljuju u razdoblju nakon puberteta (4).

U specifiénoj obrani organizma, smatra se da sudjeluju i humoralna i stani¢na

imunost, ali stani¢na imunost i odgodena imunoloska reakcija igra bitniju ulogu u tom



procesu (4). Tijekom dermatofitne infekcije, dermatofitni antigen aktivira T supresorne
i T pomocnicke stanice. U prezentaciji antigena sudjeluju Langerhansove stanice
koje ,predstavijaju” antigen imunokompetentnim stanicama, nakon cega slijedi
upalna reakcija razliCitog intenziteta, karakterizirana aktivacijom makrofaga, te

lu€enjem odredenih upalnih citokina, prvenstveno interferon gama (IFN-y) (5, 20).

Keratinociti tijekom gljivicne infekcije izluCuju Siroki spektar citokina koji se
razlikuju u ovisnosti od uzroénika dermatofitne infekcije. Kao odgovor na upalu kod
zoofilnih uzro€nika, keratinociti mogu izlu€ivati protuupalne citokine, kemokine i
imunomodulatorne citokine, naj¢esc¢e IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-15, IL-16,
IL-17 i interferon-y. Kod antropofilnih uzro€nika, imuni odgovor domacina je slabiji,
spektar izlu€enih citokina je smanjen, te se naj¢esce izluCuje eotaksin-2, IL-8 i IL-16
(21).

1.4. Dijagnostika

Nakon klinicke sumnje na dematomikozu, dijagnozu je potrebno laboratorijski

verificirati. U tu svrhu izvodi se nativni mikroskopski pregled i kultivacija.

1.4.1. Nativho mikroskopiranje i kultura

Postupak laboratorijske dijagnostike dermatomikoze zapoc€inje adekvatnim
uzimanjem materijala iz kozZe, vlasi i/ili nokta. Dobiveni materijal preparira se 20%-
tnim kalijevim hidroksidom (KOH), koji razgraduje keratin, te se gljivicni elementi bolje
uoCavaju tijekom mikroskopskog pregleda (Slika 1). Nativna mikoloSka obrada u
nekim slu¢ajevima moze biti i lazno negativna i to prema podacima iz literature u 5-
15% slu€ajeva (22).



Slika 1. Splet hifa (x400)



U svrhu kultivacije, materijal se nanosi na posebnu hranjivu podlogu, najcesc¢e
modificirani Sabouraudov agar SDA (od engl. Sabouraud Dextrose Agar). To je
modifikacija hranjive podloge koju je prvi opisao Raymond Sabouraud 1892. godine,
koja sadrzi visoku koncentraciju dekstroze kiselog pH, §to omogucava selektivni rast
gljiiva (5). Selektivnost se povecava dodavanjem odredenih inhibitora i antibiotika kao
npr. cikloheksimida, kloramfenikola, ili gentamicina (23). Materijal se kultivira oko 14
dana na temperaturi od oko 25°C (Slika 2).

Slika 2. Mikoloska kultura na modificiranom

Sabouraudovom agaru

Na temelju makroskopskog i mikroskopskog izgleda kolonija, verificira se
uzroCnik i postavlja etioloSka dijagnoza. Kultivacija je posebice nuzna kada je

indicirana sistemska antifungalna terapija, npr. kod mikoza vlasista i noktiju.



1.4.2. HistoloSka analiza

Iznimno, u nejasnim slu€ajevima i kod dubokih mikoza koristi se i histoloSka
analiza bioptata koZe (Slika 3). U tu svrhu, kako bi se prikazali micelijski elementi
koriste se posebna bojanja bioptiranog materijala i to najceS¢e PAS (od engl.
periodic-acid Schiff) (Slika 4), ili impregnacijom srebrom po Grocott-u. Prema nekim
autorima histoloSka dijagnostika onihomikoza PAS bojanjem je osjetljiviia nego
klasicna mikoloSka obrada (24). No, nedostatak histoloSke metode je relativha

invazivnost i nemogucnost verifikacije vrste gljive.

Slika 3. Brojne hife u sloju rahle roZevine. Hemalaun-eozin (HE) bojanje (x40)



Slika 4. Hife u rahloj rozevini. PAS bojanje (x40)
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1.4.3. Pregled ultravioletnim svjetlom (Woodovom lampom)

Koristi se ultraljubiCasto svjetlo valne duljine 360 nm. Nakon obasjavanja,
neke gljivicne promjene fluoresciraju to€no odredenom bojom. Tako na primjer
Microsporum canis fluorescira zeleno, Malassezia spp. fluorescira zlatno-zuto (Slika
5) itd. Ova metoda nije osjetljiva poput mikroskopske detekcije micelijskih elemenata,
odnosno kultivacije.

Slika 5. Pregled Woodovom lampom (Malassezia spp.)
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1.4.4. Molekularna dijagnostika

Rutinska laboratorijska dijagnostika dermatofita sastoji se, dakle, od direktne
mikroskopske pretrage i mikoloSke kulture. lako je kultivacija uzroCnika precizna
dijagnosticka metoda, zahtijeva najmanje dva tjedna do konkluzivne interpretabilnosti
rezultata (osim kod nekih vrsta kvasaca kad se verifikacija kulturom moze zakljuditi i
ranije), nuzan je adekvatan prostor i educirano osoblje, no i unato€ tome ne moze se

koristiti u dijagnostici odredenih podtipova dermatofita.

Razvoj molekularne tehnologije omogucio je primjenu razli¢itih specifi¢nih i
osjetljivin molekularnih metoda u dijagnostici razliitih mikroorganizama, uklju€ujuci i
gljive (25). Nukleinska ribosomalna DNK (rDNK) gljiva sastoji se od 3 gena: velika
podjedinica (25S), mala podjedinica (18S) i 5.8S gena, odvojeni ITS (od engl. internal
transcribed spacer) regijama. ITS regije prisutne su u svim dermatofitima zbog Cega
su vrlo Cesto upravo ITS1 ili/i ITS2 ciljne regije u molekularnoj dijagnostici gljiva (26,
27). Zbog varijabilnosti, pogodne su za razvoj specificnih PCR (od engl. Polymerase

Chain Reaction) poc€etnica za identifikaciju vrste (27-29).

Neka istrazivanja upucuju na to da je koriStenje ITS1 regije bolije u
diferencijaciji T. rubrum, T. soudanense i T. violaceum, s obzirom da navedene vrste
dermatofita imaju slicne ITS2 regije. Medutim, koridtenje ITS2 regije dalo je bolje

rezultate u diferencijaciji vrsta M. canis, M. audouinii i M. ferrugineum (29, 30).

Dijagnostika gljiva znatno je promijenjena sredinom osamdesetih godina
proslog stoljeca, uvodenjem PCR metode, posebice u podrucju znanosti. Nova
bioloSka taksonomija gljiva zasniva se poglavito na molekularnim metodama (2, 12,
31, 32).
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1.4.4.1. Lanéana reakcija polimeraze

Lancana reakcija polimeraze ili PCR (od engl. Polymerase Chain Reaction) je
eksponencijalno umnoZzZavanje specifi€nih ciljnih regija ponavljanim ciklusima sinteze
oligonukleotidnih lanaca, do detekcijske razine. Konvencionalna PCR je kvalitativna,
ne kvantitativna metoda i koristi se u detekciji i identifikaciji gljiva. Danas su u
primjeni razliCite sli€ne modificirane metode i daljnji razvoj molekularne tehnologije
usmijeren je ka komercijalizaciji u dijagnosticCkom smislu. Odredene molekularne
metode omogucuju detekciju uzroCnika izravno iz klinickog materijala, Sto omogucuje
dobivanje brzih nalaza, za samo nekoliko sati, ukljuCujuéi i dijagnozu onihomikoza
(33-36).

1.4.1.2. Enzimska razgradnja produkata PCR-a

PCR-RFLP (od engl. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) ili enzimska razgradnja produkata PCR-a, je molekularna metoda
koja se koristi u identifikaciji dermatofita. Ova metoda se temelji na izboru nekoliko
srestrikcijskih® enzima koji dio genoma dermatofita umnoZzen PCR-om, cijepaju na
to¢no odredenom mijestu ovisno o specifichnom nukleotidnom rasporedu. Specifi¢ni

raspored fragmenata odgovara odredenim genotipovima (37).

1.4.1.3. Nasumi€éna amplifikacija polimorfne DNK

Nasumic¢na amplifikacija polimorfne DNK ili RAPD (od engl. Random Amplified
Polymorphic DNA) je vrsta PCR reakcije u kojoj su umnozZavaju¢i segmenti DNK
sluc¢ajni (38). RAPD pocetnice su dekameri, dugacki 10 nukleotida. Mjesto gdje ¢e se
poCetnica vezati je slu€ajno, te za razliku od ,tradicionalnin® PCR analiza, za RAPD
analizu nije potrebno prethodno poznavanje DNK sekvencija ciljnih genoma. Produkti
dobiveni PCR-om ovise od duZine pocetnice i od duzine samog ciljnog genoma.
Polimorfizam koji je rezultat mutacija ili promjene redoslijeda nukleotida prikazuje se

kao prisustvo ili odsustvo fragmenata (vrpce) RAPD reakcije na agaroznom gelu.
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1.4.1.4. Sekvenciranje

Sekvenciranje je metoda kojom je moguce utvrditi redoslijed nukleotida DNK i
RNK. Za identifikaciju vrste dermatofita odreduje se slijed nukleotida ITS1 i ITS2
regija rDNK (29). Do danas je razvijeno vise metoda odredivanja sekvencija DNK
(39-41).

Odredivanje slijeda  nukleotida u molekuli DNK Sangerovom dideoksi
metodom bazira se na zaustavljanju sinteze DNK molekule nakon ugradnje
dideoksiribonukleozid-trifosfata (ddNTP). Tijekom prirodnog ciklusa sinteze DNK, u
lanac se ugraduju deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP) pomocéu enzima DNK
polimeraze, izmedu kojih se stvara fosfodiesterska veza te se lanac produZuje
ugradnjom svakog slijedeceg dNTP-a. DNK polimeraza moze tijekom sinteze lanca
DNK u njega ugraditi i dideoksiribonukleozid-trifosfate (ddNTP) koji, zbog nedostatka
hidroksilne skupine na 3'-mjestu deoksiriboze, ne mogu stvoriti slijedecu

fosfodiestersku vezu te se sinteza lanca zaustavlja (39).

U izvodenju kapilarne elektroforeze koriste se komercijalni kompleti za
sekvenciranje DNK pomoc¢u automatskih kapilarnih instrumenata iz ABI (od engl.
Applied Biosystems) serije. Na kraju reakcije moze se o itati krivulja u kojoj je svaki
nukleotid DNK lanca oznacen drugom bojom te se moZe isc€itati kompletna sekvenca
uzorka (Slika 6).

1240 1250
G GT GG GA GG GA 6 G GGG GA C GC 6 ¢

Slika 6. Dio sekvence DNK, klinickog izolata gljive vrste M. canis. Vidi se slijed
nukleotida oznacenih razliCitim bojama: zeleno - A (adenin), crno - G (guanin), crveno

- T (timin) i plavo - C (citozin)
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1.5. Dermatomikoze viasista

Dermatomikoza vlasista ili tinea capitis (TC) je dgljivicna bolest vlasista
uzrokovana dermatofitima roda Microsporum ili Trichophyton, dok pripadnici roda
Epidermophyton ne uzrokuju dermatomikoze vlasiSta. Prema nekim autorima sam

naziv tinea capitis odnosi se na bolest vlasista, obrva i brade (42, 43).

Dermatomikoza vlasiS§ta se dominantno pojavljuje kod djece prije puberteta (v.
ranije u tekstu!), i to najceS¢e u dobi od 3 do 7 godina (44, 45). ZabiljeZeni su
slu€ajevi dermatomikoze i prije prve godine Zivota (46, 47). Dermatomikoze vlasista
se mogu pojaviti i kod adolescenata, a kod odraslih se pojavljuju znatno rijede (48,
49). No, zadnjih desetak godina zabiljeZzen je porast dermatomikoza vlasista i kod
odraslih (44).

Podaci o prevalenciji prema spolu su relativno kontroverzni. Prema nekim
autorima, prevalencija kod djeCaka je bila vec¢a (50-52), dok prema drugim autorima
dermatomikoze vlasista su bile ¢eSce kod djevojica (53). Relativho noviji podaci
pokazuju da nema znatne razlike u pojavi dematomikoza vlasiSta kod djeCaka i
djevojCica (44, 54).

1.6. Klinicka slika dermatomikoza vlasista

Prema nacCinu gljivitne invazije dlake, dermatomikoze vlasiSta se mogu
podijeliti na tzv. ectothrix tip invazije, endothrix tip invazije, te kao poseban oblik
opisuju se promjene kod favusa. Do ovakvog pristupa u podjeli dermatomikoza
vlasista doslo je u pedesetim godinama proslog stolje¢a, razvojem ,testa perforacije
dlaka“, §to je dovelo i do odredenih promjena u taksonomiji gljiva (55-57).

Infekcija zapoCinje penetracijom hifa u stratum corneum vlasiSta. Nakon
nekoliko tjedana gljiva kolonizira korijen i ovojnicu dlake. Ectothrix tip invazija dlake
karakterizira se dominantnim rastom gljivinih elemenata, hifa i spora (arthroconidia)

u podrucju vanjskog dijela dlake (5). Kod ovakvog oblika invazije, dlake obi¢no
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fluoresciraju zeleno-zZuto pod Woodovim svjetlom, §to se moze koristiti u dijagnostici,
te u probiru asimptomatskih nositelja (Slika 7). Ectothrix tip invazije je karakteristiCan

za M. canis, M. gypseum, M. audouinii, M. ferrugineum, T. equinum i T. verrucosum.

Slika 7. Wood pretraga (Microsporum canis)

Kod endothrix tip invazije dlaka, karakteristiCan je dominantan raspored
micelijskin elemenata unutar dlake. Endothrix tip invazije se pojavijuje kod T.
tonsurans, T. violaceum i kod T. soudanense. S obzirom da kutikula dlake ostaje

intaktna, ove promjene ne fluoresciraju pod Woodovim svjetlom (58).

Favicki oblik destrukcije dlaka je karakteristiCan za favus (kako i samo ime

kaze) uzrokovan gljivom vrste T. schoenleinii, $to se manifestira pojavom posebne
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formacije zvane scutulum (11). Ipak, faviformni tip destrukcije moze se ponekad
pojaviti i kod drugih uzro€nika.

Prema Kklinickom izgledu promjena, dermatomikoze vlasiSta mogu biti
povrsinske (neinflamatorne) i duboke (inflamatorne), i predstavljaju dva razliita i
dobro definirana klini¢ka entiteta. PovrSinske dermatomikoze vlasista manifestiraju se
karakteristicnim okruglastim Zaristima (Slika 8), prekrivenim pitirijaziformnim ili

adherentnim ljuskama, u kojima se vidi ,slomljena“, dekolorirana kosa (Slika 9).

Slika 8. PovrSinska dermatomikoza vlasista
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Slika 9. PovrSinska dermatomikoza vlasista (detalj)

Duboka mikoza vlasista, (kerion Celsi) karakterizirana je pojavom jake upalne
reakcije. Na mjestu infekcije vidljive su purulentne papule i plakovi, kao i gubitak
dlaka, koji moze biti i trajan ukoliko se promjene ne lije¢e na vrijeme (Slika 10). Cesto
su promjene pracene pojavom opcih simptoma i poveéanjem regionalnih limfnih
¢vorova (Slika 11) (42).
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Slika 10. Kerion Celsi uzrokovan gljivom M. canis
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Slika 11. Kerion Celsi - upalna tumorska promjena i povec¢ani limfni vor na vratu
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1.7. Diferencijalna dijagnoza dermatomikoza vlasista

U ovisnosti od Kklinicke manifestacije dermatomikoza vlasiSta, spektar
dermatoza koje diferencijalno dijagnosticki mogu doci u obzir je velik. Klinicka
prezentacija sa slabom upalnom reakcijom i ljuskama, diferencijalnodijagnosticki
ukljuCuje, izmedu ostalog, seborojicki dermatitis, atopijski dermatitis i psorijazu.
Takoder, gljivicna infekcija se treba iskljuciti kod alopecije areate i kod nekih oblika

trinotilomanije.

Kod klinicke manifestacije pracene jakom upalnom reakcijom, u obzir mogu
doéi primarne piodermije u vidu abscesa i folikulitisa, no, sam izolat zlatnog
stafilokoka ne isklju¢uje dijagnozu duboke mikoze vlasista, s obzirom na mogucénost
sekundarne piodermatske infekcije. Kod ozZilikastih promjena koje mogu biti
posljedica dermatomikoza vlasista s jakom upalnom reakcijom i pogotovo kod
neprepoznatih i neprikladno lijeCenih sluCajeva diferencijalnodijagnosticki

prvenstveno se trebaju iskljuciti lupus erythematosus i lichen planopilaris (Tablica 2).

Tablica 2. Diferencijalne dijagnoze dermatomikoza vlasista (11)

Pitirijaziformne Inflamatorne promjene | Oziljkaste promjene
promjene
Dermatitis seborhoica Pyodermia Lichen planopilaris
Alopecia areata Folliculitis Lupus erythematosus
Trichotillomania Abscessus discoides
Psoriasis Folliculitis decalvans
capilitii
Alopecia cicatricans
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1.8. Terapija dermatomikoza vlasista

Osnovni cilj terapije je posti¢i kliniCku i mikoloSku regresiju promjena u $to je
moguce kracem roku, kako bi se, izmedu ostalog, izbjegle posljedice bolesti u vidu
trajne oziljkaste alopecije. Takoder, lijeCenjem se smanjuje mogucnost prijenosa
infekcije na druge osobe, posebice medu ¢lanovima obitelji i u djecjim kolektivima.
Kako bi se postigli navedeni ciljevi, u lijeCenju dermatomikoza vlasista neophodna je i
sustavna terapija (59). KoriStenje samo lokalne terapije je vrlo vazno, no najcesce

nije dovoljno (60).

1.8.1. Lokalna terapija

Lokalna terapija koristi se u lije¢enju dermatomikoza vlasista, izmedu ostalog i
zato da bi se smanjila moguénost Sirenja spora u okolini. Za povrSinske
dermatomikoze, u obliku S$ampona se najcesce koristi 2% ketokonazol, 1% selenium
sulfid ili sli¢an pripravak (60, 61). Lokalni antimikotici su dostupni u razli€itim oblicima,
kao masti, kreme ili otopine.

Prvi i najéesSce koriSteni antimikotici su azoli, derivati imidazola i to najceS¢e
klotrimazol, mikonazol, zatim polienski derivat (alilamin) naftifinklorid, kao i azoli
novije generacije kao $to su ekonazol, bifonazol i sertakonazol. Alilamini su specifi¢ni
inhibitori skvalen epoksidaze, enzima odgovornog za normalnu sintezu ergosterola
kod gljiva. Imaju uzi spektar djelovanja i djeluju na skupinu dermatofita. Najstariji
predstavnik je naftifin, koji se koristio samo kao lokalni pripravak. Noviji predstavnik je
terbinafin, koji se, osim u lokalnoj terapiji, koristi i u peroralnom lije€enju

dermatofitoza (43).

1.8.2. Sustavna terapija

Prije poCetka sustavne terapije uzroCnik se mora, u nacelu, laboratorijski

verificirati na temelju rezultata mikoloSke obrade (nativni preparat i kultura), Sto je
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bitno i radi daljnjeg pracenja uspjeha same terapije. Postoje razliCita misljenja oko
toga da li zapoceti terapiju odmah nakon pozitivnog mikroskopskog nalaza ili nakon
verificiranja uzroCnika mikoloskom kulturom. Prema nekim autorima ipak, smatra se
opravdanim zapoceti terapiju odmah nakon pozitivnog mikroskopskog nalaza, kako bi
se izbjeglo ¢ekanje ponekad 2-4 tjedna, koliko je potrebno za kultivaciju uzro¢nika
(62-64).

1.8.2.1. Grizeofulvin

Grizeofulvin je fungistatski antimikotik koji sprjeCava biosintezu nukleinskih
kiselina. U nekim zemljama kao $to su Njemacka, SAD i UK, unato€ pojavi novijih
antimikotika, grizeofulvin je i dalje ,zlatni standard® u lijeCenju dermatomikoza vlasista
i predstavlja prvu liniju terapije mikrosporoze vlasista (46, 59, 65, 66). Prema nekim
istrazivanjima, grizeofulvin se pokazao ucinkovitijim u usporedbi s terbinafinom, u

lijeCenju mikrosporoze vlasista, iako podaci nisu sasvim konzistentni (67).

Nalazi se u obliku tableta i oralne suspenzije i to u mikroliofiliziranom i
ultramikroliofiliziranom obliku. Preporu¢ene dnevne doze kod djece su 10-20 mg/kg
tielesne tezine. U rezistentnim slu€ajevima doza se moze povisiti i do 25 mg/kg

tjelesne tezine (59).

U Republici Hrvatskoj nije (vide) registriran, a koristi se u nekim slu¢ajevima

mikoze vlasista kod djece.

Terapija grizeofulvinom je dugotrajna, s obzirom da se grizeofulvin ne
zadrzava u keratinocitima. To je razlog zasto je u nekim zemljama potpuno

zamijenjen oralnim antimikoticima novije generacije.

1.8.2.2. Terbinafin

Terbinafin je jedini predstavnik iz skupine alilaminskih antimikotika koji se
koristi i u sustavnoj terapiji. Fungicidno djeluje na dermatofite, no pokazao se
ucinkovitijim u lije€enju dermatofitoza uzrokovanih vrstama roda Trichophyton, a
nesto je manje, Cini se, ucinkovit u lije¢enju mikrosporoza (67-70). lzrazito je
lipofilan i nalazi se u vec¢oj koncentraciji u loju. S obzirom na nerazvijenost lojnica u

djece prije puberteta prijenos pomocu loja je oteZzan. Tako spore u tzv. ectothrix
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obliku infekcija ostaju izvan dometa lijeka, Sto ponekad rezultira relativnom

neucinkovitoS¢u terbinafina u lijeCenju mikrosporoza (59, 71).

Komercijalno je dostupan u obliku tableta. PreporucCene terapijske doze u
djece nakon druge godine zivota su 62,5 mg do 20 kg tjelesne tezine, 125 mg kod
djece 21-40 kg tjelesne tezine, te 250 mg kod odraslih i kod djece iznad 40 kg
tielesne tezine. Prema nekim istrazivanjima, potrebne su viSe doze terbinafina od
preporu¢enih u terapiji mikrosporoza vlasiSta, kako bi se postigla terapijska
ucinkovitost (72, 73).

U SAD terbinafin je dostupan u granulama i preporu¢ene doze u djece iznad
Cetvrte godine su nesto vecde i to 125 mg do 25 kg tjelesne teZine, 187,5 mg, 25-35
kg i 250 mg iznad 35 kg.

1.8.2.3. Itrakonazol

Itrakonazol je antimikotik fungicidnog i fungistatskog djelovanja. SprjeCava
sintezu ergosterola i time utjeCe na propustljivost stanicne membrane. Dnevne doze
50-100 mg ili 5 mg/kg tjelesne tezine u trajanju 4-8 tjedana, kontinuirano ili kao
pulsna terapija, pokazale su ucinkovitost, koja se moze komparirati s grizeofulvinom i
terbinafinom (74). Oralna suspenzija se koristi u dozi 3-5 mg/kg tjelesne tezine u
trajanju od 4 tjedna (66, 75). Prema nekim istrazivanjima itrakonazol je bio uc€inkovit i
siguran u lije€enju dermatomikoza vlasiSta u najranijoj dobi (76). U Austriji i

Njemackoj, lijek nije registriran za terapiju dermatofitija u djecjoj dobi (77).

1.8.2.4. Flukonazol

Flukonazol se iznimno rijetko koristi u terapiji dermatomikoza vlasista, unatoc
nekim podacima iz literature o ucinkovitosti flukonazola u lije€enju mikrosporoza
vlasidta (78-80). U Njemackoj je registriran za lijeCenje dermatomikoza vlasista nakon
prve godine Zivota, dok u UK nije preporucen u terapiji dermatomikoza prije desete
godine Zivota (59, 81).

Preporucene pedijatrijske doze su 6 mg/kg tjelesne tezine dnevno ili 6-8 mg/kg

tielesne tezine jednom tjedno u trajanju 4-8 tjedana (66).
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1.9. Epidemiologija dermatomikoza viasista

Dermatomikoze vlasiSta su rasprostranjene dillem svijeta. Epidemiologija
dermatomikoza vlasiSta je razliCita u razliCitim geografskim podrucjima svijeta i
mijenja se tijekom vremena. Zadnjih 100 godina spektar uzro¢nika dermatofitoza se
znatno mijenjao, Sto je povezano i s promjenom nacina zZivota (7). Uvodenjem
grizeofulvina, kao prvog peroralnog antimikotika za lijeenje dermatofita, 1958.
godine, doslo je do potpune promjene etiologije dermatomikoza vlasiSta u Europi pa
¢ak i do, vjerovalo se, potpunog nestanka nekih uzro¢nika kao $to su M. audouinii i T.

schoenleinii u zemljama Srednje Europe (77, 82).

U danasnje vrijeme pojavom ucestalih migracija stanovnistva prema urbanim
regijama, ponovno se mijenja etiologija i epidemiologija dermatomikoza, posebice
dermatomikoza vlasista, uklju€ujuci i ponovnu pojavu nekih uzro¢nika (M. audouinii i

T. schoenleinii) za koje se vjerovalo da su eradicirani u Europi.

U SAD, prevalencija dermatomikoza vlasi$ta u pedijatrijskoj populaciji je 3-8%,
dok je prevalencija u Skolske djece ¢ak 13% (83, 84). Sinski i sur. u nekoliko su
istrazivanja u razdoblju 1979.-1987. dokazali da je T. tonsurans najzastupljeniji
uzroCnik mikoza vlasiSta u SAD, s trendom opadanja od 32% na 18% tijekom

razdoblja istrazivanja (85-87).

Prema nekim autorima, T. tonsurans je ,uvezen“ u SAD iz podru€ja Srednje
Amerike i Kariba u pedesetim godinama proslog stoljeca, te je postao najzastupljeniji

uzroCnik mikoza vlasi$ta u urbanim sredinama (88, 89).

U zemljama Srednjeg Istoka epidemiologija varira u razli¢itim regijama. U
istrazivanju provedenom u podrucju sjevernog dijela Irana, dermatomikoza vlasista je
zastupljena u 32,5% slu€ajeva svih dermatomikoza, te je T. violaceum odgovoran za
najveci postotak dermatomikoza vlasista (27% slu€ajeva) (90). Za razliku od ruralnih
podru€ja Irana, u urbanoj regiji, u Teheranu, mikoza vlasista je bila najmanje

zastupljena od svih dermatomikoza i to u samo 3,6% sluc€ajeva (91).

U Africi je mikoza vlasiSta izraziti problem, te ovisno o regiji najceS¢i su

uzrocCnici M. audouinii, T. soudanense, te T. violaceum (92, 93).
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Prevalencija dermatomikoza vlasista u Europi je oko 1%. IstraZzivanje
provedeno u Njemackoj, nakon uvodenja grizeofulvina u sistemsku terapiju
dermatomikoza, pokazuje da je u razdoblju od 1967. do 1971. godine, od 38738
bolesnika sa dermatomikozom bilo samo 18 sluCajeva dermatomikoza vlasista i kod

svih je bolesnika kao uzro¢nik, bio verificiran M. canis (94).

Zadnjih tridesetak godina, u zemljama Srednje Europe i Mediterana, biljezi se
dominacija zoofilnih uzro€nika, prvenstveno M. canis. U susjednoj Italiji, istrazivanje
provedeno u Firenci u razdoblju 1985.-1990. pokazuje da M. canis uzrokuje mikozu
vlasiSta u ¢ak 96% sluc€ajeva, te da nije bio izoliran niti jedan antropofilni uzro¢nik
(95). U istrazivanju provedenom u Bariju, u razdoblju od 2005. do 2010. godine, M.
canis je bio najeSc¢i uzroCnik (58% slu€ajeva). U usporedbi s nekoliko prethodnih
istrazivanja provedenih na istom mjestu, mikoza vlasiSta pokazuje trend opadanja i
to od 29% u razdoblju 1975.-1979., na ¢ak 4% u razdoblju od 2005.-2010. godine
(96). IstraZivanje provedeno u Rimu u razdoblju 1985.-1995. takoder pokazuje da je

M. canis u ¢ak 91% slu€ajeva bio uzro¢nikom mikoze vlasista (97).

Sliéna je bila situacija i u ostalim blizim i susjednim zemljama. U Austriji je u
razdoblju od 1985. do 2008. godine, M. canis bio najzastupljeniji uzro¢nik, u 84,4%
slucajeva (98). U susjednoj Sloveniji, prvi slu€ajevi mikrosporoze zabiljezeni su 1977.
godine u bolesnika iz pograni¢nih dijelova s ltalijom (99). U epidemioloSkom
istraZivanju provedenom u razdoblju od 1995. do 2002. godine dokazano je da je M.
canis najzastupljeniji uzro€nik dermatomikoza, posebice mikoze vlasiSta u podrucju

Ljubljane, no, ipak, s trendom opadanja (100).

Novija istrazivanja provedena u lItaliji pokazuju nesto drugacCiju sliku. U
razdoblju od 2004. do 2011. godine, u istrazivanju provedenom u Milanu, pokazalo
se da M. canis viSe nije vodecCi uzro¢nik dermatomikoza vlasista, te da u najvecem
broju slu€ajeva, €ak u 47,2% uzro¢nik je bio T. violaceum, ve¢inom u djece koja su
imigrirala u Italiju (101). Svedska studija provedena u razdoblju od 2005. do 2009.
godine pokazuje slicno stanje. Antropofilni uzro€nici dominiraju i to T. violaceum u
63,8% sluCajeva, a zatim M. audouinii (8,2%), te T. tonsurans (5,8%). M. canis je bio
uzro&nik u samo 0,4% slugajeva (102). U Svicarskoj je u razdoblju od 2006. do 2013.
godine, najesci uzroCnik bio T. violaceum i to naj¢eS¢e dijagnosticiran u djece iz

Eritreje, gdje se T. violaceum nalazi endemski (103).
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1.10. Promjena klinickog obrasca mikrosporoze viasista

U Republici Hrvatskoj zadnjih tridesetak godina opazaju se znatne promjene u
epidemiologiji, etiologiji i u Klinickoj slici dermatomikoza vlasiSta, posebice

dermatomikoza uzrokovanih uzrocnicima roda Microsporum (52, 104).

U Laboratoriju za dermatoloSku mikologiju i parazitologiju u Klinici za
dermatovenerologiju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, godine 1978. kulturom je bio
verificiran samo jedan slu¢aj M. canis (105). Godine 2008. bilo je ¢ak 328 pozitivnih
kultura (52).

M. canis bio je vodeci uzro€nik dermatomikoza i u Splitsko-dalmatinskoj regiji,
u razdoblju 1996.-2002. (106). U Primorsko-goranskoj regiji, gdje su zabiljezeni prvi
slu€ajevi zoofilne mikrosporoze u Hrvatskoj, najvjerojatnije ,uvezeni® iz obliznje lItalije,
u razdoblju od 1988. do 2008. godine, ¢ak 98,6% dermatomikoza vlasista bile su
uzrokovane vrstom M. canis (107). U razdoblju od 1999. do 2008. godine zabiljeZen
je trend pada incidencije dermatomikoza uzrokovanih vrstom M. canis u podrucju
grada Zagreba, sa 37% na 22%, iako je, unutar te skupine, M. canis bio vodeéim

uzro¢nikom dermatomikoze vlasista u ¢ak 92% slucajeva (108).

Dermatomikoze vlasiSta uzrokovane uzroénicima roda Microsporum, posebice
M. canis, najée$¢e su povrSinske, sa slabom upalnom reakcijom, (ectothrix tip
infekcije). TipiCno se vide okrugla Zarista prekrivena pitirijaziformnim ljuskama, a u

zaristima je vlas najcesce ,slomljena“ i dekolorirana (Slika 12).
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Slika 12. PovrsSinska dermatomikoza vlasiSta uzrokovana vrstom M. canis

No, zadnjih dvadesetak godina primjecuje se slika duboke mikoze vlasiSta

(kerion Celsi) uzrokovane vrstom M. canis (Slika 13).
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Slika 13. Duboka dermatomikoza vlasiSta uzrokovana vrstom M. canis

Uobicajeni i ,oCekivani uzronik duboke mikoze vlasista jest, inace, gljiva roda
Trichopyton (52). U Laboratoriju za dermatoloSku mikologiju i parazitologiju, u
razdoblju od 8 godina, kulturom je bilo verificirano 58 sluCajeva duboke mikoze
vlasidta (kerion Celsi) uzrokovane uzrocnicima roda Microsporum i to u 52 slu€ajeva
uzroCnik je bio M. canis, a u 6 slu¢ajeva M. gypseum (Slika 14) (109).
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Slika 14. Kerion Celsi uzrokovan vrstom M. canis - multiple lezije

Namece se pitanje da li su svi sojevi M. canis podjednako virulentni ili su
genotipske razlike unutar vrste odgovorne za pojavu razliCite virulentnosti, te pojavu
razli€itin klinickih manifestacija mikrosporoze vlasista, karakteriziranih vrlo izrazenom,

granulomatoznom, upalnom reakcijom.
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2. HIPOTEZA

Razli¢iti genotipovi gljive vrste Microsporum canis uzrokuju povrSinsku
odnosno duboku mikozu vlasiSta kao dva zasebna klinicka entiteta. Pretpostavka je
da genotipske razlike unutar gljive vrste M. canis su odgovorne za pojavu razliCite
virulentnosti gljive, te time i za pojavu razli€itih klinickih manifestacija mikrosporoze

vlasista.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Opéi cilj istrazivanja

Istraziti genotipsku varijabilnost izolata gljive vrste M. canis u ispitanika s

povrSinskom i dubokom mikozom vlasista.

3.2. Specifi€ni ciljevi

e Istraziti uCestalost i uzro¢nike dermatomikoza vlasista u razdoblju 2006.-2015.

godine u gradu Zagrebu i u Zagrebackoj regiji.

e Ispitati genotipske varijacije izolata gljive vrste M. canis u bolesnika s

dubokom mikozom vlasista.

e Ispitati genotipske varijacije izolata gljive vrste M. canis u bolesnika s

povrSinskom mikozom vlasista.

¢ Dobivene rezultate u ispitivanim skupinama usporediti medusobno.

32



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Opis istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u Referentnom centru za dermatoloSku mikologiju i
parazitologiju Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi Republike Hrvatske (Laboratorij
za dermatoloSku mikologiju i parazitologiju Klinike za dermatovenerologiju Klinickog
bolni¢kog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu) i u KlinicCkom

zavodu za klinicku i molekularnu mikrobiologiju KliniCkog bolniCkog centra Zagreb.

U Laboratoriju za dermatoloSku mikologiju i parazitologiju istrazena je
epidemiologija dermatomikoza vlasiSta u desetogodiSnjem razdoblju i to od sije€nja
2006. do prosinca 2015. godine. Obradeni su podaci o dobi i spolu ispitanika, te o

uzroc¢nicima i dinamici pojave dermatomikoza vlasista.

U dijagnostici je primijenjena ,klasi¢na“ mikoloska obrada, nativni mikroskopski
pregled primjenom 20% KOH, te potom, identifikacija uzroénika na temelju
makroskopskih i mikroskopskih  karakteristika kolonija na  modificiranom
Sabouraudovom agaru. Materijal za analizu najveceg broja ispitanika uzet je u
Laboratoriju za dermatoloSku mikologiju i parazitologiju. Samo maniji dio uzoraka za
analizu uzet je u drugim laboratorijima i poslan na obradu u Laboratorij za
dermatoloSku mikologiju i parazitologiju. U razdoblju od 10 godina, kulturom je

verificirano i ispitano 966 dermatomikoza vlasista.

Prospektivni dio istrazivanja proveden je u Laboratoriju za dermatoloSku
mikologiju i parazitologiju u Klinici za dermatovenerologiju i u Klinickom zavodu za

klini€ku i molekularnu mikrobiologiju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb.
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4.2. Uzorak i ispitanici

Uzorak Cini 60 izolata gljive Microsporum canis iz mikoloskih kultura ispitanika
s mikozom vlasista. Ispitanici su inaCe zdrava djeca s dermatomikozom vlasista,
uzrokovanom gljivom vrste M. canis i potvrdenom mikoloSkom kulturom. Ispitanici
pripadaju dobnoj skupini od 2 do 12 godina. Prema klinickom nalazu ispitanici su

svrstani u dvije klini¢ki jasno definirane skupine:

e ispitanici s dubokom mikozom vlasista (30 ispitanika)

e ispitanici s povrS§inskom mikozom viasista (30 ispitanika)

4.3. Materijali i metode

U svrhu ovog istrazivanja koristene su:

e Kilinicke metode (anamneza i dermatoveneroloski pregled)
e Laboratorijske metode:

o nativnha mikoloSka obrada

o kultivacija gljive

o molekularna dijagnostika (izolacija DNK, PCR-RFLP, RAPD i
sekvenciranje genoma)

e Statisticke metode
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4.3.1. Mikoloska obrada (nativho mikroskopiranje i kultivacija gljive)

Nakon nativne mikoloSke pretrage primjenom 20% KOH, materijal uzet s
klinicki promijenjene koZe vlasiSta, kultivira se na modificiranu Sabouraudovu
hranjivu podlogu (Difco™ Sabouraud agar, Modified), 14 dana na temperaturi od
25°C. M. canis makroskopski se identificira na temelju bijelo-Zutih kolonija sa Zutim
pigmentom na periferiji (Slika 15), te izrazito Zute straznje strane podloge (Slika 16).
Mikroskopski se vide hife s brojnim septiranim makrokonidijama koje su dugacke i
imaju debeli zid (Slika 17). Broj septa (5-15) jedan je od mikromorfoloskih ,klju¢eva“
za determinaciju vrste gljive (Slika 18). Makrokonidije s 5-7 septa karatkeristiCne su
za vrstu M. canis, dok je za vrstu M. gypseum karakteristiCan broj septa do 5, a za

vrstu M. hominis (audouinii) vise od 7.

Slika 15. Sabouraud agar (modificirani) - kultura M. canis
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Slika 16. Sabouraud agar (modificirani) - kultura M. canis

(straznja strana Petrijeve zdjelice)
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Slika 17. M. canis - mikromorfoloske znacajke (x100)

Slika 18. M. canis - mikro i makrokonidije (x400)
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4.3.2. Izolacija DNK

DNK se izolira iz kolonija poraslih na Sabouraudovom agaru. Bakterijskom
uSicom se uzimaju kolonije koje se suspendiraju u 1 mL steriine H20. Nakon
centrifugiranja tijekom 10 minuta na 5000 rpm supernatant se baca, a na sediment se
dodaje 200 yL NaOH (560mM), pokriva se mineralnim uljem i inkubira na 95°C tijekom
10 minuta. Ponovo se centrifugira 10 minuta na 5000 rpm, supernatant se baca, a na
sediment se dodaje lysis buffer, premjesta u epruvete s kuglicama i stavlja u
Magnalyser na 5000/30s, a zatim se stavlja u blok za hladenje na nekoliko minuta.
Nakon prebacivanja u nove epruvete ponovo se materijal centrifugira. Nakon dodatka
litikaze inkubira se 30 minuta na 37°C i nakon centrifugiranja (10 minuta na 5000
rom), dodaju se reagencije za purifikaciju prema uputama proizvodaca (High Pure

PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostic) (28).

4.3.3. Molekularna potvrda vrste M. canis

MorfoloSka identifikacija svih pozitivnih uzoraka potvrduje se molekularnom
metodom. Za potvrdu da se radi o M. canis, u svim izolatima se koristi PCR-RFLP
(od engl. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorfism)
metoda. Najprije se ITS1-5.8S-ITS2 regija umnozava, a potom, metodom analize
restrikcijskih fragmenata - RFLP, identificira se vrsta M. canis. U reakcije su ukljuceni
i kontrolni sojevi M. canis ATCC 36299 i T. rubrum ATCC 28188 (110).

Izolirana DNK umnozava se koriStenjem univerzalnog seta pocetnica ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') i ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (28).
Veli¢ina umnozenog fragmenta na elektroforetskom gelu trebala bi biti oko 700 bp.
Dio genoma umnozen PCR-om izlaze se djelovanju restrikcijskog enzima Hinfl
(Invitrogen, life technologies). Cijepanjem s Hinfl prema literaturi se ocCekuje
jedinstven RFLP profil (213, 194, 142, 108, 8 bp) (110). Specificnost RFLP tehnike u
ovom istrazivanju odreduje se koristenjem, M. canis ATCC 36299 i Trichophyton
rubrum ATCC 28188.
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Za dokaz razli€itih sojeva unutar vrste M. canis koristi se RAPD metoda (od
engl. Randomly Amplified Polymorphic DNA Typing). U tu se svrhu za amplifikaciju
koriste (GACA)4 i (ACA)s poCetnice kojima se nasumi¢no umnoZzavaju fragmenti
ovisno o njihovom nukleotidnom rasporedu. Dobiveni amplifikati detektiraju se
elektroforezom na gelu koji se oboji etidijevim bromidom, vizualizira se pod

ultraljubicastim svjetlom i amplifikati se medusobno usporeduju (110).

4 .4, Statisticka analiza

BrojCani podaci su iskazani kao aritmeticka sredina (AS) i standardna
devijacija (SD) ili kao medijan te interkvartilni raspon (IQR), a podaci kategorijskih
varijabli iskazani su brojem i udjelom u postotcima. Razlike u raspodjeli izmedu
skupina za kategorijske varijable usporedile su se hi-kvadrat testom ili Fisherovim
egzaktnim testom, a vrijednosti brojCanih podataka Studentovim t-testom.
Povezanost pojedinih varijabli utvrdila se koriStenjem multivarijatne logisticke
regresijske analize te je iskazana kao omjer Sansi (OR) uz 95%-tni interval
pouzdanosti (Cl). Analizom ROC (od engl. Receiver Operator Curve) Kkrivulje
utvrdena je prediktivnost iskazana kao povrsina ispod krivulje (AUC) uz 95% CI te
kao specificnost i senzitivnost za klinicku sliku duboke mikoze vlasista. Statisticka
obrada podataka provedena je u statistickom programskom paketu Statistica verzija
12 (StatSoft, Inc. Tulsa, OK) te MedCalc Statistical Software verzija 16.4.3 (MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2016). StatistiCki
znaCajnima smatrani su rezultati usporedbi i povezanosti uz razinu znacajnosti
p<0,05.
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4.5. Eticka pitanja

Istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Klinickog bolniCkog centra Zagreb i
EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Ispitanici i roditelji ispitanika su bili upoznati sa svrhom i ciljem istraZivanja,
koje je bilo i dodatno objasnjeno na informiranom pristanku za ispitanike - stariji
maloljetnici (djeca starija od 8 godina) i za roditelje svih ispitanika.

Za sva pitanja oko istrazivanja roditelji i ispitanici su se mogli obratiti lijeCniku

telefonski.
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5. REZULTATI

5.1. UCestalost i etioloSki aspekti dermatomikoza vlasista

Tijekom desetogodiSnjeg razdoblja, u Laboratoriju za dermatolosku mikologiju
I parazitologiju u Klinici za dermatovenerologiju bilo je obradeno ukupno 55976

bolesnika sa suspektnom gljivicnom infekcijom (Tablica 3).

U tom razdoblju u 8112 bolesnika (14,49%) bile su dijagnosticirane (kulturom
verificirane) dermatofitoze uzrokovane gljivama roda Trichophyton, Microsporum ili
Epidermophyton. Dermatomikoza vlasiSta kulturom je bila potvrdena u 966 od
ukupno 8112 bolesnika (11,91%), od toga u 583 (60,4%) muskih te u 383 (39,6%)
Zenskih ispitanika (Tablica 4). Unutar te skupine, 240 (24,8%) bolesnika bilo je iz

Zagreba, a 726 (75,2%) iz ostatka Hrvatske, najvec¢im dijelom iz Zagrebacke regije.

U Tablici 4. prikazan je broj kulturom potvrdenih mikoza vlasista uzrokovanih
vrstama roda Trychophyton i Microsporum prema spolu bolesnika u razdoblju od
2006. do 2015. godine.

Medijan dobi kulturom potvrdenih mikoza vlasiSta bio je 6 godina (IQR 4-8

godina, raspon 0,3-88 godina, Slika 19).

Iz Tablice 3. te Slike 20. vidljiv je trend smanjenja broja obradenih bolesnika
opcenito (s >6000 godisnje 2006.-2011. godine na 3867, 2015. godine) te bolesnika
s dokazanom dermatomikozom (s >1000 godi$nje 2006.-2008. godine na oko 500
godiSnje 2014. i 2015. godine).

Iz Tablice 3. je vidljivo da je zadnje 3 godine (2013.-2015.) utvrden statistiCki
znacajno veci udio mikoza vlasi$ta unutar svih klini¢kih manifestacija dermatofitoza u
odnosu na prethodne godine (2006.-2012.) (x2=34,16, p<0,001). Dodatno je to
vidljivo iz Slike 21. na kojoj se vidi trend opadanja broja kulturom potvrdenih
dermatofita uz stabilizaciju u€estalosti u zadnje 3 godine (2013.-2015.) dok je broj

pozitivnih kultura mikoza vlasista ,stabilan od 2010. do 2015. godine.
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Tablica 3. Prikaz obradenih bolesnika, kulturom potvrdenih dermatofita, kulturom

potvrdenih mikoza vlasista,

dermatomikoza

te udio sluCajeva mikoze vlasiSta unutar svih

Ukupno obradeni

Postotak mikoze

vlasista od

bolesnici Kulturom ukupnog broja
sa suspektnom potvrdeni Broj pozitivnih kultura svih izoliranih
Godina | dermatomikozom | dermatofiti mikoze vlasista dermatofita

2006 6607 1067 122 11,43%
2007 6748 1183 140 11,83%
2008 7403 1068 122 11,42%
2009 6311 925 105 11,35%
2010 6185 901 85 9,43%
2011 6072 844 75 8,89%
2012 5058 630 73 11,59%
2013 4063 512 69 13,48%
2014 3662 492 91 18,50%
2015 3867 490 84 17,14%
UKUPNO 55976 8112 966 11,91%
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Slika 19. Prikaz raspodjele kulturom potvrdenih mikoza vlasisSta prema dobi (N=966)

43



Tablica 4. Prikaz broja kulturom potvrdenih mikoza vlasiSta uzrokovanih vrstama

roda Trychophyton i Microsporum prema spolu bolesnika od 2006. do 2015. godine

£ 2 . g 28 g .
(@) —_ (o)) P
2 2 g8 |8 S g§85 | § g S
< <3 c g 2 © 2 S o 8 5 S o
] > 0 0 3 <) =i o 0 L o ~
© o ESS s e . ES? 2 3 2
s = R SIS F - g 58 | & a =
Godina M z M z M Z| M Z| M Z| M Z| M z M z /
2006 71 40 | 3 4 | 3 _ | 1 _ 78 44 | 122
2007 70 56 1 1 4 4 | 1 1 _ 2 | 76 64 | 140
2008 64 39 2 _ 9 4 2 _ 2 _ 1 1 _ 79 43 | 122
2009 | 48 44 _ 1 5 3 | 3 1 1 1 56 49 | 105
2010 | 47 29 3 B 2 2 1 1 1 1 | 53 32 85
2011 39 24 1 B 3 2 | 4 B B 1 _ 1 47 28 75
2012 | 39 24 | 2 6 N 1 _ 1 1 1 _ 43 30 73
2013 | 32 29 2 _ 3 _ N 2 _ T 1 39 30 69
2014 52 30 | 2 2 2 _ 3 _ 1 1 . 59 32 91
2015 | 41 30 2 B _ 1 | 9 B 1 1 53 31 84
Podzbroj | 503 | 345 | 11 2 33| 28 4 0| 28 2 3 4 1 2| 583 | 383 /
UKUPNO 848 13 61 4 30 7 3 966

M — muski, Z — Zenski.
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Slika 20. Prikaz broja obradenih bolesnika, kulturom potvrdenih dermatofita i

kulturom potvrdene mikoze vlasista od 2006. do 2015. godine
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Slika 21. Prikaz broja kulturom potvrdenih dermatofita i kulturom potvrdene mikoze
vlasidta od 2006. do 2015. godine
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Na Slici 22. prikazan je udio mikoza vlasiSta uzrokovanih gljivama roda
Trichophyton i Microsporum, iz kojeg je vidljivo da je gotovo 90% pozitivnih izolata
gliive vrste M. canis (87,78%). Prikaz broja pozitivnih izolata M. canis prema
godinama izolacije prikazan je u Tablici 5. te na Slici 23. iz koje je vidljiv ranije opisani

trend opadanja broja pozitivnih, kulturom potvrdenih dermatofita.

041% 311% -072%

0,31%

B M. canis
B M. gypseum

B Tr. mentagrophytes
var, granuiosa
1 Tr. violaceum

[ Tr. tonsurans var.
sulfurea

B Tr. mentagrophytes
var. persicolor
Tr. rubrum

Slika 22. Prikaz raspodjele (udio) mikoza vlasiSta uzrokovanih gljivama roda
Trichophyton i Microsporum
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Tablica 5. Prikaz broja pozitivnih kultura M. canis od 2006. do 2015. godine

Broj pozitivnih Brol pozitivnih
kultura M. canis | kultura M. canis Ukupni broj
u muskih u Zenskih pozitivnih
Godina ispitanika ispitanika | kuyltura M. canis
2006 71 40 111
2007 70 56 126
2008 64 39 103
2009 48 44 92
2010 47 29 76
2011 39 24 63
2012 39 24 63
2013 32 29 61
2014 52 30 82
2015 41 30 71
Ukupno 503 345 848
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Slika 23. Prikaz broja pozitivnih kultura M. canis od 2006. do 2015. godine
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5.2. Genotipska varijabilnost izolata gljive vrste M. canis

U svih 60 ispitanika (30 ispitanika s klini€Ckom slikom povrsinske i 30 ispitanika
s kliniCkom slikom duboke mikoze vlasista) mikoloSkom kulturom je verificiran
Microsporum canis. U 54 izolata DNK je uspjesno izolirana. MorfoloSka identifikacija
vrste M. canis primjenom PCR-RFLP metode je molekularno potvrdena u svih izolata
(N=54). Nakon umnozavanja DNK Kkoristenjem ITS1 i ITS4 pocetnica (Slika 24),
cijepanjem s Hinfl, dobiven je jedinstveni RFLP profil (213, 194, 142 bp) u svih 54
izolata i kontrolnog soja M. canis ATCC 36299 (Slika 25).

1000 bp

500 bp
300 bp

Pty aply T “‘*

Slika 24. Elektroforeza na agaroznom gelu PCR produkata umnoZene DNK
koristenjem ITS1-ITS4 pocetnica.

1-5: M. canis klini¢ki izolati; 6: M. canis ATCC 39299; 7: T. rubrum ATCC 28188;

8: negativna kontrola; M: molekularni marker
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Slika 25. Elektroforeza na agaroznom gelu PCR produkata DNK koristenjem Hinfl
restrikcijskog enzima. A. M: molekularni marker; 1: negativna kontrola; 2: T. rubrum
ATCC 28188; 3: M. canis ATCC 36299; 4-8: kliniCki izolati M. canis. B. M:
molekularni marker; 1-6: M. canis klini¢ki izolati; 7: negativna kontrola; 8: M. canis
ATCC 36299
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M. canis je molekularno potvrden u svim izolatima sekvenciranjem ITS1-5.8S-
ITS2 regije ribosomske DNK. Sekvenciranje molekule DNK Sangerovom dideoksi
metodom obavljeno je u servisu MACROGEN, Amsterdam, Nizozemska.
»oravnjenja“ dobivenih sekvenci za pojedine regije, kao i viSestruka ,sravnjenja“
sekvenci razli€itih uzoraka provedena su pomocu programa Lasergene (DNASTAR).
.oravnjene“ su sekvence zatim ru¢no analizirane kako bi se otklonile moguce
pogreSke u sekvenciranju (Slika 26). Homologija sekvenci utvrdena je pomocu

BLAST pretrage u sklopu NCBI mreznog servisa (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

KT192465 CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGGTGEGAGGGEAGGGEGACGCECCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCECEATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGEACATACCACCGLCTCCAGGACCEECCEGECAGGCTGGCCT

3M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGEGTGGEAGGEAGGEGGACGCGLCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
4m CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGGEGTGGEAGGEAGGEGGACGLGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
5M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGGTGEGAGEGEAGGGEGEEACGCGECCCGAAAAGCAGTGGETCAGGCCGCGATTICCGGCTCCTGGGCGAATGGEACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
6M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGGTGEGAGEGEAGGGEGEEACGCGCCCGAAAAGCAGTGGETCAGGCCGCGATICCGGCTCCTGGGECGAATGGEACATACCACCGLCTCCAGGACCEECCGECAGGCTGGCCT
™ CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGEGTGGEAGGEAGGEGGACGCGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
&M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGGEGTGGEAGGEAGGEGEGACGLGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
10M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGGTGEGAGEGEAGGGEEEACGLGCCCGAAAAGCAGTGGETCAGGCCGCGATTICCGGCTCCTGGGECGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCEGECAGGCTGGCCT
1M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGGGTGEGAGGGAGGGGEGACGCGCCCGAAAAGCAGTGGTCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCGECCGGCAGGCTGGCCT
1M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGEGTGGEAGGEAGGEGGACGCGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
13M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGEGTGECAGEEAGGEECACGLGCCCGAAAAGCAGTEETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGECEGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGLCGECAGGCTGGCCT
14M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGGTGEGAGEGEAGGGEGEEACGLGCCCGAAAAGCAGTGGETCAGGCCGCGATTICCGGCTCCTGGGECGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCEGECAGGCTGGCCT
15M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEEGTGEEAGEEAGEEGEGACGCGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT
16M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGEGTGGEAGGEAGGEGEGACGLGLCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGLCGECAGGLTGGCCT
18M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGEGETGECAGEEAGEEGEEACGLECCCGAAAAGCAGTEETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGECGAATGGEACATACCACCGLCTCCAGGACCEGLCEGECAGGCTGGCCT
19M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGEGGTGEGAGEGEAGGGEEEACGCGCCCGAAAAGCAGTGGETCAGGCCGCGATTICCGGCTCCTGGGECGAATGGEACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCEGECAGGCTGGCCT
20M CCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGCTTAGGGGEGTGGEAGGEAGGEGGACGCGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGCGAATGGGACATACCACCGLCTCCAGGACCEGCCGECAGGCTGGCCT

Slika 26. Dio sekvence klini¢kih izolata M. canis.

Tamnije oznacCene regije na slici se ne razlikuju. Razlikovale bi se ukoliko se radi o
srodnim vrstama roda Microsporum (M. ferrugineum, M. audouinii). Prema: Li HC i
sur. (29)

Nakon RAPD amplifikacije koristenjem (ACA)s pocetnice, elektroforezom na
gelu dobiven je jedinstven profil u svih 54 izolata. Veliina dobivenih fragmenata je
priblizno 450 bp i 820 bp.

Primjenom (GACA)4 pocetnice, dobivena su 2 profila, koja smo oznacili kao
profil A i profil B, a variraju u broju i veli€ini dobivenih fragmenata (vrpce). Profil A -
Siroke vrpce veli€ine priblizno 350 bp i 480 bp. Profil B - Siroke vrpce priblizno
veli¢ine 350 bp i 950 bp. Profil A je identificiran u 37 izolata (68,5%), a profil B u 17
izolata (31,5%).
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Slika 27. RAPD amplifikacija koristenjem (ACA)s pocetnice. A. M: molekularni
marker; 1-7: kliniCki izolati M. canis; 8: M. canis ATCC 36299; 9: negativna kontrola.

B. M: molekularni marker; 1-4: kliniCki izolati M. canis; 5: negativna kontrola
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Slika 28. RAPD amplifikacija koristenjem (GACA)4 pocCetnice.
A. M: molekularni marker; 1: M. canis ATCC 39299; 2-8: klini¢ki izolati M. canis;

9: negativna kontrola. B. 1-4: kliniCki izolati M. canis; 5: negativna kontrola
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U Tablici 6. prikazani su pojedinacni rezultati PCR profila genotipiziranih
izolata gljive vrste M. canis koridtenjem (GACA)4 pocetnice uz podatke o dobi, spolu,
mjestu stanovanja ispitanika, te klinickoj slici mikoze vlasista (P - povrSinska mikoza

vlasista, K - kerion, duboka mikoza vlasista).
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Tablica 6. Rezultati PCR profila genotipiziranih izolata koristenjem (GACA)4

poCetnice uz podatke o dobi, spolu, mjestu stanovanja te kliniCkoj slici mikoze

vlasista
Dob PCR Dob PCR
RB | (god) | Spol | Mjesto KS | profil || RB | (god) | Spol | Mjesto KS | profil
1 6| M | Zzagreb P A 28 5| Z | Zzadar P A
2 2| M M. Bistrica P B 29 5 z V. Gorica K A
3 6| Z | Gragac P A 30 6| M | Dugo Selo K A
4 8| Z | Pozega P A 31 45| Z | zagreb K B
5 5| Z | Vinkovci K A 32| 45| Z | Jaksinec P A
6 5| M | Vinkovci K B 33 4| Z | Karlovac P A
7 5| M | Petrinje P A 34 2| z | Sisak P A
8 41 M Karlovac P B 35 4| M | Zagreb P A
9 3| M | Zagreb P A 36 10 | Z | zagreb K B
10 8| Z | Zzagreb P A 37 3| Z | M.Bistrica P A
11 7| M | Bedekovéina | K A 38 7| Z | Bedekovgina| P A
12 71 M | Zagreb K A 39 35| M Kumrovec P A
13 6| M Sisak P B 40 3| M | Zagreb P A
14 11| Z |Rab K A 41 25| M | Zagreb P A
15 9| M | Zabok K A 42 3| Z | Cakovec P A
16 8| M | Sisak K A 43 5| Z | Zagreb P B
17 12 M Karlovac K B 44 9 M Koprivnica K A
18 11 M Zadar P B 45 7 M Virovitica K A
19 3| Z | Zagreb K A 46 6| Z | Bjelovar K B
20 5| M | Osiek P A 47 9| Z | G. Stubica K B
21 35| M | Radoboj P A 48 7| Z | Varazdin K B
22 7 z Novska P A 49 6 M Dugo Selo K A
23 9| Z | Vrbovsko K A 50 9| Z | Brinje K A
24 8 M Zagreb K A 51 12 M S. Kraljevec K B
25 6| M | Osiek P B 52 6| Z | Ogulin K B
26 4 M Karlovac P B 53 3 M Zadar K A
27 8| M | Zagreb P A 54 5 z G. Stubica K B

~

RB — redni broj, M — muski, Z — Zenski, KS — klini¢ka slika, P — povrSinska mikoza, K
— kerion, duboka mikoza vlasiSta, A — genotipska varijacija A, B — genotipska

varijacija B.
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Analizom podataka iz Tablice 6. nije utvrdena razlika za dob prema spolu (M,

6,1+2,8 god., Z, 6,1+2,4 god., t=0,040, p=0,968), niti prema PCR profilu (A, 5,8+2,3
god., B, 6,7+£3,0 god., t=1,312, p=0,195). Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika

raspodjele prema spolu za tip klinicke slike (povrSinska prema duboka mikoza,

p=0,785, Tablica 7), niti raspodjele prema PCR profilu (p=0,382, Tablica 8).

Tablica 7. KliniCka slika mikoze vlasista i spol ispitanika

Klini¢ka slika

Spol Povrsinska Kerion
mikoza | duboka mikoza
Musdki | 16 (57,1%) 13 (50%) | 29 (53,7%)
Zenski | 12 (42,9%) 13 (50%) | 25 (46,3%)
28 26 | 54
(51,9%) (48,1%)

Fisher egzaktni test, p=0,785

Tablica 8. Usporedba klini¢ke slike mikoze vlasista i PCR profila izolata M. canis

Klini¢ka slika

PCR profil | PovrSinska Kerion
mikoza | duboka mikoza
A 21 (75%) 16 (61,5%) | 37 (68,5%)
B 7 (25%) 10 (38,5%) | 17 (31,5%)
28 26 | 54
(51,9%) (48,1%)

Fisher egzaktni test, p=0,382
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Utvrdeno je da su ispitanici s dubokom mikozom vlasista bili statistiCki
znacajno stariji od djece s povrSinskom mikozom (aritmeticka sredinaxzSD, 7,3+2,5
god. prema 5,0+2,1 god., t=3,632, p=0,001, Slika 29).
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Slika 29. Usporedba raspodjele dobi prema Klini¢koj slici mikoze vlasista (0 —

povrsinska, 1 — kerion, duboka mikoza); t=3,632, p=0,001
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LogistiCkom regresijskom analizom uz klini¢ku sliku kao zavisnu varijablu te
spol, dob, PCR profil te mjesto stanovanja, utvrdena je dob kao jedina statisticki
znacajna prediktivna varijabla duboke mikoze vlasiSta uz OR (omjer Sansi) za godinu
starosti od 1,54 (95% CI, 1,16-2,04, p<0,001) te AUC=0,764 (95% CI, 0,629-0,869,
z=4,072, p<0,0001, Slika 30.), grani¢nu vrijednost >4 godine (95% CI >3,5 do >4,5)
uz osjetljivost od 92,31% (95% CI, 74,9-99,1%) te specificnost od 46,43% (95% Cl,
27,5-66,1%).

Dob (god)

100

Osijetljivost

1 I R T
40 60 80 100
100-Specifi¢nost

Slika 30. Prikaz ROC krivulje za predikciju duboke mikoze vlasista prema dobi;
AUC=0,764 (95% ClI, 0,629-0,869), z=4,072, p<0,0001
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6. RASPRAVA

6.1. Ucestalost i etioloski aspekti dermatomikoza vlasista

Unato€ primjeni antimikotika novije generacije, dermatomikoze vlasista i dalje
predstavljaju veliki javnozdravstveni problem. Epidemiologija dermatomikoza vlasista
je vrlo dinami¢na, mijenja se tijekom vremena u ovisnosti o geografskom podrudju,
Zivotnim navikama bolesnika, uvjetima Zivota, ucestalim migracijama, kao i o nekim

faktorima koji se joS uvijek ne mogu u potpunosti objasniti.

U epidemioloskom dijelu istrazivanja ispitali smo etiologiju i dinamiku pojave
dermatomikoza vlasista. Tijekom desetogodiSnjeg razdoblja (2006.-2015.) obradeno
je 55976 bolesnika. U 8112 bolesnika (14,49%) kulturom su verificirane
dermatofitoze uzrokovane gljivama roda Trichophyton, Microsporum ili

Epidermophyton.

U ispitivanom razdoblju vidljiv je trend opadanja broja bolesnika, uz
stabilizaciju broja pozitivnih kultura u zadnje 3 godine. Tinea capitis (TC) je potvrdena
u 966 bolesnika (11,91%), Sto je manje u odnosu na prethodno istrazivanje na istom
podrucju u razdoblju 1999.-2008. (108). Broj pozitivnih TC kultura je stabilan u
razdoblju od 2010. do 2015. godine uz statisti¢ki znac¢ajno veéi udio TC unutar svih

kliniCkih manifestacija dermatofitoza, u zadnje 3 godine (2013.-2015.).

Povecéani udio TC u zadnje 3 godine moze biti posljedica smanjenog broja
bolesnika upucenih na mikoloSku obradu. MikoloSka obrada i verifikacija uzro€nika
kod dermatomikoza vlasiSta je obvezatna i zaista se provodi, dok kod dijela

pacijenata s deramatomikozom na drugim lokalizacijama, to nije uvijek slucaj.

Najcesce izolirani uzroénik TC je M. canis, u 88% sluCajeva (N=848). Takoder
je vidljiv prethodno opisani trend opadanja broja kultura M. canis (2006.-2010.), uz
stabilizaciju broja u razdoblju 2011.-2015. godine. Sli¢na je situacija i u susjednim
zemljama kao npr. Bosna i Hercegovina, Austrija, Slovenija, Madarska, gdje je M.
canis takoder vodeci uzro¢nik TC (51, 98, 99, 100).

NaSe istrazivanje je pokazalo da se antropofilni uzro€nici u Republici Hrvatskoj
javljaju sporadi¢no. Tijekom naSeg istraZivanja, T. tonsurans je izoliran u 30

bolesnika (3,1%). Unato€ poveéanom broju kultura T. tonsurans u usporedbi s ranijim
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istraZzivanjem (1999.-2008.) (108), T. tonsurans se i dalje pojavljuje uglavhom u
sportskim kolektivima, najceS¢e medu cClanovima hrvackih klubova, te iznimno i u

¢lanovima njihovih obitelji.

Uvodenjem grizeofulvina u terapiju gljivicnih bolesti 1958. godine, opaza se
gotovo potpuna eradikacija antropofilnih uzroCnika kao sto su M. audouinii i T.
schoenleinii u zemljama Srednje Europe (77). U naSem istrazivanju tijekom
desetogodiSnjeg razdoblja nije bio zabiljeZzen niti jedan sluaj T. schoenleinii i M.
audouinii. U razdoblju od 1999. do 2008. godine zabiljezen je samo jedan slucaj
favusa uzrokovan vrstom T. schoenleinii kod djevojke koja je sa Kosova imigrirala u
Hrvatsku pri ¢emu je KkliniCka slika bila jedva zamjetna i nije pokazivala
karakteristicna skutula (,forme fruste®) (108). T. violaceum je verificiran u svega 4

bolesnika, dok T. rubrum je uzrokovao TC u samo 3 bolesnika starije Zivotne dobi.

EpidemioloSka slika u susjednoj Italiji zadnjih nekoliko godina je znatno
promijenjena, Sto je, najvjerojatnije povezano s povecanim useljavanjem imigranata
iz Afrike i Srednjeg istoka. Nakon dominacije zoofilnog uzro€nika M. canis (95-97), u
Italiji se biljezi porast sluajeva T. violaceum, ve¢inom u djece koja su imigrirala u

Italiju iz africkih zemalja, gdje se T. violaceum nalazi endemski (101).

Sliéno je stanje i u Svedskoj, te u Svicarskoj, gdje je vodeéi uzroénik
dermatomikoza vlasista takoder T. violaceum (102, 103). U Belgiji je istrazivanje
provedeno u razdoblju 2001.-2002. takoder pokazalo dominaciju antropofilnih
uzroCnika (89%). NajceSce su bili izolirani M. audouinii (39%), T. soudanense (29%),
T. violaceum (18%), te T. tonsurans (3%) (111). U Francuskoj, istrazivanja koja su
provedena u Parizu, pokazuju da dominiraju antropofilni uzro€nici T. soudanense i M.
audouinii, dok je u nekim regijama Francuske M. canis ostao vodec¢im uzro&nikom

TC, Sto se izravno objasSnjava vecim prilievom migranata u vece gradove (112).

Na temelju svega navedenog moze se i Hrvatskoj pretpostaviti moguénost sve
uCestalije pojave antropofilnih uzroénika dermatomikoze vlasiSta u usporedbi sa

sadasnjom situacijom.

Sto se ti¢e zoofilnih uzroénika, nakon M. canis, najviSe je zastuplien T.
mentagrophytes var. granulosa, verificiran u 61 ispitanika (6%), najceSce u ruralnim
sredinama, u osoba u kontaktu s krupnim domacim Zivotinjama (govedo i svinja).

Zanimljiva je i pojava nekoliko sporadi¢nih sluCajeva T. mentagrophytes var.
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persicolor s obzirom da pojava navedenog uzroCnika nije bila evidentirana u

prethodnom istrazivanom razdoblju (108).

M. gypseum je jedini geofilni uzro¢nik, koji se i dalje pojavljuje sporadi¢no, te
je i kod M. gypseum zabiljeZena promjena klinickog obrasca dermatomikoza vlasista

u smislu pojave inflamatornih dermatomikoza (kerion Celsi) (109).

Dermatomikoze vlasista su bolesti tipiCnhe za djecu predskolske i Skolske dobi,
dok odrasli obolijevaju vrlo rijetko (113, 114). NaSe istraZivanje je pokazalo da se TC
naj¢esc¢e pojavljuje u dobi od 4 do 8 godina (medijan dobi kulturom potvrdenih TC je
6 godina), dok prema podacima iz literature u Europi i u SAD, TC se najcesce

pojavijuje u dobi od 3 do 7 godina (44, 45).

Podaci iz literature pokazuju da se TC pojavljuje iznimno rijetko u odraslih
osoba (48, 49, 115), iako neki autori upozoravaju na povecani broj slu¢ajeva TC kod

adolescenata i kod starijin osoba (44, 45).

Relativno rijetka pojava TC u odraslih povezuje se sa zastitnom, fungistatskom
funkcijom slobodnih masnih kiselina, koje se poja¢ano izluCuju nakon puberteta, te
kolonizacijom vlasiSta s Pityrosporum orbiculare i njegovom kompetitivnom ulogom
(116, 117). U naSem istraZivanju TC je zabiljeZzena u 44 bolesnika (5%) u dobi od 18
do 88 godina Zivota, $to je nesto viSe u usporedbi sa studijom provedenoj u Torinu u
razdoblju 1997.-2012. gdje je udio TC kod adolescenata bio 2,6% (48).

M. canis je bio verificiran u viSe od polovice (562%) bolesnika, i to pretezno
Zena, $to je povezano s kontaktom s kuénim ljubimcima i to najéeS¢e s mackama.
Prema nekim autorima Zene u postmenopauzalnom razdoblju su sklonije pojavi
dermatomikoza vlasiSta zbog ubrzane involucije sebacealnih Zlijezda kao posljedica

smanjene razine estrogena u krvi (57, 118).

U naSem istraZivanju prevalencija dermatomikoza vlasiSta prema spolu je u
korist muskih ispitanika. TC je dijagnosticirana u 583 (60,4%) muskih te u 383
(39,6%) Zenskih ispitanika. Podaci iz literature su kontroverzni. Prema nekim
autorima TC je takoder bila u€estalija u muskih ispitanika (50, 51), ali postoje i autori
koji su nasli da su dermatomikoze vlasiSta bile ¢e8¢e u djevojCica (53). Ginter-
Henselmayer i sur. nisu nasli razliku medu spolovima (44). Razlike medu spolovima
nije bilo i u istraZivanju za razdoblje od 12 godina, gdje su bila obuhvaéena djeca sa

dermatomikozom vlasiSta u prve dvije godine Zivota (54).
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6.2. Genotipska varijabilnost izolata gljive vrste M. canis

Zadnjih dvadesetak godina opaZaju se znatne promjene i u obrascu klinicke
slike gljivitnih bolesti vlasiSta uzrokovanih gljivama roda Microsporum (52).
Dermatomikoze vlasiSta uzrokovane gljivom M. canis su najceS¢e povrsinske.
Medutim, zadnjih dvadesetak godina primjeéuje se slika duboke mikoze vlasista
(kerion Celsi) uzrokovane vrstom M. canis i M. gypseum, umjesto ,oCekivanog®

uzroCnika - gljiva roda Trichophyton (109).

Razlog toj pojavi nije jo$ razjasnjen. Namece se pitanje da li su svi sojevi M.
canis podjednako virulentni ili su mozda genotipske razlike unutar pojedinog soja
odgovorne za pojavu razli€ite virulentnosti, te pojavu bitno razli¢itin klinickih

manifestacija mikrosporoze vlasista (119).

Stoga smo ovu pojavu htjeli preciznije ispitati na uzorku od 60 ispitanika, u
djece u dobi od 2 do 12 godina. Analizirali smo dvije skupine ispitanika, i to 30
ispitanika s klinicCkom slikom povrsinske i 30 ispitanika s klinickom slikom duboke
mikoze vlasista (kerion Celsi). Kod svih ispitanika je kulturom verificiran uzro¢nik M.

canis, Sto je bio i osnovni uvjet za ukljucivanje ispitanika u istraZivanje.

U nasem smo istraZivanju primijenili PCR-RFLP metodu koristenjem Hinfl
restrikcijskog enzima u svrhu molekularne potvrde gljive vrste M. canis (120). Veéina
autora smatra da su ITS regije pogodne i da su €ak i ,zlatni standard” za identifikaciju
dermatofita do razine vrste (12, 121,122, 123).

Jackson i sur. smatraju da su ITS regije pogodne za identifikaciju dermatofita,
osim kod roda Trichophyton kad su u pitanju vrlo srodne vrste kao $to su T. rubrum i
T. soudanense. Njihovo istrazivanje je pokazalo da je NTS (od engl. Nontranscribed
spacer) regija pogodnija za tipizaciju vrste T. rubrum s obzirom da su primjenom NTS
kao ciljne regije, RFLP metodom diferencirali i podvrste unutar vrste T. rubrum (28).

Rezaei-Matehkolaei i sur. upucuju na to da osim ITS regija kao ciljne regije
posebice kod gljiva pripadnici roda Microsporum (M. canis, M. ferrugineum i M.
audouinii) mogu se koristiti BT2 (od engl. B-tubulin) i TEF1 (od engl. translation-
elongation factor 1-a) geni (124).
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M. canis je dodatno identificiran u svim izolatima i sekvenciranjem ITS1-5.8S-
ITS2 regije rDNK. Li i sur. su pokazali da se sekvenciranjem ITS2 regije mogu
diferencirati vrste M. audouinii, M. canis i M. ferrugineum zbog polimorfizma u slijedu
pojedinih nukleotida. Tako je kod M. ferrugineum na poziciji 52, baza C (citozin), a
kod M. canis i M. audouinii baza je T (timin). Na poziciji 170 kod M. audouinii baza je
T, dok kod M. canis i M. ferrugineum, baza je C (29).
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Slika 31. Dio sekvence ITS2 regije, vrste M. audouinii, M. canis i M. ferrugineum.
Prema Li i sur. (29)

Molekularne metode za dijagnozu dermatofita omogucavaju identifikaciju
vrste, a u nekim slu€ajevima i podvrste gljiva (123, 125). Za razliku od gljiva roda
Trichophyton gdje je zabiljezen geneticki polimorfizam, M. canis je prema rezultatima

dosadasnijih istrazivanja bio genotipski jednoobrazan (126-129).

Primjenom PCR-RAPD metode i koriStenjem (GACA)4 pocetnice Faggy i sur.
nisu nasli geneti¢ki polimorfizam na uzorku od 49 sojeva M. canis izoliranih od
bolesnika i Zivotinja (psi i macke) (126). Slicne rezultate je dobio i Shehata sa
suradnicima. Primjenom (GACA)s4 pocetnice, dobili su jedinstveni profil za 4

analizirana izolata (130).
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Dobrowolska i sur. tipizirali su izolate M. canis PCR-RAPD metodom,
primjenom (ACA)s i (GACA)4 pocetnica. Analizom 45 izolata M. canis od bolesnika i
Zivotinja u sredisnjoj Poljskoj, dobili su samo jedan genotip. U radu nema klinickih
podataka o tipu mikrosporoze, te da Ili su uopce ukljuCeni bolesnici s

dermatomikozom vlasista (110).

Cano i sur. su, medutim, nasli veliku varijabilnost medu izolatima M. canis.
Primjenom ISSR-PCR (od engl. Inter single sequence repeat) i koristenjem (ACA)s i
(CCA)s pocetnica, analizirali su 24 izolata medu kojima su identificirali 21 genotip, ¢ak
su izolirali i razliCite genotipove na istom bolesniku (131). Diskutabilno u tom
istrazivanju je to Sto Cano i sur. prethodno nisu molekularno potvrdili vrstu M. canis,
niti su Kkoristili referentne sojeve, a prema nekim autorima upitna je i reproducibilnost
ISSR-PCR metode (119).

U nasSem istrazivanju RAPD metodom i koristenjem (ACA)s i (GACA)4
pocCetnica, tipizirali smo 54 izolata M. canis. Primjenom (ACA)s poCetnice kod svih
smo izolata dobili jedinstveni RAPD profil. To je u skladu s istraZivanjem koje su
proveli Dobrowolska i sur. koji su primjenom (ACA)s pocetnice dobili isto tako samo
jedan profil u 45 izolata M. canis. Dobiveni fragmenti u nasem istrazivanju su
priblizno veli¢ine 450 bp i 820 bp, dok su Dobrowolska i sur. dobili takoder 2
fragmenta priblizno veliine 500 bp i 850 bp (110).

Nasi rezultati nisu u skladu s nalazima koje je dobio Cano sa sur. Navedeni
autori su koristenjem (ACA)s pocetnice, no primjenom ISSR-PCR metode,

identificirali Cak 21 genotip od 24 izolata M. canis (131).

Primjenom (GACA)4 pocetnice i analizom dobivenih fragmenata na agaroznom
gelu identificirali smo 2 profila, koje smo oznacili kao profil A i profil B. Profil A je bio
zastupljen u 68% (N=37) izolata, a profil B u 32% (N=17) izolata. Nasi rezultati nisu u
tom smislu u potpunosti u skladu s prethodnim rezultatima iz literature, pri Cemu je
primjenom RAPD metode i (GACA)4 pocetnice bio identificiran samo jedan genotip
M. canis (110, 126, 130).

Shehata i sur. dobili su profil od 11 fragmenata u rasponu 600-2500 bp, dok su

Dobrowolska i sur. takoder dobili profil od 11 fragmenata, no u rasponu 300-2000 bp.

Prema nekim autorima, kod RAPD metode ponekad mozZe biti upitna

reproducibilnost. Razlike u dobivenim fragmentima mogu nastati zbog diskretnih
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razlika u koncentraciji po€etnica ili reagencija, te zbog uvjeta u laboratoriju (132).
Takoder nije isklju¢eno da odredene varijacije u RAPD profilu mogu biti i zbog
geografskog podrucja u kojem su uzorci prikupljeni. Shehata i sur. su prikupili uzorke
od egipatskih bolesnika sa dermatomikozom koze (130), a Dobrowolska i sur. su

prikupili uzorke od bolesnika i Zivotinja iz Poljske (110).

U naSem istrazivanju, nije utvrdena statistiCki znacCajna razlika raspodijele

prema spolu za tip kliniCke slike (povrSinska prema duboka mikoza).

Osnovni cilj naseg istrazivanja bio je istraziti genotipsku varijabilnost izolata
gliive vrste M. canis u ispitanika s povrSinskom i dubokom mikozom vlasista.
Primjenom RAPD metode i koriStenjem (GACA)4 pocetnice dobili smo 2 PCR profila.
No, u naSem istrazivanju nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika raspodjele prema
PCR profilu s obzirom na tip kliniCke slike (povrSinska versus duboka dermatomikoza
vlasista). Sharma i sur. su u svom istrazivanju identificirali 3 razli¢ita genotipa vrste
M. canis, no genotipovi takoder nisu bili povezani s tipom klinicke slike. Dakle, TC je
sukladno njihovim nalazima bila uzrokovana trima razli¢itim genotipovima M. canis
(119).

U naSem je istrazivanju utvrdeno da su ispitanici s dubokom mikozom
vlasidta bili statistiCki znacajno stariji (prosje¢no 7,3 godina) od ispitanika s
povrSinskom mikozom vlasista (prosjeéno 5 godina). Na$i rezultati su u skladu s
rezultatima istrazivanja koje su proveli Zaraa i sur. u Tunisu u razdoblju 1999.- 2010.
godine pri Cemu se inflamatorna (duboka) TC naj¢e$c¢e pojavljivala u dobi od 5 do 10
godina (54).

U literaturi je opisano tek nekoliko slu¢ajeva kerion Celsi u prve dvije godine
zivota. Relativno mali broj slu€ajeva kerion Celsi u tom razdoblju neki autori

objasnjavaju relativno nezrelim imunim sustavom djece te dobi (47, 133).

Neki autori, opet, povezuju pojavu kerion Celsi s ruralnim sredinama i niskim
higijensko-socijalnim standardom (134). U naSem istrazivanju, kerion Celsi se ne
moze povezati iskljuCivo s ruralnom sredinom s obzirom da vecina ispitanika s tom
dijagnozom dolazi iz ve¢ih gradova. Takoder u susjednoj Sloveniji, Dolenc-Volj¢
upozorava da je porast slucajeva TC zabiljezen upravo u urbanim sredinama da nije

nuzno povezan iskljucivo s ruralnom sredinom i loSom higijenom (100).

65



6.3. Znacenje dobivenih rezultata

U nasSem istrazivanju ispitali smo genotipsku varijabilnost izolata gljive vrste M.
canis u ispitanika s povrSinskom i dubokom mikozom vlasista. Rezultati naseg
istrazivanja nisu potvrdili pretpostavku da su razliiti genotipovi vrste M. canis
odgovorni za pojavu razliCite klinicke manifestacije dermatomikoza vlasista (u smislu

pojave klini¢ki bitno razli€ite povrSinske ili duboke mikoze vlasista).

No, nase istrazivanje je pokazalo da M. canis nije genotipski jednoobrazan.
Primjenom RAPD metode i koriStenjem (GACA)4 pocCetnice identificirali smo 2 profila
medu ispitanim sojevima M. canis, Sto pokazuje da M. canis ipak nije ,genotipski
stabilan® kako su pokazivale dosadasnje studije, te time otvara konkretna i precizna

pitanja za daljnja istrazivanja.

6.4. Nedostatak istrazivanja

Nedostatak istraZivanja jest relativno mali uzorak. VeliCina uzorka je povezana
s relativno malom ucestaloS¢éu dubokih mikoza vlasiSta uzrokovanih vrstom M. canis

uopce, te s trendom opadanja broja sluCajeva dermatomikoza vlasista.

Imajuci u vidu da se veliki dio pacijenata sa suspektnom mikozom obraduje u
Laboratoriju za dermatoloSsku mikologiju i parazitologijju u Klinici za
dermatovenerologiju Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, uzorak najvjerojatnije dobro
reprezentira populaciju s dubokom mikozom vlasiSta u Republici Hrvatskoj. Veci
uzorak bi podrazumijevao multicentri¢nu, no i dugogodisnju studiju, uzimajuci u obzir
da se dermatomikoze vlasiSta uzrokovane vrstom M. canis pojavljuju najcesce u
sredis$njoj i jugoisto¢noj Europi i da se biljezi trend opadanja broja verificiranih kultura

M. canis.
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7. ZAKLJUCCI

M. canis je vodedi uzroénik dermatomikoza vlasista u Republici Hrvatsko;.

Ucestalost zoofilne mikrosporoze vlasiSta je joS uvijek visoka, no, tijekom
desetogodiSnjeg razdoblja (2006.-2015.) vidljiv je trend opadanja broja
kulturom potvrdenih dermatomikoza vlasista u prvih pet godina istrazivanja, uz

stabilizaciju broja pozitivnih kultura zadnjih 5 godina.

Vidljiv je statistiCki znaCajno vec¢i udio dermatomikoze vlasiSta unutar svih
klinickih manifestacija dermatofitoza u zadnje 3 godine istrazivanja (2013.-
2015.).

Antropofilni uzro€nici se pojavljuju sporadi¢no u Republici Hrvatskoj.
Dermatomikoza vlasiSta se naj¢eS¢e pojavljuje u djece od 4 do 8 godina

Zivota, uCestalije kod muskih nego kod Zenskih ispitanika.

Utvrdeno je da su ispitanici s dubokom mikozom viasista bili statisticki
znacajno stariji (prosje¢no 7,3 godina) od ispitanika s povrSinskom mikozom
vlasista (prosjec¢no 5 godina).

Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika raspodjele prema spolu s obzirom na

tip klini¢ke slike (povrSinska versus duboka mikoza vlasista).

Primjenom suvremenih molekularno-medicinskih dijagnostickih metoda

identificirana su 2 PCR profila unutar vrste M. canis.

Tip kliniCke slike mikrosporoze vlasiSta (povrSinska versus duboka mikoza
vlasista) nije rezultat infekcije to€no odredenim genotipom gljive vrste M.
canis. Oba tipa klini¢ke slike mikrosporoze vlasi§ta mogu biti uzrokovana istim

genotipom M. canis.
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8. SAZETAK

Varijacije u klini¢koj slici i epidemiologiji dubokih dermatomikoza vlasista

Standardni obrazac kliniCke slike dermatomikoze vlasiSta uzrokovane gljivom
vrste  Microsporum canis jest povrSinska dermatomikoza karakterizirana
cirkumskriptnim eritemom, adherentnom deskvamacijom i poremecajem integriteta
vlasi. Zadnjih dvadesetak godina primjeCuje se, medutim, da ista vrsta gljive moze
biti i uzro€nikom vrlo impresivne klinicke slike duboke mikoze vlasista (kerion Celsi)
karakterizirane granulomatoznom upalom, tumoroznom masom i obilnom
pustuloznom sekrecijom, Sto, uzevsi u obzir tipicnu pojavnost u djecjoj dobi, moze
ozbiljno uticati na kvalitetu zdravlja djeteta i opravdanu zabrinutost roditelja. Razlog
pojavi da ista vrsta gljive moZe uzrokovati dva kliniCki vrlo razli€ita obrasca klinicke

slike mikoze vlasista nije joS objasnjen.

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja bila je da razliCiti genotipovi gljive
vrste M. canis uzrokuju povrSinsku odnosno duboku mikozu vlasiSta kao dva
zasebna kliniCka entiteta i da genotipske razlike unutar gljive vrste M. canis su
odgovorne za pojavu razliCite virulentnosti gljive, te time i za pojavu razlicitih klinickih
manifestacija mikrosporoze vlasista. Primarni cilj istrazivanja bio je ispitati genotipsku
varijabilnost izolata gljive vrste M. canis u ispitanika s povrSinskom i dubokom

mikozom vlasista.

U ispitivanje je bilo uklju¢eno 60 ispitanika - djeca u dobi od 2 do 12 godina
(30 ispitanika s povrSinskom i 30 ispitanika s dubokom mikozom vlasista). Primjenom
metodologije mikoloSke obrade u svih ispitanika je identificirana vrsta M. canis.
MorfoloSka identifikacija je potvrdena molekularnom metodom PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism),
amplifikacijom ITS1-5.8S-ITS2 regije i primjenom Hinfl restrikcijskog enzima. Za
subtipizaciju M. canis koriStena je RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA)
metoda, primjenom (ACA)s i (GACA)s pocetnica. Koristenjm (ACA)s pocetnice
dobiven je jedinstveni RAPD profil. Primjenom (GACA)4 pocetnice identificirana su
dva RAPD profila.
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U epidemioloSskom dijelu naSeg istrazivanja zakljuCili smo da je (i dalje) M.
canis vodec¢i uzroCnik dermatomikoza vlasiSta u Republici Hrvatskoj. Udestalost
zoofilne mikrosporoze viasista jo$ je uvijek visoka, no, tijekom desetogodiSnjeg
razdoblja (2006.-2015.) vidljiv je trend opadanja broja kulturom potvrdenih
dermatomikoza vlasiSta u prvin pet godina istrazivanja, uz stabilizaciju broja
pozitivnin kultura zadnjih 5 godina. Vidljiv je i statistiCki znaCajno veci udio
dermatomikoze vlasiSta unutar svih klinickih manifestacija dermatofitoza u zadnje 3
godine istrazivanja (2013.-2015.).

Na temelju rezultata molekularno-medicinskog dijela istrazivanja nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika raspodjele prema PCR profilu za tip KkliniCke slike
(povrsinska versus duboka dermatomikoza vlasista). No, istraZivanje je pokazalo da
M. canis nije genotipski jednoobrazan. Primjenom RAPD metode i koriStenjem
(GACA)4 pocetnice identificirali smo dva profila medu ispitanim sojevima M. canis, $to
pokazuje da M. canis ipak nije ,genotipski stabilan“ kako pokazuju dosadasnje

studije.

Na temelju rezultata nasSeg istrazivanja moze se, izmedu ostalog zakljuciti da
tip kliniCke slike mikrosporoze vlasista (povrSinska versus duboka mikoza vlasista)
nije rezultat infekcije tocno odredenim genotipom gljive vrste M. canis. Oba tipa

kliniCke slike mikrosporoze vlasista mogu biti uzrokovana istim genotipom M. canis.
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9. SUMMARY

The clinical pattern variations and epidemiology of deep seated tinea capitis

Biljana Gorgievska-Sukarovska, 2017

Tinea capitis caused by Microsporum canis is usually noninflammatory.
However, progressive number of severe kerion like tinea capitis (TC) due to M. canis
has been recently registered. Providing that the same fungal species might evoke
different clinical patterns, interspecies polymorphism within M. canis isolates might

have been responsible for this phenomenon.

The aim of this study was to examine genotypic variability among isolates of
M. canis from patients with superficial and deep seated tinea capitis.

Sixty strains of M. canis from patients with both superficial and deep seated
tinea capitis have been isolated and identified to the species level using standard and
advanced mycological procedure techniques. Morphological identification was
confirmed by molecular methods PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism). After amplification of ITS1-5.8S-ITS2 region, the
PCR product was exposed to restriction enzyme Hinfl. All strains of M. canis had
identical pattern on gel electrophoresis. For sub typing of M. canis isolates the RAPD
(Random Amplified Polimorphic DNA) has been perfomed using (ACA)s and (GACA)4
primers. After RAPD amplification with (ACA)a4 primer, among all M. canis isolates
only one RAPD profile was determined, whereas using (GACA)4 primer two different

band patterns were confirmed.

According to the results of the epidemiological part of our study M. canis
remained the main causative agent of TC in Croatia. The incidence of TC remained
high during the ten-years period (2006-2015), but decrease in the incidence of TC
was observed in the first 5 years, with stable incidence of TC during the last 5 years
of the study period. A statistically significant increase of TC among all fungal skin

infections during the last 3 years was observed.
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The association between RAPD profiles and certain clinical type of tinea
capitis was not determined by the use of GACA4 primer . Results of most molecular
studies show that there is no clonal differentiation within M. canis. Moreover, using
the same (GACA)s primer M. canis was found not to be genotypically unique.
However, furhter investigations on larger group of patiens might be required in order

to elucidate this problem more precisely.
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