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Znanstveni rad

Bakterije roda Brucella su fakultativni unutarstani~ni mikroorganizmi. Maleni
su, gram-negativni, aerobni {tapi}i, koji uzrokuju brucelozu, zaraznu bolest do-
ma}ih, divljih `ivotinja i ljudi. Postoji vi{e vrsta, ali za humanu i veterinarsku
medicinu najva`nije su: Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus,
Brucella ovis i Brucella canis. Cilj ovoga rada je usporediti klasi~ne bakterio-
lo{ke tehnike s lan~anom reakcijom polimeraze u identifikaciji izolata Brucella
sp. izdvojenih iz ljudi i `ivotinja u Republici Hrvatskoj. Identifikacija je prove-
dena na 47 izolata izdvojenih iz razli~itih vrsta `ivotinja i ljudi serolo{ki pozi-
tivnih na brucelozu. Bakteriolo{ka identifikacija zasnivala se na usporedbi po-
na{anja dobivenih kultura s poznatim obrascima pona{anja referentnih sojeva.
Nakon izdvajanja Brucella bakteriolo{kim postupcima iz materijala, metodom
lan~ane reakcije polimerazom utvr|ivana je pripadnost rodu i pojedinim vrsta-
ma. Dokazana je prisutnost razli~itih vrsta Brucella sp. u ljudi, doma}ih i divljih
`ivotinja u Republici Hrvatskoj te da se identifikacija istih mora temeljiti na
kombinaciji klasi~nih i molekularnih metoda dijagnostike.

Identification of Bacteria Brucella sp. by Using the Polymerase Chain
Reaction

Scientific paper

Brucellae are facultative intracellular microorganisms, small, gram-negative,
aerobic rods which cause brucellosis, an infectious disease of humans, domestic
and wild animals. The most important species in human and veterinary medi-
cine are: Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella ovis and
Brucella canis. Our goal was to compare the efficiency of classical bacteriolog-
ical techniques and polymerase chain reaction in the identification of isolated
Brucella sp. from animals and humans in the Republic of Croatia. The identifi-
cation was performed on 47 animal and human isolates that were serologicaly
positive for brucellosis. Bacteriological identification was based on comparing
the behaviour of isolated cultures with known behaviour patterns of reference
strains. Polymerase chain reaction was used to determine the genus Brucella
and specific species. This study proved the presence of different Brucella
species in humans, domestic and wild animals in the Republic of Croatia as well
as that the identification of these bacteria must be based on the combination of
classical and molecular methods of diagnosis.

Uvod

Bruceloza je zarazna bolest doma}ih, divljih ̀ ivotinja i
ljudi. Za veterinarsku i humanu medicinu najva`nijih je
{est vrsta Brucella. Brucella melitensis, primarno je pato-
gena za ovce i koze, zatim za goveda i svinje, a vrlo je pato-
gena za ljude. Brucella abortus, primarno je patogena za
goveda, a za infekciju su primljivi konji, deve, ovce, koze,
jeleni, psi i ljudi. Brucella suis, primarno je patogena za
svinje, biovar 1 i 3 su patogeni za ljude (ameri~ki i azijski
tipovi), dok patogenost biovara 2 (danski tip) nije dokaza-
na u ljudi. Biovarovi 4 i 5 su patogeni za sjeverne jelene.

Brucella ovis je primarno patogena za ovce, u ovnova iza-
ziva epididimitis te se povezuje s poba~ajima u ovaca, ali
nije patogena za ljude. Brucella canis je patogena za pse,
ali je patogena i za ~ovjeka. Brucella neotomae je utvr|ena
u pustinjskog {atoka Neotoma lepida. Bolest je osobito
ra{irena u goveda i svinja po ~itavom svijetu, a u koza i
ovaca u mediteranskim zemljama pa tako i u nas.

Bruceloza je zoonoza i kao takva je profesionalna zara-
za. Obi~no se prenosi sa ̀ ivotinje na ~ovjeka. Akutni i sep-
tikemijski stadij karakteriziraju vru}ica, znojenje, op}a
slabost, bolovi i drugi op}i infektivni simptomi. U sub-
akutno-kroni~nom stadiju, koji mo`e trajati mjesecima i
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lan~ane reakcije polimerazom (PCR) te usporediti osjet-
ljivost i specifi~nost bakteriolo{kih i molekularnih metoda
u odre|ivanju pojedinih sojeva bakterija roda Brucella.

Materijali i metode

U ovom radu za bakteriolo{ku i molekularnu identifi-
kaciju koristili smo izolate izdvojene iz razli~itih vrsta `i-
votinja i ljudi s razli~itih podru~ja Republike Hrvatske
(Tablica 1), a pozitivnih na brucelozu. Materijal ja sakup-
ljen tijekom 2003. i 2004. godine, a provedena je i identifi-
kacija nekih izolata brucela koji su arhivirani u Laborato-
riju za bakterijske zoonoze i molekulsku dijagnostiku bak-
terijskih bolesti Hrvatskog veterinarskog instituta Zagreb.
Tijekom istra`ivanja ukupno smo obradili 47 izolata, iz-
dvojenih iz ljudi (8 izolata), ovaca (11 izolata), koza (5 izo-
lata), goveda (11 izolata), svinja (11 izolata) i zeca (1 izo-
lat) (Tablica 1).

godinama, temperatura ima valovit ili ~e{}e intermitentan
karakter. Javljaju se lokalni simptomi od strane razli~itih
organa i tkiva, me|u kojima va`no mjesto zauzimaju i neu-
ro-psihijatrijske manifestacije.

Dijagnostika bruceloze zasniva se na serolo{kim i bak-
teriolo{kim metodama. Klasi~ne serolo{ke metode nisu
uvijek dovoljno osjetljive i specifi~ne, sa ~estim kri`nim
reakcijama s drugim gram-negativnim bakterijama. Bak-
teriolo{ka pretraga, koja obuhva}a izdvajanje i identifi-
kaciju uzro~nika, je najpouzdanija i najsigurnija metoda u
dijagnostici bruceloze. Sam proces je dug i zahtjevan, a u
novije doba primjenjuju se i molekularne metode. Lan~ana
reakcija polimerazom je metoda koja samostalno ili u
kombinaciji s klasi~nim bakteriolo{kim tehnikama pru`a
siguran dokaz Brucella sp. u materijalu ili izolatu.

Brucele su maleni, gram-negativni, aerobni {tapi}i,
~esto kokoidalne veli~ine 0,5 – 0,7× 0,7–1,5 μm. Pojav-
ljuju se samostalno, u parovima ili u kratkim lancima. Nisu
gibljive, nesporogene su i ne stvaraju kapsule.

Bakterije roda Brucella su fakultativni unutarstani~ni
mikroorganizmi koji pripadaju α-2 podskupini Proteobak-
terija. Kao gram-negativne bakterije imaju ovojnicu gra-
|enu od citoplazmatske membrane, a njezin unutra{nji sloj
od peptidoglikana. Ta je membrana spojena sa vanjskom
membranom koja prete`no sadr`i fosfolipide, lipopolisa-
haride i proteine. U unutra{njosti stanice je najmanje 20
proteinskih ili glikoproteinskih antigena.

Po{to je vanjska membrana u izravnoj vezi s okolinom,
smatra se da su glavne razlike u virulenciji i odabiru do-
ma}ina upravo s njom povezane. Proteini vanjske mem-
brane su najvi{e istra`ivani i otkrivene su tri skupine pro-
teina koje su definirane u odnosu na njihovu molekularnu
masu: skupina 1–94 ili 88 kDa; skupina 2–36–38 kDa
(porini) te skupina 3–31–34 kDa i 25–27 kDa (Omp31 i
Omp25). Daljnjim istra`ivanjima uo~ena je zna~ajna razli-
ka u genima za pojedine proteine vanjske membrane na ra-
zini vrste i pojedinog biovara. Najvi{e istra`ivani su
Omp2a i Omp2b te Omp25 i Omp31 [1–7].

Morfolo{ki nije mogu}e razlikovati pojedine vrste
Brucellae. Bitne su razlike u njihovim biokemijskim svoj-
stvima i u patogenosti. O genomu bakterija roda Brucella
jo{ se uvijek ne zna mnogo. Prona|en je zna~ajan broj po-
dudarnih slijedova s drugim bakterijama kao one rodova
Rickettsia, Agrobacterium i Rhizobium, koje kao i Brucel-
la, pripadaju α-2 podskupini Proteobakterija. Ukupno 220
od 925 novoprona|enih gena pokazuju sli~nosti s bakterij-
skim slijedovima koje pripadaju ovoj skupini bakterija.
Ovakvi dokazi samo potvr|uju usku filogenetsku poveza-
nost ovih bakterija, ~injenica ve} istaknuta sekvencira-
njem 16S rRNA [8 –14].

Cilj rada

Iz raspolo`ivog materijala dokazati i identificirati uz-
ro~nika klasi~nim bakteriolo{kim postupcima i metodom

Tablica 1. Prikaz izolata kori{tenih za identifikaciju
Table 1. Isolates used for identification

Br. /
No.

Uzorak / oznaka /
Sample / Mark

Podrijetlo /
Origin

REF. B. abortus 544 referentni soj / reference strain

REF. B. melitensis 16M referentni soj / reference strain

REF. B. suis 1330 referentni soj / reference strain

REF. B. ovis 63/290 referentni soj / reference strain

REF. B.ovis REO 198 referentni soj / reference strain

1 ^ovjek 1 / Human 1 ~ovjek / human / (Sinj)

2 ^ovjek 2 / Human 2 ~ovjek / human / (Sinj)

3 ^ovjek 3 / Human 3 ~ovjek / human / (Metkovi})

4 ^ovjek 4 / Human 4 ~ovjek / human / (Vara`din)

5 ^ovjek 5 / Human 5 ~ovjek / human / (Skopje)

6 ^ovjek 6 / Human 6 ~ovjek / human / (Bjelovar)

7 ^ovjek 7 / Human 7 ~ovjek / human / (Bjelovar)

8 ^ovjek 8 / Human 8 ~ovjek / human / (Sarajevo)

9 VP1 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

10 VP2 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

11 VP3 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

12 VP4 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

13 VP5 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

14 VP6 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

15 VP7 ovca/ovan / sheep/ram (Slatina)

16 KA1 ovca/ovan / sheep/ram (Karlovac)

17 KA2 ovca/ovan / sheep/ram (Karlovac)

18 KA3 ovca/ovan / sheep/ram (Karlovac)

19 KA4 ovca/ovan / sheep/ram (Karlovac)

20 S1 svinja / swine (\akovo)

nastavak tablice na sljede}oj stranici
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Bakteriolo{ka pretraga

Za bakteriolo{ku pretragu prilikom klanja uzeli smo
testise mu`jaka, maternice `enki, limfne ~vorove (supra-
mamarni, ilija~ni, skapularni, submandibularni, retro-
faringealni), slezenu i tkivo mlije~ne `lijezde, te krv ljudi.
Sve organe, tkiva i krvi obradili smo u roku od 48 sata po
uzorkovanju, a do obrade pohranili smo ih u hladnjak na
4 °C. Bakteriolo{ka obrada materijala sastoji se od mikro-
skopske pretrage materijala, obrade i zasijavanja materi-
jala na podloge te identifikacije izdvojenih izolata [15].

Mikroskopsku pretragu izvr{ili smo na razmazu sjeme-
na, placente, vaginalne sluzi, a tako|er i drugih tkiva. Raz-
maze smo bojali modificiranom metodom po Stampu.

Obrada i zasijavanje materijala. Nekoliko grama do-
stavljenog materijala (testisa, maternica i limfnih ~vorova)
stavili smo u otopinu alkohola i sterilizirali na plameniku,
te u plasti~noj vre}ici sterilnim {karama narezali na {to

manje komadi}e. U vre}ice s materijalom dodali smo
5 – 10 mL fiziolo{ke otopine, a homogenizaciju vr{ili po-
mo}u aparata za usitnjavanje, stomahera. Oko 1 mL homo-
genata nacijepili smo na selektivne hranjive podloge i to na
krvni agar, Brucella agar i Farrellov medij [16]. Posude s
nacjepljenim materijalom inkubirali smo u termostatu pri
temperaturi od 37 °C uz dodatak 5 – 10 % CO2. Rast kolo-
nija promatrali smo u razmacima od 24 sata, ali obi~no je
bio vidljiv nakon 2 – 7 dana.

Identifikacija izdvojenih kultura. Izolate smo identifi-
cirali na osnovi morfologije kolonija (sitne, konveksne,
prozirne i hrapave), rastu na CO2, proizvodnji H2S, rastu
na podlogama s dodatkom thionina, bazi~nog fuchsina i
safranina te aglutinacije s monospecifi~nim antiserumima
(A i M). Pojedine kolonije identificirali smo usporedbom
dobivenih rezultata sa poznatim obrascima pona{anja re-
ferentnih sojeva [16, 17].

H2S listi}i za testiranje. Listi}e namo~ene u 10 %-tnu
otopinu olovnog acetata umetali smo u pojedine ku{alice
tako da ne dodiruju medij. Ako kolonija stvara sumporo-
vodik, listi} }e se zacrniti. Rezultate smo bilje`ili dnevno,
a listi}e smo mijenjali svaki dan tijekom 4 dana.

Izolacija genomske DNK iz kulture

U{icu kulture Brucella sp. razmutili smo u 50 μL desti-
lirane vode u Eppendorfovoj ku{alici od 2 mL. Ovu smje-
su grijali smo 15 minuta na 100 °C u termobloku uz povre-
meno tresenje. Potom smo ku{alice centrifugirali na 14000
g kroz 1 minutu. Za potrebe pretrage koristili smo 2 ili 5 μL
nadtaloga.

Lan~ana reakcija polimerazom (PCR)

Lan~ana reakcija polimerazom ima velike prednosti
nad standardnim bakteriolo{kim metodama jer je, osim
iznimne osjetljivosti, i znatno br`a. Nakon izdvajanja
brucela bakteriolo{kim tehnikama iz materijala, metodom
lan~ane reakcije polimerazom (PCR) utvr|ivali smo pri-
padnost istih rodu Brucella i pojedinim vrstama:

1.) Pripadnost rodu Brucella dokazivali smo umno`ava-
njem dijela genoma koji kodira sintezu proteina BCSP-
-31. Ovaj protein je membranski antigen osebujan za
rod Brucella. Veli~ina proizvoda umno`avanja iznosi
443 bp (baznih parova) [18, 19]. Sastav reakcijske mje-
{avine: Reakcijska mje{avina za svaki uzorak sastojala
se od 46 μL otopine Hot Start Master Mix kit (Qiagen),
a osnovni sastojci kao {to su MgCl2, pufer, Taq polime-
raza i sva ~etiri deoksiribonukleotida nalazili su se u
koncentracijama propisanim od proizvo|a~a. U ovu
otopinu dodali smo po 1μL od svake po~etnice (100
μM/μL) i 2 μL nadtaloga istra`ivanog DNK izolata.
Ukupna koli~ina reakcijske mje{avine tako je iznosila
50 μL. Umno`avanje smo vr{ili pomo}u Thermocycle-
ra AB 2700 (Applied Biosistems) prema programu
[19]:

Br. /
No.

Uzorak / oznaka /
Sample / Mark

Podrijetlo /
Origin

21 S2 svinja / swine (\akovo)

22 S3 svinja / swine (Sisak)

23 S4 svinja / swine (Sisak)

24 S4 svinja / swine (Sunja)

25 S5 svinja / swine (Donji Miholjac)

26 S6 svinja / swine (Donji Miholjac)

27 S7 svinja / swine (Zden~ina)

28 S8 svinja / swine (\akovo)

29 S9 svinja / swine (\akovo)

30 S10 svinja / swine (Martinska Ves)

31 K1 koza / goat (Istra)

32 K2 koza / goat (Split)

33 K3 koza / goat (Sinj)

34 K4 koza / goat (Istra)

35 K5 koza / goat (Istra)

36 G1 govedo / bovine (Baranja)

37 G2 govedo / bovine (Baranja)

38 G3 govedo / bovine (Baranja)

39 G4 govedo / bovine (Baranja)

40 G5 govedo / bovine (Baranja)

41 G6 govedo / bovine (Baranja)

42 G7 govedo / bovine (Novska)

43 G8 govedo / bovine (Novska)

44 G9 govedo / bovine (Sisak)

45 G10 govedo / bovine (Sisak)

46 G11 govedo / bovine (Sisak)

47 Z1 zec / rabbit (\ur|enovac)

nastavak tablice sa str. 126
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2.) Pripadnost pojedinoj vrsti dokazivali smo specifi~nim
po~etnicama pomo}u kojih se unutar insercijske se-
kvence IS711 umno`ava slijed nukleotida osebujan za
pojedinu vrstu [20, 21]. U ovoj pretrazi o~ekivane veli-
~ine proizvoda umno`avanja iznose: B. ovis 976 bp, B.
melitensis 731 bp, B. abortus 498 bp, i B. suis 285 bp.
Sastav reakcijske mje{avine: Reakcijska mje{avina
sastojala se od 60 mM Tris-HCl pufera (pH 3), 15 mM
(NH4)2 SO4, 1,5 mM MgCl2, 250 mM svakog od ~etiri
dNTP-a, 0,2 μM svake od 4 po~etnice (B. abortus, B.
melitensis, B. suis i B. ovis) i 0,8 μM IS711 specifi~ne
po~etnice. Na 45 μL reakcijske mje{avine dodavali
smo 1 jedinicu Taq polimeraze (HotStarTaq Polymera-
se, Invitrogen) i 5 μL DNK uzorka. Umno`avanje je sli-
jedilo prema referenci [20].

Proizvode umno`avanja razdvojili smo u 2 %-tnom
agaroznom gelu i obojili etidijevim bromidom. Vizualiza-
ciju proizvoda umno`avanja vr{ili smo pomo}u UV trans-
luminatora i kamerom BioCapt Document Sistem (Vilbert
Lourmat).

Rezultati

Rezultati bakteriolo{kih pretraga

Bakteriolo{kom pretragom obradili smo uzorke organa
ovaca, koza, goveda, svinja i krvi ljudi. Izdvojili smo 47
izolata Brucella sp. podrijetlom iz ljudi (8 izolata), ovaca
(11 izolata), koza (5 izolata), goveda (11 izolata), svinja
(11 izolata) i zeca (1 izolat) tj. 13 izolata B. melitensis
(27,7 %), 12 izolata B. suis (25,5 %), 11 izolata B. abortus
(23,4 %) te 11 izolata B. ovis (23,4 %). Na razini biovarova
detektirano je 8 izolata B. melitensis bv. 3 te 5 izolata bv. 1;
1 izolat B. suis bv. 1, 9 bv. 2 i 2 bv. 3 te svih 11 izolata B.
abortus idenificirani su kao bv. 1.

Posude s nacijepljenim materijalom promatrali smo u
razmacima od 24 sata. Kolonije su bile vidljive od 2 do 7
dana inkubacije. Izdvojeni izolati iz ljudi, koza i svinja ras-
li su u termostatu pri normalnoj atmosferi, a izolati podri-
jetlom iz ovaca, ovnova i goveda uz nazo~nost 10 % CO2 u
atmosferi. Primijetili smo razli~itost u morfologiji koloni-
ja. Narasle su kolonije izdvojene iz organa ovaca i ovnova
bile hrapave (R kolonije), a ostale kolonije su bile glatke (S
kolonije).

Ljudski (8 izolata oznake 1.– 8.) i kozji (5 izolata oz-
nake 31.– 35.) izolati nisu rasli uz nazo~nost CO2 u atmos-
feri, nisu stvarali H2S, rasli su na podlogama uz dodatak
thionina, fuchsina i safranina. Na temelju tih svojstava sve
navedene izolate identificirali smo kao izolate Brucella
melitensis, a utvr|eni su biovar 1 i 3 {to smo zaklju~ili na
osnovi reakcija s monospecifi~nim serumima.

Izolati podrijetlom iz goveda (11 izolata oznake
36.– 44.) rasli su uz nazo~nost CO2 i stvarali su H2S, nisu
rasli na podlogama s dodatkom thionina, a ovisno o biova-

ru (1 ili 3) rast je bio razli~it na podlogama uz dodatak
fuchsina i safranina. Svi izdvojeni izolati reagirali su s
monospecifi~nim serumom A.

Izolati podrijetlom iz svinja (11 izolata oznake
20.– 30.) rasli su u normalnoj atmosferi na 37 °C, nisu
stvarali H2S. Svi izolati su rasli na podlogama uz dodatak
thionina i reagirali su s A monospecifi~nim serumom.
Samo neki su rasli na podlogama s fuchsinom (21. i 28.).
Na temelju navedenih rezultata identificirali smo ih kao
Brucella suis biovar 2 i 3.

Izolati podrijetlom od ovaca ili ovnova iz podru~ja
Viroviti~ko-podravske i Karlova~ke `upanije su za rast
trebali nazo~nost 10 % CO2, rasli su na podlogama uz do-
datak thionina i svi su reagirali s R monospecifi~nim seru-
mom koji je specifi~an za R kolonije. Na temelju dobive-
nih rezultata u svih izdvojenih izolata identificirali smo
Brucella ovis.

Sama bakteriolo{ka pretraga je dugotrajna i subjektiv-
na, me|utim, razlikuje pojedine vrste brucela na razini bio-
vara. Tako|er, potrebno je naglasiti da je nemogu}e
presko~iti bilo koji njezin dio jer je cjelokupnost nu`na u
svrhu dobivanja kvalitetnih i detaljnih rezultata koji se
me|usobno nadopunjavaju kako bi nastala kona~na slika.

Rezultati molekularnih pretraga

Nakon izdvajanja i identifikacije Brucella sp. klasi~-
nim bakteriolo{kim postupcima, proveli smo i identifi-
kaciju metodom lan~ane reakcije polimerazom. U skladu s
bakteriolo{kom pretragom svi izolati su potvr|eni kao pri-
padnici roda Brucella (Slika 1). Nadalje, identificirano je
13 izolata B. melitensis (27,7 %) (Slika 3), 12 izolata B. su-
is (25,5 %) (Slika 4), 11 izolata B. abortus (23,4 %) (Slika
2) te 11 izolata B. ovis (23,4 %) (Slika 5).

Kori{tene po~etnice omogu}ile su identifikaciju na
razini roda i vrste, me|utim, ne i na razini biovara. Naime,
prema referenci [6]mogu}e je identificirati samo Brucella
abortus bv. 1, 2, and 4; Brucella melitensis; Brucella ovis i
Brucella suis bv.1. Ostale biovarove ne mo`e se detektirati
ovom skupinom po~etnica. Ipak, molekularna pretraga je
puno br`a, jednostavnija i sigurnija te osjetljiivija i speci-
fi~nija jer rezultati nisu subjektivne prirode, a zahtjevaju
puno manje koli~ine materijala.

Rasprava

Od svih bolesti koje su tijekom stolje}a ugro`avale
zdravlje ljudi i ̀ ivotinja brucelozi svakako pripada najzna-
~ajnije mjesto. Iskustva stjecana stolje}ima te temeljito
poznavanje odlika bolesti prouzro~ene brucelama nisu bi-
la dovoljna da rat protiv ove opasne zoonoze bude zavr{en.
Bruceloza je jedna od najopasnijih zoonoza koja se jo{ na-
ziva mediteranska ili malte{ka groznica. Veterinari su u
Hrvatskoj dugi niz godina sustavnim radom uspjeli gotovo
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Slika 1. Dokaz pripadnosti izdvojenih izolata rodu Brucella
Figure 1.Evidence that isolates belong to genus Brucella

Legenda Slika 1 / Legend Figure 1:

G1 izolat iz goveda / bovine isolate
G6 izolat iz goveda / bovine isolate
1 izolat iz ~ovjeka / human isolate
K1 izolat iz koze / goat isolate
SV1 izolat iz svinje / swine isolate
Z1 izolat iz zeca / rabbit isolate
VP1 izolat iz ovce/ovna / sheep/ram isolate

KA1 izolat iz ovce/ovna / sheep/ram isolate
NK negativna kontrola / negative control
S1 Brucella ovis 63/290
S2 Brucella ovis REO 198
S3 Brucella melitensis 16 M
S4 Brucella abortus 544
S5 Brucella suis 1330

100 veli~ina proizvoda umno`avanja 100 baznih parova / PCR products 100 base pairs in size
300 veli~ina proizvoda umno`avanja 300 baznih parova / PCR products 300 base pairs in size
500 veli~ina proizvoda umno`avanja 500 baznih parova / PCR products 500 base pairs in size
700 veli~ina proizvoda umno`avanja 700 baznih parova / PCR products 700 base pairs in size
1000 veli~ina proizvoda umno`avanja 1000 baznih parova / PCR products 1000 base pairs in size

Slika 2. Dokaz pripadnosti izolata izdvojenih iz goveda vrsti B. abortus
Figure 2 Evidence that bovine isolates belong to B. abortus

Legenda Slika 2 / Legend Figure 2:

G1–G11 izolati iz goveda / bovine isolates
NK negativna kontrola / negative control
S1 Brucella abortus 544

S2 Brucella melitensis 16 M
S3 Brucella suis 1330
S4 Brucella ovis 63/290

100 veli~ina proizvoda umno`avanja 100 baznih parova / PCR products 100 base pairs in size
300 veli~ina proizvoda umno`avanja 300 baznih parova / PCR products 300 base pairs in size
500 veli~ina proizvoda umno`avanja 500 baznih parova / PCR products 500 base pairs in size
700 veli~ina proizvoda umno`avanja 700 baznih parova / PCR products 700 base pairs in size
1000 veli~ina proizvoda umno`avanja 1000 baznih parova / PCR products 1000 base pairs in size
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suzbiti ovu bolest, ali unato~ svim naporima ona i dalje op-
staje u razli~itim intenzitetima. Da bi se sprije~ile i u po-
~etku suzbile epidemije i epizootije navedenih bolesti u
ljudi i `ivotinja, potreban je stalan nadzor nad zdravljem
`ivotinja s obzirom na brucelozu jer su koze prirodni
spremnik Brucelle (B.) melitensis, goveda B. abortus, svi-
nje B. suis i psi B. canis. Naj~e{}e od bruceloze prvo obole
ljudi koji su profesionalno vezani za rad sa stokom (sto~a-
ri, veterinari, farmeri), a zatim i ostali koji konzumiraju
proizvode (mlijeko, sir) zara`enih `ivotinja. Naj~e{}e u
`ivotinja na temelju klini~ke slike nije mogu}e utvrditi bo-
lest osim u slu~ajevima sporadi~nih poba~aja. Iz tog razlo-
ga su za to potrebni dobro obu~eni veterinari i veterinarski
inspektori koji }e znati pravilno dijagnosticirati bolest te
poslati odgovaraju}i materijal u dijagnosti~ki laboratorij
radi dokazivanja bruceloze u pojedinom stadu [22, 23].

U radu smo prikazali rezultate bakteriolo{ke i moleku-
larne identifikacije izolata izdvojenih iz razli~itih vrsta
`ivotinja i ljudi tijekom 2003. i 2004. godine, a proveli
smo i identifikaciju nekih izolata brucela koji su arhivirani
u Laboratoriju za bakterijske zoonoze i molekulsku dijag-
nostiku bakterijskih bolesti Hrvatskog veterinarskog insti-
tuta Zagreb. Tijekom istra`ivanja obradili smo 47 izolata
podrijetlom iz ljudi (8 izolata), ovaca (11 izolata), koza (5
izolata), goveda (11 izolata), svinja (11 izolata) i zeca (1
izolat).

B. melitensis smo identificirali iz izolata podrijetlom iz
ljudi (8 izolata) i koza (5 izolata). Bruceloza u ovaca i koza
dokazana je prvi puta u Hrvatskoj 1947. godine kamo je

dospjela 1943. godine iz Furlanije. Tamo su, naime, sto~ari
sjevernog dijela Istre dogonili svoje ovce na ispa{u i tu su
ovce dolazile u dodir s ovcama iz zara`enih podru~ja ju`ne
Italije koje su u bijegu pred savezni~kim snagama dovodi-
le njema~ke jedinice [24]. Tako je prema Ceku [25] godine
1949. prijavljeno 176 oboljelih ljudi. Tada se navodi da je
posljednji slu~aj oboljelog ~ovjeka utvr|en 1954. godine,
a u ovaca i koza jo{ 1961. godine. Od tada pa do 1990. nije
bila zabilje`ena epizootija melitokokoze, kada je ponovno
dokazana u Istri, a sljede}e godine u vara`dinskoj te kasni-
je u bjelovarskoj regiji. Tijekom na{eg istra`ivanja, u ljeto
2004. godine, dokazana je bolest u ljudi i koza u Splitsko-
-dalmatinskoj ̀ upaniji.

Usporedbom bakteriolo{kih i molekularnih pretraga
izolata do{li smo do sljede}ih zaklju~aka. Izolati podrijet-
lom iz ljudi te koza, ~iji su oni vlasnici, K2 i K3 identifici-
rali smo kao B. melitensis biovar 3. Izolate iz ljudi te koza
oznake K1, K4 i K5 identificirali smo kao B. melitensis
biovar 1. Navedena epizootija u Istri je uzrokovana nekon-
troliranim prometom koza podrijetlom iz Kosova na po-
dru~je Istre, te je istovjetan biovar B. melitensis utvr|en u
koza i ljudi u Istri. Bruceloza uzrokovana B. melitensis
rasprostranjena je u zemljama Mediterana, te je u tim zem-
ljama i broj ljudi oboljelih od ove bolesti znatan. Jackson i
sur. [26] navode prevalenciju bruceloze u 19 – 32 % stada
na podru~ju Kosova.

Bruceloza u goveda suzbijena je 1965. godine. U is-
tra`ivanju smo koristili izolate s podru~ja Baranje i Siska
(ukupno 11 izolata), a identificirali smo Brucella abortus

Slika 3. Dokaz pripadnosti izolata izdvojenih iz ljudi i koza vrsti B. melitensis
Figure 3.Evidence that human and goat isolates belong to B. melitensis

Legenda Slika 3 / Legend Figure 3:

1–8 izolati iz ljudi / human isolates
K1 – K5 izolati iz koza / goat isolates
NK negativna kontrola / negative control
S1 Brucella abortus 544

S2 Brucella melitensis 16 M
S3 Brucella suis 63/290
S4 Brucella ovis 1330

100 veli~ina proizvoda umno`avanja 100 baznih parova / PCR products 100 base pairs in size
300 veli~ina proizvoda umno`avanja 300 baznih parova / PCR products 300 base pairs in size
500 veli~ina proizvoda umno`avanja 500 baznih parova / PCR products 500 base pairs in size
700 veli~ina proizvoda umno`avanja 700 baznih parova / PCR products 700 base pairs in size
1000 veli~ina proizvoda umno`avanja 1000 baznih parova / PCR products 1000 base pairs in size
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biovar 1. U razdoblju od 1990. do 2001. godine, serolo{ki
je na brucelozu pretra`eno vi{e stotina tisu}a seruma gove-
da i rezultat je uvijek bio negativan [27].

Bruceloza u svinja je stalno prisutna bolest u Hrvatskoj
[28]. Javljaju se povremene epizootije u doma}ih i divljih

svinja, posebno na prostoru uz rijeku Savu. Od 11 izdvo-
jenih izolata svinja B. suis biovar 2 pripadalo je 9 izolata, a
biovaru 3 dva izolata. Posebno je zanimljiv nalaz i identifi-
kacija B. suis biovar 3. U srednjoj i zapadnoj Europi naj-
~e{}e je u svinja uzro~nik bruceloze B. suis biovar 2 ~iji su
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Slika 4. Dokaz pripadnosti izolata izdvojenih iz svinja i divljeg zeca vrsti B. suis
Figure 4.Evidence that swine and wild rabbit isolates belong to B. suis

Legenda Slika 4 / Legend Figure 4:

SV 1–SV 11 izolati iz svinja / swine isolates
Z1 izolat iz divljeg zeca / wild rabbit isolate
NK negativna kontrola / negative control
S1 Brucella abortus 544

S2 Brucella melitensis 16 M
S3 Brucella suis 1330
S4 Brucella ovis 63/290

100 veli~ina proizvoda umno`avanja 100 baznih parova / PCR products 100 base pairs in size
300 veli~ina proizvoda umno`avanja 300 baznih parova / PCR products 300 base pairs in size
500 veli~ina proizvoda umno`avanja 500 baznih parova / PCR products 500 base pairs in size
700 veli~ina proizvoda umno`avanja 700 baznih parova / PCR products 700 base pairs in size
1000 veli~ina proizvoda umno`avanja 1000 baznih parova / PCR products 1000 base pairs in size

Slika 5. Dokaz pripadnosti izolata izdvojenih iz ovaca i ovnova vrsti B. ovis
Figure 5.Evidence that sheep and ram isolates belong to B. ovis

Legenda Slika 5 / Legend Figure 5:

VP 1–VP 7 izolati ovaca i ovnova izdvojeni u Virovitici /
sheep and ram isolates from Virovitica

KA 1–KA 4 izolati ovaca i ovnova izdvojeni u Karlovcu /
sheep and ram isolates from Karlovac

NK negativna kontrola / negative control

S1 Brucella abortus 544
S2 Brucella melitensis 16 M
S3 Brucella suis 1330
S4 Brucella ovis 63/290
S4 Brucella ovis REO

100 veli~ina proizvoda umno`avanja 100 baznih parova / PCR products 100 base pairs in size
300 veli~ina proizvoda umno`avanja 300 baznih parova / PCR products 300 base pairs in size
500 veli~ina proizvoda umno`avanja 500 baznih parova / PCR products 500 base pairs in size
700 veli~ina proizvoda umno`avanja 700 baznih parova / PCR products 700 base pairs in size
1000 veli~ina proizvoda umno`avanja 1000 baznih parova / PCR products 1000 base pairs in size
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prirodni nosioci ze~evi i divlje svinje [29]. Na{im istra`i-
vanjem u izolatu podrijetlom iz zeca identificirali smo B.
suis biovar 1. U sjevernoj, ju`noj Americi i Aziji javljaju se
B. suis biovar 1 i 3 [30]. Na podru~ju Hrvatske, u regijama
koje se prostiru uz Savu dokazano je postojanje bruceloze
u doma}ih i divljih svinja. U navedenim regijama ~esto se
rasplodne svinje dr`e pa{no ili u {umi te je kontakt s mno{-
tvom drugih svinja, ali i s divljim svinjama prisutan. Naj-
~e{}e je iz izdvojenih sojeva dokazana B. suis biovar 2 [28,
31]. Bruceloza svinja mo`e imati i zna~ajne implikacije i
na javno zdravstvo prvenstveno zbog toga {to su B. suis
biovar 1 i 3 patogeni za ljude. Uvidjeli smo i razliku izme-
|u pojedinih izolata B. suis biovar 2 (S5, S6, S10 i S11) i
biovara 3 (S2) gdje sa specifi~nim po~etnicama kod meto-
de lan~ane reakcije polimerazom nismo uspjeli dokazati
navedene biovarove. Navedene biovarove potvrdili smo
bakteriolo{kim metodama, a rezultate je potvrdio i refe-
rentni laboratorij OIE (AFFSA Pariz – Francuska). Nave-
deni postupak sa sigurno{}u dokazuje B. suis biovar 1 dok
se ostali biovarovi B. suis (2 i 3) mogu, ali i ne moraju do-
kazati upotrebom ovih po~etnica. Na temelju ovih rezulta-
ta vidljivo je da postoji znatna razlika u nukleotidnim slije-
dovima istra`ivanog dijela DNK pojedinih istovjetnih bio-
varova B. suis [20]. Ipak, naj~e{}i biovar B. suis u doma}ih
i divljih svinja je B. suis biovar 2. Divlje svinje su spremni-
ci B. suis biovar 2 , a na taj na~in i mogu}i izvor te bakteri-
je u prirodi. Ozbiljan problem predstavlja nalaz B. suis bio-
vara 3 (S 2 i S 9). Opisan je nalaz i B. suis biovara 3 u dvije
kobile u Republici Hrvatskoj [32].

Brucella ovis uzrokuje kroni~nu bolest ovaca za koju
su karakteristi~ne patolo{ke promjene na testisima i epidi-
dimisu ovnova te placentitis u ovaca. Takve promjene uz-
rokuju slabiju plodnost u ovnova, povremene poba~aje u
ovaca te pomore avitalne janjadi. Procjenjuje se da bolest
mo`e uzrokovati znatne gubitke u ov~arskoj industriji.

Infekcija u ovaca uzrokovana vrstom Brucella ovis (B.
ovis) prvi je puta opisana 1952. u Novom Zelandu, a godi-
ne 1953. i u Australiji. Javlja se i u drugim zemljama u ko-
jima se uzgajaju ovce [33].

Laboratorijska dijagnostika infekcije vrstom B. ovis
razlikuje se od dijagnostike ostalih vrsta roda Brucella, a
temelji se na ~injenici da B. ovis raste samo u R obliku ko-
lonija i u serolo{koj dijagnostici se ne koristi isti antigen
kao za dijagnostiku infekcija ~iji su uzro~nici B. meliten-
sis, B. abortus i B. suis. Zbog ~injenice da se visina titra
protutijela za B. ovis u kratkom vremenu mo`e promijeniti
i bakteriolo{ki pozitivne `ivotinje postati serolo{ki nega-
tivne potrebno je, uz vi{e serolo{kih metoda, dijagnozu
bolesti temeljiti i na klini~kom, patomorfolo{kom i pato-
histolo{kom nalazu, bakteriolo{koj pretrazi i identifikaciji
uzro~nika molekularnim metodama. Na{im istra`ivanjem
B. ovis smo dokazali u ovnova i ovaca u dva podru~ja (Vi-
roviti~ko-podravskoj i Karlova~koj ̀ upaniji).

Na temelju dobivenih rezultata istra`ivanja odnosno
identifikaciji vrsta brucela iz ljudi i doma}ih ̀ ivotinja vid-

ljivo je da je bruceloza rasprostranjena u mnogim podru~-
jima u Republici Hrvatskoj. Brucella melitensis je najzas-
tupljenija u ljudi te koza i ovaca u mediteranskom dijelu
Hrvatske, Brucella suis se naj~e{}e javlja u podru~jima uz
rijeku Savu, a Brucella ovis u sredi{njim dijelovima Hrvat-
ske. Bolest se naj~e{}e {iri nekontroliranim prometom `i-
votinja, a da prije nisu izvr{ene pretrage koje su propisane
Zakonom te je suzbijanje bolesti, prili~no ote`ano zbog
nekontroliranog prometa stokom i zajedni~kog dr`anja in-
ficiranih i zdravih ovaca, koza i svinja. Na brucelozu uvi-
jek treba posumnjati pri pojavi poba~aja i pove}anog peri-
natalnog mortaliteta tek izleglih `iotinja. ^esto je prvi
znak rasprostranjenosti bruceloze u ̀ ivotinja dokaz bolesti
u ljudi, jer klini~ka slika bolesti u `ivotinja pro|e neza-
pa`eno. Kontrola bolesti je i dalje neophodna.

Zaklju~ak

Na{im istra`ivanjem smo dokazali nazo~nost razli~itih
vrsta Brucella sp. u doma}ih i divljih `ivotinja te ljudi u
Republici Hrvatskoj. Ukupno smo izdvojili i identificirali
47 izolata podrijetlom iz ljudi (8 izolata), ovaca (11 izola-
ta), koza (5 izolata), goveda (11 izolata), svinja (11 izolata)
i zeca (1 izolat), a koji su pripadali razli~itim vrstama roda
Brucella. Identificirali smo vrste B. melitensis (u ljudi i
koza), B. abortus (u goveda), B. suis (u doma}ih i divljih
svinja te zeca) i B. ovis (u ovaca). Identifikacija razli~itih
vrsta Brucella sp. mora se temeljiti na klasi~nim i moleku-
larnim metodama dijagnostike. Metodom lan~ane reakcije
polimerazom s parovima po~etnica iz ovog rada mo`e se
potvrditi nazo~nost bakterija roda Brucella i odrediti poje-
dina vrsta ovog roda, ali je nemogu}e nedvojbeno razlu~iti
biovare pojedine vrste. S obzirom da smo isti biovar
Brucella melitensis ustanovili u ljudi i koza te Brucella su-
is u doma}ih i divljih svinja mo`emo sa sigurno{}u re}i da
su koze bile izvor infekcije za ljude, a divlje svinje za do-
ma}e.
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