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SAŽETAK 

 

GENSKA ANALIZA IZOLATA STREPTOKOKA IZ KRAVLJEGA MLIJEKA 

 

Mastitis je multikauzalna bolest uzrokovana interakcijama između 

mikroorganizma, domaćina i okoliša. Najznačajniji uzročnici mastitisa krava su 

bakterije iz rodova Streptococcus, Staphylococcus, Echerichia i drugi koliformni 

mikroorganizmi. U većini kliničkih laboratorija, identifikacija streptokoka temelji se na 

biokemijskim testovima. S obzirom da niti jedan klasifikacijski sustav nije potpuno 

točan, razvoj i primjena metoda genskih analiza unaprijedio je identifikaciju 

streptokoka. Ciljevi ovog istraživanja bili su dobiti detaljniji uvid u zastupljenost 

pojedinih vrsta streptokoka u etiologiji mastitisa krava, kao i u javno-zdravstveno 

značenje infekcija mliječne žlijezde prouzročenih streptokokima, te u podudarnost 

rezultata klasične mikrobiološke pretrage i identifikacije streptokoka molekulatnim 

metodama. 

Mikrobiološka pretraga provedena je u skladu s opće prihvaćenim preporukama 

opisanima u Laboratory handbook on bovine mastitis Primarno izdvajanje i 

identifikaciju streptokoka provedeno je korištenjem podloge eskulin krvni agar. Nakon 

identifikacije sojeve smo do daljnjih pretraga čuvali na glicerin bujonu na temperaturi 

od -20 °C. Zamrznute sojeve revitalizirali smo ponovnim nacjepljivanjem na eskulin 

krvni agar. Za potrebe genotipizacije koristili smo izdvajanje pomoću kitova na 

automatiziranom uređaju za izdvajanje DNK. Pri molekularnoj identifikaciji vrste 

Streptococcus sp koristili smo početnice pA i pH. Tipizacija sljedova za više lokusa 

(Multi-locus sequence typing, MLST) vrlo je diskriminatorna tehnika, jer se zasniva na  

tipiziranju sljedova veličine približno 500 bp unutar fragmenata 7 tzv. ''house-

keeping'' gena. Proučavali smo četiri različite vrste Streptococcus sp. te je za svaku 

pojedinu vrstu korišten drugačiji skup lokusa. Primjerice, za S. agalactiae (adhP, 

pheS, atr, glnA, sdhA, glcK i tkt), za S. uberis (gki, recP, ddl, tdk, arcC, tpi, i yqiL), za 

S. canis (gki, gtr, murl, mutS, recP, Xptgc i yqiZ), a za S. dysgalactiae (gki, gtr, murl, 

mutS, recP, xpt I atoB). Kombinacija alela na svakom lokusu sačinjava sedmeročlani 

brojčani kod koje smo međusobno uspoređivali na osnovu kategoričkog koeficijenta i 



 

   

prosječne udaljenosti dva klastera ( eng. unweighted pair group method with 

arithmetic mean). 

Molekularnom identifikacijom streptokoka pretražena su 54 izolata soja 

bakterija iz uzoraka mlijeka, a za 47 sojeva je potvrđeno da pripadaju rodu 

Streptococcus, i to 6 S. agalactiae, 10 S. dysgalactiae, 2 S. canis i 31 S. uberis, dok 

su 3 soja pripadalii vrsti Enterococcus faecalis, a 4 su soja pripadali vrsti Lactococcus 

lactis. Sve smo sojeve uspjeli tipizirati MLST tehnikom. U tipiziranim uzorcima S. 

agalactiae definirali smo 4, u S. dysgalactiae 7, u S. canis 1 , a u S. uberis 22 

različita alelna profila. Najzasupljeniji alelni profil u S. agalactiae bio je ST314. 

Najpolimorfniji lokusi su atr i glcK s Hunter-Gaston indeksom raznolikosti (HGDI) od 

0,73. Slijede adhP, glnA, sdhA i tkt, s HGDI indeksom od 0,60. Najmanje polimorfan 

bio  je pheS s HGDI indeksom od 0,33. Alelni profil ST305 bio je zastupljen u 

najvećem broju uzoraka S. dysgalactiae. Najpolimorfniji lokus bio  je mutS s HGDI 

indeksom 0,86. Slijede gki i xpt s HGDI indeksom od 0,71 odnosno 0,64 te gtr, recP i 

atoB s indeksom 0,46. Najmanje polimorfan bio je murI s HGDI indeksom od 0,25. Za 

dva izdvojena soja S. canis bio je određen identični alelni profil ST9. HGDI indeks na 

svim lokusima jednak je 0,  jer nema polimorfizma s obzirom da je na dva soja 

idemtificiran isti ST. Svi alelni tipovi S. uberis bili su do sada nepoznati u bazi 

podataka. Najzastupljeniji ST je ST1203 s 9 uzoraka. ST1210 utvrđen je u dva 

uzorka dok su ostali ST u uzorcima zastupljeni s jednim uzorkom za pojedini alelni 

profil. Najpolimorfniji lokusi su tdk i arcC s HGDI indeksima 0,85, odnosno 0,82. 

Slijede gki, ddl, rec i tpi lokusi s HGDI indeksima 0,79; 0,57 i 0,55. Najmanje 

polimorfan bio je yqiL s HGDI indeksom od 0,30. 

Dobiveni rezultati sekvenciranjem gena omogućili su usporedbu genskih 

odsječaka streptokoka s odsječcima streptokoka analiziranim drugdje u svijetu. 

Provedeno istraživanje otvara put daljnjim istraživanjima molekularne epidemiologije 

streptokoknih uzročnika mastitisa. Naime, zaključili smo da bi za neke vrste 

streptokoka laboratorijske postupke treba proširiti radi uvrđivanja njihove zoonotske 

naravi. 

Ključne riječi: mastitis; Streptococcus sp.; mikrobiološka pretraga; molekularna 

pretraga; house keeping geni; MLST  

 



 

   

EXTENDED SUMMARY 

 

STREPTOCOCCAL GEN SEQUENCE ANALYSES FROM MILK SAMPLES IN 
DAIRY COWS 

 

Objectives: Mastitis is the most expensive disease in dairy cows. It is of multicausal 

etiology as the result of interactions among microorganisms, the host and the 

environment. The most important pathogens of bovine mastitis are Streptococcus, 

Staphylococcus, Escherichia coli and the other coliform microorganisms. Numerous 

Streptococcus species are important pathogens in animals and humans. Among the 

streptococci that are the main pathogens of bovine hosts are species such as S. 

agalactiae, S. uberis and S. dysgalactiae, which are also the most common mastitis 

pathogens in dairy cows. In the most clinical laboratories, the identification of 

streptococci is based on biochemical tests, and. in this way, up to 10-15% of isolated 

strains are misidentified. The strains within a particular species may differ in the 

same property, whereas the same strain may show biochemical variability. Since 

there is no classification system ompletely accurate, the development and application 

of genetic analysis methods improved the identification of streptococci. The aim of 

this research was to establish a detailed insight into the presence of certain types of 

streptococci in the etiology of the mastitis in dairy cows, to recognize public health 

significance of mammary gland infections caused by streptococci and to determine 

compliance of the results obtained by the classic microbiological analyses with those 

obtained by identification of the causative agents using molecular methods. 

Materials and Methods: The samples taken for bacteriological culture, prior regular 

milking, were collected aseptically in sterile 10 mL tubes, without additives, according 

to the National Mastitis Council recommendations and kept at 4 oC during transport. 

The samples were analyzed within 12 hours following the collection. The described 

microbiological testing was performed in accordance with generally approved 

recommendations as described in the Laboratory Handbook on Bovine Mastitis. The 

primary streptoccci isolation and identification were performed using aesculin blood 

agar. After identification, the strains were stored in glycerol broth at the temperature 

of - 20 oC. The frozen strains were revitalized by repeated inoculations on aesculin 



 

   

blood agar. During storage, the vitality of the strains was examined using random 

selection method. Isolation of DNA from the selected strains for species confirmation 

by genes detection and sequencing were carried using the so-called “cultural” 

isolation method. The DNA for further analyses was isolated with commercial kits and 

automated device. For molecular identification of Streptococcus sp. was used 

method based on gene sequencing and coding for 16S RNA, and comparison of 

sequences with sequences in the available databases. The primers used for 

molecular identification of species were pA and pH. The obtained amplification 

products were sequenced using the Sanger method in Macrogen Europe B. V., 

Amsterdam, The Netherland. The obtained sequences were compared with the 

sequences listed in the internationally available database NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) and RDP (Ribosomal database Project) througu 

BioNumeric 7.6.3 software.  

The multilocus sequence typing (MLST) is a method based on determining DNA 

fragment sequences of approximately  450 bp size in seven housekeeping genes of 

S. agalactiae (adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, glcK and tkt), S. uberis (gki, recP, ddl, 

tdk, arcC, tpi, and yqiL), S. canis (gki, gtr, murl, mutS, recP, Xptgc and yqiZ) and S. 

dysgalactiae (gki, gtr, murl, mutS, recP, xpt and atoB). Obtained type of sequences, 

i.e. allele profiles represent the SequenceType (ST). The obtained amplification 

products were sequenced using the Sanger method in Macrogen Europe B. V., 

Amsterdam, Netherland. The obtained nucleotide sequences were aligned, verified 

and compared using the BioNumerics software (version 7.6; applied Maths, Kortrijk, 

Belgium). Allele and ST are determined using Streptococcus MLST 

http://pubmlst.org/ database that can be loaded and used via BioNumerics software. 

Each species of Streptococcus sp. has a separate database. The combination of 

alleles on each locus consists of seven-member numerical code in which we 

compared each other based on the categorical coefficient and unweighted pair group 

method with arithmetic mean. 

Results: In the study, 54 strains of bacteria isolated from milk samples from udder 

quarters of dairy cows with subclinical mastitis were examined using molecular 

methods. By conventional microbiological examination, the strains were identified to 

the species (S. agalactiae, S. dysgalactiae i S. uberis) or to the genus (Streptococcus 

spp.) without final identification of the species. Out of 54 examined bacterial strains, 



 

   

47 of them were confirmed to belong to the genus Streptococcus spp., 6 strains of 

Streptococcus agalactiae, 10 strains of Streptococcus dysgalactiae, 2 of 

Streptococcus canis and 31 strain of Streptococcus uberis, while 3 strains belonged 

to Enterococcus faecalis and 4 strains to the species Lactococcus lactis. All 47 

Streptococcus sp. strains were typed using the MLST technique. The MLST is a 

highly discriminating technique because it is based on typing sequences of 

approximately 500 bp size within fragments of 7 so-called „house-keeping“ genes. 

Each different sequence of genes represents another allele. The combination of 

alleles to seven loci is an allele profile or ST. Since it is possible to have a large 

number of alleles in each locus, the samples do not have the same profile randomly. 

In this research we have studied four different species of Streptococcus sp. and a 

different set of loci was used for each species.  

In typed samples of S. agalactiae 4 different allele profiles were defined. The most 

common ST was ST314. The other STs were represented in the samples with one 

sample for each allelic profile. Allele profiles were examined at 7 loci: adhP, pheS, 

atr, glnA, sdhA, glcK, and tkt. The most polymorphic loci were atr and glcK with the 

Hunter-Gaston discriminatory index (HGDI) of 0.73. It is followed by adhP, glnA, 

sdhA and tkt with the HGDI index of 0.60. The least polymorphic was pheS with the 

HGDI index of 0.33. Using the eBURST algorithm, we defined that there were no 

allelic profiles form a group, i. e. that they were "singletons". No local distribution of 

allelic profiles was visible from the Minimum spanning tree (MST) view. In the 

samples of S. dygalactiae were defined 7 different allele profiles. The most common 

ST was ST305. Allelic profiles were examined at 7 loci: gki, gtr, murI, mutS, recP, xpt, 

and atoB.The most polymorphic locus was mutS with the HGDI index of 0.86. It is 

followed by gki and xpt with the  HGDI index of 0.71 and 0.64, respectively, and gtr, 

recP and atoB with an index of 0.46. The least polymorphic was murI with the HGDI 

index of 0.25. Using the eBURST algorythm, we have defined only one cluster to 

which ST305 and ST453 belong. The regional grouping of the samples from our 

research was clearly visible from the MST presentation. In  the typed S. canis 

samples, we have defined one allelic profile. An identical ST9 allele profile was 

determined for the two isolated strains. Allelic profiles were examined at 7 loci: gki, 

gtr, murI, mutS, recP, xpt, and yqiZ. The HGDI at all loci was equal to 0 because 

there is no polymorphism since the same ST was identified on two strains. There is 



 

   

no grouping using the eBURST algorythm. From the MST presentation it is clear that  

Streptococcus canis strains identified in our research belong to one of the most 

represented groups in the Europe, ST9 which very likely, forms a clonal cluster in 

which ST9 is even a carrier. In the S. uberis samples, we have  defined 22 different 

allelic profiles. All allelic types have so far been unknown in the database. The most 

common ST was ST1203 with 9 samples. ST1210 was determined in 2 samples 

while the other STs were represented with one sample for each allelic profile. The 

allelic profiles of S. uberis were examined at 7 loci: arcC, ddl, gki, recP, tdk, tpi and 

yqiL. The most polymorphic loci were tdk and arcC with the the the HGDI indices of 

0.85 and 0.82, respectively. It is followed by gki, ddl, rec and tpi with HGDI indices of 

0.79; 0.57 and 0.55. The least polymorphic was yqiL with the HGDI index of 0.30. 

Using the eBURST algorythm, we have defined one group of three allelic profiles: 

ST1212, ST1224 and ST1228. No significant regional grouping of allelic profiles was 

visible from the MST view. Nevertheless, it should be noted that we conducted the 

study on 31 samples of which the vast majority have newly-identified STs. Allelic 

profiles are original due to new alleles at the arcC locus. 

Conclusion: In conclusion, the concordance of the conventional microbiological 

identification to the genus level with molecular identification was high (87%). The 

identification of the species by conventional microbiological procedures mostly 

coincides with S. uberis molecular identification and least for S. agalactiae. The 

research paves the way for further molecular epidemiology studies of streptococcal 

mastitis pathogens, because for some streptococcus strains laboratory procedures 

should be extended to determine their zoonotic nature and potential. 

Key words: mastitis, Streptococcus sp., MLST, microbiological analyses, molecular 

analyses, house-keeping genes 
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1. UVOD 

 

U mliječnoj industriji mastitis je jedan od najvažnijih problema u ekonomskom, 

dijagnostičkom i javnozdravstvenom pogledu. Ekonomski gubitci se očituju u 

smanjenoj proizvodnji i lošijoj kvalieti mlijeka, troškovima liječenja i odbacivanju 

mlijeka neprikladnog za prehranu ljudi. Mlijekom se mogu prenositi i uzročnici bolesti 

ljudi i tako predstavljaju opasnost za zdravlje ljudi. Mastitis je upala mliječne žlijezde 

bez obzira na uzrok. Multikauzalna je bolest i rezultat je interakcije između 

mikroorganizma, domaćina i okoliša. Istraživanja pokazuju da se više od 130 

mikroorganizama povezuje sa etiologijom mastitisa. Najznačajni uzročnici mastitisa 

krava su bakterije roda Streptococcus, Staphylococcus, Echerichia coli i drugi 

koliformni mikroorganizmi. Porodica Streptococcacae jedna je od šest porodica reda 

Lactobacillales, razreda Bacilli. Obuhvaća rodove Streptococcus i Lactococcus. 

Brojne vrste roda Streptococcus važni su uzročnici bolesti u čovjeka i životinja. Među 

streptokoke kojima je glavni domaćin govedo ubrajaju se vrste S. agalactiae, S. 

uberis i S. dysgalactiae, koji su ujedno i najčešći streptokoki, uzročnici mastitisa u 

krava.  

Bakterija S. agalactiae izrazito je kontagiozni obligatni patogen mliječne 

žlijezde. U pravilu izaziva perzistirajuće infekcije slabijeg intenziteta upale, ali niskog 

stupnja samoizlječenja. Inficirane, a neotkrivene krave predstavljaju rezervoar 

infekcije. Budući da je S. agalactiae obligatni intramamarni patogen, kravlje vime 

smatra se jedinim izvorom uzročnika u mlijeku. Stoga se i u slučajevima detekcije 

ovog uzročnika u stajskom uzorku mlijeka smatra da je izvor mliječna žlijezda. Budući 

da može duže vrijeme preživjeti samo u mliječnoj žlijezdi te da je osjetljiv na penicilin, 

podložan je iskorjenjivanju iz stada muznih krava. Uz primjenu biosigurnosnih mjera, 

stado se može održavati u stanju slobodnom od infekcija ovim uzročnikom.  

Od ranih 70-ih godina prošlog stoljeća bakteriju S. uberis istraživači svrstavaju 

u oportunističke patogene iz okoliša budući da je u više navrata izdvojen iz stelje, 

fecesa i sa kože te iz mliječne žlijezde krava. Među najznačajnijim je uzročnicima 

mastitisa krava širom svijeta uključujući zemlje s intenzivnom mljekarskom 
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proizvodnjom poput SAD, Nizozemske, Kanade, Ujedinjenog Kraljevstva, a trend 

veće učestalosti mastitisa prouzročenog ovim uzročnikom opisan je i u Republici 

Hrvatskoj. Uzročnik se smatra glavnom preprekom u kontroli mastitisa krava, 

djelomice i stoga što mu epidemiologija nije u potpunosti istražena. 

Bakterija Streptococcus dysgalactiae dugo se smatrala uvjetno patogenim 

uzročnikom mastitisa krava. U posljednje vrijeme je provedeno relativno malo 

istraživanja fokusiranih na ovog uzročnika, no ona naglašavaju da se ovaj uzročnik 

može ponašati i kao kontagiozni i kao uvjetno patogeni  patogen S. dysgalactiae 

subsp. dysgalactiae smatra se životinjskim patogenom i često je povezan s kliničkim i 

supkliničkim mastitisom u krava. U novije vrijeme uzročnik je povezan s pojavom 

sindroma nalik toksičnom šoku u krava  gnojnim poliartritisom u janjadi, 

bakterijemijom u pasa, sustavnom granulomatoznom bolešću i teškom septikemijom 

u riba. U posljednje vrijeme naglašava se povezanost ovog uzročnika s različitim 

infekcijskim stanjima u ljudi kao što su celulitis, artritis nakon artoplastičnog zahvata i 

endokarditis. 

Identifikacija streptokoka temelji se na biokemijskim osobinama, sposobnosti 

hemolize i serološkom grupiranju po Lancefieldovoj. Prema serološkim osobinama 

streptokoki se dijele u skupine A, B, C, D, E, F ,G, H te tzv. viridans skupinu koju nije 

moguće serološki svrstati ni u jednu od skupina. Identifikacija streptokoka još uvijek 

je problematična, obuhvaća 99 priznatih vrsta od kojih su mnogi povezani s bolestima 

kod ljudi i životinja. Grupa streptokoka Viridans obuhvaća četiri filogenetske grupe: 

Mitis, Mutans, Salivarius i Anginosus. Međutim, serološke skupine po Lancefieldovoj 

nisu vrsno specifične. U većini kliničkih laboratorija, identifikacija streptokoka temelji 

se na biokemijskim testovima. Na ovaj način krivo se identificira 10 do 15% 

izdvojenih sojeva. Sojevi unutar određene vrste mogu se razlikovati u istom svojstvu, 

dok isti soj može pokazivati biokemijsku varijabilnost. Osim toga, male promjene u 

intenzitetu reakcije biokemijskog testa mogu polučiti pogrešan krajnji rezultat.  

S obzirom da niti jedan klasifikacijski sustav nije potpuno točan, razvoj i 

primjena metoda genskih analiza unaprijedio je identifikaciju streptokoka. Tijekom 

posljednjeg desetljeća brojne molekularne metode, kao što su ribotipizacija 

(ribotyping), amplificirana ribosomska restrikcijska analiza, metoda lančane reakcije 

polimerazom (eng. Polymerasa chain reaction; PCR), oligonukleotidno ispitivanje te 
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određivanje slijeda baza u odsječku gena (sekvencioniranje) omogućili su puno bržu i 

točniju identifikaciju streptokoka. 

Cilj ovog istraživanja je utvrditi detaljniji uvid u zastupljenost pojedinih vrsta 

streptokoka u etiologiji mastitisa krava i javno-zdravstveno značenje infekcija 

mliječne žlijezde prouzročenih streptokokima, te podudarnost rezultata klasične 

mikrobiološke pretrage i identifikacije streptokoka molekularnim metodama.  
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2. PREGLED DOSADAŠNJIH SPOZNAJA 

 

2.1. Povijest 

 

Hipokrat (Hippocrates), ”otac medicine”, u 4. st. p. n. e. opisao je kliničke slike 

streptokoknih infekcija. Alexander Gordon 1795. godine navodio je da je etiološki 

agens puerperalne groznice mikroorganizam okruglog oblika (DENNY, 2000.).Naziv 

roda Streptococcus prvi je opisao bečki kirurg Teodor Billroth 1874. godine, 

iskoristivši grčke riječi streptos za lanac i kokhos za zrno (DENNY, 2000.). Vjeruje se 

da je Fehleisen prvi izolirao streptokok, odnosno koke raspoređene u lancima 1883. 

godine, premda se u literaturi najčešće navodi da je prvu izolaciju obavio Louis 

Pasteur iz krvi pacijentice sa puerperalnom sepsom. Rosenbach je zaslužan za naziv 

vrste S. pyogenes. Streptokoki su ubrzo dovedeni u vezu sa brojnim infekcijama kao 

što su faringitis, šarlah, pneumonija, erizipel i impetigo. Početkom 20. st. Hugo 

Schottmueller i J. H. Brown napravili su podjelu streptokoka na osnovu tipa hemolize, 

a tridesetih godina 20. st. Rebecca Craighill Lancefield, američka mikrobiologinja, 

napravila je klasifikaciju β hemolitičkih streptokoka i opisala M protein, na osnovu 

kojega će kasnije biti napravljenana serotipizacija S. pyogenes. 

Uvođenje tehnologija genetskog inžinjerstava sedamdesetih godina prošlog 

stoljeća omogućilo je novi pristup u analizi čimbenika virulencije na razini gena, ali 

nije imala veći značaj dok nisu postali dostupni odgovarajući vektori za kloniranje 

streptokoka. Prvi klonirani gen kod streptokoka odgovoran je za rezistenciju na 

eritromicin, nakon toga geni za strepokinazu, strepotokokni pirogeni egzotoksin A, i M 

protein (FERRETTI i KÖHLER, 2016.).  

Doba genoma započelo je prvom cjelovitom sekvencom genoma Hemophilus 

influenze (FLEISHMANN i sur., 1995.), a potom je uslijedilo sekvencioniranje 

nekoliko drugih genoma. Prvi cjeloviti niz streptokoknog genoma skupine A prijavljen 

je za soj M1 (FERRETTI i sur., 2001.), a potom su prijavljeni brojni kompletni genomi 

drugih sojeva M tipa. Njihovi redosljedi dostupni su u genetskoj banci NIH 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/ . 
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2.2. Klasifikacija bakterija roda Streptococcus 

 

Streptokoki su kuglaste ili jajolike bakterije međusobno povezane u parove ili 

nizove različite duljine. Najčešće su fakultativni anaerobi, ne stvaraju spore, gram-

pozitivni su i uglavnom nisu pokretni. Porodica Streptococcacae jedna je od šest 

porodica reda Lactobacillales, razreda Bacilli. Obuhvaća rodove Streptococcus i 

Lactococcus. Naziv dolazi od grčkih riječi streptos-svinut i kokos-zrno. Široko su 

rasprostranjeni u prirodi kao normalna flora sluznica životinja i čovjeka, a neke vrste 

roda Streptococcus važni su uzročnici bolesti u čovjeka i životinja. U medicinskom 

smislu bakterije toga roda dijele se na tri skupine: skupinu oralnih streptokoka, 

skupinu piogenih streptokoka i skupinu ostalih streptokoka. Streptokokima u širem 

smislu pripadaju i enterokoki i laktokoki (NAGLIĆ i sur., 2005.). Rod Streptococcus 

obuhvaća više od 20 vrsta. Među streptokoke kojima je glavni domaćin govedo 

ubrajaju se vrste S. agalactiae, S. uberis i S. dysgalactiae, koji su ujedno i najčešći 

streptokoki, uzročnici mastitisa u krava. Među povremene uzročnike mastitisa i drugih 

patoloških promjena u govedu ubrajaju se i vrste S. bovis, S. pneumoniae, S. 

pyogenes, i S. equi subsp. zooepidemicus. 

Vrste roda Streptococcus pokazuju široki spektar epidemioloških i ekoloških 

karakteristika. Na primjer, mnoge su vrste ograničene na ljude ili na jednog 

životinjskog domaćina, poput Streptococcus equi subsp. Equi je ograničen na konje, 

dok S. agalactiae inficira više domaćina, od ljudi do riba koštunjača (Osteichthyes). 

Neke se vrste smatraju zaraznim (prenose se izravno između domaćina), dok se 

druge smatraju ekološkim (prenose se između okoliša i domaćina: primjerice, S. 

uberis može se prenijeti s tla na krave). Jedna vrsta u skupini (S. thermophilus) nije 

patogena i intenzivno se koristi u mliječnoj industriji (PRICE i sur., 2012.). 

U nekim od najranijih klasifikacija streptokoka, ime bakterijske vrste je 

sadržalo i ime bakterijske bolesti. Takav način klasifikacije je unosio brojne zabune, 

pa je vremenom sistematizacija uznapredovala. Danas se najčešće koriste 

navedene klasifikacije bakterija roda Streptococcus: prema tipu hemolize, podjela 

na osnovu antigenskih osobina i kombinirana podjela prema Shermanu. 
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2.2.1.  Podjela streptokoka na osnovu tipa hemolize  

 

 

Shottmuller (1903.) napravio je prvu klasifikaciju streptokoka na osnovu tipa 

hemolize na krvnom agaru. Tako je podijelio streptokoke u tri kategorije: 

 

1. alfa (α) hemolitičke streptokoke, koje nepotpuno razgrađuju hemoglobin do 

bilirubina i na krvnom agaru stvaraju zelenu zonu hemolize oko kolonija, 

2. beta (β) hemolitičke streptokoke, koje potpuno razgrađuju hemoglobin do 

bilirubina, stvarajući prozračno-žutu zonu hemolize oko kolonija i 

3. gama (γ) hemolitičke streptokoke ili ne-hemolitičke streptokoke. 

 

 

2.2.2. Podjela streptokoka prema grupno specifičnom antigenu  

 

Rebecca Lancefield je 1928. godine identificirala grupno specifičnu C-tvar. Na 

osnovu antigenskih karakteristika C-polisaharida stanične stjenke koja posjeduje 

većina grupa i teihonske kiseline (grupe D i N), učinila je podjelu streptokoka na 

grupe označene slovima od A do H i od K do V (LANCEFIELD, 1933.). Za 

razvrstavanje u skupine i identifikaciju streptokoka najvažniji je polisaharidni antigen 

stanične stjenke, tzv. C-tvar. Pojedine vrste posjeduju polisaharidnu kapsulu i 

fimbrije. 

 Vrste koje izazivaju oboljenja životinja pripadaju skupinama A, B, C, D, E, G, L 

i V. Ovakvom podjelom nisu obuhvaćeni svi streptokoki jer pojedine vrste (S. uberis, 

S. parauberis, S. pneumoniae) nemaju grupno specifični antigen, pa se ne mogu 

klasificirati na ovaj način. 

Suvremena podjela streptokoka temelji se na analizi podjedinice 

ribonukleinske kiseline streptokoka. Tim načinom svi streptokoki su podijeljeni u šest 

skupina: piogena, anginosus, mitis, salivarius, bovis i mutans (Tablica 1.). 
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Tablica 1. Klasifikacija vrsta iz roda Streptococcus prikazanih po serološkim 
skupinama 

VRSTA SKUPINA HEMOLIZA NOSILAC  
PIOGENI 
S. pyogenes A β (α) čovjek 
S. agalactiae B β čovjek, stoka 
S.equi    
Subsp. equi C β konj, magarac 
Subsp. zooepidemicus C β mnoge životinje 
S. dysgalactiae    
subsp. dysgalactiae C, L α β - svinja, stoka 
subsp. equisimillis C, G β čovjek 
S. canis G β mnoge životinje 
S. iniae - β α dupin 
S. porcinus E, P, U, V β svinja 
S. uberis -, E α stoka 
S. parauberis -, E α stoka 
S. hyointestinalis - α svinja 
ANGINOSUS 
S. anginosus -, F, A, C, G α β čovjek 
S. constelatus -, A, C α β čovjek 
S. intermedius -F, G α β čovjek 
MITIS 
S. mitis O, K.- α čovjek 
S. oralis - α čovjek 
S. pneumoniae - α čovjek 
S. gordonii H1, H2, - α čovjek 
S. sunguis H1, - α čovjek 
S. parasanguis - α čovjek 
S. crista - α čovjek 
SALIVARIUS 
S. salivarius H2, K.-  čovjek 
S. vestibularis -  čovjek 
S. thermophiolus -  mlijeko, mliječni proizvodi 
BOVIS 
S. bovis D -, α stoka, ovca, svinja 
S. equinus D α čovjek, pas, golub 
S. alactolyticus D α, - konj,druge životinje, svinja, pile 
MUTANS 
S. mutans -, E -, β α čovjek 
S. cricetus - -, α hrčak, čovjek, štakor 
S. sobrinus - α, - čovjek 
S. downeii - - majmjun 
S. rattus - - štakor, čovjek 
S. macacae - - majmun 
S. ferus - - štakor 
OSTALI STREPTOKOKI 
S. suis D β α, - svinja, stoka 
S. acidominimus - α stoka 
S. intestinalis -, G β svinja 
S. caprinus   divlja koza 
O = rijetki oblik hemolize 

Modificirano prema BEGOVAC i sur., 2006.  
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2.3. Faktori virulencije 

 

Faktori virulencije pomažu uzročniku pri prodoru i otpornosti na obranu 

domaćina. Faktore virulencije streptokoka možemo podjeliti na strukturirane faktore 

virulencije, toksine streptokoka i enzime streptokoka. 

Strukturirani faktori virulencije sastoje se od kapsule, M-proteina, F-proteina i 

lipoteihoične kiseline. Kapsula se nalazi na površini stanice i sastoji se iz hijaluronske 

kiseline ili   polisaharida koja štiti bakteriju od fagocitoze. M-protein omogućava 

zaštitu od fagocitoze i sprečava interakciju sa komplementom. Zahvaljujući 

sposobnosti vezanja fibrinogena, koji prikriva receptore za C3b na površini stanice. 

Nadalje, inhibira aktivaciju komplemenata alternativnim putem i na taj način 

sprječava odlaganje C3b komponente i naknadnu opsonizaciju (BISNO i sur., 2003.). 

Sastoji se od polimera ramnoze i N-acetilglukozamina (FERRETTI i sur., 2016.).  

F-protein posjeduje receptor za fibronektin koji je glavni stanični protein 

eukariotske stanice, pa se smatra da on predstavlja glavni faktor (adhezin) koji 

omogućava pričvrščivanje za tkivo domaćina (epitel ždrijela iil koža). Lipoteihoična 

kiselina ima također ulogu glavnog faktora (adhezin), dok lipidni dio ovih molekula 

predstavlja mjesto vezivanja sa fibonektinom (CLEARY i sur., 1992.). 

Toksini streptokoka su pirogeni (eritrogeni) egzotoksin, streptolizin S, 

streptolizin O i hemolizin. 

Pirogeni (eritrogeni) egzotoksin djeluje kao superantigen koji nespecifično 

stimulira T-limfocite što dovodi do otpuštanje citokina (interleukin-1 i faktor nekroze 

tumora) koji su odgovorni za nastanak šoka i oštećenja tkiva. Samim time, djeluju na 

termoregulaciju domaćina i izaziva povišenu temperaturu (BISNO i sur., 2003.). 

Streptolizin S lizira (uništava) eritrocite, leukocite i trombocite, dok streptolizin 

O također lizira eritrocite, ali djeluje u anaerobnim uvjetima. Ugrađuje se 

citoplazmatsku membranu različitih eukariotskih stanica i stvaraju transmembranske 

pore što dovodi do lize i smrti stanice. Hemolizin ima ulogu u lizi lipida (MADDEN i 

sur., 2001.). 
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Enzimi streptokoka obuhvaćaju streptokinazu, deoksiribonukleazu (DNA-za) i 

hijaluronidazu. 

Streptokinaza dovodi do razgradnje fibrina i doprinosi prodoru bakterija kroz 

inficirana tkiva (SUN i sur., 2004.), a DNA-za depolimerizira slobodne DNA i time 

smanjuje viskoznost gnojnog sadržaja olakšavajući bakterijama da prodiru. 

Hijaluronidaza razgrađuje hijaluronsku kiselinu vezivnog tkiva i omogućava širenje 

streptokoka kroz tkiva domaćina (LUKOMSKI i sur., 1999.).  

 

2.4. Patogeneza streptokoknih infekcija 

 

Mastitis je jedna od najčešćih bolesti mliječnih goveda u cijelom svijetu, jer 

uzrokuje najveće gubitke u mliječnom gospodarstvu (MAĆEŠIĆ i sur., 2016.). Ima 

značajan utjecaj sa stanovišta javnog zdravstva, prerade mlijeka i dobrobiti životinja. 

Ekonomski gubitci se očituju kroz smanjenu proizvodnju mlijeka, velike troškove 

liječenja, prijevremeno izlučivanje životinja, vrijednost odbačenog mlijeka te 

smanjenu plodnost.  

U patogenezi mastitisa ključnu ulogu ima urođeni imunosni odgovor koji je 

prva linija obrane nakon što patogen prodre u mliječnu žlijezdu. Upala je standardna 

reakcija organizma na ozljedu bilo kakvog fizičkog, kemijskog ili biološkog uzroka, no 

prije svega to je vitalni zaštitni mehanizam, koji uključuje proizvodnju reaktivnih 

kisikovih spojeva (ROS), fagocitne mehanizme, izlučivanje protumikrobnih tvari, 

stvaranje ožiljkastog tkiva i neovaskularizaciju te promjene tkivne strukture 

zahvaćenog organa ili tjelesnog prostora. Metaboličko opterećenje nastalo prilikom 

prelaska iz perioda zasušenja u period rane laktacije je dodatno potencijalni izvor 

oksidansa i ROS-a u mliječnih krava i pogodovni čimbenik za nastanak oksidacijskog 

stresa i upalnog odgovora (WELLNITZ i sur., 2012.). Antioksidacijski status krava u 

peripartalnom razdoblju je stoga oslabljen i posljedično oksidacijski stres i upalni 

odgovor mogu predisponirati osjetljivosti krave za intramamarne infekcije (IMI) i 

mastitis. Povezanost između upalnog odgovora i oksidacijskog stresa tijekom IMI i 

mastitisa ukazuje na njihovu važnu ulogu u patogenezi bolesti mliječne žlijezde te 
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stoga bolje razumijevanje takvog sinergizma može doprinijeti razvoju novih pristupa u 

prevenciji i liječenju IMI-a i mastitisa (TURK i sur., 2017.). 

Inicijalni korak u patogenezi streptokoknih infekcija je adherencija. Da bi 

uspostavio kolonizaciju streptokoki imaju brojne mehanizme kojima izbjegava učinak 

imunosnog odgovora domaćina. Za širenje infekcije odgovorni su čimbenici 

invazivnosti, a ponovljene infekcije i kliconoštvo se jednim dijelom mogu objasniti i 

internalizacijom bakterije. 

 

2.4.1. Adherencija i kolonizacija 

 

Interakcija između patogena i domaćina počinje vezivanjem površinskih 

streptokoknih liganada za receptore na površini stanica. Čvrsta adherencija 

streptokoka, umnožavanje i kolonizacija faringealnih i epidermalnih epitelnih stanica 

onemogućava uklanjanje bakterija obrambenim mehanizmima domaćina, poput 

eksfolijacije (CUNNINGHAM, 2000.). Među čimbenicima koji određuju adherenciju 

su adhezini (mikrobne molekule koje posreduju pričvrščivanju za stanice) i receptori 

domaćina za koje se adhezini vežu. Adhezini se dijele na polisaharidne (kapsula, 

lipoteihoična kiselina) i proteinske (fimbrijalni i nefimbrijalni). Dosada je opisano 

najmanje 17 različitih streptokoknih adhezina (BISNO, 2003.), od kojih su najbolje 

proučeni M protein, LTA (Limfotoksin alfa) i protein SfbI (Protein F1) (COURTNEY i 

sur., 1992.), GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza), GVP (galaktoza 

vezujući protein), (VALENTIN-WEIGAND i sur., 1992.), KVP (kolagen vezujući 

protein) (engl. streptococcal collagen-like surface protein, Scl) (VISAI i sur., 2018.), 

SOF (PILKA, 2002.), FBP54 (fibrinogen-binding protein) (COURTNEY i sur., 1994.) 

i kapsula. Oni se vezuju za različite ekstracelularne molekule, ali i za integralne 

površinske stanične receptore: fibronektin, fibrinogen, kolagen, vitronektin, antigen 

CD44i antigen CD46. M protein ima ulogu u adherenciji za keratinocite, vezivanjem 

za antigen CD46. Lipoteihoična kiselina je značajna u adherenciji za oralnu 

sluznicu i najvećim dijelom je odgovorna za adherenciju streptokoka (BEACHEY i 

OFEK, 1976.). 
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2.4.2. Intracelularna invazija 

 

Posljednjih godina brojni autori potvrđuju da streptokok grupe A pored 

adherencije za epitelne stanice ima sposobnost i intracelularne invazije (LAPENTA 

i sur., 1994.). Utvrđeno je da stupanj invazije zavisi od ekspresije M proteina i SfbI 

(Protein F1) proteina, zbog čega se oni smatraju i invazinima. Visok stupanj 

internalizacije uočen je kod serotipa M1 (DOMBEK i sur., 1999.), koji se često 

povezuje sa invazivnim infekcijama. Tijekom intracelularne invazije streptokoka 

grupe A dolazi do rekombinacije staničnog cito-kostura.  

 

2.5. Značaj streptokoka u etiologiji mastitisa 

 

Mastitis je najskuplja bolest mliječnih krava (BRADLEY, 2002.). Multikauzalna 

je bolest i rezultat je interakcije između mikroorganizma, domaćina i okoliša. 

Istraživanje WATTSA (1988.) pokazuje da se više od 137 mikroorganizama povezuje 

sa etiologijom mastitisa. Najznačajni uzročnici mastitisa krava su bakterije roda 

Streptococcus, Staphylococcus, Echerichia coli i drugi koliformni mikroorganizmi. 

(RADOSTITS i sur., 2000., BENIĆ i sur., 2018.). Najveći broj mastitisa uzrokuju 

nekontagiozne bakterije, a među njima su najučestalije E. coli i Streptococcus spp. 

(POUTREL i sur., 2018.). 

Vrsta S. agalactiae uzročnik je mastitisa u krava, a može se ustanoviti i kao 

uzročnik metritisa ili pobačaja u krava, kobila, krmača te artritisa i upale pluća u 

svinja. Streptokoki skupine B uzrokuju neonatalnu septikemiju u ljudi, a mogu 

uzrokovati i meningitis. Vrsta S. dysgalactiae također je uzročnik upale vimena u 

krava koja se očituju kao kataralni galaktoforitis i mastitis. Osim u mliječnoj žlijezdi, 

često se nalazi na tonzilama i na povrijeđenoj koži. 

Važnost pojedinog mikroorganizma, kao uzročnika mastitisa kod mliječnih 

krava, ovisna je o prirodi mikroorganizma, infekcijskoj dozi, te uvjetima držanja. 

Budući da je većina uzročnika mastitisa ubikvitarna, mastitis ne možemo iskorijeniti 

ali ga možemo držati pod kontrolom (MAĆEŠIĆ, 2010., BENIĆ i sur., 2018.). 
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Uzročnici mastitisa dobro se razmnažaju u mlijeku i imaju sposobnost 

iskorištavanja laktoze kao izvora ugljika. Uzročnici osiguravaju brzu i adekvatnu 

opskrbu dušikom korištenjem proteolitičke aktivnosti hidrolizom kazeina. Takvi uvjeti 

pogoduju njihovu rastu. Dolazi do promjene u sastavu mlijeka zbog izlaska plazme u 

mlijeko, povećane proteolitičke aktivnosti i razvoja upale (BRAMLEY i DODD, 1984.). 

Uzročnici mastitisa mogu se podijeliti na kontagiozne mikroorganizme i uvjetovane ili 

mikroorganizme iz okoliša. Nazivamo je i podjelom prema epidemiologiji uzročnika. 

Ovakva podjela je napravljena na temelju uobičajenih izvora infekcije i načinu širenja 

mikroorganizama.  

 

2.5.1. Streptoccocus agalactiae  

 

Streptococcus agalactiae je gram-pozitivna bakterija, kuglasta ili jajolika oblika, 

0.6-1.2 µm u promjeru. Pretežno se nalaze u nizovima, pokatkad vrlo dugim, u 

kojima mogu biti poredani po dva, kao diplokoki. Bakterija S. agalactiae prvi je put 

opisana 1887. godine kao „uobičajena bakterija koja inficira vime goveda , uzrokujući 

bolest nazvana mastitis“ (NOCARD i MOLLEREAU, 1887.). To je dovelo do znatno 

niže proizvodnje mlijeka (RUEGG, 2017.), pa se vrsta zove agalactiae (s grčkog: a-, 

ne; galactos, mlijeko). Pripada serološkoj skupini B prema Lancefieldovoj, u sklopu 

koje se sojevi mogu na osnovi kapsularnih polisaharidnih antigena i proteinskih 

antigena razvrstati u nekoliko serovarova (Ia, Ia, Ic, II, III, IV i V, R, X). Te se dvije 

skupine međusobno razlikuju i drugim osobinama. Polisaharidni antigen drži se 

faktorom virulencije, a protutijela za taj antigen pridonose imunosti prema infekciji 

(NAGLIĆ i sur., 2005.). Bakterijska vrsta S. agalactiae vrlo je kontagiozna, prenosi se 

najčešće tijekom mužnje. Raste i razmnožava se gotovo isključivo u vimenu 

zaražene krave. Ako se u stado slobodno od ovog uzročnika uvede inficirana krava, 

može vrlo brzo inficirati skoro cijelo stado. Slučajevi mastitisa rijetko su jači od 

subkliničkih ili blagih kliničkih oblika, ali često traju vrlo dugo uzrokujući oštećenje 

žljezdanog dijela vimena koji služi za proizvodnju mlijeka. Zato infekcija bakterijom S. 

agalactiae ima značajan utjecaj na proizvodnju mlijeka. Kod infekcije ovim 

uzročnikom broj je somatskih stanica uvijek povišen.  
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Broj bakterija u mlijeku često može, ali ne mora, biti povišen. Stopa izlječenja je 

nešto niža kod infekcija koje duže traju (BAČIĆ, 2009., MAĆEŠIĆ 2010.). U stadima 

koja nemaju kvalitetno razvijene programe za kontrolu mastitisa, ovaj uzročnik 

predstavlja veliki problem. Infekcijom je zahvaćeno između 10 i 15% krava i 25% 

četvrti. Pojavnost infekcije u stadu manja od 10% rezultat je uspješnog programa 

kontrole mastitisa nastalih ovim uzročnikom (RADOSTITS i sur., 2000.). Glavno 

izvorište infekcije je mliječna žlijezda u kojoj se uzročnik razmnožava i izlučuje 

mlijekom. U dodiru s onečišćenim mlijekom inficiraju se ljudi, pribor za mužnju, zrak, 

tlo, stelja i različiti predmeti.  

Mehanizam ulaska bakterije S. agalactiae u sisni kanal više ovisi o promjeru 

sisnog kanala nego o njegovoj dužini. Jednom kad uđe u vime, bakterija ima 

sposobnost vezanja na parenhim, a mikroklima vimena joj je potrebna za rast. 

Bakterija S.agalactiae se nalazi na površini mukoze i u mliječnim kanalićima, a može 

proći kroz stijenku kanalića u limfne žile i supramamarne limfne čvorove. Kod 

procjene razvoja intramamarne infekcije uzrokovane ovim uzročnikom među kravama 

postoji znatna razlika, ovisno o starosti krave i stupnju laktacije. Infekcije bakterijom 

S. agalactiae javljaju se uglavnom kod starijih krava i to na početku laktacije, te je 

jedini uzročnik mastitisa protiv kojega je liječenje antibioticima još uvijek tijekom 

laktacije (80-90% učinkovitosti), kao i tijekom suhostaja, izuzetno učinkovito 

(RADOSTITS i sur., 2000., BAČIĆ, 2009., MAĆEŠIĆ, 2010.). Najzaslužniji za 

smanjenje pojave kontagioznih uzročnika mastitisa je sustav kontrole mastitisa Plan 

u pet točaka (The five point Plan) koji je razvijen u Velikoj Britaniji još prije 50-tak 

godina. Njegovi elementi su: 

 Dezinfekcija sisa prije i nakon mužnje 

 Liječenje antibioticima svih krava u suhostaju 

 Liječenje kliničkih mastitisa tijekom laktacije 

 Pravilno održavanje muzne opreme 

 Izlučivanje problematičnih krava iz uzgoja 

Redovitom primjenom i poštivanjem nabrojanih postupaka vidljiva su poboljšanja 

u smislu smanjene pojavnosti ili potpunog iskorjenjivanja pojedinih oblika 
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kontagioznih mastitisa pogotovo onih uzrokovanih sa bakterijom S. agalactiae 

(BAČIĆ, 2009., MAĆEŠIĆ, 2010.). 

 

2.5.2. Streptokoki iz okoliša 

 

Streptokoki iz okoliša su gram pozitivne, katalaza negativne kugličaste bakterije. 

Ova grupa mikroorganizama u literaturi se često naziva „Strep non-ag“, jer uključuje 

sve streptokoke osim Streptococcus agalactiae (BAČIĆ, 2009.). Najčešće vrste 

streptokoka iz okoliša su Streptococcus uberis i Streptococcus dyscalactiae. Bakterije 

S. uberis i Streptococcus agalactiae izolirane su kod 20 do 25% subkliničkih i kliničkih 

slučajeva u Skandinavskim zemljama (SANDHOLM i sur., 1995.). Ostali, manje 

učestali uzročnici su Streptococcus equi, Streptococcus viridans, Streptococcus 

equinus, Streptococcus pyogenes, i Streptococcus pneumoniae (RADOSTITS i sur., 

2000.). Streptokoke iz okoliša najčešće nalazimo u stelji, osobito slami, kao i na tijelu 

krava (ozlijedama kože, dlaci, sluznicama, usnama, vagini itd.). 

U zemljama u kojima su intramamarne infekcije izazvane uzročnicima S. aureus i 

S. agalactiae značajno smanjene, udio infekcija uzrokovanih streptokokima iz okoliša 

izrazito se povećao. Istraživanje TODHUNTER i sur. (1995.) pokazalo je da je udio 

okolišnih streptokoka kod intramamarnih infekcija u suhostaju 5,5 puta veći nego 

tijekom laktacije. Otpornost krave, a osobito zdravog sisnog kanala važna je u kontroli 

okolišnih streptokoka (HOGAN i SMITH , 1992.). Stada koja provode uspješne 

programe za kontrolu mastitisa i dalje se suočavaju s problemima koje stvara ova 

vrsta uzročnika. 

Streptokoki uzrokuju subkliničke i kliničke infekcije, češće blažeg tijeka od 

infekcija uzrokovanih koliformnim uzročnicima. Rizik da će inficirana četvrt iz 

subkliničkog prijeći u klinički oblik smanjuje se tijekom laktacije. Uobičajeno trajanje 

infekcije kraće je od mjesec dana, iako neki slučajevi prelaze u kronične i traju 

mjesecima. Bakterija S. uberis je najčešći streptokok iz okoliša. Vrsta S. dysgalactiae 

u nekim se stadima može ponašati i kao kontagiozni uzročnik izazivajući mnoštvo 

subkliničkih slučajeva i sporadične kliničke slučajeve. Streptokoki iz okoliša ponekad 

su odgovorni za visok broj bakterija u mlijeku (BAČIĆ, 2009., MAĆEŠIĆ 2010.). 
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Mastitisi uzrokovani streptokokima iz okoliša često se javljaju u ranoj laktaciji kao 

posljedica infekcije u prethodnom suhostaju. Blagog su do umjerenog očitovanja. 

Liječenje antibioticima na osnovi antibiograma je preporučljivo. 

U većini slučajeva klinički znakovi nestaju spontano, ali to ne znači da nestaju i 

uzročnici. Iako učinkovitost i ekonomska opravdanost liječenja nisu dokazane, opće 

prihvaćeno pravilo jest da se kliničke infekcije uzrokovane streptokokima iz okoliša 

liječe antibioticima. Liječenje antibioticima poboljšava stopu kliničke izliječenosti, 

ponekad i stopu bakteriološke izliječenosti, pogotovo ako liječenje započnemo u 

ranoj fazi infekcije. Liječenje antibioticima u suhostaju učinkovito je u liječenju 

postojećih infekcija i prevenciji novih koje bi eventualno nastale u suhostaju. (BAČIĆ, 

2009., MAĆEŠIĆ 2010.). 

 

2.5.3. Streptococcus dysgalatiae  

 

Bakterija Streptococcus dysgalactiae pripada Lancefieldovoj skupini C i smatra se 

uvjetovanim uzročnikom mastitisa.  

Dijeli se u nekoliko biovarova. Današnji naziv Streptococcus dysgalactiae 

zajednički je naziv za sojeve koji su prethodno klasificirani kao Streptococcus 

dysgalactiae (uzročnik mastitisa), Streptococcus eqisimilis (rijetko uzrokuje mastitis u 

krava), streptokokna skupina L (uzročnici mastitisa) i G (patogeni za čovjeka) 

(NAGLIĆ i sur., 2005.). Vrsta S. dysgalactiae ubraja se među uzročnike upala vimena 

u krava koje se pretežno očituju kao kataralni galaktoforitis i akutni mastitis na 

početku laktacije. Bakterija S. dysgalactiae se osim u mlijeku često nalazi u tonzilama 

i vagini životinja. Infekcije se javljaju često tijekom suhostaja kod krava i junica što 

pokazuje neovisnost uzročnika i procesa mužnje (BRAMELY i DODD, 1984.). 

Povećanu pojavnost ozljeda, nadraženost sisa i sisnog kanala (zbog loše podešenih 

pulzatora i povišenog vakuma u muznom sistemu) često prati pojava većeg broja 

infekcija ovim uzročnikom. Infekcije sa bakterijom S. dysgalactiae često se događaju u 

zasušenih krava i junica. U Europi je zabilježeno kod krava u suhostaju i junica da je 

bakterija S. dysgalactiae jedan od inicijalnih mikroorganizama koji uzrokuju ljetni 

mastitis (BRAMELY i DODD., 1984., SANDHOLM i sur., 1995., RADOSTITS i sur., 
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2000.). 

U posljednje vrijeme je provedeno relativno malo istraživanja fokusiranih na 

ovog uzročnika, no ona naglašavaju da se ovaj uzročnik može ponašati i kao 

kontagiozni i kao uvjetno patogeni (okolišni) patogen (LUNDBERG i sur. 2016.). S. 

dysgalactiae subsp. dysgalactiae smatra se životinjskim patogenom i često je 

povezan s kliničkim i supkliničkim mastitisom u krava (ABDELSALAM i sur. 2013., 

CERVINKOVA i sur., 2013.). Prema nedavno objavljenim radovima, uzročnik je 

povezan s pojavom sindroma nalik toksičnom šoku u krava (CHENIER i sur., 2008.) 

gnojnim poliartritisom u janjadi (LACASTA i sur., 2008.), bakterijemijom u pasa 

(VELA i sur., 2006.), sustavnom granulomatoznom bolešću i teškom septikemijom u 

riba (HAGIWARA i sur., 2009.). 

 

2.5.4. Streptococcus uberis  

 

Streptococcus (S.) uberis uzročnik je kliničkog i subkliničkog mastitisa čija se 

važnost u zdravlju vimena značajno povećala posljednjih desetljeća te je na većini 

mliječnih farmi najzastupljeni uzročnik mastitisa (KROMKER i sur., 2014.). 

Streptococcus uberis nalazi se unutar reda Lactobacillales i porodice 

Streptococcaceae. Vrsta S. uberis su gram pozitivne, kuglastog oblika, poredane po 

dvije ili se nalaze u srednje dugim nizovima. Uzgaja se na krvnom agaru tvoreći α-

hemolizu (alfa-zelenu hemolizu) oko kolonija. Pojedini sojevi nisu hemolitični. 

Antigenski sastav sojeva S. uberisa nije jedinstven. Postoje različiti načini klasifikacije 

streptokoka. Od 15 do 50% sojeva mogu se reakcijom precipitacije prema 

Lancefieldovoj uvrstiti u serološku skupinu E. Pojedini sojevi reagiraju s protutijelima 

za specifične antigene skupine G, P, U i B. Prema razlikovnim antigenima mogu se 

nepotpuno podijeliti u 3 do 11 serovarova (NAGLIĆ i sur., 2005.). U današnje 

vrijeme, molekularne metode (DNA-DNA hibridizacija ili 16S rDNA sekvencioniranje 

gena) koriste se za razlikovanje bakterijskih vrsta (KROMKER i sur., 2014.) kada 

vrijednost sličnosti manja od 70% ukazuje da uspoređeni sojevi pripadaju posebnim 

vrstama.  
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Bakterija S. uberis je serološki heterogena vrsta što je važna činjenica budući da 

heterogenost dovodi do značajnih razlika u vezi sa epidemiološkim svojstvima 

patogena (ZADOKS i sur., 2011.). Fenotipskim metodama nije moguće razlikovati S. 

uberis i S. parauberis (FACKLAM, 2002.). ZADAKOS i sur. (2005.) izolirali su 

nekoliko sojeva S. uberis koji su usko povezani sa S. parauberis. Nekoliko autora 

opisalo je (FORSMAN i sur., 1997., RIFFON i sur., 2001.) vrsno specifične početnice 

za identifikaciju S. uberisa primjenom PCR molekularne metode. FORSMAN i sur. 

(1997.) primjenili su par početnica STRU-Ubl i STRU-UbII (veličina glavnog PCR 

produkta 330 bp) za identifikaciju S. uberis sa visokim stupnjem pouzdanosti. 

RIFFON i sur. (2001.) primjenili su početnice Sub 302, 396, 1546 i 2170 na osnovi GI 

br. 43370 i 2668550 (23S rDNA) kako bi dizajnirao PCR komplet za djagnostiku 

neovisan o kulturi. DNA fingerprinting korištenjem gel elektroforeze u pulsnom polju i 

nasumično pojačane polimorfne DNA primjenjeni su za procjenu raznolikosti sojeva 

S. uberis što odražava njihovu prilagodljivost u vimenu (McDOUGALL i sur., 2004., 

RATO i sur., 2008.). Nadalje, tipiziranje analizom više genskih slijedova (eng. 

multilocus sequence analysis, MLSA) poput lokusa arc, ddl, gki, recP, ddk, tpi, yqiL, 

hasA i hasC koristi se za opisivanje populacije S. uberisa kao i epidemioloških 

obilježja patogena (COFFEY i sur., 2006., TOMITA i sur., 2008.). 

Faktori virulencije nisu poznati u potpunosti i predpostavlja se da se njihova 

ekspresija razlikuje između sojeva (MATTHEWS i OLIVER, 1993., KROMKER i sur., 

2014.) 

Bakterija S. uberis uvjetno je patogena i nalazi se u velikom broju u iskorištenoj 

slamnatoj stelji kod krava (HOGAN i SMITH, 1992., HUGHES, 1999., RADOSTITS i 

sur., 2000.) i u silaži. Vrsta S. uberis nema sposobnost vezanja na stanice domaćina 

kao što je imaju ostali streptokoki uzročnici mastitisa. Rijetko kolonizira sisni kanal i 

vjerojatno se umnožava direktno unutar sisnog kanala adhezijom na stanice epitela. 

Pojedini sojevi tvore kapsule koje nemaju antigenske osobine što povećava njihovu 

otpornost na fagocitozu. Bakterija S. uberis se povezuje s tzv. ljetnim mastitisima, koji 

se javljaju u zasušenih krava i junica u ljetnim mjesecima (BAČIĆ, 2009., MAĆEŠIĆ 

2010.). Uzročnici S. uberis i A. pyogenes izolirani su iz muhe Hydrotaea irritans koju 

privlači sekret iz četvrti zahvaćenih mastitisom i često je uočavamo na kravama 

(SANDHOLM i sur., 1995.). Pojavnost novih IMI najveća je ljeti, podjednako kod krava 

na početku laktacije i u suhostaju. Povećani rizik IMI prije poroda može biti posljedica 
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gubitka keratinskog čepa iz sisnog kanala ili imunosupresije.  

Postupci poput uranjanja sisa u dezinficijens i liječenje antibioticima kod 

zasušivanja, obično su neučinkoviti protiv mastitisa uzrokovanog bakterijom S. uberis. 

Učinkovitost liječenja ovog uzročnika je lošija u usporedbi s bakterijskim vrstama S. 

agalactiae i S. dysgalactiae, ali je bolja u usporedbi s vrstom S. aureus (BRAMELY i 

DODD, 1984.). 

Bakterija S. uberis jedan je od glavnih uzroka kliničkog mastitisa u cijelom 

svijetu (RUEGG, 2012.). Ovaj se patogen smatra važnom preprekom u kontroli 

mastitisa kod mliječnih goveda, jer njegova epidemiologija nije u potpunosti razumljiva 

(ZADOKS i sur., 2003.). Iako se čini da je okoliš glavni rezervoar S. uberis, daljnje 

molekularne studije pružile su dokaz da se događa i zarazno prenošenje (RATO i 

sur.,2008, ABUREEMA i sur., 2014., LEELAHAPONGSATHON i sur., 2016., TOMAZI 

i sur., 2019.). 

Vrsta S. uberis se javlja kao jedan od najčešćih uzročnika mastitisa u svijetu, 

pa tako i u Hrvatskoj. Prema istraživanju koje su proveli CVETNIĆ i sur. (2016.) u 

Hrvatskoj najznačajniji uzročnici mastitisa su S. uberis (28.8%) te S. aureus (15.5%) i 

Streptococcus spp. (13.8%). Rezultati analize uzročnika mastitisa u Makedoniji 

pokazuju znatno drugačiju etiološku sliku od rezultata koje su proveli MUFTIĆ i sur. 

(2019.) u Bosni i Hercegovini koji ukazuju na netipičnu etiološku sliku mastitisa (S. 

aureus 42.11%). Studija koju su objavili CVETNIĆ i sur. (2016.), kao i TRAJCHEV i 

NAKOV (2017.) ukazuju na znatnu razliku u broju i prevalenciji uzročnika između 

navedena tri istraživanja. 

Istraživanjem kliničkog i subkliničkog mastititisa na 97 farmi u Engleskoj i 

Walesu dokazano je da su najčešći uzročnici S. uberis u 23,5% uzoraka (BRADLEY i 

sur., 2007., LUNDBERG i sur., 2014.). 
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2.6. Infekcije ostalim vrstama streptokoka 

2.6.1. Streptococcus pyogenes  

 

Bakterija Streptococcus pyogenes tipičan je predstavnik roda i prije svega je 

značajan kao uzročnik oboljenja ljudi (STEVENS, 2000.). Izvor infekcije je zaražena 

osoba kao bolesnik ili kliconoša. Bakterija se prenosi kapljičnim putem, direktnim 

kontaktom sa inficiranom ranom ili promjenama na koži. Prema mehanizmu oštećenja 

tkiva dijele se na oboljenja invazivnog karaktera (faringitis, piodermija, erizipel, 

celulitis, nekrozitirajući fascitis i miozitis), oboljenja toksemičnog karaktera (šarlah i 

streptokokni sindrom toksičnog šoka), te poststreptokokne sekvele (akutna reumatska 

groznica i akutni glomerulonefritis) (CARAPETIS i sur., 2005.). 

U patologiji životinja ima značaj kao uzročnik mastitisa kod krava te iznimno 

rijetko limfadenitisa u ždrebadi.  

 

2.6.2. Streptococcus pneumoniae  

 

Bakterija koja uzrokuje pneumokoknu bolest u ljudi sa simptomima upale pluća, 

meningitisa i febrilne bakterijemije. Slabiji oblik bolesti manifestira se upalom srednjeg 

uha, bronhitisom i upalom sinusa. Pneumokok se prenosi direktnim kontaktom s 

respiratoornim izlučevinama oboljele ili zdrave osobe koja je kiconoša (nositelj) 

pneumokoka (PRATO i sur., 2010.). Prema podacima Hrvatskog Zavoda za Javno 

Zdravstvo iz 2018. godine, Hrvatska ima jednu od najnižih stopa prijava invazivne 

pneumokokne bolesti u EU. Stopa invazivne pneumokokne bolesti je 2015. godine u 

Hrvatskoj bila 0,4% na 100. 000 stanovnika. 
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2.6.3. Streptococcus porcinus  

 

Bakterija koja uzrokuje streptokokni limfadenitis ili apscese, osobito u limfnim 

čvorovima vrata materinice (ABUBAKAR i sur., 2017.). Pripada skupini E, P, U, V i 

stvara beta-hemolizu. Obično su izolirani iz gornjih dišnih puteva, ždrijela, 

retrofaringealnih limfnih čvorova i genitalnog trakta gdje je nosioc bolesti svinja. Često 

uzrokuje vaginitis kod krmača i neonatalnu septikemiju tek novorođenih prasadi. S. 

porcinus također uzrokuje artritis, endokarditis i lezije na plućima kod starijih svinja 

(ABUBAKAR i sur., 2017.). Dijagnoza bolesti temelji se na kliničkoj slici i 

makroskopskim lezijama (STAATS i sur., 1997.). 

 

2.6.4. Streptococcus canis  

 

Streptococcus canis je beta-hemolitički streptokok iz grupe G koji kolonizira kožu, 

gornji dišni put i reproduktivni trakt pasa i mačaka (TIMONEY i sur., 2017.). S. canis je 

također važan uzročnik ovih vrsta, uzrokujući infekcije kože i urogenitalnog trakta, 

vanjske upale uha, upale pluća, endokarditis, septički artritis, septikemiju, 

nekrotizirajući fascitis i sindrom toksičnog šok streptokoka (MORROW i sur., 2016.). 

Izolacija S. canis od drugih životinja uključujući stoku za koje je poznato da uzrokuje 

klinički i subklinički mastitis goveda (HASSAN i sur., 2005.), te razne divlje životinjske 

vrste, uključujući minke (CHALMERS i sur., 2015.) i divlje mačke (HARIHARAN i sur., 

2011.), ali i vodene sisavce (SEGUEL i sur., 2018.) i vidre (SIMPSON, 2006.). Vrsta 

S. canis ima zoonotski karakter sa sve većim brojem studija koje prijavljuju izolaciju S. 

canis od slučajeva infekcije kože i mekog tkiva, bakteremije i endokarditisa kod ljudi 

(TANIYAMA i sur., 2017). Iako je pokazano da su iste vrste S. canis pronađene i kod 

kućnih ljubimaca, stoke i ljudi (PINHO i sur., 2013.), genotipska karakterizacija izolata 

S. canis od divljih životinja je drugačija. Bakterija koja je primarno patogena kod 

životinja, a zatim kod ljudi. S. canis M-like protein je njegov primarni faktor virulencije 

(PINHO i sur., 2019.). 
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Genski podaci pokazali su da je bakterija S. canis povezana s beta-hemolitičkim 

Streptococcus pyogenes i Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis, oba su 

humani patogeni s kojima S. canis dijeli mnoge moguće faktore virulencije 

(RICHARDS i sur., 2012.). 

 

2.6.5. Streptococcus equi subsp. equi  

 

Streptococcus equi subs. equi je gram pozitivni, β-hemolitički streptokok koji 

pripada Lancefield grupi C i smatra se da potječe od Streptococcus equi subsp. 

zooepidemicus (HARRINGTON i sur., 2002.). Dijeli oko 98% odgovarajuće DNA 

sličnosti sa S. zooepidemicus, a uzročnik je ždrebečaka, vrlo kontagiozne zarazne 

bolesti konja koja se u tipičnom obliku očituje pojavom visoke temperature i akutnog 

nosnog mukopurulentnog katara praćenog zagnojavanjem limfnih čvorova glave i 

vrata. U atipičnom obliku može se očitovati širenjem gnojnih procesa na limfne 

čvorove i organe prsne i trbušne šupljine ( BOYLE i sur., 2018.). Bolest se prenosi 

direktnim i indirektnim putem, a odlikuje se velikim morbiditetom kada jednom uđe u 

populaciju. Češće se javlja u mladih konja, a može zahvatiti sve dobne skupine. 

Životinje kliconoše predstavljaju posebnu prepreku u trajnom suzbijanju ždrebećaka 

jer više godina mogu izlučivati uzročnika bez da sami pokazuju kliničke znakove 

bolesti. “Zlatnim standardom” u dijagnostici ždrebećaka smatra se kulturna pretraga 

brisa nosa ili nazofarinksa, nosnog ispirka ili gnojnog sadržaja dobivenog aspiracijom 

apscesa. Osim mikrobioloških, danas se dijagnostika upotpunjuje i korištenjem 

seroloških (ELISA) i molekularnih (PCR) metoda (NOLL i sur., 2020.). 

 

2.6.6. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 

 

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus je gram pozitivni, β-hemolitički 

streptokok koji pripada Lancefield grupi C. Smatra se oportunističkim 

mikroorganizmom kod konja (NEWTON i sur., 2008.), ali može uzrokovati i infekcije 

kod drugih domaćih životinja poput goveda, ovce, koze, svinje, pasa i mačaka (BLUM 
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i sur., 2010.) S. zooepidemicus rijetko je izoliran kod ljudi. Većina objavljenih 

podataka o infekcijama u ljudi seže u drugu polovicu 1980. godine. Infekcije kod ljudi 

rijetke su i najčešće se prijavljuju nakon kontakta sa zaraženim konjima. Povremena 

infekcija ljudi prijavljena je kao posljedica konzumacije domaćeg sira ili 

nepasteriziranog mlijeka krava s mastitisom (MANDEL i sur., 1995.). Kod ljudi S. 

zooepidemicu može uzrokovati glomerulonefritis i reumatsku groznicu, koje su 

poznate posljedice infekcija sa bakterijom S. pyogenes (MURRAY i sur., 2007.). 

Meningitis i gnojni artritis također su prijavljeni (FRIEDERICHS i sur., 2010.). Dakle, 

infekcija vrstom S. zooepidemicus koja se prenosi s konja može uzrokovati ozbiljne 

bolesti kod ljudi i treba je smatrati zoonozom. 

 

 

2.7.  Metode tipizacije streptokoka  

 

Tipizacija streptokoknih bakterija je metoda kojom se određuje karakterizacija 

sojeva unutar jedne bakterijske vrste. Tipizacijom bakterija se mogu odrediti izvor 

infekcije i putovi prenošenja uzročnika, što ima epidemiološki značaj. Da bi metoda 

tipizacije bila uspješna, identificirani tipovi bakterija trebali bi biti stabilni, tehnika bi 

trebala imati dovoljnu snagu prepoznavanja, te da bude jednostavna i da se može 

ponovno izvesti, a metoda standardizirana velikim brojem ponovljenih testiranja. 

Klasične metode tipizacije koje se temelje na fenotipskim i biokemijskim 

osobinama, zatim profilima rezistencije i ostalim, sve se više zamjenjuju metodama 

molekuloarne biologije, odnosno metodama genotipizacije (MILJKOVIĆ-

SELIMOVIĆ i sur., 2009.). 

TAPP i sur. (2003.) su sekvencionirali gen rnpB kod 50 vrsta streptokoka, te su 

napravili filogenetsku analizu i ocijenili mogućnost korištenja rnpB za genotipizaciju. 

Istraživanje je pokazalo da je gen rnpB prikladniji za filogenetsku analizu obzirom da 

je usko vezan uz vrstu. THOMPSON i sur. (2015.) ukazuju na mogućnost pouzdane 

identifikacije streptokoka uporabom five housekeeping gena (aroE, ddl, gki, pheS i 

recA). 
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Tipizacija streptokoka radi se još od 1928. godine, kada je Rebecca Lensfield 

opisala i uvela tzv. M tipizaciju, koja je bazirana na varijabilnim antigenskim 

karakteristikama termostabilnog i površnog M proteina. Danas se kao klasične, 

odnosno konvencionalne metode tipizacije najčešće primjenjuju: tipizacija M proteina, 

koja je dugogodišnji “zlatni standard”, zatim tipizacija T proteina i OF tipizacija. 

Zbog visoke cijene antiseruma, ograničene dostupnosti i poteškoća u interpretaciji 

M tipizacije, ukazala se potreba za uvođenjem novih metoda tipizacije. U novije 

vrijeme su, pored klasičnih, dostupne i metode molekularne biologije, odnosno 

genotipizacije. Danas je “zlatni standard” u tipizaciji streptokoka tzv. emm tipizacija, 

koja je zapravo “molekularni ekvivalent” M tipizacije. Pored navedene metode, 

postoje i mnoge druge koje se baziraju na metodama molekularne biologije, kao što 

sutipizacija sekvenciranja na više lokusa (engl. multilocus sequence typing, MLST), 

elektroforeza u pulsirajućem gelu (engl. pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), 

metoda slučajnog umnažanja polimorfne DNA (engl. randomly amplified of 

polymorphic DNA, RAPD), višelokusna enzimska elektroforeza (engl. multilocus 

enzyme electrophoresis, MLEE), virtipizacija, fagotipizacija i druge (BOREK i sur., 

2012.). 

 

2.7.1. M tipizacija 

 

Tipizacija streptokoka na osnovi razlika u građi preosjetljivog segmenta M 

proteina radi se još od tridesetih godina prošlog stoljeća (LANCEFIELD, 1933.). Do 

danas su opisana 93 M serotipa (FACKLAM i sur., 2002.). Broj serotipova je 

značajno manji, s obzirom da je došlo do preklapanja nekih tipova ili se ispostavilo 

da su nađeni kod drugih grupa beta hemolitičnih streptokoka. 
 

M tipizacija se bazira na reakciji imunoprecipitacije bakterijskog ekstrakta i 

specifičnih antitijela na određeni tip M proteina. Ova reakcija je inicijalno 

odrađivana u epruvetama, ali je zbog velikog utroška seruma, kasnije modificirana 

u tzv. kapilarnu imunoprecipitaciju (SWIFT i sur., 1943.). Antitijela specifična na 

određeni M tip se dobivaju imunizacijom kunića streptokoknom vakcinom. 

Navedeni serum se najprije obrađuje u cilju eliminiranja antitijela specifičnih za 

druge streptokokne antigene i odlaže se u svojevrsne kontejnere. M protein se 
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može ekstrahirati tretiranjem kulture streptokoka kipućom klorovodičnom kiselinom 

(CUNNINGHAM, 2000.). Reakcija imunoprecipitacije se odvija u kapilari, tako što 

se ona prvo uranja u serum, a zatim u ekstrakt ispitivanog izolata i nakon 

inkubacije se očitava rezultat reakcije. Postupak se ponavlja sa različitim 

serumima, dok se ne uoči precipitirajuća linija. Kako je način pripreme seruma vrlo 

kompliciran, ova tehnika se primjenjuje u svega nekoliko referentnih laboratorija u 

Svijetu. Zbog ograničene dostupnosti, visoke cijene seruma i relativno visokog 

postotka sojeva koji se ne mogu tipizirati ovom metodom, u novije vrijeme se za 

tipizaciju streptokoknih bakterija sve više primjenjuju metode molekularne biologije. 
 

Iako je opisano preko 90 različitih M serotipova GAS, nisu svi jednako 

zastupljeni u populaciji. Postotak zastupljenosti pojedinih M tipova je različita u 

pojedinim pokrajinama svijeta. Također je utvrđeno da se pojedini M tipovi 

streptokoka izoliraju češće kod nekih oboljenja (CUNNINGHAM, 2000.).  

 

2.7.2. T tipizacija 

 

Tipizacija T proteina temelji se na reakciji aglutinacije suspenzije bakterija 

digestirane tripsinom s kunićjim tipski specifičnim antiserumom za T protein. 

Tako je i Fred Griffith 1934. godine na istoj osnovi napravio tipizaciju S. 

pyogenes. U testu aglutinacije koristio je ekstrakte streptokoka dobivenih iz uzoraka 

pacijenata oboljelih od različitih infekcija. Grifitov test je bio jednostavniji od 

inicijalnog, kojeg je opisala Lencefildova, pa se nekada više koristio. Danas je 

identificirano oko 30 različitih T tipova, pri čemu jedan soj streptokok grupe A može 

imati više različitih T tipova. Na osnovu T profila se može predvidjeti M tip. 

 

2.7.3.  Emm tipizacija 

  

Superfamilija emm gena sastoji se od više od 20 gena koji kodiraju M i M-like 

proteine, koji imaju svojstvo vezivanja za imunoglobulin (Ig). Svaki soj GAS ne mora 

imati čitavi set navedenih gena. Na osnovu broja i organizacije emm subfamilije 

gena, postoji 5 glavnih emm kromosomskih profila. Emm tipizacija zasniva se na 

određivanju sekvence ~ 200 baznih parova na 5‘ kraju emm gena (centralni gen u 

superfamiliji emm gena). Definicija soja zasniva se na identifikaciji 90 baza koji 
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kodiraju 30 aminokiselina smještenih na N terminalnom dijelu M proteina 

(KAUFHOLD i sur., 1994., WHATMORE i sur., 1994., BEALL i sur., 1996.). 

Genetska baza podataka NIH (GenBank) koja se može pretraživati i koja 

sadrži podatke o svim potvrđenim emm tipovima i podtipovima, kao i privremenim 

tipovima i podtipovima je http://www.ncbi.nlm.nih.gov. U bazu podataka neprekidno 

se dodaju sekvence gena novih emm tipova (privremeni tipovi „ST“).    

RATO i sur. (2010.) istraživali su 304 uzorka mlijeka od 248 krava s 8 farmi u 

Portugalu. Za potvrdu identifikacije vrste S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, gen 

16S rRNA pojačan je PCR-om i sekvencioniran emm tipizacijom kako je opisano na 

www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/M-ProteinGene_typing.htm. Emm gen kodira 

protein antifagocita M na površini koji nije amplificiran stoga nisu dobiveni tipovi 

emm- a. Pomoću PCR utvrđeno je da su goveđi S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 

sojevi (55,6%) nosili >1 GAS-specifični gen za bakteriofage i virulenciju.  

 

2.7.4. Multigenska analiza  

 

Genotipizacija patogenih izolata bakterija posebno je važna za istraživanje 

epidemiologije i genetičke raznolikosti bakterija. MAIDEN i sur. (1998.) su predložili 

metodu multigenske analize (engl. multilocus sequence typing, MLST) na modelu 

uzročnika meningitisa i drugih meningokoknih bolesti. Od tada je pristup genotipizaciji 

među laboratorijima izjednačen, olakšala se razmjena i usporedba dobivenih 

informacija te su se izgradile dostupne baze podataka. U posljednjih dvadeset godina 

ovaj model je prihvaćen i primjenjuje se za karekterizaciju sojeva patogenih bakterija. 

U dostupnim bazama podataka mogu se naći informacije za više od 100 bakterija 

(http://www.mlst.net/databases/; https://pubmlst.org/databases.shtml). Pri osmišljanju 

i uspostavljanju novog MLST sustava važna su tri elementa: izvor izolata koji će se 

koristiti u primarnoj analizi, izbor molekularnih markera, odnosno gena za 

karakterizaciju te dizajn početnica za umnažanje i sekvencioniranje ciljanih gena 

(URWIN i MAIDEN, 2003.). Za većinu humanih patogena u tipizaciji se koristi 

najmanje sedam lokusa i to najvećim dijelom konstitutivnih gena. Velika prednost 

multigenske tipizacije je relativno jednostavna usporedba alelnih profila izolata iz 
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cijelog svijeta kroz virtualne kolekcije. Moguće je direktno umnažanje ciljanih gena iz 

uzoraka bez potrebe uzgoja patogena u čistoj kulturi, što je posebno korisno za 

kliničke uzorke. Osim za istraživanje molekularne epidemiologije i populacijske 

genetike, ovaj pristup je primjenjiv i u svrhu istraživanja genetske varijabilnosti među 

sojevima različite virulencije, eventualno utvrđivanje porijekla te praćenja puteva i 

načina širenja pojedinih sojeva (FABRE i sur., 2011.). 

Molekularna tipizacija sojeva, odnosno MLST je metoda genotipizacije, koja se 

temelji na umnožavanju i sekvenciranju sedam visoko konzerviranih, tzv. house-

keeping gena, koji se nalaze u svakom bakterijskom kromosomu i kodiraju sintezu 

enzima od vitalnog značaja za bakterijsku stanicu (CANTU, 2014.). Svaki se izolat 

definira kao serija od sedam brojeva (alelni profil), koji definira tip sekvence (engl. 

sequence type, ST). Izolati s identičnim alelnim profilom imaju isti ST. Po završenom 

sekvencioniranju svih sedam gena šalje se zahtjev na stranicu  

http://www.mlst.net/databases, gdje se dobiva određeni alelni profil. Samim time 

možemo razmatrati i klonsku vezu između sojeva. 

Bakterijski klonovi su sojevi koji imaju zajedničkog pretka i imaju iste alele u 

svakom house-keeping lokusu, odnosno imaju isti ST. MLST baza sadrži podatke 

preko 1000 različitih sojeva izoliranih od pacijenata sa blagim, pa sve do teških 

infekcija. Također, sadrži i podatke o sojevima rezistentnim na makrolide. Osnovna 

prednost MLST metode u odnosu na molekularne metode koje se zasnivaju na 

razdvajanju fragmenata DNA u gelu, sastoji se u tome što se rezultati MLST, dobiveni 

u različitim laboratorijima, mogu lako uspoređivati, upotrebljavanjem elektronskih 

podataka i MLST baze, bez potrebe za usporedbom slika gelova. MLST metoda ima 

veliki značaj u dugotrajnom evolucijskom praćenju sojeva, jer se promjene unutar 

sedam visoko konzerviranih gena akumuliraju vrlo sporo. Rezultati MLST, ali i drugih 

metoda genotipizacija, se mogu prikazati grafički, uporabom dendrograma (dijagram 

stabla), pri čemu se na vertikalnoj osi prikazuju izolati, a na horozontalnoj genska 

udaljenost između sojeva. 

SCHOLZ i sur. (2012.) istraživali su DNA sekvence 16s rRNA gena i odabrane 

housekeeping gene od 634 soja Streptococcus mitis koji obuhvaćaju određene 

sojeve svih 13 priznatih vrsta. Svi sojevi su identificirani klaster analizom povezanim 

housekeeping genima. BISHOP i sur. (2009.) većinu sojeva identificirali su 
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postupkom MLST analize djelomično spojenim sekvencama housekeeping gena 

(map, pfl, ppaC, pyk, rpoB, sodA i tuf) i time su pridonjeli načelu redoslijeda i 

fenotipskog slijeda 16s rRNA.  

KÄPPELI i sur. (2019.) proveli su istraživanje na 153 soja S. uberis izoliranih iz 

uzoraka mlijeka pomoću MLST-a koji je pokazao preciznost za 152 (99.3%) soja, te 

su ukupno potvrđene 103 različite vrste ST-a uključujući 91 novih ST S. uberis.  

 

2.7.5. RAPD tipizacija 

 

Metoda slučajnog umnažanja polimorfne DNA (engl. randomly amplified of 

polymorphic DNA, RAPD) se zasniva na upotrebi jednog primera, koji je 

nespecifičan i komplementaran sa ponavljajućim sekvencama grupe A streptokoka, 

što omogućava amplifikaciju više različitih produkata PCR metodom. U RAPD 

tipizaciji se koriste primeri koji imaju visoku moć razdvajanja i koji pokazuju novo 

umnožavanje segmenata DNA. U reakciji lančanog umnožavanja primer se 

nasumično veže za komplementarne segmente DNA. Shodno tome, kod različitih 

sojeva, dolazi do umnožavanja različitog broja fragmenata, različite veličine. Nakon 

elektroforetskog razdvajanja dobivaju se određeni RAPD profili, koji se međusobno 

mogu posložiti. RAPD tipizacija je ekonomična. No, slaganje rezultata dobivenih u 

različitim laboratorijima je problematično, jer je metoda osjetljiva na temperaturne i 

ostale promjene uvjeta amplifikacije, što između ostalog utječe i na obnavljanje 

(HUYNH i sur., 2006. ). 

 

2.7.6. PFGE tipizacija 

 

PFGE genotipizacija, odnosno elektroforeza u pulsirajućem polju (engl. pulsed-

field gel electrophoresis, PFGE) je metoda kojom se DNA fragmenti razdvajaju gel-

elektroforezom u pulsirajućem, odnosno promjenljivom električnom polju. Nekoliko 

parova suprotno pozicioniranih elektroda osiguravaju izmjene električnog polja. 

Ovakva elektroforeza omogućava razdvajanje velikih molekula veličine i do 10 

miliona baznih parova (bp). Zbog stalnih promjena smjera električnog polja, DNA 
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mijenja orijentaciju, okreće se u gelu, pa je na ovaj način moguće razdvojiti čak i 

pojedinačne kromosome. 
 
Najprije se bakterijski sojevi ukalupljuju u agarozni gel, a potom inkubiraju 

sa restrikcijskim enzimom u cilju digestije i dobivanja fragmenata različitih dužina 

(20-800 kb). U odnosu od mjesta i broja restrikcijskih lokusa, u kojima enzim radi 

isijecanje (restrikcijskih mjesta), dobije se različiti broj fragmenta, različite dužine. 

Potom se radi elektroforeza u električnom polju sa promjenljivim smjerom struje. 

Nakon bojenja i vizualizacije proizvoda, pomoću kompjuterskog softvera ili golim 

okom se identificiraju PFGE profili. Dakle, na osnovi genskih razlika unutar 

bakterijske vrste, odnosno genskih polimorfizama, PFGE metodom radi se 

identifikacija genotipova. Genske varijacije koje se registriraju ovom metodom 

akumuliraju se u relativno kratkom vremenskom razdoblju, te je PFGE vrlo pogodan 

za kratkoročne epidemijske studije (MARTIN i sur.,1993., GAJIĆ 2014.). 

 

2.7.7. Vakcine 

 

Najnovija istraživanja iz područja vakcinacije, koja se bave zaštitom od infekcija 

izazvanih streptokokom grupe A, odnose se prije svega na ispitivanje M proteina i 

njegovih tipova. Brojni istraživači smatraju da bi korištenje konzerviranog segmenta 

M proteina u kreiranju vakcine bilo korisno, jer je njegova struktura ista kod svih 

bakterija ove vrste (FISCHETTI, 2000.), pa bi takva vakcina štitila od infekcija 

izazvanih svim serotipovima GAS. Vakcina koja bi sadržavala konzervirani dio M 

proteina brzo bi stimulirala masovnu produkciju specifičnih antitijela, koja bi 

potencijalno mogla dovesti do križne reakcije sa pojedinim tkivima domaćina. Stoga 

se, zbog sigurnosti vakcine, novija istraživanja sve više baziraju na ispitivanju 

pojedinih epitopa M proteina, koji su tipski specifični i za koje nije karakterističan 

fenomen molekularne mimikrije (DALE, 2000.). Da bi se postigla imunost na različite 

serotipove S. pyogenes, neophodno je da vakcina bude napravljena od varijabilnih 

segmenata M proteina različitih serotipova, odnosno da bude polivalentna. Kako se 

distribucija serotipova mijenja i sastav vakcine bi trebalo prilagođavati novonastaloj 

epidemiološkoj situaciji na određenoj teritoriji, u određenom vremenu. 
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Pored M proteina i drugi streptokokni antigeni su potencijalni kandidati za 

kreiranje vakcine protiv streptokoka: C5a peptidaza (OLIVE i sur., 2007.), SpeA, 

SpeC, SpeB (KAPUR i sur., 1994.), SfbI (SCHULZE i sur., 2003.) i drugi. Trenutno na 

tržištu nema dostupnih vakcina protiv infekcija izazvanih ovim patogenom, iako bi 

upotreba vakcine protiv GAS dovela ne samo do smanjenja incidencije streptokoknih 

invazivnih i neinvazivnih bolesti i kliconoštva, već i do smanjenja potrebe za 

antibioticima i redukcije rezistencije (GAJIĆ, 2014.). Veliki broj radova ukazuje da 

vakcina koja je pripremljena od inaktivirane bakterije smanjuje pojavu kliničkih i 

subkliničkih mastitisa. Preliminarni eksperimentalni uspjeh postigla je vakcina protiv 

Streptococcus uberis bazirana na plazminogen aktivatoru, PauA antigenu i protein G 

agarozi (antigen), što je znatno različit pristup u izradi vakcina u odnosu na druge, do 

tada, eksperimentalne ili komercijalne vakcine protiv mastitisa (YANCEY, 1993.). U 

Hrvatskoj, jedna od najzastupljenijih je inaktivirano cjepivo protiv S. uberis koja sadrži 

lipoteihoičnu kiselinu (djelatna tvar) i soj S. uberis 5616. 

Streptokoki su vrlo slabi imunogeni, što dovodi do toga da efikasna vakcina protiv 

ovih mikroorganizama nije još uvijek pronađena, ali primjena autohtonih vakcina u 

prevenciji mastitisa može dati zadovoljavajuće rezultate (MAGAŠ, 2012.). 

 

2.8. Razvrstavanje streptokoka u serološke skupine 

 

 Razvrstavanje streptokoka u serološke skupine obično se izvodi 

precipitacijom po Lancefieldovoj. Iscrpak u kojem se nalazi otopljen skupno 

specifičan polisaharidni antigen priprema se obradom bujonske kulture pretraživanog 

soja. U epruvetice se unesu antiserumi s protutijelima za polisaharidne antigene 

pojedinih skupina, a zatim se pretraživani iscrpak nasloji na antiserum. U roku od 30 

minuta između seruma i iscrpka pojavljuje se zamućenje (precipitacijski prsten). 

Ostali antigeni stanične stijenke bjelančevinaste su građe i prema njima se sojevi 

streptokoka dijele na  serovare. Spojevi nekih vrsta streptokoka, kao što je S. 

pyogenes, izlučuju niz važnih egzotoksina. Streptokokni eritrogeni toksini imaju 

pirogene osobine, pospješuju djelovanje endotoksina, djeluju kardiodepresivno, 

nespecifični su mitogeni T-limfocita a imaju i imunosupresivno djelovanje (VRHOVAC 
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i sur., 1997.). Nadalje, identifikacija Streptococcacae spp. temelji se na hemolitičkoj 

reakciji i serološkom grupiranja po Lancefieldu. Međutim, Lancefield skupine nisu 

vrsno specifične ( FARROW i sur., 1984., LAWRENCE i sur., 1985.). Hemolitička 

aktivnost razlikuje se unutar vrste i ovisi o postupcima inkubacije, kao i podrijetlu krvi 

na supstratu. U kliničkim laboratorijima, današnja identifikacija streptokoka najviše je 

pouzdana na fenotipske testove. Navedeno daje adekvatnu vrsnu diferencijaciju, no 

može se krivo identificirati do 13 % analiziranih sojeva. (KIKUCHI i sur., 1995.). 

Sojevi unutar određene vrste mogu se razlikovati u istom svojstvu (BEIGHTON i sur., 

1991.), dok isti soj može pokazivati biokemijsku varijabilnost (HILLMANN i sur., 

1989., TARDIF i sur., 1989.). Osim toga, male promjene u dokazivanju fenotipskog 

testa mogu dati netočne rezultate. Iako niti jedan klasifikacijski sustav nije potpuno 

točan, razvoj genetske analize poboljšao je identifikaciju streptokoka. DNA 

hibridizacija (JACOBS i sur., 1996.), rDNA restrikcijska analiza (GILLESPIE i sur., 

1997.), amplifikacija 16S - 23S (WHILEY i sur., 1995.) , ddl gena (GARNIER i sur., 

1997.) , tDNA PCR (BAELE i sur., 2001.) i analiza slijeda (POYART i sur., 1998.) 

alternativne su metode koje omogućuju razlikovanje između vrsta.  

 RNA se najbolje očituje u podjeli bakterijskih vrsta. Sastoji se od jedne RNA 

molekule od približno 400 bp i bjelančevine od oko 120 aa (ALTMAN i sur., 1999.). 

Bakterijska RNaza P RNA podijeljene su na dvije glavne klase na temelju 

sekundarne strukture: tip A je najučestalija klasa, dok se tip B nalazi isključivo u 

malim (G + C; guanin-citozin) gram pozitivnim bakterijama. Sekundarna struktura 

RNase P RNA označuje mnoge bakterijske rodove i promjenu između helix-a 

(spirale), te daje korisne filogenetske informacije (HAAS i sur., 1998.).  

 

2.9. Genotipizacija streptokoka 

 

Uvođenje tehnologije genetskog inženjeringa 1970-tih godina omogućilo je novi 

pristup analizi faktora virulencije na razini gena, ali prednosti ove tehnike nisu zaživile 

sve dok nisu bili dostupni odgovarajući vektori za kloniranje streptokoka. Prvi gen koji 

je kloniran u streptokokima bio je odrednica otpornosti na eritromicin (BEHNKE i 

FERRETI, 1980.), a nedugo zatim i geni za streptokinazu (MALKE i FERRETTI, 
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1984.), streptokokni pirogeni egzotoksin A, M protein (SCOTT i FISCHETTI, 1983.). 

Dostupnost ovih gena omogućila je dovršetak analize sekvenci, kao i studije 

prekomjerne ekspresije za daljnja ispitivanja pojedinih proteina. 

Identifikacija streptokoka je još uvijek problematična, obuhvaća 99 priznatih 

vrsta od kojih su mnogi povezani s bolestima kod ljudi i životinja (THOMPSON i sur., 

2015.). 

Novija istraživanja koristila su cijelu genomsku analizu kako bi utvrdili 

taksonomske odnose između bakterijske vrste (CROUCHER i sur., 2011.). 

THOMPSON i sur. (2015.) analizirali su zbirku od 67 kompletnih genoma kako bi 

odredili genomske markere u streptokoknih vrsta. Nadalje, idealan test za uspostavu 

genomske taksonomije streptokoka sačinjen je zahvaljujući dostupnosti cjelokupnih 

sekvenci genoma nekoliko srodnih vrsta (S. mitis i S. oralis, S. pneumoniae i S. 

salivarius, S. thermophilus i S. vestibularis). 

 Cijeli streptokokni genom čini jedan kromosom, a procjena veličine seže od 

1.7 Mb (S. infantis) do 2.3 Mb (S. sanguinis). Filogenetska rekonstrukcija 16S rRNA i 

MLSA (multilokusni slijed analiza) ukazuje na sličnu topologiju. Postotak prosječne 

podudarnosti, odnosno istovjetnosti slijeda aminokiselina (AAI) između streptokoknih 

vrsta kreće se u rasponu od 68 % do 94 %,, dok u samoj vrsti varira od 95 % do 100 

%. Bakterijske vrste smatraju se skupinom sojeva (uključujući i soj tipa) koje 

karakterizira određeni stupanj fenotipske konzistencije, te pokazuje > 70 % DNA - 

DNA hibridizacijske vrijednosti i preko 97 % 16S rRNA podudarnosti niza 

(STACKEBRANDT i sur. 1994., WAYNE i sur. 1987.). Identifikacija streptokoka 

temelji se na trenutnim taksonomskim standardima primjenom kombinacije 16s rRNA 

slijeda genske analize, DNA-DNA hibridizacije, te seroloških i fenotipskih podataka. 

 S obzirom da niti jedan klasifikacijski sustav nije potpuno točan, razvoj i 

primjena metoda genskih analiza unaprijedio je identifikaciju streptokoka. Tijekom 

posljednjeg desetljeća brojne molekularne metode, kao što su ribotipizacija, 

amplificirana ribosomska restrikcijska analiza, metoda lančane reakcije polimeraze, 

oligonukleotidno ispitivanje te određivanje slijeda baza sekvenciranjem omogućili su 

bržu i točniju identifikaciju streptokoka (TENG i sur., 2002., SCHLEGEL i sur., 2003., 

DRANCOURT i sur. 2004., DALEY i sur., 2005., HAANPERA i sur., 2007.). 
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Identifikacija izoliranih mikroorganizama metodama baziranim na PCR-u 

primjenjuje se od sredine 80-ih godina 20-og stoljeća (STEFAN i sur., 1988.). U tom 

razdoblju razvijeno je i uvedeno puno varijacija PCR metoda kojom se umnaža 

određeni ciljani gen ili varijabilna regija gena in vitro (BARTLETT i sur., 2003.). U 

PCR reakcijsku smjesu dodaju se početnice (umjetno sintetizirani oligonukleotidi 

smijera 5’-3’ i 3’-5’), izolirana DNA (DNA kalup), enzim Taq polimeraza, 

deoksiribonukleotidi (A,T,C,G), pufer i sterilna voda. Magnezij koji se također dodaje 

može biti sastavni dio pufera ili se dodaje posebno. PCR reakcijska smjesa priređuje 

se najčešće u volumenu od 25 ili 50 μL. Sama PCR reakcija sastoji se od tri glavne 

faze ciklusa: faze denaturacije dvolančane molekule DNA, faze sparivanja početnica i 

faze produljivanja lanaca (KUCHTA i sur., 2006.). PCR metoda se bazira na 

djelovanju enzima Taq polimeraze, izoliranog iz bakterije Thermus aquaticus kojoj su 

prirodna staništa termalni izvori, te zbog toga ne gubi sposobnost umnožavanja DNA 

na temperaturama PCR reakcije, od 60-95°C (KUCHTA i sur., 2006.).  

Optimizacija pojedinih faza PCR reakcije (temperature, ponavljanja ciklusa), te 

koncentracije pojedinih reagencija (početnice, DNA, enzim, deoksiribonukleotidi), 

najčešći su problemi koji se mogu pojaviti tijekom izvođenja eksperimenata. Također, 

potencijalni problemi mogu biti i kontaminacija početnica ili bilo koje reagencije ili 

neaktivnost enzima Taq polimeraze. Uzroci neuspješnosti eksperimenta ponekad se 

vrlo teško otkrivaju, a kod nekih izolata nikada. Osnovni cilj PCR reakcije jest 

umnožiti (amplificirati) ciljani gen ili regiju gena važnu za identifikaciju 

mikroorganizma. Najčešći cilj amplifikacije kod bakterija je 16S rRNA gen ili jedna od 

varijabilnih regija (V1-V9) 16S rRNA gena (CARDENAS i sur., 2008.), za čiju se 

amplifikaciju koriste univerzalne ili rod specifične početnice. U slučajevima kada se 

radi s većim brojem izolata za određene izolate da bi se dobio valjan rezultat, 

ponekad je potrebno mijenjati ili uvjete PCR reakcije ili početnice, jer primijenjeni 

protokol nužno ne mora biti jednako učinkovit za sve izolate. U daljnjim koracima 

pročišćuje se PCR produkt te se najčešće koristi enzimatska digestija umnoženog 

PCR produkta s kombinacijom enzima (2, 3 ili 4 enzima) koji su specifični za 

enzimatsku razgradnju umnoženog PCR produkta. Kombinacijom različitih 

restrikcijskih enzima dobivaju se različiti profili specifični za točno određenu vrstu 

(MANCINI i sur., 2012.). Produkti dobiveni PCR reakcijom i enzimatskom digestijom 

razlikuju se brojem baznih parova i razdvajaju se elektroforezom u agaroznom ili 
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poliakrilamidnom gelu kako bi se dobili specifični profili (KUCHTA i sur., 2006., 

COPOLA i sur., 2008.). Identifikaciju dobivenih profila moguće je provesti na dva 

načina. Prvi je usporedba dobivenih profila s profilima referentnih sojeva bakterija 

mliječne kiseline, a drugi provediv neovisno o prvom, ali i kao nadopuna prvom, jest 

sekvenciranje 16S rRNA gena od izolata reprezentativnih profila (COPOLA i sur., 

2008., MANCINI i sur., 2012.). Dobivene sekvence se uspoređuju s nekom od 

raspoloživih baza podataka dostupnih na internetu. Kod nekih vrsta točna 

identifikacija uspoređivanjem dobivenih profila moguća je upotrebom samo jednog 

restrikcijskog enzima, ali kod nekih vrsta, genetski vrlo bliskih, potrebno je primijeniti 

tri ili četiri enzima za uspješnu identifikaciju izolata jer profili genetski vrlo bliskih 

mikrobnih vrsta, dobiveni primjenom jednog ili dva enzima, u nekim slučajevima 

mogu biti identični, što onemogućava identifikaciju vrste.  

Jedan od mogućih postupaka molekularne identifikacije izolata, neovisan o 

enzimatskoj digestiji i sekvenciranju 16S rRNA gena, je korištenje vrsta-specifičnih 

početnica za dokazivanje prisutnosti točno određene vrste. Takva molekularna 

identifikacija ne koristi se često zbog toga što je u radu potrebno primijeniti mnogo 

vrsta specifičnih početnica, odnosno onoliko koliko se vrsta očekuje. Međutim, ovaj 

pristup može biti konačna potvrda za identifikaciju vrsta ili podvrsta koje nije moguće 

sa 100 %-tnom sigurnošću identificirati drugim metodama, te se može primijeniti za 

konačnu potvrdu identifikacije (TEMMERMAN i sur., 2004.). Također, ako rezultat 

sekvenciranja 16S rRNA gena ne daje potpuno jasnu identifikaciju već ostavlja 

mogućnost da se radi o dvije ili tri genetski bliske vrste, konačnu potvrdu identifikacije 

moguće je provesti s vrsnim-specifičnim početnicama (TEMMERMAN i sur., 2004.) ili 

DNA-DNA hibridizacijom (GORIS i sur., 2007.). 

Danas uobičajene metode dokazivanja (serološke, molekularne i biološke) 

razvijene u zadnjih nekoliko desetljeća, osim što su usmjerene na točno određenog 

uzročnika, često nisu učinkovite u slučaju kad je infekcija prouzročena novim 

uzročnikom bolesti i/ili kombinacijom uzročnika koji genetički nisu slični. Nova 

generacija sekvenciranja (engl. Next Generation Sequencing, NGS) omogućuje 

izravan dokaz i dentifikaciju bakterija bez ili uz vrlo ograničeno znanje o njihovom 

genomu (VONČINA, 2017., VLAHOVIĆ i sur., 2020.). NGS je širom svijeta u velikom 

zamahu čime se otvara mogućnost novih dosega i u području veterinarske medicine. 

Na području veterinarske znanosti NGS olakšava istraživanje bioloških sustava na 
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razini koja donedavno nije bila moguća. Neupitna prednost tehnologija NGS 

povezana je s gotovo neograničenim uvidom u genske informacije različitih 

organizama i preciznijom analizom njigovih genoma (VLAHOVIĆ i sur., 2020.). 

 

2.10. Odnos prema antimikrobnim tvarima 

 

Britanski bakteriolog Alexander Fleming 1928. godine otkrio je penicilin, prvi 

antibiotik u svijetu. Od tada, otkriveno je mnogo različitih antibiotika koji se naširoko 

koriste za liječenje raznih bolesti u kliničkoj medicini. Međutim, zbog česte, ponekad i 

nepotrebne upotrebe antibiotika kako kod ljudi tako i kod životinja, sve je učestalija 

pojava smanjenog djelovanja antibiotika, te se javlja sve veći broj antibiotika 

rezistentnih bakterijskih vrsta. Otpornost bakterija na lijekove čini ozbiljnu prijetnju 

zdravlju i sigurnosti hrane. Stoga se javila potreba za pronalaskom alternativnih 

odnosno novih antimikrobnih tvari s manje nuspojava i manjom otpornosti na 

patogene bakterije koji bi zamijenili tradicionalne antibiotike (ZOU i sur., 2016.). 

Antibiotici su vrlo djelotvorni lijekovi koji sprječavaju rast bakterija kod ljudi i 

životinja. Danas se sve više upotrebljavaju u liječenju životinja, iako njihova primjena 

nije uvijek učinkovita. Učestalim i nepotrebnim upotrebama antibiotika, dolazi do 

pojave rezistentnosti bakterijskih vrsta na antibiotike i njihovo djelovanje nema 

učinka. Bakterije se brzo prilagođavaju okolini, te brzo razvijaju mehanizam 

otpornosti na pripravke koji se koriste u liječenju. Velik broj antibiotika djeluje na isto 

ciljno mjesto u bakterijskoj stanici pa se uslijed toga bakterije vrlo brzo prilagode 

(HABRUN i sur., 2015.). 

 Bakterija može razviti rezistenciju na antibiotike na nekoliko načina. Geni 

odgovorni za rezistenciju mogu biti smješteni na kromosomu ili na plazmidu, ili pak i 

na jednoj i na drugoj staničnoj DNA (KALENIĆ, 2000.). Glavne pogreške prilikom 

liječenja su izbor nedjelotvornog antibiotika, krivo doziranje, davanje pogrešne 

kombinacije antibiotika, nastavak liječenja nakon pojave rezistentnosti. Pri odabiru 

antibiotika treba voditi računa o kliničkom djelovanju lijeka, toksičnosti za životinju, 

rizicima od nastanka mikrobne rezistentnosti, utjecaju na fiziološku mikrofloru 

(PINTARIĆ i ŠEOL MARTINEC, 2018.). Rezistencija bakterija na antibiotike nastaje: 
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malim promjenama na jednom paru baza u genomu, takozvanim točkastim 

mutacijama, te velikim promjenama u genomu, odnosno, preinakama velikih dijelova 

genoma ili unosom izvanjske DNA (procesima konjugacije, transformacije, 

transdukcije ili transpozicije) (KALENIĆ, 2000.). Porast rezistencije nekih bakterijskih 

sojeva, koji izazivaju mastitise, posljedica je njihove otpornosti, te se tako smanjuje 

stopa bakteriološkog izlječenja antibioticima u laktaciji i suhostaju. Stoga, potrebno je 

smanjiti učestalost korištenja antibiotika u liječenju krava, a poboljšati preventivne i 

higijenske mjere na farmi u cilju smanjenja broja mastitisa. Antibiotike treba koristiti 

ciljano, prema tipu uzročnika, obavezno se pridržavajudi navedenih uputa za 

uporabu i liječenje uvijek provesti do kraja (BAČIĆ, 2009.). U istraživanju, postotak 

osjetljivih sojeva S. agalactiae prema amoksicilinu s klavulanskom kiselinom i prema 

cefoperazonu iznosi oko 87%. Bakterije vrste S. dysgalactiae su u najvećem broju 

uzoraka bili osjetljivi na amoksicilin s klavulanskom kiselinom, dok su najveću 

rezistentnost imali prema streptomicinu (LESKOVEC i sur., 2015.).  

 Patogeni streptokoki  osjetljivi su prema beta-laktamskim antibioticima kao 

što su penicilini i cefalosporini Često su otporni na tetracikline i flurokinolone, a 

prirodno su otporni prema gentamicinu, odnosno antibioticima iz skupine 

aminoglikozida. Stoga, potrebno je izbjegavati lijekove širokog spektra djelovanja, 

osim u slučajevima akutnog mastitisa kad je potrebno započeti liječenje životinje čim 

prije.  
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3. OBRAZLOŽENJE TEME 

 

Očekujemo da će ovo istraživanje dati će detaljniji uvid u zastupljenost 

pojedinih vrsta streptokoka u etiologiji mastitisa krava. Naime, konvencionalnim 

biokemijskim metodama identifikacije, često nije moguće odrediti o kojoj se vrsti radi. 

Pojedine serološke skupine po Lancefieldovoj uključuju više različitih vrsta 

streptokoka. Nadalje, biokemijski profil različitih vrsta streptokoka može biti vrlo 

sličan, s neznatnim razlikama koje nisu dovoljne da bi se razlikovale vrste. Osim 

toga, streptokoki su pored stafilokoka najčešći uzročnici mastitisa krava. U skupini 

streptokoknih uzročnika mastitisa krava koje nije moguće konvencionalnim 

metodama dovoljno precizno odrediti vrstu nalaze se vrlo vjerojatno i vrste koje imaju 

zoonotski karakter. 

S obzirom da niti jedan klasifikacijski sustav nije potpuno točan, razvoj i 

primjena metoda genskih analiza unaprijedio je identifikaciju streptokoka. 

Stoga je namjera ovog istraživanja, između ostalog, pružiti uvid u prisutnost 

streptokoknih vrsta patogenih za čovjeka izdvojenih iz sekreta vimena krava. Slično 

istraživanje temeljeno na genskim analizama do sada nije provedeno u Republici 

Hrvatskoj. Stoga će rezultati biti višestruko korisn za praksu, a znanstveno začajni na 

domaćoj i međunarodnoj razini. S obzirom na navedeno ciljevi disertacije bili su 

slijedeći: 

1. Utvrditi zastupljenost pojedinih vrsta streptokoka u etiologiji mastitisa krava. 

2. Utvrditi zastupljenost vrsta streptokoka patogenih za čovjeka u etiologiji 

mastitisa krava, odnosno javno-zdravstveno značenje infekcija mliječne 

žlijezde prouzročenih streptokokima. 

3. Istražiti podudarnost rezultata klasične mikrobiološke pretrage i 

identifikacije streptokoka s molekularnim metodama 

4. Usporediti genske odječke streptokoka izdvojenih iz mliječne žlijezde krava 

u Hrvatskoj  s odsječcima streptokoka analiziranim drugdje u svijetu. 
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4. MATERIJAL I METODE 

 

4.1. Materijal 

4.1.1. Uzorkovanje sekreta vimena mliječnih krava 

 

Primarno izdvajanje i identifikaciju uzročnika (streptokoka) proveli smo 

korištenjem podloge eskulin krvni agar. Nakon identifikacije sojeve smo do daljnjih 

pretraga čuvali na glicerin bujonu na temperaturi -20 °C. Na spomenutoj podlozi 

sojevi se mogu čuvati do 5 godina. Zamrznute sojeve smo revitalizirali ponovnim 

nacjepljivanjem na eskulin krvni agar. Tijekom čuvanja slučajnim odabirom 

provjeravali smo vitalnost sojeva. 

 

4.2. Metode 

4.2.1. Uzimanje uzoraka mlijeka 

 

Uzorci sekreta vimena krava za mikrobiološku pretragu uzimani su prije 

redovite mužnje. Nakon izmuzivanja prvih nekoliko mlazova mlijeka, vrhovi sisa 

temeljito su dezinficirani vatom namočenom u 70%-tni alkohol. Uzorci (oko 10 mL 

sekreta vimena) iz svake pojedinačne četvrti uzimani su u prethodno označene 

sterilne plastične epruvete.  

Uzorci su transportirani na ledu i do obrade čuvani na +4 ̊C, a obrađeni su u 

laboratoriju unutar 12 sati od uzimanja. 

 

4.2.2. Obrada uzoraka mlijeka u laboratoriju 

4.2.2.1. Mikrobiološka pretraga 

Svaki uzorak testirali smo Zagrebačkim mastitis reagensom koji otkriva stupanj 

poremećenosti sekrecije na osnovi indirektnog dokazivanja broja somatskih stanica u 

sekretu mliječne žlijezde.  
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Mikrobiološku pretragu proveli smo u skladu s opće prihvaćenim preporukama 

opisanima u Laboratory handbook on bovine mastitis (NATIONAL MASTITIS 

COUNCIL, 2017.).  

Iz uzorka svake pojedinačne četvrti nacijepili smo količinu od 0,01 mL na 

četvrtinu površine Petrijeve zdjelice s hranjivom podlogom eskulin-krvni agar. Pritom 

smo koristili mikrobiološku ušicu promjera 10 mm za jednokratnu uporabu.  

Nacijepljene hranjive podloge inkubirali smo u termostatu pri 37 C̊ tijekom 24 

sata nakon čega smo pristupili kontroli porasta kolonija na površini hranjive podloge. 

Ostatak uzorka čuvali smo u hladnjaku pri temperaturi od 4 ̊C do kraja pretrage. 

Uzorke koji su mastitis testom reagirali pozitivno, a u kojima nije bilo porasta 

mikrobne kulture nakon 24-satne inkubacije, nacijepili smo još jednom na polovicu 

površine Petrijeve zdjelice u količini od 0,1 mL, a kontrolu porasta obavljali smo u 

istim vremenskim razmacima.  

Nakon inkubiranja nacijepljene hranjive podloge pristupili smo determinaciji 

poraslih bakterijskih kolonija. Pri prosudbi kolonija streptokoka u obzir smo uzimali 

morfološke (oblik, veličinu i strukturu kolonija) i fiziološke osobine (stvaranje 

pigmenta, sposobnost rasta na podlozi kanamicin eskulin azid agar, sposobnost 

izazivanja CAMP učinka, bojanje po Grammu, katalaza test, sposobnost razgradnje 

eskulina). 

Katalaza test 

Katalaza test koristili smo za razlikovanje streptokoka i stafilokoka. Test smo 

izvodili na način da smo na predmetno stakalce bakteriološkom ezom prenijeli 

koloniju ispitivane bakterijske kulture. Na nju smo kapnuli 1 kap 3%-tne otopine 

vodikovog peroksida. Pozitivna reakcija očituje se pojavom mjehurića i ukazuje da se 

radi o pripadnicima stafilokoka, dok izostanak mjehurića zraka ukazuje da se radi o 

streptokokima. Crvena krvna zrnca stvaraju katalazu i izazivaju pozitivnu reakciju pa 

treba spriječiti mogućnost uzimanja djelića krvne podloge kao ni izvoditi test izravno 

na podlozi koja sadrži krv. 
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4.2.2.2. Determinacija streptokoka 

 

Kolonije porasle na krvnom agaru s eskulinom koje su morfološkim osobinama 

odgovarale streptokokima podvrnuli smo CAMP testu te provjerili sposobnost rasta 

na kanamicin eskulin azid agaru.  

CAMP test  

Test služi prvenstveno za razlikovanje S. agalactiae od ostalih beta-

hemolitičnih streptokoka. Proveli smo ga tako što smo na površinu agara za 

ispitivanje CAMP fenomena nacijepili soj bakterije Staphylococcus aureus koji tvori 

beta-hemolizin cijelim promjerom hranjive ploče. Okomito na liniju nacijepljenog 

stafilokoka nacijepili smo ispitivani soj streptokoka s razmakom od 1-2 mm i inkubirali 

18-24 sata na 37°C. Na istoj hranjivoj ploči može se istovremeno nacijepiti 10 izolata 

streptokoka (po 5 sa svake strane nacijepljenog stafilokoka). 

Rezultate smo interpretirali uzimajući u obzir tvorbu CAMP fenomena koji se 

očituje potpunom hemolizom oblika polumjeseca u zoni nepotpune hemolize 

nacijepljenog stafilokoka (Streptococcus agalactiae) te morfološke i fiziološke 

osobine poraslih kolonija: veličinu, oblik i boju kolonija, razgradnju eskulina). Hidroliza 

eskulina očituje se promjenom boje podloge oko poraslih kolonija u zelenkastu do 

smeđe/crnu. 

Nacjepljivanje na kanamicin eskulin azid agar 

Podloga služi za razlikovanje pripadnika Streptococcus od roda Enterococcus. 

Test smo proveli nacjepljivanjem kolonija poraslih na eskulin-krvnom agaru po 

površini hranjive podloge i inkubiranjem u termostatu pri temperaturi od 37 °C do 3 

dana.  

Pripadnici roda Streptococcus ne rastu na ovoj podlozi za razliku od 

enterokoka. Stoga smo izolate koji su porasli na ovoj podlozi proglasili pripadnicima 

roda Enterococcus i nismo ih koristili u daljnjim fazama istraživanja.  
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4.2.2.3. Osnovne morfološke i fiziološke karakteristike streptokoka 

 

Na krvnom agaru s eskulinom, streptokoki i enterokoki stvaraju sitne (1-3 mm 

u promjeru) glatke, providne (nepotpuno prozirne) kolonije konveksnog oblika. Zona 

oko kolonije može biti nehemolitična, okružena zelenkastom zonom zbog 

promijenjene boje eritrocita (α-hemoliza) ili potpuno hemolitična uslijed potpune lize 

eritrocita (β-hemoliza). Korištenje krvnog agara s eskulinom dopušta razlikovanje 

eskulin-negativne vrste S. agalactiae od streptokoka koji hidroliziraju eskulin.  

S. agalactiae na krvnom agaru stvara sitne kolonije promjera 1-2 mm. Kolonije 

su vlažne, konveksne, providne blago plavkaste boje ako se gledaju prema svjetlu. 

Većinom su beta-hemolitične iako ima i nehemolitičnih kao i alfa-hemolitičnih. U 

mikroskopskom preparatu obojenom po Grammu uočavaju se gram-pozitivni koki u 

nizovima. Katalaza test je negativan, ne hidroliziraju eskulin, a u CAMP testu daju 

pozitivan rezultat, odnosno vidljiva je polumjesečasta zona potpune hemolize.  

S. dysgalactiae na krvnom agaru stvara sitne kolonije promjera 1-2 mm. 

Kolonije su vlažne, konveksne i providne. Većinom su beta-hemolitične iako ima i 

nehemolitičnih kao i alfa-hemolitičnih. Po Grammu se pozitivno boje i poredani su u 

nizovima. Ne razgrađuju eskulin i ne stvaraju CAMP fenomen niti katalazu. 

S. uberis na krvnom agaru stvara sine kolonije promjera 1-3 mm. Kolonije su 

vlažne, konveksne, s gušćim centrom, providne. Većinom su alfa-hemolitične na 

krvnom agaru mada mogu biti nehemolitične. U mikroskopskim preparatima 

obojenima po Grammu zapažaju se kao gram-pozitivni koki poredani u nizovima. 

Većina sojeva S. uberis nema sposobnost stvaranja CAMP fenomena, ali ima 

sposobnost razgradnje eskulina.  
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4.2.4. Molekularne pretrage vrste Streptococcus sp. 

4.2.4.1. Izdvajanje DNK 

 

Izdvajanje DNK iz uzoraka za potrebe potvrđivanja vrste provodili smo 

metodom takozvane ''kulturelne'' izolacije''. Ušicu kulture Streptococcus sp. razmutili 

smo u 50 µl sterilne DNAse/RNAse-slobodne destilirane vode (MiliQ voda, vlastita 

proizvodnja) u epruveti od 2 ml. Ovu smjesu grijali smo 20 minuta na 95ºC u 

termobloku uz trajno tresenje. Potom smo epruvete centrifugirali na 14000 g kroz 1 

minutu. Za potrebe pretrage koristili smo 2 ili 5 µl nadtaloga. 

Za potrebe genotipizacije koristili smo izdvajanje pomoću kitova na 

automatiziranom uređaju za izdvajanje DNK veće kvalitete. Izdvajanje DNK iz 

uzoraka provodili smo komercijalno dostupnim kitom QIAcube DNA Mini Kit 

(QIAGEN, Hilden, Njemačka) prema uputama proizvođača. Za potrebe pretrage 

koristili smo 2 ili 5 µL nadtaloga. Ušicu bakterijske kulture razmutili smo u 180 µL ATL 

pufera, dodali 20 µL proteinaze K i inkubirali na 56ºC do potpune lize. Tako 

pripremljene uzorke nadalje je obrađivao uređaj QIAcube (QIAGEN, Hilden, 

Njemačka), koji nastavlja izolaciju DNK. Daljni koraci koje prethodno spomenuti 

uređaj provodi su kako slijedi. Dobivenoj otopini dodaje 200 µL AL pufera i inkubira 

na 70ºC 10 minuta. Tada dodaje 200 µL etanola (96-100%) i kratko centrifugira. 

Sadržaj epruvete prenosi u epruvetu za filtriranje te centrifugira pri 6000g 1 minutu. 

Slijedi dodavanje 500 µL AW1 pufera i centrifugiranje pri 6000g 1 minutu. Postupak 

ponavlja i s AW2 puferom uz centrifugiranje pri punoj brzini 3 minute. Epruvetu za 

filtriranje prenosi u čistu epruvetu od 1,5 mL, dodaje 200 mL AE pufera, inkubira 1 

minutu pri sobnoj temperaturi te centrifugira pri brzini od 6000g 1 minutu. Zadnji 

korak s AE puferom izvodi 2 puta zbog dobivanja veće količine izdvojene DNA. 
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4.2.4.2. Molekularna identifikacija vrste Streptococcus sp. na osnovu 16S 

rDNA 

U istraživanju smo koristili metodu opisanu u EDWARDS i sur. (1989.). Zasniva 

se na sekvenciranja gena koji kodira za 16S rRNA te usporedbi dobivenih slijedova 

sa slijedovima u dostupnim bazama podataka. 

 

 

Tablica 2. Početnice korištene za određivanje vrste Streptococcus sp. 

Početnice Redoslijed sekvenci  

pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

pH AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 

 

 

Reakcijsku mješavinu za svaki uzorak sastavljali smo od 10 µL otopine 

Multiplex Master Mix (QIAGEN, Hilden, Njemačka) čiji su osnovni sastojci u 

koncentracijama propisanim od proizvođača. U ovu otopinu dodali smo po 4 µL 

DNAase/RNAase-slobodne vode (QIAGEN, Hilden, Njemačka), 4 µL mješavine 

početnica (1 µM svaka) te 2 µL istraživanog izolata DNA. Ukupna količina reakcijske 

mješavine tako je iznosila 20 µL. Umnožavanje smo vršili pomoću Proflex uređaja 

(Applied Biosistems, SAD) prema programu: 95ºC/15 minuta, 30 ciklusa (94ºC/30 

sekundi, 59ºC/60 sekundi, 72ºC/60 sekundi), završno produživanje na 72ºC/10 

minuta te završetak reakcije na 4ºC. Proizvode umnožavanja analizirali smo 

kapilarnom elektroforezom na uređaju QIAxcel (QIAGEN, Hilden, Njemačka) uz biljeg 

veličine 100-2500 bp. 

Dobivene proizvode umnožavanja sekvencirali smo metodom po Sangeru u 

Macrogen Europa, Nizozemska. Slijedove dobivene sekvenciranjem usporedili smo 

sa slijedovima dostupnim u internacionalno dostupnim bazama podataka NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) i RDP (Ribosomal Database Project) 

kroz BioNumerics 7.6.3 software. 
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4.3. Tipizacija sekvencioniranjem na više lokusa 

 

Tipizacija sekvenciranjem na više lokusa (engl. Multi-locus sequence typing, 

MLST) vrlo je diskriminatorna metoda karakterizacije na osnovu slijeda približno 450 

bp velikih unutarnjih fragmenata nekoliko tzv. housekeeping gena. Različiti slijed 

nukleotida predstavlja drugi alel. Kombinacija alela na 7 lokusa (imena lokusa 

razlikuju se od vrste do vrste) čini alelni profil ili sekvencijski tip (engl. sequence type 

ST). Korištene su početnice prikazane u tablicama, ovisno o vrsti Streptococcus sp. 

Odabir lokusa, popis početnica te uvjete umnožavanja i sekvenciranja preuzeli smo 

sa internetske stranice http://pubmlst.org/ za svaku pojedinu vrstu. 

 

Tablica 3. Početnice korištene za MLST1 Streptococcus agalactiae 

Lokus Uzvodno (5' - 3') Nizvodno (5' - 3') 
Duljina 

produkta 
(bp) 

adhP umnažanje GTTGGTCATGGTGAAGCACT ACTGTACCTCCAGCACGAAC 672 

sekvencioniranje GGTGTGTGCCATACTGATTT ACAGCAGTCACAACCACTCC 498 

pheS umnažanje GATTAAGGAGTAGTGGCACG TTGAGATCGCCCATTGAAAT 723 

sekvencioniranje ATATCAACTCAAGAAAAGCT TGATGGAATTGATGGCTATG 501 

atr umnažanje CGATTCTCTCAGCTTTGTTA AAGAAATCTCTTGTGCGGAT 627 

sekvencioniranje ATGGTTGAGCCAATTATTTC CCTTGCTCAACAATAATGCC 501 

glnA umnažanje CCGGCTACAGATGAACAATT CTGATAATTGCCATTCCACG 589 

sekvencioniranje AATAAAGCAATGTTTGATGG GCATTGTTCCCTTCATTATC 498 

sdhA umnažanje AGAGCAAGCTAATAGCCAAC ATATCAGCAGCAACAAGTGC 646 

sekvencioniranje AACATAGCAGAGCTCATGAT GGGACTTCAACTAAACCTGC 519 

glcK umnažanje CTCGGAGGAACGACCATTAA CTTGTAACAGTATCACCGTT 607 

sekvencioniranje GGTATCTTGACGCTTGAGGG ATCGCTGCTTTAATGGCAGA 459 

tkt umnažanje CCAGGCTTTGATTTAGTTGA AATAGCTTGTTGGCTTGAAA 859 

sekvencioniranje ACACTTCATGGTGATGGTTG TGACCTAGGTCATGAGCTTT 480 
1MSLT – Multilocus sequence typing 
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Tablica 4. Početnice korištene za MLST1 Streptococcus uberis 

1MSLT – Multilocus sequence typing 

 

Tablica 5. Popis početnica korištenih za MLST1 Streptococcus canis 

Početnica Slijed početnice (5' - 3') 
MSLT duljina 
produkta (bp) 

gki-fwd GCAGATTTTATTGGTATCGGTATGG 
498 

gki-rev GTGAACGTAAGAATTCTCCTGCTG 
gtr-fwd GGAATTGATTTAAACATTATGTCAGGAG 

450 
gtr-rev CACAATAACGCCGCCATCCATA 

murI-fwd TTATGGTCCAAGACCTGCTGAGC 
438 

murI-rev TTTCAGGACTTGCCGTTGTGTAAAA 
mutS-fwd AGGTCAGATGTTAGAGGCTAGG 

405 
mutS-rev CCTAGTTCATCAAATAGAATAAGGGAA 
recP-fwd TGTCCGCACCCTATCAATGGAT 

459 
recP-rev CATCTTTCACAAGGATATGTTGCC 

Xptgc-fwd TTACTTGAAGAACGCATCTTA 
450 

Xptgc-rev ATGAGGTCACTTCAATGCCC 
yqiZ-fwd CAGATGCTTTTAACAATTACCACATGG 

434 
ygiZ-rev CCCATTCACATTCACGATTTCTGG 

1MSLT – Multilocus sequence typing 

 

Gen Ta 

Veličina 
PCR 

proizvoda 
(bp) 

Slijed početnice (5' - 3') 

MLST 
duljina 

produkta 
(bp) 

gki 55 564 
5'-GACCGGACCCAAAACACAGTCACAGGTGCTTTT 

5'-AAGAGAATCTGGATTTAGGATATTTGAAATATT 
455 

recP 60 531 
5'-AATTCAGGTCACCCTGGCTTACCAATGGGTGCAGCC 

5'-TGTGAAAGCCATTGATGTTGGACCATCAAGTGAAAT 
372 

ddl 60 503 
5'-GTCTATATTGAAGGTAATGACTTGGAAGACTGT 

5'-TACATGGACCACTGAGTGAATCCAGGCATAGTATTC 
357 

tdk 55 793 
5'-TATTTTCATTTCATAATAAGTTAGTGGATTTAGTAA 

5'-TTGATCATATATATTCATGTTATGAATCGTTCTCCT 
500 

arcC 55 518 
5'-GTTTGTGACGCAAAATCTTTATCGATAACA 

5'-ACTCATGGTAACGGACCACAAGTTGGTAAC 
419 

tpi 60 471 
5'-GTTATTGGTCATTCAGAACGTCGTGATTACTTC 

5'-GTCAAGTAATGCTAAGAAGCTATCTGCTTCAAGTGA 
373 

yqiL 55 574 
5'-TTTCTTCTTTGAAACGATTATTTTTAAGTGCTTCAG 

5'-CAAGCTCTAAGAACACCAATTGGTGCATTCGGAGGA 
439 
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Tablica 6. Popis početnica korištenih za MLST1 Streptococcus dysgalactiae 

Lokus Početnica Slijed početnice (5' - 3') 
Duljina 

produkta 
(bp) 

gki 
Gkigc-up GGAATTGGTATGGGATCACCAGGAGC 

498 
Gkigc-dn AATTCTCCTGCTGCTGACAC 

gtr 
Gtrgc-up GCACAAGTATTATGGGCACA 

450 
Gtrgc-dn CACGGTCTGCGACTTC 

murl 
Murlgc-up GACCTGCTGAGCAAATTAGAGAATACACATGGG 

438 
Murlgc-dn CAGGACTTGCCGTTGTGTAAAAATGGTG 

mutS 
MutS-up GAAGAGTCATCTAGTTTAGAATACGAT 

405 
MutS-dn AGAGAGTTGTCACTTGCGCGTTTGATTGCT 

recP 
RecPgc-up GCAAATTCTGGACACCCAGG 

459 
RecPgc-dn CTTTCACAAGGATATGTTGCC 

xpt 
Xptgc-up TTACTTGAAGAACGCATCTTA 

450 
Xptgc-dn ATGAGGTCACTTCAATGCCC 

atoB 
AtoBgc-up ACGTTGCTCAGAAATATGGCAT 

434 
AtoBgc-dn AAAGTGTTGCTAGTCCTCTGGTTAC 

1MSLT – Multilocus sequence typing 

 

Lančanom reakcijom polimerazom umnožili smo svih sedam lokusa po uzorku. 

Reakcijsku mješavinu za svaki uzorak sastavljali smo od 10 µL otopine HotStar Taq 

Master Mix (QIAGEN, Hilden, Njemačka) čiji su osnovni sastojci u koncentracijama 

propisanim od proizvođača. U ovu otopinu dodali smo po 7 µL DNAase/RNAase-

slobodne vode (QIAGEN, Hilden, Njemačka), 0,5 µL svake početnice (10 µM svaka) 

te 2 µL istraživanog izolata DNA. Ukupna količina reakcijske mješavine tako je 

iznosila 20 µL. Umnožavanje smo vršili pomoću Proflex uređaja (Applied Biosistems, 

SAD) prema programu: 95ºC/15 minuta, 30 ciklusa (95ºC/60 sekundi, 55ºC/60 

sekundi, 72ºC/60 sekundi), završno produživanje na 72ºC/10 minuta te završetak 

reakcije na 4ºC. Proizvode umnožavanja provjerili smo kapilarnom elektroforezom na 

uređaju QIAxcel (QIAGEN, Hilden, Njemačka) uz biljeg veličine 100-2500 bp. 

Dobivene proizvode umnožavanja slali smo na sekvenciranje prema metodi po 

Sangeru u Macrogen Europe B. V., Amsterdam, Nizozemska. 
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Dobivene sljedove nukleotida poravnali smo, provjerili i usporedili korištenjem 

BioNumerics programa (verzija 7.6; Applied Maths, Kortrijk, Belgija). Aleli i ST-ovi 

određuju se korištenjem Streptococcus MLST baze podataka http://pubmlst.org/ koja 

se može učitati i koristiti putem BioNumerics programa. Svaka vrsta Streptococcus 

sp. posjeduje odvojenu bazu podataka. Kombinacija alela na svakom lokusu 

sačinjava sedmeročlani brojčani kod koje smo međusobno uspoređivali na osnovu 

kategoričkog koeficijenta i na osnovu kategoričkog koeficijenta i prosječne udaljenosti 

dva klastera ( eng. unweighted pair group method with arithmetic mean, UPGMA). 
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5. REZULTATI 

5.1. Molekularna identifikacija izolata streptokoka 

 

U istraživanju su molekularnim tehnikama pretražena 54 soja bakterija 

izdvojena iz uzoraka mlijeka pojedinačnih četvrti vimena krava sa subkliničkim 

mastitisom. Klasičnom mikrobiološkom pretragom izdvojeni sojevi identificirani su do 

vrste (S. agalactiae, S. dysgalactiae i S. uberis) ili do roda (Streptococcus spp.) bez 

konačne identifikacije vrste.  

Metoda identifikacije se zasniva na umnožavanju gena za 16S ribosomsku RNA. 

U Tablici 7. su prikazani rezultati pretraživanja temeljeni na umnožavanju i 

sekvenciranju gena za 16S ribosomsku RNA. 

 

Tablica 7. Rezultati sekvenciranja odsječka 16S RNA gena 

Uzorak Ur broj Vrsta Bakteriološki nalaz 

3 67546/14 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

4 1045/15 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

7 2946/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

8 67572/14 Streptococcus uberis Streptococcus dysgalactiae 

9 2946/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

10 4828/15 Enterococcus faecalis Streptococcus uberis 

11 6515/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

12 6897/15 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

13 7684/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

14 7684/15 Streptococcus agalactiae Streptococcus dysgalactiae 

15 7684/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

16 7684/15 Streptococcus agalactiae Streptococcus dysgalactiae 

17 18799/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

18 23660/15 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

19 29197/15 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus dysgalactiae 
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20 12143/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

21 13548/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

22 51033/15 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

23 35676/15 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

24 41025/15 Enterococcus faecalis Streptococcus spp. 

25 46621/15 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

26 48872/15 Enterococcus faecalis Streptococcus spp. 

27 57712/12 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

28 60539/15 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus uberis 

29 2621/16 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

30 26483/16 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

31 32754/16 Lactococcus lactis Streptococcus spp. 

32 13880/16 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

33 4211/16 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus spp. 

34 3572/16 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

35 13880/16 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus uberis 

36 13907/16 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus uberis 

37 33117/16 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

38 36265/16 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

39 36273/16 
Streptococcus dysgalactiae / 

canis 
Streptococcus dysgalactiae 

41 36960/16 Lactococcus lactis Streptococcus spp. 

42 37251/16 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

43 37279/16 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus dysgalactiae 

44 37405/16 Streptococcus agalactiae Streptococcus dysgalactiae 

45 37405/16 Lactococcus lactis Streptococcus uberis 

46 1245/09 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

47 1693/11 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 



 

 49  

48 21013/18 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

49 6423/18 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus dysgalactiae 

50 14600/18 Streptococcus agalactiae Streptococcus dysgalactiae 

51 24778/18 Lactococcus lactis Streptococcus uberis 

52 25349/18 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

53 27541/18 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

54 32365/18 Streptococcus uberis Streptococcus spp. 

55 35407/18 
Streptococcus dysgalactiae / 

canis 
Streptococcus dysgalactiae 

56 13038/16 Streptococcus agalactiae Streptococcus agalactiae 

57 PT1 Streptococcus agalactiae Streptococcus agalactiae 

58 PT2 Streptococcus dysgalactiae Streptococcus dysgalactiae 

59 PT3 Streptococcus uberis Streptococcus uberis 

 

Od 54 pretražena bakterijska soja, za njih 47 je potvrđeno da pripadaju rodu 

Streptococcus i to 6 Streptococcus agalactiae, 10 Streptococcus dysgalactiae, 2 

Streptococcus canis i 31 Streptococcus uberis. dok su 3 soja pripadnici vrste 

Enterococcus faecalis a 4 soja pripadali su vrsti Lactococcus lactis. 
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Tablica 8. Podudarnost rezultata mikrobiološke i molekularne pretrage u identifikaciji 

bakterijskih sojeva uzročnika mastitisa u krava 

Uzročnik Mikrobiološki Molekularno 

Streptococcus agalactiae 2 6 

Streptococcus dysgalactiae 11 10 

Streptococcus uberis 24 31 

Streptococcus spp. 17 - 

Enterococcus faecalis - 3 

Lactococcus lactis - 4 

Ukupno 54 54 

 

5.2. Rezultati MLST tipizacije 

 

Svih četrdeset i sedam sojeva Streptococcus sp. smo uspjeli tipizirati MLST 

tehnikom. Tipizacija slijedova na više lokusa (engl. multilocus sequence typing, 

MLST) vrlo je diskriminatorna tehnika jer se zasniva na tipiziranju sljedova veličine 

približno 500-bp unutar fragmenata 7 tzv. ''house-keeping'' gena. Svaki različiti slijed 

na različitom genu predstavlja drugi alel. Kombinacija alela na sedam lokusa čini 

alelni profil (engl. SequenceType, ST). S obzirom da je moguć velik broj alela na 

svakom lokusu uzorci nemaju slučajno isti profil. U istraživanju smo proučavali četiri 

različite vrste Streptococcus sp. te je za svaku pojedinu vrstu korišten drugačiji skup 

lokusa. 

U obradi rezultata koristili smo i eBURST online alat odnosno algoritam. Program 

baziran na algoritmu eBURST daje grafički prikaz međusobne povezanosti, odnosno 

umreženosti (eng. minimum spaning tree network, MST), genotipova ili alelnih profila. 

To je algoritam koji se najčešće koristi u obradi rezultata MLST-a. Za usporedbu 

rezultata najtočnije je uspoređivati rezultate obrađene istim algoritmom. 
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5.2.1. Streptococcus agalactiae  

 

Tablica 9. Identifikacija alelnih profila vrste Streptococcus agalactiae s pomoću 

MLST1 metode 

UZORAK 
MLST 

ST 
adhP pheS atr glnA sdhA glcK tkt eBURST2 

CVI_14 314 16 1 2 2 9 2 2 single 

CVI_56 67 13 1 1 13 1 1 5 single 

CVI_16 314 16 1 2 2 9 2 2 single 

CVI_50 103 16 1 6 2 9 9 2 single 

CVI_57 23 5 4 6 3 2 1 3 single 

CVI_49 314 16 1 2 2 9 2 2 single 

1MSLT – Multilocus sequence typing 
2eBURST – eBURST algoritam 

 

 U tipiziranim uzorcima definirali smo 4 različita alelna profila. Najzastupljeniji 

ST je ST314. Ostali ST su u uzorcima zastupljeni s jednim uzorkom za pojedini alelni 

profil (Tablica 9.). 

 

Tablica 10. Prikaz alela prema pojedinom istraživanom genskom lokusu u vrste 

Streptococcus agalactiae 

GEN 
DULJINA 
SLIJEDA 

(bp) 

BROJ 
ALELA 

ALELI HGDI1 

adhP ~500 3 5, 13, 16 0,60 
pheS ~500 2 1, 4 0,33 

atr ~500 3 1, 2, 6 0,73 
glnA ~500 3 2, 3, 13 0,60 
sdhA ~500 3 1, 2, 6 0,60 
glcK ~500 3 1, 2, 9 0,73 
tkt ~500 3 2, 3, 5 0,60 

1HGDI – Hunter-Gaston indeks raznolikosti (eng. Hunter-Gaston discriminatory index) 
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Alelni profili su istraživani na 7 lokusa: adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, glcK i tkt 

(Tablica 10.). Najpolimorfniji lokusi su atr i glcK s Hunter-Gaston indeksom 

raznolikosti (eng. Hunter-Gaston discriminatory indeks, HGDI) od  0,73. Slijede ga 

adhP, glnA, sdhA i tkt s HGDI indeksom od 0,60. Najmanje polimorfan je pheS s 

HGDI indeksom od 0,33. 

Korištenjem eBURST algoritma definirali smo da niti jedan alelni profil ne tvori 

grupu odnosno da su ''pojedinačni'' (engl. singletons, single). 

 

Slika 1. prikazuje odnos sojeva Streptococcus agalactiae iz našeg istraživanja,a 

podrijetlom iz Hrvatske sa sojevima prisutnim u bazi podataka PubMLST, a 

podrijetlom iz različitih europskih zemalja. Iz MST prikaza nije vidljiva nikakva lokalna 

distribucija alelnih profila, s napomenom da je 6 uzoraka relativno mali uzorak za 

donošenje pouzdanih zaključaka. 
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Slika 1. ''Minimum spanning tree'' prikaz (engl. MST) odnosa alelnih tipova sojeva 
Streptococcus agalactiae iz našeg istraživanja sa sojevima iz različitih dijelova 
Europe. Sama priroda crta koje povezuju pojedine alelne tipove označavaju 
međusobnu povezanost odnosno udaljenost pojedinih alelnih tipova. Naime, 
razlika na jednom genskom lokusu odgovara udaljenosti od 1 (engl. single locus 
variants, SLV) (najdeblja puna crta); razlika na dva lokusa (engl. double locus 
variants, DLV) (tanja puna crta); razlika na tri lokusa (engl. triple locus variants, 
TLV) (još tanja puna crta); itd. Sojevi iz našeg istraživanja označeni su i 
narančastim krugovima. 
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5.2.2. Streptococcus dysgalactiae  

 
Tablica 11. Identifikacija alelnih profila vrste Streptococcus dysgalactiae s pomoću 

MLST1 metode 

UZORAK 
MLST 

ST 
gki gtr murI mutS recP xpt atoB eBURST2 

CVI_19 305 41 43 35 36 50 64 39 G1 
CVI_28 305 41 43 35 36 50 64 39 G1 
CVI_33 453 41 43 35 34 50 64 39 G1 
CVI_35 451 40 45 47 54 50 64 39 single 
CVI_36 311 43 44 35 34 50 64 39 single 
CVI_43 306 41 43 35 37 49 67 8 single 
CVI_49 299 40 43 35 34 48 66 40 single 
CVI_58 460 43 43 35 38 50 69 39 single 

1MSLT – Multilocus sequence typing 
2eBURST – eBURST algoritam 

 

U tipiziranim uzorcima definirali smo 7 različitih alelnih profila. Najzastupljeniji ST 

je ST305 zastupljen s dva primjerka. Ostali ST su u uzorcima zastupljeni s jednim 

uzorkom za pojedini alelni profil (Tablica 11.). 

 

Tablica 12. Prikaz alela prema pojedinom istraživanom genskom lokusu u vrste 

Streptococcus dysgalactiae 

GEN 
DULJINA 
SLIJEDA 

(bp) 

BROJ 
ALELA 

ALELI HGDI1 

gki ~500 3 40, 41, 43 0,71 
gtr ~500 3 43, 44, 45 0,46 

murI ~500 2 35, 47 0,25 
mutS ~500 5 34, 36, 37, 38, 54 0,86 
recP ~500 3 48, 49, 50 0,46 
xpt ~500 4 64, 66, 67, 69 0,64 

atoB ~500 3 8, 39, 40 0,46 
1HGDI – Hunter-Gaston indeks raznolikosti (eng. Hunter-Gaston discriminatory index) 

 

Alelni profili su istraživani na 7 lokusa: gki, gtr, murI, mutS, recP, xpt i atoB 

(Tablica 12.). Najpolimorfniji lokus je mutS s HGDI indeksom 0,86. Slijede ga gki i xpt 

s HGDI indeksom od 0,71 odnosno 0,64 te gtr, recP i atoB s indeksom 0,46. 

Najmanje polimorfan je murI s HGDI indeksom od 0,25. 
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Korištenjem eBURST algoritma definirali smo samo jedan klaster u koji pripadaju 

ST305 i ST453. Ostali alelni profili ne tvori grupu odnosno da ''pojedinačni'' su (engl. 

singletons, single). 

Slika 2. prikazuje odnos sojeva Streptococcus dysgalactiae iz našeg istraživanja,a 

podrijetlom iz Hrvatske sa sojevima prisutnim u bazi podataka PubMLST, a 

podrijetlom iz različitih europskih zemalja. Iz MST prikaza jasno je vidljiva regionalna 

grupiranost uzoraka iz našeg istraživanja. Ipak, treba imati na umu da govorimo o 

maloj skupini od 8 uzoraka. 

 

 

Slika 2. ''Minimum spanning tree'' prikaz (engl. MST) odnosa alelnih tipova sojeva 
Streptococcus dysgalactiae iz našeg istraživanja sa sojevima iz različitih dijelova 
Europe. Sama priroda crta koje povezuju pojedine alelne tipove označavaju 
međusobnu povezanost odnosno udaljenost pojedinih alelnih tipova. Naime, 
razlika na jednom genskom lokusu odgovara udaljenosti od 1 (engl. single locus 
variants, SLV)(najdeblja puna crta); razlika na dva lokusa (engl. double locus 
variants, DLV)(tanja puna crta); razlika na tri lokusa (engl. triple locus variants, 
TLV)(još tanja puna crta); itd. Sojevi iz našeg istraživanja označeni su i 
narančastim krugovima. 
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5.2.3. Streptococcus canis  

 

Tablica 13. Identifikacija alelnih profila vrste Streptococcus canis s pomoću MLST1 

metode 

UZORAK 
MLST 

ST 
gki gtr murI mutS recP xpt yqiZ eBURST2 

CVI_39 9 3 5 3 3 1 2 3 single 
CVI_55 9 3 5 3 3 1 2 3 single 

1MSLT – Multilocus sequence typing 
2eBURST – eBURST algoritam 

 

U tipiziranim uzorcima definirali smo jedan alelni profil. Za dva izdvojena soja 

određen je identični alelni profil ST9 (Tablica 13.). 

 

Tablica 14. Prikaz alela prema pojedinom istraživanom genskom lokusu u vrste 

Streptococcus canis 

GEN 
DULJINA 
SLIJEDA 

(bp) 

BROJ 
ALELA 

ALELI HGDI1 

gki ~500 1 3 0,00 
gtr ~500 1 5 0,00 

murI ~500 1 3 0,00 
mutS ~500 1 3 0,00 
recP ~500 1 1 0,00 
xpt ~500 1 2 0,00 

yqiZ ~500 1 3 0,00 
1HGDI – Hunter-Gaston indeks raznolikosti (eng. Hunter-Gaston discriminatory index) 

 

Alelni profili su istraživani na 7 lokusa: gki, gtr, murI, mutS, recP, xpt i yqiZ 

(Tablica 14.). HGDI na svim lokusima jednak je 0 jer nema polimorfizna s obzirom da 

je na dva soja idemtificiran isti ST. 

Korištenjem eBURST algoritma ne postoji grupiranje u grupe. 

Slika 3. prikazuje odnos sojeva Streptococcus canis iz našeg istraživanja,a 

podrijetlom iz Hrvatske sa sojevima prisutnim u bazi podataka PubMLST, a 

podrijetlom iz različitih europskih zemalja. Iz MST prikaza jasno je vidljivo da naši 

sojevi Streptococcus canis pripadaju jednoj od nazastupljenijih grupa u Europi ST9 

koja, vrlo vjerojatno, tvori klonalni kluster u kojem je ST9 čak i nositelj. 
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Slika 3. ''Minimum spanning tree'' prikaz (engl. MST) odnosa alelnih tipova 
sojeva Streptococcus canis iz našeg istraživanja sa sojevima iz različitih dijelova 
Europe. Sama priroda crta koje povezuju pojedine alelne tipove označavaju 
međusobnu povezanost odnosno udaljenost pojedinih alelnih tipova. Naime, 
razlika na jednom genskom lokusu odgovara udaljenosti od 1 (engl. single locus 
variants, SLV)(najdeblja puna crta); razlika na dva lokusa (engl. double locus 
variants, DLV)(tanja puna crta); razlika na tri lokusa (engl. triple locus variants, 
TLV)(još tanja puna crta); itd. Grupa sa sojevima iz našeg istraživanja označena 
je i narančastim krugom. 



 

 58  

5.2.4. Streptococcus uberis  

 

Tablica 15. Identifikacija alelnih profila vrste Streptococcus uberis s pomoću MLST1 

metode 

UZORAK MLST 
ST 

MLST CC arcC ddl gki recP tdk tpi yqiL eBURST
2 

CVI_3 1201 
 

71 1 64 1 76 1 73 single 

CVI_4 1202 
 

72 37 5 2 2 1 73 single 

CVI_7 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_8 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_9 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 
CVI_11 1222 

 
73 1 27 2 107 1 73 single 

CVI_12 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_13 1223 
 

74 1 4 4 5 4 73 single 

CVI_15 1224 ST-5 
complex 

72 1 4 1 2 1 73 G1 

CVI_17 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_18 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_20 1204 
 

74 6 5 2 10 4 72 single 

CVI_21 1205 
 

71 1 43 2 107 1 73 single 

CVI_22 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_23 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_25 1227 ST-5 
complex 

75 1 65 1 2 1 73 single 

CVI_27 1166 
 

42 1 4 2 29 1 34 single 

CVI_29 1228 
 

72 1 4 1 2 41 73 G1 

CVI_30 1225 
 

73 8 5 2 13 1 73 single 

CVI_32 1206 
 

76 5 4 1 2 1 73 single 

CVI_34 1203 
 

72 1 3 2 13 4 73 single 

CVI_37 1207 
 

73 11 4 2 51 4 15 single 

CVI_38 1208 
 

77 37 43 2 49 1 74 single 

CVI_42 1209 
 

71 37 43 2 2 1 73 single 

CVI_46 1210 
 

78 2 3 16 3 1 73 single 

CVI_47 1210 
 

78 2 3 16 3 1 73 single 

CVI_48 1226 
 

79 1 5 2 26 4 73 single 

CVI_52 1229 
 

78 1 65 1 62 1 73 single 

CVI_53 1230 
 

74 8 4 1 108 4 73 single 

CVI_54 1211 
 

71 37 5 1 39 1 74 single 

CVI_59 1212 ST-5 
complex 

71 1 4 1 2 1 73 G1 

1MSLT – Multilocus sequence typing 
2eBURST – eBURST algoritam 
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U tipiziranim uzorcima definirali smo 22 različita alelna profila. Svi alelni tipovi do 

sada su bili nepoznati u bazi podataka. Najzastupljeniji ST je ST1203 s 9 uzoraka. 

ST1210 određen je u dva uzorka dok su ostali ST su u uzorcima zastupljeni s jednim 

uzorkom za pojedini alelni profil (Tablica 15.). 

 

Tablica 16. Prikaz alela prema pojedinom istraživanom genskom lokusu u vrste 

Streptococcus uberis 

GEN DULJINA 
SLIJEDA (bp) 

BROJ ALELA ALELI HGDI1 

arcC ~500 10 42, 71-79 0,82 
ddl ~500 7 1, 2, 5, 6, 8, 11, 37 0,57 
gki ~500 7 3, 4, 5, 27, 43, 64, 65 0,79 

recP ~500 4 1, 2, 4, 16 0,55 
tdk ~500 14 2, 3, 5, 10, 13, 26, 29, 39, 49, 

51, 62, 76, 107, 108 
0,85 

tpi ~500 3 1, 4, 41 0,55 
yqiL ~500 5 15, 34, 72, 73, 74 0,30 

1HGDI – Hunter-Gaston indeks raznolikosti (eng. Hunter-Gaston discriminatory index) 

 

Alelni profili su istraživani na 7 lokusa: arcC, ddl, gki, recP, tdk, tpi i yqiL 

(Tablica 16.). Najpolimorfniji lokusi su tdk i arcC s HGDI indeksima 0,85 odnosno 

0,82. Slijede ga gki, ddl, rec i tpi s HGDI indeksima 0,79; 0,57 i 0,55. Najmanje 

polimorfan je yqiL s HGDI indeksom od 0,30. 

Korištenjem eBURST algoritma definirali smo jednu grupu od tri alelna profila: 

ST1212, ST1224 i ST1228. Ostali alelni profili ne tvore grupe nego su ''pojedinačni'' 

(engl. singletons, single). 

Slika 4. prikazuje odnos sojeva Streptococcus uberis iz našeg istraživanja,a 

podrijetlom iz Hrvatske sa sojevima prisutnim u bazi podataka PubMLST, a 

podrijetlom iz različitih europskih zemalja. Iz MST prikaza nije vidljiva nikakva 

značajna regionalna grupiranost alelnih profila. Ipak, treba imati na umu da smo 

istraživanje proveli na 31 uzorku od kojih velika većina ima novo-identificirani ST. 

Alelni profili su originalni mahom radi novih alela na arcC lokusu. 
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Slika 4. ''Minimum spanning tree'' prikaz (engl. MST) odnosa alelnih tipova sojeva 
Streptococcus uberis iz našeg istraživanja sa sojevima iz različitih dijelova 
Europe. Sama priroda crta koje povezuju pojedine alelne tipove označavaju 
međusobnu povezanost odnosno udaljenost pojedinih alelnih tipova. Naime, 
razlika na jednom genskom lokusu odgovara udaljenosti od 1 (engl. single locus 
variants, SLV)(najdeblja puna crta); razlika na dva lokusa (engl. double locus 
variants, DLV)(tanja puna crta); razlika na tri lokusa (engl. triple locus variants, 
TLV)(još tanja puna crta); itd. Sojevi iz našeg istraživanja označeni su i 
narančastim krugovima 
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6. RASPRAVA 

 

U većini dijagnostičkih laboratorija, za identifikaciju bakterija u rutinskoj 

dijagnostici koriste se različiti biokemijski testovi. Takav postupak zahtijeva dosta 

vremena, a često može rezultirati nezadovoljavajućim rezultatima unatoč složenim 

postupcima identifikacije kakvi se između ostalih primjenjuju i u identifikaciji 

streptokoka. Alternativa ovim postupcima su minijaturni biokemijski testovi poput API 

sustava, složeniji sustavi poput Vitek sustava, MALDI-TOF MS sustava identifikacije 

(engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry, 

MALDI-TOF MS) temeljenog na masenoj spetkrometriji, a u novije doba analizom 

genskih odrednica poput detekcije genskih markera specifičnih za vrstu kao što je 

16S rRNA (MCDONALD i sur., 2005.). 

Svi naši izolati korišteni u istraživanju bili su gram-pozitivni koki, katalaza 

negativni, karakteristične morfologije za streptokoke. Provjerena im je sposobnost 

razgradnje eskulina, prisutnost CAMP faktora. Sposobnost rasta na selektivnoj 

podlozi kanamicin eskulin azid agaru s dodatkom žučnih soli radi razlikovanja od 

enterokoka provjerena je i niti jedan izolat nije porastao nakon inkubacije u trajanju 

od 72 sata pri 37°C.  

Od 54 bakterijska soja koja smo odabrali za istraživanje, za 47 (87 %) je 

potvrđeno da pripadaju rodu Streptococcus. Od sedam preostalih sojeva tri su 

pripadala vrsti Enterococcus faecalis i četiri vrsti Lactococcus lactis. Mikrobiološka 

identifikacija prikazana je u tablici 7. Najveći stupanj podudarnosti rezultata uočen je 

za vrstu S. uberis. Od 24 mikrobiološki identificirana soja njih 18 (75%) potvrđeni su 

genskim metodama. Preostalih 6 identificirano je kao S. dysgalactiae (3), 

Lactococcus lactis (2) i 1 Enterococcus faecalis. U skupini koja je mikrobiološki 

identificirana do roda, od 17 analiziranih sojeva, većina, odnosno 12 (71%) je 

genskim analizama identificirano kao S. uberis, 2 kao Enterococcus faecalis, 2 kao 

Lactococcus lactis i 1 kao S. dysgalactiae.  

Naši rezultati su usporedivi s rezultatima koje su nedavno objavili WALD 
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 i sur. (2017), nokon što su analizirali 336 izolata bakterije S. uberis izdvojene 

iz slučajeva mastitisa podijelivši ih u 2 skupine: jednu koja je imala tipičan porast na 

podlogama i biokemijske osobine dok su u drugu uvrstili izolate s barem jednom 

atipičnom osobinom. U skupini tipičnih predstavnika podudarnost rezultata 

mikrobiološke identifikacije s genskim probama iznosila je 96%, dok je u skupini 

atipičnih iznosila je 64%, u obje skupine zajedno 91%. Autori zaključuju da je u 

skupini s barem jednom atipičnom kulturelnom ili biokemijskom osobinom izražen 

preveliki biodiverzitet i da se pouzdanost rezultata može poboljšati uvođenjem 

jednostavnih dodatnih testova. Kada je u pitanju identifikacija vrste S. uberis, 

„urođena“ slabost rutinskih metoda rezultat je činjenice da izražene karakteristike 

ovog uzročnika variraju između izolata (ODIERNO i sur., 2006., KRÖMKER i sur., 

2014., DUARTE i sur., 2015.). U rutinskoj identifikaciji atipične sojeve S. uberis može 

se zamijeniti sličnim bakterijama iz okoliša poglavito okolišnim streptokokima ili 

mliječno-kiselim bakterijama osobito pripadnicima roda Lactococcus (FORTIN i sur., 

2003., WERNER i sur., 2014.). 

Najizraženije neslaganje rezultata u našem istraživanju uočeno je kada je u 

pitanju vrsta S. agalactiae. Dva mikrobiološki identificirana soja potvrđena su i 

genskim analizama. Međutim 4 soja mikrobiološki identificirana kao S. dysgalactiae 

molekularnim su metodama identificirana kao S. agalactiae. U spomenuta 4 soja 

mikrobiološkim pretragama nije potvrđena sposobnost tvorbe CAMP fenomena. 

CAMP test služi za identifikaciju vrste S. agalactiae i visoko je specifičan za skupinu 

B po Lancefieldovoj kojoj ova vrsta pripada. Test se temelji na detekciji difuzibilnog 

ekstracelularnog bakterijskog proteina koji u sinergiji s beta-toksinom vrste Staph. 

aureus izaziva potpunu lizu ovčjih eritrocita u podlozi. CAMP faktor u vrste S. 

agalactiae kodira gen cfb. Analogni geni prisutni su i u drugih vrsta streptokoka kod 

kojih je izražen CAMP fenomen: cfu u vrste S. uberis (JIANG i sur., 1996.), cfa u S. 

pyogenes (GASE i sur., 2000.) i cfg u S. canis (HASSAN i sur., 2000.), ali se 

međusobno razlikuju od cfb gena. Molekularnim je pretragama potvrđena prisutnost 

cfb gena u gotovo svim pripadnicima B skupine streptokoka po Lancefieldovoj 

(HASSAN i sur., 2000., KE i sur., 2000., ESTUNINGSIH i sur., 2002.). Međutim neki 

pripadnici skupine B po Lancefieldovoj su fenotipski, a djelomice i genotipski CAMP 

negativni (PODBIELSKI i sur., 1994., VANDAMME i sur., 1997., HASSAN i sur., 

2000., HASSAN i sur., 2002.). Vezano za identifikaciju S. agalactiae u rutinskim 
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pretragama nameće se zaključak da svaki izdvojeni soj S. dysgalactiae treba 

podvrgnuti dodatnim biokemijskim testovima ili genskim analizama radi sigurnije 

identifikacije. Osim toga, sojeve iz zbirke koji ne pokazuju CAMP fenomen bilo bi 

uputno genski analizirati i vidjeti jesu li nosioci gena cfb. 

Rod Streptococcus obuhvaća gram-pozitivne bakterije sferičnog ili ovoidnog 

oblika tipično složenih u obliku lanaca ili parova. Pripadnici roda fakultativno su 

anaerobni, nesporulirajući, katalaza-negativni. Među brojnim poznatim vrstama 

streptokoka koje naseljavaju ljudski ili životinjski organizam neke su značajni 

patogeni. BILLROTH je 1874. godine prvi opisao lančaste nizove bakterija iz rana 

nazvavši ih streptokokima. ROSENBACH je 1884. godine prvi opisao vrstu 

Streptococcus pyogenes izdvojivši je iz gnojne rane čovjeka. Više je istraživača 

nakon toga izoliralo streptokoke iz različitih izvora, uključujući S. agalactiae iz 

vimena te iz slučajeva pneumonije ljudi i konja (HARDIE i WHILEY, 1995.).  

Zbog kompleksnijih nutritivnih zahtjeva streptokoka, izolacija na osnovnim 

hranjivim podlogama je manje uspješna nego na podlogama obogaćenima krvlju, 

serumom ili ugljikohidratima. Kolonije porasle na hranjivim podlogama su sitne, oko 1 

mm nakon 24h inkubacije pri 37 °C, većinom nepigmentirane osim ako su uzgojene u 

posebnim uvjetima. Optimalna temperatura za izdvajanje i kultivaciju je 37 °C (TAGG 

i sur., 2011.). Brojne revizije u taksonomskoj podjeli streptokoka provedene su od 

samih početaka istraživanja streptokoka. U novije vrijeme uvriježena je podjela u 6 

glavnih skupina s određenom vrstom kao nositeljem skupine te u skupinu u kojoj 

nositelj nije određen. Podjela se temelji na analizi odsječka gena 16S rRNA. Skupine 

su: 

1. Streptococcus pyogenes skupina obuhvaća beta-hemolitične streptokoke 

patogene za ljude i životinje  

2. Streptococcus anginosus skupina obuhvaća komenzale i oportunističke patogene 

pronađene u usnoj šupljini, probavnom i genitalnom traktu ljudi  

3. Streptococcus mitis skupina uključuje patogenu vrstu S. pneumoniae i različite 

komenzale u usnoj šupljini 

4. Streptococcus salivarius skupina uključuje mliječne streptokoke i komenzale usne 

šupljine ljudi 
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5. Streptococcus bovis skupina obuhvaća vrste pronađene u probavnom traktu više 

vrsta životinja 

6. Streptococcus mutans skupina obuhvaća genetski različite različite, ali fenotipski 

slične vrste 

7. Skupina bez nositelja definirana bolešću  

Najznačajniji u veterinarskoj medicini su pripadnici S. pyogenes skupine, a 

obuhvaćaju, između ostalih, vrste koje uzrokuju mastitis krava S. agalactiae, S. 

dysgalactiae, S. uberis, S. canis. Pripadnici ove skupine u domaćina uzrokuju 

septikemiju ili infekciju dišnog sustava. Premda su većinom adaptirani na jednog 

domaćina, neki pripadnici skupine imaju zoonotski karakter i uzrokuju infekcije u ljudi 

koji su u bliskom kontaktu s nositeljem. Najbolje je opisan S. pyogenes koji u ljudi 

uzrokuje čitav niz patoloških stanja kao što su faringitis, impetigo, celulitis, 

nekrotizirajući fascitis, streptokokni sindrom septičnog šoka, reumatska groznica, 

glomerulonefritis. 

Vrsta S. agalactiae, premda dugo poznata kao uzročnik mastitisa krava, često 

naseljava dišni, spolni i probavni trakt čovjeka te uzrokuje infekcije ljudi poglavito 

sepsu ili meningitis novorođenčadi. (BERARDI i sur., 2007.). Premda S. agalactiae 

na temelju serotipizacije po Lanefieldovoj pripada u skupinu B neovisno o porijeklu, 

sojevi porijeklom iz ljudi razlikuju se od sojeva izdvojenih iz životinja po patogenim i 

fenotipskim osobinama. Genotipiziranjem je utvrđeno da sojevi S. agalactiae ovisno o 

porijeklu (ljudi, životinje) tvore zasebne populacije. Ipak, novija istraživanja ukazuju 

da se određeni prijenos na ljude događa u slučajevima bliskog kontakta ljudi s 

govedima (MANNING i sur., 2010.). S. agalactiae je također zapažen i kao značajan 

patogen u akvakulturi izazivajući značajan pobol i smrtnost u farmski uzgajanih riba. 

Pored toga povezuje ga se s bolestima sisavaca i nesisavaca diljem svijeta 

(PEREIRA i sur., 2010.). 

Dvije podvrste unutar S. dysgalactiae predložene su kao taksonomske 

kategorije. S. dysgalactiae subspecies equisimilis uključuje izolate iz ljudi i životinja 

koji pokazuju izrazitu beta-hemolizu, sadrže C ili G antigen po Lancefieldovoj, 

povremeno A ili L i posjeduju gene za virulenciju homologne vrsti S. pyogenes. S. 

dysgalactiae subspecies dysgalactiae izoliran je samo iz životinja, pokazuje alfa ili 
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beta hemolizu ili je nehemolotičan te posjeduje C ili L antigen po Lancefieldovoj. 

Fenotipski slične, ali genetski različite vrste S. uberis i S. parauberis značajni su 

uzročnici mastitisa i za razliku od većine piogenih streptokoka su alfahemolitične ili 

nehemolitične. Neki sojevi regiraju s antiserumom B, E, G ili P po Lancefieldovoj 

(GROSCHUP i sur., 1991.). Streptococcus canis tvori velike kolonije, a pripada 

skupini G po Lancefieldovoj. Najčešće se izdvaja iz uzoraka porijeklom od pasa i 

krava s mastitisom. Povremeno uzrokuje infekcije u ljudi (LAM i sur., 2007.). 

Ostali pripadnici piogenih streptokoka su S. equi subsp. equi, S. equi subsp. 

zooepidemicus, S. equi subsp. ruminatorum, S. porcinus, S. pseudoporcinus, S. 

hyointestinalis, S. hyovaginalis , S. thoraltensis, S. halichoeri, S. phocae, S. 

castoreus, S. didelphis, S. iniae, S. urinalis, S. pluranimalium. 

Pored zajedničkih morfoloških i kulturelnih osobina koje dijeli s ostalim 

streptokokima, S. agalactiae se od ostalih streptokoka razlikuje po sposobnosti 

tvorbe ekstracelularnog produkta koji u prisutnosti stafilokoknog beta toksina izaziva 

potpunu hemolizu na agaru s dodatkom krvi. Ova je osobina prema istraživačima koji 

su je prvi opisali nazvana CAMP fenomen (Christie, Atkins, Munch-Peterson). U 

rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici ovaj se fenomen koristi za razlikovanje S. 

agalactiae tako da se u podloge s dodatkom krvi dodaje u podlogu stafilokokni beta 

toksin ili se na podlogu s dodatkom krvi nacjepljuje soj Staphylococcus aureus koji 

tvori nepotpunu hemolizu u obliku pruge, a okomito na prugu ispitivani soj 

streptokoka tako da se pruge ne dodiruju. CAMP fenomen očituje se zonom potpune 

hemolize polumjesečasta oblika. S. agalactiae ne razgrađuje eskulin. Ako se uzgaja 

u anaerobnim uvjetima na podlogama s pH vrijednošću iznad 7.3 i s dodatkom 

škroba stvara karotenoidni pigment. Tvorba pigmenta postojanija je u sojeva 

izdvojenih iz ljudi, nego u sojeva iz goveda. Bakteriju je moguće uspješno izdvojiti iz 

uzoraka mlijeka nakon smrzavanja budući da smrzavanje ne utječe na njezinu 

vijabilnost. Bakterijske stanice imaju sposobnost adherencije na stanice mliječne 

žlijezde, a sama mliječna žlijezda predstavlja mikro okoliš pogodan za rast i 

razmnožavanje vrste S. agalactiae. Među različitim sojevima je opažena razlika u 

patogenosti, a ona je povezana sa sposobnošću adherencije (KEEFE, 1997.). 

Bakterija S. agalactiae izrazito je kontagiozni obligatni patogen mliječne 

žlijezde. U pravilu izaziva perzistirajuće infekcije slabijeg intenziteta upale, ali niskog 
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stupnja samoizlječenja. Inficirane a neotkrivene krave predstavljaju rezervoar 

infekcije. Budući da je S. agalactiae obligatni intramamarni patogen, kravlje vime 

smatra se jedinim izvorom uzročnika u mlijeku. Stoga se i u slučajevima detekcije 

ovog uzročnika u stajskom uzorku mlijeka smatra da je izvor mliječna žlijezda. Budući 

da može duže vrijeme preživjeti samo u mliječnoj žlijezdi te da je osjetljiv na penicilin, 

podložan je eradikaciji iz stada muznih krava. Uz primjenu biosigurnosnih mjera, 

stado se može održavati u stanju slobodnom od infekcija ovim uzročnikom. 

Tijekom 50-ih godina prošlog stoljeća ovaj je uzročnik bio jedan od glavnih 

uzročnika mastitisa. Primjenom mjera kontrole bolesti i promjenama u zakonodavstvu 

tijekom 1960-ih skoro je iskorijenjen iz stada muznih krava u sjevernoj Europi, a 

takvo stanje glede proširenosti uzročnika nastavljeno je do kraja stoljeća. U 

posljednjih 20-ak godina okolnosti u primarnoj proizvodnji mlijeka su se promijenile. 

Broj stada muznih krava je smanjen, prosječni broj krava po farmi je povećan, a sve 

je češća primjena automatizirane mužnje na farmama. Istovremeno je porastao i udio 

farmi na kojima je zabilježena infekcija ovim uzročnikom (LYHS i sur., 2016.). U 

Danskoj je broj takvih farmi utrostručen u prvim godinama 21. stoljeća (MWEU i sur., 

2012.), a sličan trend je uočen i u Švedskoj i Norveškoj (KATHOLM i sur., 2012.).  

U novije vrijeme brojna istraživanja nastoje rasvijetliti molekularnu 

epidemiologiju i gensku različitost bakterije S. agalactiae. Neka istraživanja koja 

koriste tipiziranje sekvenci na više lokusa unutar tzv. housekeeping gena (MLST) 

ukazuju na adaptiranost određenih sekvencijskih tipova (ST) za određenog domaćina 

te na odvojeno grupiranje humanih i goveđih sojeva (CHEN SWAINE, 2019.). 

Tipičnim klasterima u koje spadaju goveđi tipovi smatraju se CC67 i CC23 (YANG i 

sur., 2013., CHEN SWAINE, 2019.). Najčešći sekvencijski tipovi koji se smatraju 

adaptiranima na goveda su ST67 i ST103. ST67 pripada klonalnom kompleksu 

CC67. Smatra se najproširenijim tipom i do sada je potvrđen u Brazilu (CARVALHO- 

CASTRO i sur., 2017.), Francuskoj, Ujedinjenom Kraljevstvu (BISHARAT i sur., 

2004.) i SAD (SPRINGMAN i sur., 2014.). U istraživanju LYHS i sur. (2016.) koje je 

obuhvatilo 81 soj izoliran iz ljudi u Finskoj i Švedskoj te 108 sojeva izdvojenih iz 

goveda u ove dvije zemlje većina utvrđenih sekvencijskih tipova (54%) pripadala je 

tipovima koji napadaju oba domaćina. Autori su zaključili da je demarkacijska linija 

između sojeva različite specifičnosti prema određenom domaćinu poroznija nego što 
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se ranije smatralo. Sojevi izdvojeni iz ljudi tvore 6 klastera: CC1, CC10, CC17, CC19, 

CC23 i CC26 (WANG i sur., 2017.). 

U našem istraživanju detektirali smo 4 sekvencijska tipa: ST314, ST23, ST67 i 

ST103. Tri od sedam sekvenciranih sojeva S. agalactiae u našem istraživanju 

pripadaju tipu ST314. Isti je tip potvrđen u Kolumbiji (COBO-ÁNGEL i sur., 2018.). U 

istraživanju provedenom u Švedskoj koje je obuhvatilo ljudske i goveđe izolate, 

ST314 je potvrđen u kravljih izolata (LYHS i sur., 2016.). ST23 sekvencijski tip do 

sada je izdvojen iz većeg broja domaćina i smatra se da ima najširi spektar 

domaćina. Infekcije ovim tipom zabilježene su u hladnokrvnih i toplokrvnih 

organizama uključujući ljude, goveda, pse, krokodile i tuljane. Odrasli ljudi su nosioci 

ovog tipa dok u novorođenčadi uzrokuje neonatalnu infekciju. Često se izdvaja iz 

krava i poznat je kao uzročnik mastitisa (DELLANOY i sur., 2013.). Premda se ne 

smatra patogenim za ribe (DELLANOY i sur., 2013.), u pokusnoj infekciji tilapije 

sojevima ovog tipa izdvojenog iz ljudi, mortalitet je iznosio 70-100% (WANG i sur., 

2017.). Sojevi izdvojeni iz ljudi i krava serološki se razlikuju premda pripadaju istom 

ST tipu. Serološka specifičnost rezultat je različitog slaganja četiriju ugljikohidratnih 

komponenti u jedinstvenu ponavljajuću jedinicu u kapsuli bakterije. Strukturalna 

različitost rezultat je raznolikosti unutar genskog klastera koji kodira biosintezu 

bakterijske kapsule. Izmjena gena koji kodiraju tip kapsule odvija se horizontalno pa 

stoga bliski ST tipovi sintetiziraju različite kapsule (BROCHET i sur., 2006.). ST67 

smatra se najčešćim tipom kada su u pitanju vrsta S. agalactiae porijeklom iz 

mastitisa goveda i u nekim istraživanjima dvije trećine pretraženih izolata pripadalo je 

ovom tipu (BICHARAT i sur., 2004.). Sekvencijski tipovi izdvojeni iz ljudi su puno 

raznolikiji u usporedbi s tipovima goveđeg porijekla, koji uglavnom obuhvaćaju ST67 i 

njegov varijantu ST61. Infekcija prouzročena vrstom S. agalactiae u ljudi može biti 

smještena u više organskih sustava dok je u krava zahvaćena samo mliječna žlijezda 

pa to može biti razlogom manje heterogenosti goveđih izolata. Pretpostavlja se da je 

ljudski neonatalni klon ST17 evoluirao iz goveđeg ST 67 (BISHARAT i sur., 2004., 

ZADDOKS i sur., 2011.).  

U novije vrijeme sojevi unutar klonalnog kompleksa CC103 postali su značajni 

uzročnici mastitisa krava u europskim i azijskim zemljama, a pripadnik kompleksa 

ST485 sve je češći nalaz u ljudi u Kini (WANG i sur., 2018.). Pripadnici CC103 

uzrokuju infekcije uljudi i životinja. Dosad su izdvojeni iz pasa, mačaka, goveda i riba. 
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Filogenetske analize ukazuju da CC103 formira zasebni evolucijski ogranak u 

odnosu na druge klonalne komplekse unutar skupine streptokoka. Ljudski i goveđi 

izolati, pripadnici CC103, pokazuju blisku evolucijsku povezanost. Unutar CC103 

generiralo se više sekvencijskih tipova, između ostalih ST103: ST103 inficira ljude i 

goveda i nema formiranih zasebnih evolucijskih ogranaka. Stoga se smatra da nije 

evoluirao na jednom domaćinu i da se ljudi i goveda mogu međusobno inficirati ovim 

sekvencijskim tipom (WANG i sur., 2018.). 

Vrsta Streptococcus dysgalactiae je po pitanju taksonomije bila izvorom 

konfuzija. Naziv je u početku bio predložen za različite goveđe streptokoke, dok je 

naziv Streptococcus equisimilis bio predložen za beta-hemolitične streptokoke 

skupine C po Lancefieldovoj porijeklom iz ljudi. Osamdesetih godina 20. stoljeća u 

vrstu S. dysgalactiae bili su uvršteni samo alfa-hemolitički streptokoki goveđeg 

porijekla. Nakon toga, sistematika je doživjela promjenu koja se temeljila na 

rezultatima molekularnih pretraga. Naime rezultati polučeni tehnikom hibridizacije 

DNK ukazali su da goveđi sojevi S. dysgalactiae, S. equisimilis i streptokoki skupina 

G i L po Lancefieldovoj koji tvore velike kolonije zapravo čine jednu vrstu S. 

dysgalactiae. Stoga je prihvaćena nova podjela u dvije podvrste pa danas S. 

dysgalactiae subsp. dysgalactiae obuhvaća izolate porijeklom iz životinja, a podvrsta 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis obuhvaća beta-hemolitične izolate iz čovjeka te 

streptokoke koji tvore velike kolonije a posjeduju C i G antigen po Lancefieldovoj 

(JENSEN i MOGENS, 2011.).  

Morfološke i kulturelne osobine ovog uzročnika slične su drugim 

streptokokima. To su gram-pozitivni, katalaza negativni i oksidaza pozitivni koki koji 

tvore kratke i srednje duge nizove. Optimalna temperatura za rast je 37°C. Rast se 

ne zapaža na temperaturi nižoj od 10°C i višoj od 45°C. Rast također zaustavlja 

dodatak 6.5% NaCl, 40% žuči, bacitracina te pH 9.6 (ABDESALAM i sur., 2013.). 

Oko poraslih kolonija uočava se alfa hemoliza ili hemoliza nije izražena, a podvrsta 

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae pripada skupini C po Lancefieldovoj.  

U posljednje vrijeme je provedeno relativno malo istraživanja fokusiranih na 

ovog uzročnika, no ona naglašavaju da se ovaj uzročnik može ponašati i kao 

kontagiozni i kao uvjetno patogeni (okolišni) patogen (LUNDBERG i sur., 2016.). S. 

dysgalactiae subsp. dysgalactiae smatra se životinjskim patogenom i često je 
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povezan s kliničkim i supkliničkim mastitisom u krava (ABDELSALAM i sur., 2013., 

CERVINKOVA i sur., 2013.). Prema nedavno objavljenim radovima, uzročnik je 

povezan s pojavom sindroma nalik toksičnom šoku u krava (CHENIER i sur., 2008.) 

gnojnim poliartritisom u janjadi (LACASTA i sur., 2008.), bakterijemijom u pasa 

(VELA i sur., 2006.), sustavnom granulomatoznom bolešću i teškom septikemijom u 

riba (HAGIWARA i sur., 2009.). U posljednje vrijeme pojavljuju se izvješća i radovi 

koji naglašavaju povezanost ovog uzročnika s različitim infekcijskim stanjima u ljudi 

kao što su celulitis, artritis nakon artoplastičnog zahvata i endokarditis. Čini se ipak 

da su takvi slučajevi rijetki i da uloga ove bakterijske podvrste u patogenezi ljudskih 

infekcija nije do kraja jasna (ALVES-BARROCO i sur., 2019.).  

O izdvajanju, patogenosti, rasprostranjenosti pojedinih sekvencijskih tipova 

podvrste S. dysgalactiae subsp.dysgalactiae u dostupnoj literaturi gotovo da i nema 

podataka za razliku od podvrste S. dysgalactiae subsp.equisimilis. Molekularna 

epidemiologija podvrste S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae istražena je tehnikom 

gel elektroforeze u pulsirajućem polju (LUNDBERG i sur., 2016.). Autori su ukazali na 

različitost pulsotipova između stada premda se isti tipovi mogu naći u više stada što 

se u velikoj mjeri podudara i sa našim nalazom. Naime ukupno 8 analiziranih sojeva 

pripadalo je u 7 sekvencijskih tipova. Samo je ST305 zastupljen s dva soja, dok su 

ST453, ST451, ST311, ST306, ST299 i ST460 prisutni s po jednim pretraženim 

sojem. Pretraživanjem javno dostupnih podataka u međunarodnoj bazi 

(https://pubmlst.org/organisms/streptococcus-dysgalactiae) vidljivo je da su svi tipovi, 

izuzev ST453 za kojeg nema javno dostupnih podataka, porijeklom iz goveda, a za 

većinu je navedeno da potječu iz slučajeva mastitisa krava.  

Vrstu S. uberis povezanu s mastitisom krava prvi je opisao Diernhofer 1932. 

(KHAN, 2002.). S. uberis je gram-pozitivni, katalaza negativni streptokok koji ima 

sposobnost razgradnje eskulina. Često se izdvaja iz uzoraka mlijeka sa supkliničkim 

ili kliničkim mastitisom. U rutinskoj dijagnostici u mikrobiološkim laboratorijima 

ponekad ga se ne identificira dovoljno pouzdanim metodama pa se nakon detaljnije 

analize izolata prvotno identificiranih kao S. uberis otkrije da se izolat razlikuje od 

ovog patogena (COFFEY i sur., 2006.). Od ranih 70-ih godina prošlog stoljeća ovog 

uzročnika istraživači svrstavaju u oportunističke patogene iz okoliša budući da je u 

više navrata izdvojen iz stelje, fecesa i sa kože te iz mliječne žlijezde krava (DAVIES 

i sur., 2016.). 
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Među najznačajnijim je uzročnicima mastitisa krava širom svijeta uključujući 

zemlje s intenzivnom mljekarskom proizvodnjom poput SAD (WILSON i sur., 1997.), 

Nizozemske (BARKEMA i sur., 1999.), Kanade (SARGEANT i sur., 1998., OLDE 

RIEKERING i sur., 2008.), Ujedinjenog Kraljevstva (LEIGH, 1999.), Australije 

(PHUEKTES i sur., 2001.) i Francuske (BOTREL i sur., 2010.). Trend veće 

učestalosti mastitisa prouzročenog ovim uzročnikom opisan je i u Republici Hrvatskoj 

(CVETNIĆ i sur., 2016a.). Uzročnika se smatra glavnom preprekom u kontroli 

mastitisa krava, djelomice i stoga što mu epidemiologija nije u potpunosti rasvijetljena 

(ZADOKS i sur., 2003.). Primarni rezervoar uvjetno patogenih uzročnika mastitisa je 

okoliš krave, a izloženost uzročniku nije vezana isključivo za proces mužnje. Izvori 

uzročnika S. uberis u okolišu krave su dijelovi tijela, gnoj, pašnjak te stelja. Nove 

infekcije mogu se zapaziti i u zasušenih krava te u junica prije teljenja. Budući da se 

zasušene krave i junice ne muzu, infekcije u ovih skupina životinja ne mogu nastati 

prijenosom s krave na kravu u izmuzištu. Stoga je okoliš najvjerojatniji izvor infekcije 

(ZADOKS i sur., 2003.). Naglašavanje okoliša kao izvorišta ovog uzročnika infekcije 

mliječne žlijezde djelomice je rezultat neuspjeha u iskorjenjivanju zaraze primjenom 

higijenskih mjera koje su učinkovite u kontroli kontagioznih uzročnika mastitisa 

(BRAMLEY, 1984.). Međutim primjena molekularnih metoda u istraživanjima ukazala 

je na činjenicu da postoji i izravan prijenos s krave na kravu i da u nekim stadima 

dominira isti soj (BASEGGIO i sur., 1997., COFFEY i sur., 2006.). 

Intramamarne infekcije prouzročene sa S. uberis mogu protjecati u kliničkom i 

subkličkom obliku i varirati u duljini trajanja. Subkliničke infekcije mogu ugroziti 

uspjeh provedbe mjera za kontrolu mastitisa jer protječu nezapaženo, bez vidljivih 

znakova mastitisa. Takve infekcije obično su dugotrajnije. Kronične infekcije mliječne 

žlijezde prouzročene ovom vrstom u više su navrata dokumentirane (OLIVER i sur., 

1998.) a neki autori su ukazali na njihovu moguću ulogu u širenju za vrijeme mužnje 

(PEELER i sur., 2000.). Suvremena istraživanja koja kombiniraju terenska zapažanja 

s rezultatima molekularnog tipiziranja podupiru stavove o povremenoj kontagioznoj 

naravi ovog uzročnika. Više istraživača pokušalo je povezati soj s kliničkom slikom ili 

epidemiološkim značajkama soja kao što su perzistencija infekcije, klinička slika 

infekcije ili povezanost s brojem somatskih stanica u mlijeku. Čini se da individualni 

čimbenici povezani sa životinjom više određuju trajanje infekcije od samog soja 

bakterije (PULLINGER i sur., 2007.). 
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Molekularne metode istraživanja S. uberis datiraju iz 1990-ih godina prošlog 

stoljeća. U većini provedenih istraživanja u kojima su korištene molekularne metode 

naglašena je izrazita heterogenost izolata S. uberis (PULLINGER i sur., 2006., 

TOMITA i sur., 2008., REYES i sur., 2019.). Unatoč heterogenosti uzročnika, 

aseptično uzet uzorak iz pojedinačne četvrti vimena obično sadrži samo jedan soj S. 

uberis (PHUEKTES i sur., 2001.). Čak i nakon eksperimentalne infekcije s više 

sojeva S. uberis jedan od sojeva dominira (PRYOR i sur., 2009.). Perzistirajuća 

infekcija jedne četvrti s uzastopnim izdvajanjem istog soja češća je pojava nego 

istovremeno izdvajanje istog soja iz različitih četvrti iste krave (MCDOUGALL i sur., 

2004.). Istovremena infekcija više krava u stadu istim sojem opisana je i pripisuje se 

prijenosom uzročnika s krave na kravu (PHUEKTES i sur., 2001., KHAN, 2002., 

TOMITA i sur., 2008.). 

Tipiziranje odsječaka na više lokusa (MLST) temelji se na bilježenju promjena 

u tzv. house keeping genima koji se u evoluciji sporo mijenjaju budući da kodiraju 

neke temeljne funkcije stanice. U svojoj osnovi MLST se temelji na određivanju 

slijeda nukleotida u odsječku odabranih gena. Genski lokusi odabrani su na temelju 

činjenice da se nalaze u svakom organizmu i da su varijacije unutar lokusa selektivno 

neutralne. Odsječci koji se analiziraju veličine su 400-500 baznih parova i mogu se 

brzo, ekonomično i pouzdano analizirati u oba smjera koristeći set početnica 

(COFFEY i sur., 2006.). Unatoč izraženoj heterogenosti populacije S. uberis 

izdvojene iz mliječne žlijezde do sada su definirana 3 glavna klonalna kompleksa 

(engl. clonal complex, CC). Izolati S. uberis izdvojeni iz mlijeka u Ujedinjenom 

Kraljevstvu najvećim dijelom pripadaju klonalnom kompleksu CC5, u Novom Zelandu 

najčešći je CC143, dok je CC86 potvrđen u Australiji, Ujedinjenom Kraljevstvu i 

Novom Zelandu, ali je u svim spomenutim zemljama manje zastupljen od dvaju 

spomenutih CC-a (TOMITA i sur., 2008., PULLINGER i sur., 2006.). CC5 uglavnom 

se povezuje s kliničkim mastitisom, CC143 sa subkliničkim mastitisom, a CC86 sa 

latentnom infekcijom mliječne žlijezde (TOMITA i sur., 2008.). Ova povezanost 

između CC i tipa mastitisa nije apsolutna. Naime premda u Novom Zelandu dominira 

CC143, čest je klinički oblik mastitisa (MCDOUGALL i sur., 2004.), dok u 

Ujedinjenom Kraljevstvu je češći subklinički oblik unatoč dominaciji CC5 među 

izolatima S. uberis (BRADLEY i sur., 2007.). Iz objavljenih radova možemo zaključiti 

da je vrsta S. uberis oportunstički uvjetno patogeni uzročnik iz okoliša koji se 
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povremeno može prenositi s krave na kravu, odnosno poprimiti karakter 

kontagioznog uzročnika vjerojatno zbog prihvaćanja mobilnih genetičkih elemenata 

koji favoriziraju preživljavanje ili prijenos bakterije ili zbog propusta u upravljanju 

zdravljem stada (ZADOKS i sur., 2011.). 

U našem istraživanju analizirali smo ukupno 31 soj vrste S. uberis. Dio sojeva 

mikrobiološki je pravilno identificiran do vrste (18/31), jedan dio do roda (12/31), dok 

je jedan soj S. uberis pogrešno identificiran kao S. dysgalactiae. Ukupno su 

determinirana 22 različita sekvencijska tipa. Najzastupljeniji tip je ST1203 kojemu je 

pripadalo 9 izolata. Ostali tipovi zastupljeni su s po jednim primjerkom. Svi 

identificirani tipovi su do sada nezabilježeni u bazi podataka. Tri utvrđena tipa 

(ST1212, ST1224, ST1227) pripadaju ST5 kompleksu. Korištenjem eBURST 

algoritma definirali smo jednu grupu u koju pripadaju tri alelna profila: ST1212, 

ST1224 i ST1228 dok svi ostali alelni profili ne tvore grupe nego su ''pojedinačni''. 

Premda su sekvencijski tipovi identificirani u našem istraživanju različiti od 

tipova utvrđenih u drugim istraživanjima ipak možemo zaključiti da se naši rezultati 

podudaraju s rezultatima drugih istraživača po utvrđenoj heterogenosti, odnosno po 

broju utvrđenih sekvencijskih tipova unutar analizirane populacije pripadnika vrste S. 

uberis. Iako nemamo detaljnih epidemioloških podataka o stadima iz kojih izolati 

potječu, anamnestički podatak o naravi mastitisa nam je poznat, odnosno svi izolati 

potječu iz slučajeva subkliničkog mastitisa bez izraženih kliničkih simptoma. U 

budućim sličnim istraživanjima posebnu pozornost treba obratiti na ST1203 i druge 

eventualno ponavljajuće tipove te utvrditi njihovu potencijalnu kontagioznu narav.  

S. canis izvorno je opisan kao beta-hemolitički streptokok izdvojen iz pasa i 

krava koji posjeduje G antigen po Lancefieldovoj (DEVRIESE i sur., 1986.). Izdvojen 

je iz više vrsta domaćina: psa, štakora, vidrice, lisice, japanskog rakuna i čovjeka. 

Važan je oportunistički patogen mačaka i pasa u kojih inficira središnji živčani sustav, 

dišni sustav, mokraćno-spolni sustav, krv, kožu, kosti, krvožilni sustav i trbušne 

organe. U pasa i mačaka infekcija se može razviti u teške oblike poput streptokoknog 

toksičnog šok sindroma, nekrotizirajućeg fascitisa, septikemije, pneumonije, 

meningitisa pa i čestih smrtnih ishoda dok u krava izaziva mastitis. Sve je više 

izvješća o infekcijama koje S. canis uzrokuje u ljudi s kliničkim manifestacijama 

sličnima onima zapaženima u mačaka i pasa. U ljudi su zabilježene infekcije mekih 
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tkiva, bakterijemija, urinarne infekcije, infekcije kostiju, pneumonija i smrtni ishod 

uslijed sepse.  

Vrsta S. canis filogenetski se smatra srodnom s vrstama Streptococcus 

dysgalactiae subsp. dysgalactiae, Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis, i 

Streptococcus pyogenes. Vrsta je beta-hemolitična i pripada skupini G po 

Lancefieldovoj. Smatra se da je učestalost infekcije ljudi vrstom S. canis moguće 

podcijenjena jer identifikacija po Lancefieldovoj, koja se često koristi u kliničkoj 

praksi, ne može razlikovati vrstu od podvrste S. dysgalactiae subsp. equisimilis 

(RICHARDS i sur., 2012.). S. canis u više je navrata izdvojen iz krava koje su 

bolovale od mastitisa. U ranije opisanim slučajevima izdvajani su streptokoki skupine 

G po Lanciefieldovoj bez identifikacije vrste pa su neki autori zaključili da bi se moglo 

raditi o ovoj vrsti (EBERHARDT i GUSS, 1970.). WATTS i sur. (1984.) opisali su  

epizootiju mastitisa prouzročenu streptokokima G skupine u stadu mliječnih krava, a 

WATTS (1988.) karakterizira streptokoke izdvojene iz mliječne žlijezde te među 

izdvojenim streptokokima identificira S. canis. HASSAN i sur. (2005.) opisali su 

epizootiju subkliničkog mastitisa prouzročenu sa S. canis u stadu muznih krava u 

Njemačkoj, navodeći da se radi o do tada najmasovnijem opisanom slučaju mastitisa 

prouzročenom ovim uzročnikom. U stadu s 49 muznih krava iz 31 četvrti 11 krava 

izdvojen je S. canis. Vrsta S. canis opisana je i uvrštena među kontagiozne uzročnike 

budući da se infekcija prenosi s krave na kravu (FOX i GAY, 1993.). Porijeklo 

infekcije u nekim slučajevima nije potpuno jasno i smatra se da izvor infekcije mogu 

biti druge životinje, prvenstveno mačka i pas (HASSAN i sur., 2005., RICHARDS i 

sur., 2012.). 

U našem istraživanju za dva smo izdvojena streptokoka koji su klasičnim 

bakteriološkim metodama identificirani kao Streptococcus spp. molekularnim 

metodama utvrdili da su pripadnici vrste S. canis. Oba su analizirana soja pripadala 

sekvencijskom tipu ST9. U više je navrata potvrđeno da ovom sekvencijskom tipu 

pripadaju izolati izdvojeni iz ljudi, pasa i mačaka, a izdvojen je iz krava kao uzročnik 

mastitisa. Sekvencijski tip ST9 najčešće je detektirani tip u kućnih ljubimaca u 

Portugalu i Njemačkoj. Vrlo je blizak tipovima ST3 i ST10 od kojih se razlikuje samo 

na jednom lokusu (PINHO i sur., 2013.). 
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Budući da za spomenute izolate nemamo epidemioloških ni anamnestičkih 

podataka možemo samo pretpostaviti da su mogući izvor infekcije bili psi, mačke, 

druge domaće životinje ili ljudi na gospodarstvu. Zbog moguće zoonotske naravi 

ovog uzročnika pri izdvajanju ovog uzročnika iz mlijeka bilo bi uputno pretražiti ostale 

moguće domaćine koji dalaze u kontakt s muznim kravama.  
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7. ZAKLJUČCI 

 

1. Podudarnost rezultata dobivenih klasičnom bakteriološkom identifikacijom 

izolata uzročnika mastitisa krava do razine roda Streptococcus spp. s 

genskom identifikacijom visoka je, i iznosi 87%. 

 

2. Identifikacija vrsta klasičnim mikrobiološkim postupcima najviše se podudara s 

genskom identifikacijom za vrstu S. uberis, a najmanje za vrstu S. agalactiae. 

 

3. U skupini streptokoka koje nije bilo moguće identificirati do vrste klasičnim 

bakteriološkim postupcima, najviše je bilo pripadnika vrste S. uberis. 

 

4. U skupini streptokoka koje nije bilo moguće identificirati do vrste klasičnim 

bakteriološkim postupcima, identificirana je vrsta S. canis, sekvencijski tip 

ST9, koji je patogen i za čovjeka. 

 

5. Među analiziranim pripadnicima vrste S. agalactiae utvrđeni su zoonotski 

sekvencijski tipovi ST23 i ST103. 

 

6. Stoga bi za takve vrste streptokoka laboratorijske postupke trebalo proširiti 

radi utvrđivanja njihove zoonotske naravi i potencijala. 
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