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Rhodococcus equi jest drobnoustrojem wywo³uj¹-
cym ropno-ziarniniakowate zapalenie p³uc i niekiedy
zapalenie b³ony �luzowej jelit u m³odych �rebi¹t w wie-
ku do 6. miesi¹ca ¿ycia (2, 5). Rodokokoza wystêpuje
na ca³ym �wiecie, tak¿e w Polsce i powoduje straty
w przychówku, zw³aszcza u �rebi¹t nie poddawanych
terapii antybiotykowej (3). W niektórych stadninach
koni choroba wystêpuje enzootycznie, w innych spo-
radycznie, natomiast w wielu fermach w ogóle nie jest
notowana. Czynniki wp³ywaj¹ce na zró¿nicowanie
wystêpowania zachorowañ w poszczególnych fermach
nie zosta³y dok³adnie poznane. Istotne znaczenie przy-
pisywane jest uwarunkowaniom �rodowiskowym oraz
podatno�ci osobniczej �rebi¹t (7). Do zaka¿enia do-
chodzi najczê�ciej drog¹ inhalacyjn¹, a g³ównym �ród-
³em bakterii jest zanieczyszczona gleba oraz py³ i kurz
z op³aszczonymi na powierzchni cz¹stkami drobno-
ustrojów.

Z przypadków zapalenia p³uc �rebi¹t izolowane s¹
wy³¹cznie szczepy posiadaj¹ce w strukturze plazmid
o wielko�ci 85 lub 90 kpz, w obrêbie którego znajduje
siê gen vapA koduj¹cy bia³ko o masie 15-17 kDa, bê-
d¹ce g³ównym determinantem zjadliwo�ci zarazka (2).
Odsetek szczepów z genetycznie uwarunkowan¹ wi-
rulencj¹ w populacji �rodowiskowych izolatów R. equi
jest zró¿nicowany i zale¿ny od rodzaju stadniny. Po-
gl¹dy na temat zale¿no�ci pomiêdzy obecno�ci¹ i kon-
centracj¹ zjadliwych szczepów zarazka w glebie i wy-
stêpowaniem choroby w stadninie s¹ zró¿nicowane (4).
Badania ekologiczne z zakresu rodokokozy �rebi¹t nie
by³y dotychczas wykonywane w warunkach krajowych.

Wymagaj¹ one u¿ycia selektywnych pod³o¿y do izola-
cji drobnoustrojów z próbek gleby oraz zastosowania
genetycznych i/lub fenotypowych metod identyfikacji
i ró¿nicowania szczepów zjadliwych i niezjadliwych.

Celem badañ by³o okre�lenie wystêpowania zjadli-
wych i niezjadliwych szczepów R. equi w �rodowisku
hodowlanym, w stadninach z enzootycznie i sporadycz-
nie wystêpuj¹c¹ rodokokoz¹ �rebi¹t. Do izolacji i iden-
tyfikacji drobnoustrojów w glebie wykorzystano ba-
danie hodowlane z u¿yciem pod³o¿a selektywnego oraz
metodê PCR.

Materia³ i metody
Badania prowadzono w okresie od kwietnia do lipca

2005 r. w trzech stadninach koni (A, B, C), zlokalizowa-
nych w ró¿nych regionach geograficznych Polski. W stad-
ninie A, prowadz¹cej hodowlê koni pe³nej krwi angielskiej
i w stadninie B � hoduj¹cej konie czystej krwi arabskiej
rodokokoza wystêpuje enzootycznie, a straty spowodowa-
ne padniêciami �rebi¹t wynosi³y w ostatnich latach 5-10%
pog³owia rocznie. W stadninie C, prowadz¹cej hodowlê
koni czystej krwi arabskiej, na przestrzeni ostatnich kilku-
nastu lat notowano jedynie pojedyncze przypadki zachoro-
wañ �rebi¹t. We wszystkich fermach przewa¿a typ gleby
piaszczystej, co w okresie wiosenno-letnim wi¹¿e siê z du-
¿ym zapyleniem powietrza. Z uwagi na wieloletni okres
u¿ytkowania, tereny wokó³ obiektów inwentarskich s¹ sil-
nie zanieczyszczone nawozem koñskim. �rednia tempera-
tura powietrza w okresie prowadzenia badañ waha³a siê od
8-12°C w kwietniu do 20-25°C w czerwcu i lipcu. Próbki
gleby pobierano 4-krotnie w odstêpach miesiêcznych
z wierzchniej warstwy (0-5 cm) w ilo�ci oko³o 10 g,
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uwzglêdniaj¹c miejsca najczê�ciej u¿ytkowane
przez klacze ze �rebiêtami i �rebiêta. Jednora-
zowo w ka¿dej ze stadnin pobierano próbki
z 15-20 miejsc.

Badanie hodowlane. Do izolacji drobno-
ustrojów z próbek gleby wykorzystano selektyw-
ne pod³o¿e NANAT, opracowane przez Wool-
cock i wsp. (11). Badan¹ próbkê o masie 1,0 g
rozcieñczano seryjnie 10-krotnymi objêto�cia-
mi ja³owego p³ynu fizjologicznego i homogeni-
zowano. Trzy kolejne rozcieñczenia (10�1, 10�2,
10�3) w objêto�ci po 100 µl wysiewano na sta³e pod³o¿e
selektywne w p³ytkach Petriego. Posiewy inkubowano
w temp. 30°C przez 2-3 dni. Po inkubacji liczono podej-
rzane kolonie bakteryjne w ka¿dym z rozcieñczeñ i okre�-
lano liczbê drobnoustrojów w 1 g gleby. Do badañ identy-
fikacyjnych przy u¿yciu metody PCR wybierano od 5-10
podejrzanych kolonii bakteryjnych z ka¿dej próbki. £¹cz-
nie badaniu poddano 464 kolonie bakteryjne (tab. 3).

Metoda PCR. Pojedyncze kolonie bakterii, wyselekcjo-
nowane w oparciu o cechy morfologiczne oraz barwienie
metod¹ Grama, namna¿ano w p³ynnym pod³o¿u LB w ob-
jêto�ci 5,0 ml w hodowli rotacyjnej w temp. 30°C przez
24 godz. Reakcjê PCR wykonywano w dwóch wariantach,
w celu identyfikacji chromosomalnego DNA koduj¹cego
podjednostkê 16S rybosomalnego RNA (rRNA) R. equi �
do okre�lenia przynale¿no�ci drobnoustroju do gatunku
R. equi oraz identyfikacji genu vapA w obrêbie plazmido-
wego DNA bakterii, koduj¹cego bia³ko powierzchniowe
VapA, determinuj¹ce zjadliwo�æ zarazka. Do ekstrakcji
DNA wykorzystano metodê z u¿yciem proteinazy K, lizo-
zymu i detergentu kationowego � CTAB (6). Wyizolowany
kwas nukleinowy poddawano amplifikacji z u¿yciem trzech
par starterów, Rq1 i Rq2 oraz Rq for. i Rq rev., komple-
mentarnych do fragmentów DNA koduj¹cego rRNA R. equi
oraz Vp1 i Vp2, komplementarnych do fragmentu genu
vapA (tab. 1). Starterów Rq for, Rq rev. oraz Vp1, Vp2
u¿yto do reakcji PCR-multiplex, s³u¿¹cej do równoczesne-
go potwierdzania przynale¿no�ci gatunkowej oraz wykry-
wania markera zjadliwo�ci R. equi. Reakcjê PCR wykony-
wano zgodnie z procedur¹ podan¹ przez Bell i wsp. (1)
oraz Sellon i wsp. (6).

Wyniki i omówienie
�redni¹ koncentracjê ¿ywych drobnoustrojów w 1 g

gleby wyliczon¹ dla ka¿dej fermy w poszczególnych
miesi¹cach analizy próbek przedstawiono w tab. 2. We
wszystkich fermach najwiêksz¹ liczbê drobnoustrojów
w glebie stwierdzono w czerwcu i lipcu. Spo�ród ba-
danych stadnin najwiêcej drobnoustrojów wykazano
w lipcu w fermie A.

Wyniki identyfikacji gatunkowej bakterii oraz mar-
kera zjadliwo�ci przy u¿yciu metody PCR ilustruje
tab. 3. Dane zawarte w tabeli wskazuj¹, ¿e w bada-
nych stadninach odsetek szczepów nale¿¹cych do ga-
tunku R. equi, izolowanych z próbek gleby, by³ zró¿-
nicowany i zale¿ny od okresu pobierania materia³u.
Najwiêksz¹ liczbê bakterii stwierdzono we wszystkich
stadninach w czerwcu i lipcu. We wcze�niejszych okre-
sach pobierania próbek (kwiecieñ, maj) odsetek izola-

tów z gatunku R. equi by³ odpowiednio 4-krotnie i 2,5-
-krotnie ni¿szy. Analiza wyników badañ metod¹ PCR
z u¿yciem ró¿nych par starterów wykaza³a, ¿e w stad-
ninach A i B, niezale¿nie od okresu pobierania pró-
bek, wiêkszy odsetek szczepów R. equi identyfikowa-
no z u¿yciem starterów Rq1 i Rq2 w porównaniu do
pary Rq for., Rq rev., natomiast w stadninie C stwier-
dzono zale¿no�æ odwrotn¹. Wyniki badañ uzyskanych
przy wykorzystaniu starterów Vp1 i Vp2, s³u¿¹cych
do identyfikacji genu vapA koduj¹cego bia³ko deter-
minuj¹ce zjadliwo�æ R. equi, wykaza³y wyra�n¹ za-
le¿no�æ pomiêdzy liczb¹ szczepów zjadliwych w da-
nym �rodowisku oraz okresem pobierania próbek do
badañ i typem stadniny (tab. 3). Najwiêcej szczepów
o genetycznie zaprogramowanej zjadliwo�ci stwier-
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Tab. 1. Sekwencje starterów reakcji PCR

Tab. 2. �rednia liczba bakterii w 1 g gleby, wyliczona w opar-
ciu o liczbê kolonii na pod³o¿u NANAT

c¹iseiM
anindatS

A B C

VI 5,2 × 01 2 9,1 × 01 2 5,1 × 01 2

V 9,2 × 01 3 1,3 × 01 3 8,2 × 01 3

IV 3,4 × 01 3 9,4 × 01 3 1,4 × 01 3

IIV 8,5 × 01 3 3,5 × 01 3 1,5 × 01 3

Tab. 3. Identyfikacja gatunkowa oraz markera zjadliwo�ci
R. equi metod¹ PCR
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2/1qR ver/rofqR 2/1pV

VI

A 02 )06(21 )53(7 )02(4

B 32 )47,12(5 )93,71(4 0

C 22 )81,81(4 )27,22(5 0

V

A 52 )65(41 )63(9 )02(5

B 61 )52,13(5 )52(4 )57,81(3

C 81 )66,61(3 )33,33(6 )55,5(1

IV

A 24 )17,58(63 )17,53(51 )66,61(7

B 46 )18,28(35 )5,26(04 )60,41(9

C 06 )03(81 )57(54 )33,3(2

IIV

A 44 )28,18(63 )19,04(81 )81,81(8

B 86 )92,58(85 )32,36(34 )81,61(11

C 26 )64,83(52 )78,38(25 )16,1(1
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dzono w miesi¹cach letnich (czerwiec, lipiec) w stad-
ninach A i B, w których rodokokoza wystêpuje en-
zootycznie. W stadninie C, w której choroba wystê-
puje sporadycznie, w poszczególnych okresach badañ
stwierdzono znacznie mniejsz¹ liczbê szczepów zjad-
liwych.

Okre�lenie stopnia zanieczyszczenia �rodowiska
hodowlanego zjadliwymi szczepami R. equi ma istot-
ne znaczenie dla oceny skali zagro¿enia m³odych �re-
bi¹t rodokokoz¹ oraz pozwala na podjêcie we w³a�ci-
wym czasie dzia³añ, zmierzaj¹cych do ograniczenia
ekspozycji na zaka¿enie (9, 10). Rhodococcus equi
zawsze uwa¿any by³ za mikroorganizm glebowy, ale
jego izolacja z próbek pochodz¹cych ze �rodowiska
by³a znacznie utrudniona z uwagi na zanieczyszcze-
nie badanego materia³u konkurencyjn¹ flor¹ bakteryj-
n¹ i grzybicz¹ (4). Opracowanie przez Woolcock i wsp.
(11) selektywnego pod³o¿a do izolacji R. equi z gleby
stworzy³o podstawy do przeprowadzenia szerzej za-
krojonych badañ ekologicznych i epidemiologicznych
dotycz¹cych tego zarazka oraz umo¿liwi³o wykazanie
zwi¹zku pomiêdzy obecno�ci¹ drobnoustrojów w gle-
bie i przewodzie pokarmowym �rebi¹t i koni doros³ych
a wystêpowaniem rodokokozy (4, 8, 10). W badaniach
tych wykazano, ¿e R. equi aktywnie namna¿a siê w gle-
bie i kale �rebi¹t, co umo¿liwia, zw³aszcza w okresie
wiosenno-letnim, szerokie rozprzestrzenienie zarazka
w populacji koni i w �rodowisku hodowlanym. Pro-
gresywny wzrost koncentracji ¿ywych drobnoustrojów
w glebie w miesi¹cach letnich, wykazany w badaniach
w³asnych, stanowi potwierdzenie wyników badañ eko-
logicznych uzyskiwanych przez innych autorów. Po-
równanie wyników badania hodowlanego i metody
PCR sugeruje ostro¿no�æ w interpretacji wyników
posiewów odno�nie do identyfikacji wszystkich kolo-
nii bakteryjnych jako nale¿¹cych do gatunku R. equi
(tab. 3).

O ³atwo�ci namna¿ania R. equi w glebie decyduje
podwy¿szona temperatura zewnêtrzna oraz obecno�æ
du¿ej ilo�ci materii organicznej (2). Wcze�niejsze ba-
dania wykaza³y, ¿e w stadninach z enzootycznie wy-
stêpuj¹c¹ rodokokoz¹ zanieczyszczenie gleby zjadli-
wymi szczepami R. equi jest zwykle du¿e, natomiast
w fermach, w których choroba wystêpuje sporadycz-
nie lub wcale nie wystêpuje � minimalne (7). Tak¹
zale¿no�æ jednoznacznie potwierdzaj¹ wyniki badañ
w³asnych.

Populacja drobnoustrojów glebowych nale¿¹cych do
gatunku R. equi nie jest jednorodna. Od �rebi¹t pad-
³ych z objawami zapalenia p³uc izolowane s¹ natomiast
wy³¹cznie szczepy o zaprogramowanej genetycznie
zjadliwo�ci (2, 7). Wyniki badañ izolatów w³asnych,
pochodz¹cych z próbek gleby, na obecno�æ genu vapA,
warunkuj¹cego zjadliwo�æ R. equi s¹ zbli¿one do uzys-
kiwanych w badaniach innych autorów (9). Wskazuj¹
one tak¿e na przydatno�æ metody PCR do wykrywa-
nia markera zjadliwo�ci bakterii, co pozwala na ocenê
stopnia zanieczyszczenia �rodowiska hodowlanego

szczepami zjadliwymi oraz nara¿enia �rebi¹t na zaka-
¿enie. Dodatkow¹ zalet¹ techniki PCR jest, w odró¿-
nieniu od standardowych metod analizy profilu plaz-
midowego i bia³kowego, prostota i szybko�æ wykona-
nia, a tak¿e niezale¿no�æ uzyskiwanych wyników od
czynników oddzia³uj¹cych na plazmidy oraz ekspre-
sjê bia³ka w komórkach bakteryjnych, jak np. warunki
hodowli.

W pojedynczych próbkach gleby, pochodz¹cych z te-
renu tej samej stadniny, znajdowaæ siê mog¹ ró¿ne
szczepy tego samego gatunku R. equi (4). Analogicz-
nie materia³ do badañ, pochodz¹cy z ferm zlokalizo-
wanych w ró¿nych regionach geograficznych mo¿e
zawieraæ drobnoustroje ró¿ni¹ce siê miêdzy sob¹
cechami fenotypowymi oraz struktur¹ materia³u ge-
netycznego. Ten fakt t³umaczy stwierdzan¹ niekiedy
rozbie¿no�æ wyników badañ diagnostycznych uzyski-
wanych w ró¿nych laboratoriach oraz przy wykorzy-
staniu ró¿nych technik badawczych (4). Analiza wy-
ników badañ w³asnych, dotycz¹cych zastosowania me-
tody PCR z u¿yciem ró¿nych par starterów do identy-
fikacji DNA koduj¹cego rRNA R. equi wskazuje na
zró¿nicowanie genetyczne szczepów pochodz¹cych ze
stadnin A, B i C. Zastosowanie starterów reakcji kom-
plementarnych do ró¿nych fragmentów chromosomal-
nego DNA zarazka pozwala zatem na identyfikacjê
w badanym materiale wiêkszej liczby szczepów nale-
¿¹cych do gatunku R. equi oraz znacznie podnosi wia-
rygodno�æ wyników. Uzyskane w badaniach w³asnych
wyniki po�rednio wskazuj¹ tak¿e na mo¿liwo�æ za-
stosowania pojedynczej reakcji PCR lub PCR-multi-
plex do typowania molekularnego szczepów R. equi.

Pi�miennictwo
1.Bell K. S., Philp J. C., Christofi N., Aw D. W.: Identification of Rhodococcus

equi using the polymerase chain reaction. Lett. Appl. Microbiol. 1996, 23,
72-74.

2.Giguere S., Prescott J. F.: Clinical manifestations, diagnosis, treatment, and
prevention of Rhodococcus equi infections in foals. Vet. Microbiol. 1997,
56, 313-334.

3.Gr¹dzki Z., Ziêtek A., Boguta L., Winiarczyk S., Wo³oszyn S.: Rodokokoza
�rebi¹t. Medycyna Wet. 2002, 58, 915-920.

4.Martens R. J., Takai S., Cohen N. D., Choffin M. K., Liu H., Sakurai K.,
Sugimoto H., Lingsweiler S. W.: Association of disease with isolation and
virulence of Rhodococcus equi from farm soil and foals with pneumonia.
J. Am. Vet. Med. Assoc. 2000, 217, 220-225.

5.Meijer W. G., Prescott J. F.: Rhodococcus equi. Vet. Res. 2004, 35, 383-396.
6.Sellon D. C., Walker K., Suyemoto M., Altier C.: Nucleic acid amplification

for rapid detection of Rhodococcus equi in equine blood and tracheal wash
fluids. Am. J. Vet. Res. 1997, 58, 1232-1237.

7.Takai S.: Epidemiology of Rhodococcus equi infections: A review. Vet.
Microbiol. 1997, 56, 167-176.

8.Takai S., Fujimori T., Katsuzaki K., Tsubaki S.: Ecology of Rhodococcus
equi in horses and their environment on horse-breeding farms. Vet. Micro-
biol. 1987, 14, 233-239.

9.Takai S., Ohbushi S., Koike K., Tsubaki S., Oishi H., Kamada M.: Prevalence
of virulent Rhodococcus equi in isolates from soil and feces of horses from
horse-breeding farms with and without endemic infections. J. Clin. Micro-
biol. 1991, 29, 2887-2889.

10.Takai S., Tsubaki S.: The incidence of Rhodcoccus (Corynebacterium) equi
in domestic animals and soil. Jpn J. Vet. Sci. 1985, 47, 493-496.

11.Woolcock J. B., Farmer A. M., Mutimer M. D.: Selective medium for Cory-
nebacterium equi isolation. J. Clin. Microbiol. 1979, 9, 640-642.

Adres autora: prof. dr hab. Zbigniew Gr¹dzki, ul. Bursztynowa 15/109,
20-576 Lublin; e-mail: gradzki@ar.lublin.pl


