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Wystepowanie szczepow Rhodococcus equi
w glebie w stadninach z wystepujaca rodokokozg
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Prevalence of Rhodococcus equi strains in soil samples from studs with rhodococcosis

Summary

The aim of the study was to assess the prevalence of virulent and non-virulent R. equi strains in horse farms
with enzootic and sporadic rhodococcosis. Based on the microbiological culture, a progressive growth of the
number of bacteria in soil samples was found that was correlated with the air temperature growth and indepen-
dent of the farm epizootic status. The number of virulence strains in the soil was dependent on the time of sample
collection and type of stud. PCR is a useful method for classifying bacteria from the R. equi species and to detect
the virulence marker. Comparison of microbiological culture and PCR suggests caution in interpreting culture
results in terms of the identification of all bacterial colonies as belonging to Rhodococcus equi species.
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Rhodococcus equi jest drobnoustrojem wywotuja-
cym ropno-ziarniniakowate zapalenie ptuc 1 niekiedy
zapalenie btony $luzowej jelit u mtodych Zrebiat w wie-
ku do 6. miesiaca zycia (2, 5). Rodokokoza wystgpuje
na catym $wiecie, takze w Polsce 1 powoduje straty
w przychowku, zwlaszcza u Zrebiat nie poddawanych
terapii antybiotykowej (3). W niektorych stadninach
koni choroba wystepuje enzootycznie, w innych spo-
radycznie, natomiast w wielu fermach w ogoéle nie jest
notowana. Czynniki wplywajace na zréznicowanie
wystepowania zachorowan w poszczego6lnych fermach
nie zostaty doktadnie poznane. Istotne znaczenie przy-
pisywane jest uwarunkowaniom srodowiskowym oraz
podatnosci osobniczej zrebiat (7). Do zakazenia do-
chodzi najczesciej droga inhalacyjna, a glownym zrod-
tem bakterii jest zanieczyszczona gleba oraz pyt i kurz
z oplaszczonyml na powierzchni czastkami drobno-
ustrojow.

Z przypadkow zapalenia ptuc Zrebiat izolowane sa
wylacznie szczepy posiadajace w strukturze plazmid
o wielkosci 85 lub 90 kpz, w obrebie ktorego znajduje
si¢ gen vapA kodujacy biatko o masie 15-17 kDa, bg-
dace gtéwnym determinantem zjadliwosci zarazka (2).
Odsetek szczepdw z genetycznie uwarunkowana wi-
rulenqq w populacji sSrodowiskowych izolatow R. equi
jest zréznicowany i zalezny od rodzaju stadniny. Po-
glady na temat zaleznosci pomigdzy obecnoscia i kon-
centracja zjadliwych szczepow zarazka w glebie 1 wy-
stepowaniem choroby w stadninie sa zréznicowane (4).
Badania ekologiczne z zakresu rodokokozy Zrebiat nie
byty dotychczas wykonywane w warunkach krajowych.

Wymagaja one uzycia selektywnych podtozy do izola-
cji drobnoustrojow z probek gleby oraz zastosowania
genetycznych i/lub fenotypowych metod identyfikacji
1 roznicowania szczepow zjadliwych 1 niezjadliwych.

Celem badan byto okreslenie wystgpowania zjadli-
wych iniezjadliwych szczepow R. equi w Srodowisku
hodowlanym, w stadninach z enzootycznie i sporadycz-
nie wystepujaca rodokokoza zrebiat. Do izolacji i iden-
tyfikacji drobnoustrojow w glebie wykorzystano ba-
danie hodowlane z uzyciem podtoza selektywnego oraz
metode PCR.

Materiat i metody

Badania prowadzono w okresie od kwietnia do lipca
2005 r. w trzech stadninach koni (A, B, C), zlokalizowa-
nych w rdznych regionach geograficznych Polski. W stad-
ninie A, prowadzacej hodowlg koni petnej krwi angielskiej
i w stadninie B — hodujacej konie czystej krwi arabskiej
rodokokoza wystgpuje enzootycznie, a straty spowodowa-
ne padnig¢ciami Zrebiat wynosity w ostatnich latach 5-10%
poglowia rocznie. W stadninie C, prowadzacej hodowlg
koni czystej krwi arabskiej, na przestrzeni ostatnich kilku-
nastu lat notowano jedynie pojedyncze przypadki zachoro-
wan zrebiat. We wszystkich fermach przewaza typ gleby
piaszczystej, co w okresie wiosenno-letnim wiaze si¢ z du-
zym zapyleniem powietrza. Z uwagi na wieloletni okres
uzytkowama tereny wokot obiektow inwentarskich sa sil-
nie zanieczyszczone nawozem konskim. Srednia tempera-
tura powietrza w okresie prowadzenia badan wahata si¢ od
8-12°C w kwietniu do 20-25°C w czerwcu i lipcu. Probki
gleby pobierano 4-krotnie w odstepach miesi¢gcznych
z wierzchniej warstwy (0-5 cm) w ilosci okoto 10 g,
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uwzgledniajac miejsca najczesdciej uzytkowane Tab. 1. Sekwencje starteréw reakeji PCR
przez klacze ze zrebigtami i Zzrebigta. Jednora- " T z m—
zowo w kazdej ze stadnin pobierano probki azwa | Flerune Sekwencja (5’ 3) Region racy
15-20 miei startera | (5> 3’) PCR
z 15-20 miejsc.
Badanie hodowlane. Do izolacji drobno- iyl S ST AT AT G ARATIS ACCTCLIRIE 16S rRNA | 450 pz
., , Rq2 = CGCAAGCTTGGGGTTGAGCCCCAA
ustrojow z probek gleby wykorzystano selektyw-
ne podloze NANAT, opracowane przez Wool- |Rd for. > | TCGTCCGTGAAAACTTGGG 16S rRNA | 441 pz
. . . Rq rev. & CGACCACAAGGGGGCCGT
cock i wsp. (11). Badana probke¢ o masie 1,0 g
rozcienczano seryjnie 10-krotnymi objetoscia- | VP! - GAGGGATCCGGTTCTCGTAACGCTACAATC .
» TygRe Jb- CTOYI OBJCIOSeIa < | TTTeaatTCTCTACACCCACCTCACACCTT | VPR | 8T8 M
mi jalowego ptynu fizjologicznego i homogeni-

zowano. Trzy kolejne rozcienczenia (10~, 1072,

10) w objgtosci po 100 ul wysiewano na stale podtoze
selektywne w ptytkach Petriego. Posiewy inkubowano
w temp. 30°C przez 2-3 dni. Po inkubacji liczono pode;j-
rzane kolonie bakteryjne w kazdym z rozcieniczen i okres-
lano liczbg drobnoustrojow w 1 g gleby. Do badan identy-
fikacyjnych przy uzyciu metody PCR wybierano od 5-10
podejrzanych kolonii bakteryjnych z kazdej probki. Lacz-
nie badaniu poddano 464 kolonie bakteryjne (tab. 3).

Metoda PCR. Pojedyncze kolonie bakterii, wyselekcjo-
nowane w oparciu o cechy morfologiczne oraz barwienie
metoda Grama, namnazano w ptynnym podtozu LB w ob-
jetosci 5,0 ml w hodowli rotacyjnej w temp. 30°C przez
24 godz. Reakcje PCR wykonywano w dwoch wariantach,
w celu identyfikacji chromosomalnego DNA kodujacego
podjednostke 16S rybosomalnego RNA (rRNA) R. equi —
do okreslenia przynaleznos$ci drobnoustroju do gatunku
R. equi oraz identyfikacji genu vapA w obrebie plazmido-
wego DNA bakterii, kodujacego bialko powierzchniowe
VapA, determinujace zjadliwo$¢ zarazka. Do ekstrakcji
DNA wykorzystano metodeg z uzyciem proteinazy K, lizo-
zymu i detergentu kationowego — CTAB (6). Wyizolowany
kwas nukleinowy poddawano amplifikacji z uzyciem trzech
par starteréw, Rql i Rq2 oraz Rq for. i Rq rev., komple-
mentarnych do fragmentéw DNA kodujacego rRNA R. equi
oraz Vpl i Vp2, komplementarnych do fragmentu genu
vapA (tab. 1). Starterow Rq for, Rq rev. oraz Vpl, Vp2
uzyto do reakcji PCR-multiplex, stuzacej do rownoczesne-
go potwierdzania przynaleznos$ci gatunkowej oraz wykry-
wania markera zjadliwos$ci R. equi. Reakcje PCR wykony-
wano zgodnie z procedura podang przez Bell i wsp. (1)
oraz Sellon i wsp. (6).

Wyniki i omowienie

Srednia koncentracje zywych drobnoustrojow w 1 g
gleby wyliczona dla kazdej fermy w poszczego6lnych
miesigcach analizy probek przedstawiono w tab. 2. We
wszystkich fermach najwigksza liczbg drobnoustrojow
w glebie stwierdzono w czerwcu i lipcu. Sposrod ba-
danych stadnin najwigcej drobnoustrojow wykazano
w lipcu w fermie A.

Wyniki identyfikacji gatunkowej bakterii oraz mar-
kera zjadliwos$ci przy uzyciu metody PCR ilustruje
tab. 3. Dane zawarte w tabeli wskazuja, ze w bada-
nych stadninach odsetek szczepoéw nalezacych do ga-
tunku R. equi, izolowanych z probek gleby, byt zroz-
nicowany i zalezny od okresu pobierania materiatu.
Najwigksza liczbe bakterii stwierdzono we wszystkich
stadninach w czerwcu i lipcu. We wezesniejszych okre-
sach pobierania probek (kwiecien, maj) odsetek izola-

tow z gatunku R. equi byt odpowiednio 4-krotnie i2,5-
-krotnie nizszy. Analiza wynikow badan metoda PCR
z uzyciem roznych par starterow wykazata, ze w stad-
ninach A 1 B, niezaleznie od okresu pobierania pro-
bek, wigkszy odsetek szczepow R. equi identyfikowa-
no z uzyciem starterow Rql i Rq2 w poréwnaniu do
pary Rq for., Rq rev., natomiast w stadninie C stwier-
dzono zalezno$¢ odwrotna. Wyniki badan uzyskanych
przy wykorzystaniu starterow Vpl i Vp2, stuzacych
do identyfikacji genu vapA kodujacego biatko deter-
minujace zjadliwo$¢ R. equi, wykazaly wyrazna za-
lezno$¢ pomigdzy liczba szczepdw zjadliwych w da-
nym $rodowisku oraz okresem pobierania probek do
badan i typem stadniny (tab. 3). Najwigcej szczepdw
o genetycznie zaprogramowanej zjadliwosci stwier-

Tab. 2. Srednia liczba bakterii w 1 g gleby, wyliczona w opar-
ciu o liczbe kolonii na podlozu NANAT

. Stadnina
Miesiac
A B ("
v 2,5 x 102 1,9 x 102 1,5 x 102
] 2,9 x 103 3,1 x10% 2,8 x103
1] 4,3 x 103 4,9 x 108 4,1 x103
vii 5,8 x 103 5,3 x 103 51 %103

Tab. 3. Identyfikacja gatunkowa oraz markera zjadliwosci
R. equi metoda PCR

Liczba Liczba (%) prébek dodatnich
Miesigc | Stadnina | badanych
kolonii Rq 1/2 Rq for/rev | Vp1/2
A 20 12 (60) 7 (35) 4 (20)
Iv B 23 5(21,74) | 4 (17,39) 0
C 22 4(18,18) | 5(22,72) 0
A 25 14 (56) 9 (36) 5 (20)
v B 16 5 (31,25) 4 (25) 3 (18,75)
C 18 3 (16,66) | 6(33,33) | 1 (5,55)
A 42 36 (85,71) | 15 (35,71) | 7 (16,66)
Vi B 64 53 (82,81) | 40 (62,5) | 9 (14,06)
c 60 18 (30) 45 (75) 2 (3,33)
A 44 36 (81,82) | 18 (40,91) | 8 (18,18)
Vil B 68 58 (85,29) | 43 (63,23) | 11 (16,18)
c 62 25 (38,46) | 52 (83,87) | 1 (1,61)
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dzono w miesiacach letnich (czerwiec, lipiec) w stad-
ninach A 1 B, w ktérych rodokokoza wystepuje en-
zootycznie. W stadninie C, w ktorej choroba wyste-
puje sporadycznie, w poszczegolnych okresach badan
stwierdzono znacznie mniejsza liczbg szczepow zjad-
liwych.

Okreslenie stopnia zanieczyszczenia Srodowiska
hodowlanego zjadliwymi szczepami R. equi ma istot-
ne znaczenie dla oceny skali zagrozenia mtodych Zre-
biat rodokokoza oraz pozwala na podjecie we wihasci-
wym czasie dzialan, zmierzajacych do ograniczenia
ekspozycji na zakazenie (9, 10). Rhodococcus equi
zawsze uwazany byt za mikroorganizm glebowy, ale
jego izolacja z probek pochodzacych ze §rodowiska
byla znacznie utrudniona z uwagi na zanieczyszcze-
nie badanego materialu konkurencyjna flora bakteryj-
na i grzybicza (4). Opracowanie przez Woolcock 1 wsp.
(11) selektywnego podtoza do izolacji R. equi z gleby
stworzylo podstawy do przeprowadzenia szerzej za-
krojonych badan ekologicznych i epidemiologicznych
dotyczacych tego zarazka oraz umozliwito wykazanie
zwiazku pomigdzy obecnos$cia drobnoustrojow w gle-
bie i przewodzie pokarmowym Zrebiat i koni dorostych
a wystepowaniem rodokokozy (4, 8, 10). W badaniach
tych wykazano, ze R. equi aktywnie namnaza si¢ w gle-
bie i kale zrebiat, co umozliwia, zwlaszcza w okresie
wiosenno-letnim, szerokie rozprzestrzenienie zarazka
w populacji koni 1 w §rodowisku hodowlanym. Pro-
gresywny wzrost koncentracji zywych drobnoustrojow
w glebie w miesiacach letnich, wykazany w badaniach
wlasnych, stanowi potwierdzenie wynikow badan eko-
logicznych uzyskiwanych przez innych autorow. Po-
réwnanie wynikoéw badania hodowlanego i metody
PCR sugeruje ostrozno$¢ w interpretacji wynikow
posiewow odnos$nie do identyfikacji wszystkich kolo-
nii bakteryjnych jako nalezacych do gatunku R. equi
(tab. 3).

O fatwosci namnazania R. equi w glebie decyduje
podwyzszona temperatura zewngtrzna oraz obecno$é
duzej ilo$ci materii organicznej (2). Wezesniejsze ba-
dania wykazaty, Zze w stadninach z enzootycznie wy-
stepujaca rodokokoza zanieczyszczenie gleby zjadli-
wymi szczepami R. equi jest zwykle duze, natomiast
w fermach, w ktorych choroba wystepuje sporadycz-
nie lub wcale nie wystgpuje — minimalne (7). Taka
zalezno$¢ jednoznacznie potwierdzaja wyniki badan
wiasnych.

Populacja drobnoustroj 6w glebowych nalezacych do
gatunku R. equi nie jest jednorodna. Od zrebiat pad-
tych z objawami zapalenia ptuc izolowane sa natomiast
wylacznie szczepy o zaprogramowanej genetycznie
zjadliwosci (2, 7). Wyniki badan izolatow wtasnych,
pochodzacych z probek gleby, na obecnos¢ genu vapA,
warunkujacego zjadliwos¢ R. equi sa zblizone do uzys-
kiwanych w badaniach innych autorow (9). Wskazuja
one takze na przydatno$¢ metody PCR do wykrywa-
nia markera zjadliwosci bakterii, co pozwala na oceng
stopnia zanieczyszczenia srodowiska hodowlanego
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szczepami zjadliwymi oraz narazenia zrebiat na zaka-
zenie. Dodatkowa zaleta techniki PCR jest, w odroz-
nieniu od standardowych metod analizy profilu plaz-
midowego 1 biatkowego, prostota i szybko$¢ wykona-
nia, a takze niezaleznos$¢ uzyskiwanych wynikéw od
czynnikdéw oddziatujacych na plazmidy oraz ekspre-
sj¢ biatka w komorkach bakteryjnych, jak np. warunki
hodowli.

W pojedynczych probkach gleby, pochodzacych z te-
renu tej samej stadniny, znajdowac si¢ moga rézne
szczepy tego samego gatunku R. equi (4). Analogicz-
nie material do badan, pochodzacy z ferm zlokalizo-
wanych w roéznych reglonach geograficznych moze
zawiera¢ drobnoustroje rézniace si¢ migdzy soba
cechami fenotypowymi oraz struktura materialu ge-
netycznego. Ten fakt thumaczy stwierdzang niekiedy
rozbiezno$¢ wynikow badan diagnostycznych uzyski-
wanych w réznych laboratoriach oraz przy wykorzy-
staniu r6znych technik badawczych (4). Analiza wy-
nikow badan wilasnych, dotyczacych zastosowania me-
tody PCR z uzyciem r6znych par starterow do identy-
fikacji DNA kodujacego rRNA R. equi wskazuje na
zrdznicowanie genetyczne szczepow pochodzacych ze
stadnin A, B i C. Zastosowanie starteréw reakcji kom-
plementarnych do ré6znych fragmentéw chromosomal-
nego DNA zarazka pozwala zatem na identyfikacj¢
w badanym materiale wigkszej liczby szczepdw nale-
zacych do gatunku R. equi oraz znacznie podnosi wia-
rygodnos¢ wynikow. Uzyskane w badaniach wtasnych
wyniki posrednio wskazuja takze na mozliwos¢ za-
stosowania pojedynczej reakcji PCR lub PCR-multi-
plex do typowania molekularnego szczepdw R. equi.
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