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Rodokokoza jest bakteryjn¹ chorob¹ uk³adu odde-
chowego �rebi¹t, która wystêpuje najczê�ciej u zwie-
rz¹t w wieku od 1. do 6. miesi¹ca ¿ycia. Choroba prze-
biega z objawami ropnego zapalenia p³uc, wêz³ów
ch³onnych i sporadycznie b³ony �luzowej jelit (7, 15).
U �rebi¹t zaka¿onych w warunkach naturalnych, ob-
jawy kliniczne ujawniaj¹ siê zwykle w wieku poni¿ej
4. miesi¹ca ¿ycia (7, 32). Rozwój choroby jest powol-
ny, a w pocz¹tkowej fazie zaka¿enia objawy mog¹ byæ
s³abo nasilone i ³atwo daj¹ siê przeoczyæ (7, 8). Wczes-
ne, przy¿yciowe rozpoznanie zaka¿eñ Rhodococcus
equi u �rebi¹t ma istotne znaczenie dla podjêcia we
w³a�ciwym czasie specyficznej terapii antybiotykowej
oraz zwiêkszenia jej skuteczno�ci (13, 22). Antybio-
tykoterapia przyczynia siê tak¿e do zmniejszenia za-
nieczyszczenia �rodowiska zewnêtrznego zjadliwymi
szczepami R. equi (8, 10) oraz rzutuje na wyniki eko-
nomiczne uzyskiwane w stadninach.

Nadzorem lekarsko-weterynaryjnym oraz badania-
mi przesiewowymi winny byæ objête zw³aszcza stad-
niny, w których rodokokoza wystêpuje enzootycznie
(5, 8). Z uwagi na powszechne wystêpowanie niezjad-
liwych szczepów R. equi w �rodowisku hodowlanym
wiarygodna metoda diagnostyki rodokokozy powin-

na, poza identyfikacj¹ gatunkow¹ zarazka, uwzglêd-
niaæ tak¿e okre�lenie markerów zjadliwo�ci (18, 28).

Celem badañ by³o okre�lenie przydatno�ci metody
PCR-multiplex i badania hodowlanego do wykrywa-
nia zjadliwych szczepów R. equi w pop³uczynie tcha-
wiczo-oskrzelowej (PTO) i kale �rebi¹t pochodz¹cych
ze stadnin z enzootycznie wystêpuj¹c¹ rodokokoz¹.

Materia³ i metody
Badania wykonano w ci¹gu jednego sezonu hodowlane-

go. Zwierzêta do badañ pochodzi³y z dwóch stadnin (K, M),
zlokalizowanych w ró¿nych regionach geograficznych Pol-
ski, w których rodokokoza wystêpuje enzootycznie od wielu
lat. �redni wspó³czynnik chorobowo�ci w tych stadninach
wynosi³ w ostatnich latach 15-25%, natomiast wspó³czyn-
nik �miertelno�ci by³ zró¿nicowany i wynosi³ �rednio 10%
dla stadniny K oraz 7% w stadninie M.

Materia³ do badañ stanowi³y próbki ka³u oraz pop³uczy-
ny tchawiczo-oskrzelowej, które pobierano losowo od re-
prezentatywnej grupy �rebi¹t w przedziale wiekowym od
1. do 6. miesi¹ca ¿ycia. Ogó³em próbki do badañ pobrano
od 41 �rebi¹t.

Do pobierania pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej wy-
korzystano metodê aspiracji nosowo-tchawicowej wg Ha-
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shikura i wsp. (12) w modyfikacji w³asnej
(31). Ka³ do badañ pobierano z prostnicy od
�rebi¹t lub ze �ció³ki i transportowano do la-
boratorium w plastikowych pojemnikach (Med-
lab, Polska). Do badania hodowlanego wyko-
rzystywano sta³e pod³o¿e wybiórczo-namna-
¿aj¹ce NANAT opracowane przez Woolcock
i wsp. (29). Posiewy inkubowano w temp.
30°C przez 48 godz. Ekstrakcjê DNA wyko-
nywano metod¹ trawienia enzymatycznego
z u¿yciem CTAB w odniesieniu do pop³uczy-
ny tchawiczo-oskrzelowej oraz trawienia en-
zymatycznego z u¿yciem sproszkowanego
szk³a w przypadku ka³u. Techniczne szczegó-
³y obydwu metod podano we wcze�niejszych
publikacjach (30, 31).

Oligonukleotydy u¿yte jako startery reak-
cji PCR wyselekcjonowano w oparciu o dane
pi�miennictwa (3, 22). Do reakcji amplifika-
cji u¿yto 2 par starterów (Rqfor, Rqrev i Vp1,
Vp2) komplementarnych, odpowiednio, do
konserwatywnego fragmentu genu koduj¹ce-
go podjednostkê 16S rybosomowego RNA R. equi oraz frag-
mentu plazmidowego genu vapA, koduj¹cego bia³ko VapA
warunkuj¹ce zjadliwo�æ zarazka (tab. 1). Zastosowanie po-
dwójnych starterów umo¿liwia³o potwierdzenie przynale¿-
no�ci bakterii do gatunku Rhodococcus equi oraz wykaza-
nie ich zjadliwo�ci. Reakcjê amplifikacji przeprowadzano
wed³ug procedury podanej przez Bell i wsp. (3). Produkty
reakcji analizowano elektroforetycznie w 1,5% ¿elu aga-
rozowym (Sigma) w obecno�ci wzorca masowego (100 bp
DNA Ladder Plus, Fermentas, Litwa).

Wyniki i omówienie
Na podstawie obserwacji klinicznych w stadninach

z enzootycznie wystêpuj¹c¹ rodokokoz¹ wyodrêbnio-
no 3 grupy do�wiadczalne (A, B, C) licz¹ce ³¹cznie 41
�rebi¹t. Grupa A obejmowa³a 20 �rebi¹t nie wykazu-
j¹cych w okresie pobierania próbek klinicznych obja-
wów ze strony uk³adu oddechowego. Grupa B obej-
mowa³a 15 �rebi¹t, u których badaniem klinicznym
stwierdzono zapalenie górnych dróg oddechowych,
manifestuj¹ce siê podwy¿szeniem ciep³oty wewnêtrz-
nej (39,0-40,5°C), osowieniem, powiêkszeniem wêz-
³ów ch³onnych ¿uchwowych, zmniejszeniem apetytu,
surowiczym lub �luzowo-ropnym wyp³ywem z otwo-
rów nosowych oraz kaszlem. Os³uchiwaniem u wszyst-
kich �rebi¹t z tej grupy stwierdzano zaostrzenie szme-
ru pêcherzykowego, s³yszalne zw³aszcza w okolicy
p³atów dog³owowych. Grupa C obejmowa³a 6 �rebi¹t,
u których przy¿yciowo na podstawie badania klinicz-
nego postawiono podejrzenie, a w dalszym etapie
badañ metod¹ PCR potwierdzono rozpoznanie zapa-
lenia p³uc wywo³anego przez zjadliwe szczepy R. equi.
W grupach B i C �rebiêta poddawane by³y terapii an-
tybiotykowej.

U �rebi¹t z grupy A, nie wykazuj¹cych klinicznych
objawów ze strony uk³adu oddechowego, wyniki ba-
dania próbek PTO i ka³u by³y negatywne, niezale¿nie

od zastosowanej metody (tab. 2). W grupie B, obej-
muj¹cej �rebiêta wykazuj¹ce s³abo nasilone objawy
ze strony uk³adu oddechowego w postaci kaszlu oraz
�luzowo-ropnego wyp³ywu z nosa z towarzysz¹c¹ go-
r¹czk¹, na 15 badanych próbek PTO i ka³u pozytywny
wynik reakcji PCR uzyskano w 7 próbkach PTO oraz
w 2 próbkach ka³u, natomiast wynik badania hodow-
lanego by³ dodatni tylko w przypadku 3 próbek PTO.
W grupie C, obejmuj¹cej 6 �rebi¹t z silnie wyra¿ony-
mi objawami ze strony p³uc, dodatni wynik reakcji PCR
oraz badania hodowlanego uzyskano we wszystkich
badanych próbkach PTO i w 3 próbkach ka³u.

W toku obserwacji klinicznych w stadninach z en-
zootycznie wystêpuj¹c¹ rodokokoz¹ wyselekcjonowa-
no do dalszych badañ trzy grupy do�wiadczalne, ró¿-
ni¹ce siê stopniem nasilenia klinicznych objawów ze
strony uk³adu oddechowego. Taki schemat postêpo-
wania umo¿liwi³ grupowanie uzyskiwanych wyników
badañ w zale¿no�ci od klinicznego stadium rozwoju
choroby oraz u³atwia³ ich interpretacjê. Podobny tok
postêpowania przyjmowany jest w odniesieniu do
wiêkszo�ci badañ eksperymentalnych dotycz¹cych
zaka¿eñ R. equi u �rebi¹t (25, 32).

Spo�ród aktualnie dostêpnych metod przy¿yciowe-
go rozpoznawania rodokokozy �rebi¹t badanie klinicz-
ne ma ograniczon¹ warto�æ diagnostyczn¹ (14). Czês-
tym zjawiskiem jest brak widocznych objawów we
wczesnych stadiach zaka¿enia, a niekiedy nawet w za-
awansowanych stadiach rozwoju choroby (7, 13).
Znaczenie tego badania wi¹¿e siê natomiast z mo¿li-
wo�ci¹ selekcjonowania na jego podstawie �rebi¹t do
wykonania dalszych szczegó³owych badañ, a tak¿e
stwierdzania objawów zlokalizowanych poza uk³adem
oddechowym, np. zapalenia wielostawowego (7, 13).

Podstawow¹ metod¹ diagnostyki zaka¿eñ R. equi
u �rebi¹t jest badanie hodowlane, polegaj¹ce na izola-
cji oraz identyfikacji zarazka na pod³o¿ach selektyw-

Tab. 1. Sekwencje starterów reakcji multiplex PCR

Tab. 2. Porównanie wyników badania metod¹ multiplex PCR i hodowlanego
próbek pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej i ka³u �rebi¹t w zale¿no�ci od na-
silenia klinicznych objawów ze strony uk³adu oddechowego

Obja�nienia: A � �rebiêta nie wykazuj¹ce klinicznych objawów ze strony uk³adu
oddechowego; B � �rebiêta ze s³abo nasilonymi objawami ze strony uk³adu odde-
chowego (opis w tek�cie); C � �rebiêta z silnie wyra¿onymi objawami ze strony
dolnych dróg oddechowych (opis w tek�cie)
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nych (7, 9). Najlepsze efekty uzysku-
je siê, pobieraj¹c do badania pop³u-
czynê tchawiczo-oskrzelow¹, z uwagi
na znikomy stopieñ zanieczyszczenia
próbki flor¹ towarzysz¹c¹ (1). Mate-
ria³ ten mo¿na wykorzystaæ dodatko-
wo do bezpo�redniego badania mikro-
skopowego, cytologicznego oraz do
ekstrakcji kwasów nukleinowych,
poddawanych amplifikacji metod¹
PCR (1, 3, 7). Badanie hodowlane
pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej
uznawane jest niekiedy za �z³oty stan-
dard� w laboratoryjnej diagnostyce
rodokokozy i czêsto stanowi uk³ad od-
niesienia dla innych metod (7). Mate-
ria³ powinno siê posiewaæ na pod³o¿a
wybiórcze, zawieraj¹ce antybiotyki
hamuj¹ce wzrost flory konkurencyj-
nej (7, 9). Jednym z czê�ciej stosowa-
nych tego typu pod³o¿y jest po¿ywka
NANAT, opracowana przez Woolcock
i wsp. (29), która zosta³a wykorzysta-
na w badaniach w³asnych.

Analiza wyników badañ w³asnych potwierdza sku-
teczno�æ badania hodowlanego z u¿yciem selektyw-
nego pod³o¿a NANAT do izolacji szczepów R. equi
z pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej (ryc. 1). O spe-
cyficzno�ci izolacji bakterii nale¿¹cych do gatunku
R. equi decyduje niew¹tpliwie sk³ad pod³o¿a NANAT
ograniczaj¹cy namna¿anie siê flory towarzysz¹cej (9,
29). Warto podkre�liæ, ¿e badanie takie nie wnosi ¿ad-
nych informacji odno�nie do markerów zjadliwo�ci
izolowanych szczepów, których okre�lenie jest istot-
ne z punktu widzenia wyboru metody postêpowania
ze �rebiêtami chorymi lub podejrzanymi o chorobê (16,
18). Wprawdzie z naturalnych przypadków zaka¿eñ
�rebi¹t najczê�ciej izolowane s¹ szczepy R. equi o za-
programowanej genetycznie zjadliwo�ci (24), w prób-
kach badanego materia³u nale¿y jednak liczyæ siê tak-
¿e z obecno�ci¹ szczepów niezjadliwych (5, 24). Uwa-
runkowane jest to ich powszechnym wystêpowaniem
w �rodowisku bytowania zwierz¹t oraz zanieczyszcze-
niem bakteryjnym drobin kurzu i py³u w pomieszcze-
niach stajennych i na wybiegach (4, 5, 7, 10). Ponadto
badanie hodowlane mo¿e dawaæ wyniki fa³szywie
ujemne, zw³aszcza je�li w okresie przed pobraniem
materia³u stosuje siê u zwierz¹t terapiê antybiotyko-
w¹ (16, 20).

W przebiegu rodokokozy zarazek, poza p³ucami,
czêsto lokalizuje siê tak¿e w przewodzie pokarmowym
(7). Dotyczy to zw³aszcza m³odych �rebi¹t, w wieku
do 3 miesi¹ca ¿ycia, u których bakterie ulegaj¹ repli-
kacji w jelitach, osi¹gaj¹c liczbê 104-105 komórek w 1 g
ka³u (24). Skutkiem kolonizacji przewodu pokarmo-
wego jest siewstwo zjadliwych drobnoustrojów z ka-
³em oraz trwa³e zanieczyszczenie �rodowiska ze-
wnêtrznego. Ten fakt pozwala na wykorzystywanie

izolacji R. equi z ka³u �rebi¹t w wieku do 3. miesi¹ca
¿ycia jako alternatywnej metody przy¿yciowej diagno-
styki rodokokozy (1, 7), któr¹ zastosowano w bada-
niach w³asnych.

W wielu laboratoriach do rozpoznawania rodoko-
kozy �rebi¹t wykorzystuje siê aktualnie, obok klasycz-
nych technik bakteriologicznych, metodê PCR (17, 21,
26, 27). Sta³o siê to mo¿liwe dziêki poznaniu i opubli-
kowaniu sekwencji nukleotydowej genu vapA, kodu-
j¹cego bia³ko antygenowe o tej samej nazwie (19). Na
tej podstawie wytypowano i opublikowano sekwencje
kilku par starterów reakcji, komplementarnych do
konserwatywnych regionów plazmidowego DNA (2,
21-23, 26). Alternatywnie w diagnostyce rodokokozy
wykorzystaæ mo¿na startery komplementarne do frag-
mentu chromosomalnego DNA, koduj¹cego podjed-
nostkê 16S rybosomowego RNA (rRNA) (3, 6, 11, 21).
Uwzglêdniaj¹c dane pi�miennictwa z zakresu mole-
kularnej diagnostyki zaka¿eñ R. equi, w badaniach
w³asnych wykorzystano 2 pary starterów (tab. 1), któ-
rych u¿ycie umo¿liwia³o wykazanie przynale¿no�ci
gatunkowej izolowanych drobnoustrojów, a tak¿e
okre�lenie specyficznego dla R. equi markera zjadli-
wo�ci (3, 21). Z danych pi�miennictwa wynika, ¿e
metoda PCR stosowana by³a dotychczas g³ównie do
okre�lania zjadliwo�ci szczepów R. equi izolowanych
uprzednio w badaniu hodowlanym (1, 18, 21, 26).
W badaniach w³asnych podjêto próbê wykorzystania
tej metody do wykrywania materia³u genetycznego
R. equi bezpo�rednio w próbkach materia³u biologicz-
nego oraz do ró¿nicowania szczepów zjadliwych i nie-
zjadliwych, co ma istotne znaczenie z punktu widze-
nia przy¿yciowej diagnostyki choroby oraz podejmo-
wanej terapii.

441 pz

875 pz

M K(+) K(–) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ryc. 1. Produkty reakcji PCR-multiplex o d³ugo�ci 441 i 875 pz uzyskane z u¿y-
ciem starterów Rq for, Rq rev oraz Vp1, Vp2 komplementarnych, odpowiednio,
do genu 16S rRNA i genu vapA na matrycy DNA izolowanego z pop³uczyny tcha-
wiczo-oskrzelowej �rebi¹t
Obja�nienia: M � marker masy cz¹steczkowej (100 bp DNA ladder, MBI, Fermentas
Litwa); K (�) � kontrola negatywna; K (+) � kontrola pozytywna (DNA R. equi ATCC
33701); nr 1, 5, 6, 8, 9, 10, 11 � próbki pop³uczyny pobrane od �rebi¹t z grupy A; nr 2,
3, 4, 7 � próbki pop³uczyny pobrane od �rebi¹t z grup B i C
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W stadninach z enzootycznie wystêpuj¹c¹ rodoko-
koz¹ �rebiêta, u których dosz³o do zaka¿enia, znajdu-
j¹ siê przewa¿nie w ró¿nych stadiach klinicznych roz-
woju choroby, co rzutuje na koncentracjê zarazka
w materiale dostêpnym do badania, a tak¿e na mo¿li-
wo�ci jego wykrywania dostêpnymi metodami (7, 13).
W badaniach w³asnych posiewy na po¿ywce NANAT
i reakcjê PCR wykonywano w odniesieniu do próbek
pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej i ka³u pobieranych
od �rebi¹t, które podzielono na trzy grupy (A, B, C)
w zale¿no�ci od nasilenia klinicznych objawów ze stro-
ny uk³adu oddechowego. Wykazano, ¿e w ka¿dej z tych
grup, niezale¿nie od u¿ytej metody badania, bardziej
przydatn¹ diagnostycznie okaza³a siê pop³uczyna tcha-
wiczo-oskrzelowa w porównaniu do ka³u (tab. 2). Ten
fakt t³umaczyæ mo¿na wy¿sz¹ koncentracj¹ R. equi
w pop³uczynie, w której w niepowik³anych przypad-
kach rodokokozy oraz przy zachowaniu w³a�ciwych
zasad pobierania materia³u oczekiwaæ nale¿y jedno-
rodnej zawiesiny bakterii. W badaniu próbek ka³u
uwzglêdniæ natomiast nale¿y udzia³ towarzysz¹cej flo-
ry bakteryjnej oraz przewa¿nie ni¿sz¹ liczbê zarazka
w 1 g próbki, zw³aszcza u �rebi¹t w wieku powy¿ej
3. miesi¹ca ¿ycia. W badaniach wykazano tak¿e wiêk-
sz¹ przydatno�æ diagnostyczn¹ metody PCR w porów-
naniu do badania hodowlanego tak w odniesieniu do
ka³u, jak i pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej. Wyniki
te �wiadcz¹ o wy¿szej czu³o�ci metody PCR w po-
równaniu z badaniem hodowlanym. W interpretacji
wyników tych badañ uwzglêdniæ nale¿y tak¿e fakt sto-
sowania terapii antybiotykowej u �rebi¹t w grupach B
i C, która niew¹tpliwie rzutuje na mo¿liwo�ci wykry-
wania zarazka w badaniu hodowlanym. Na ten pro-
blem zwrócili tak¿e uwagê Sellon i wsp. (21), którzy
wykazali, ¿e u leczonych �rebi¹t badanie hodowlane
mo¿e dawaæ wynik ujemny, podczas gdy metod¹ PCR
stwierdza siê w badanym materiale obecno�æ materia-
³u genetycznego zjadliwych szczepów R. equi. Do

przy¿yciowej diagnostyki zaka¿eñ R. equi u �rebi¹t
bardziej celowe wydaje siê zatem pobieranie pop³u-
czyny tchawiczo-oskrzelowej ni¿ ka³u. Konieczne jest
tak¿e ustalenie, czy badane �rebiêta by³y lub s¹ aktu-
alnie poddawane terapii antybiotykowej. W przypad-
ku stosowania antybiotyków wskazane jest u¿ycie
metody PCR, daj¹cej wiêksze prawdopodobieñstwo
potwierdzenia zaka¿enia w porównaniu do badania
hodowlanego.

Dane pi�miennictwa dotycz¹ce wykorzystania ró¿-
nych metod przy¿yciowego rozpoznawania zaka¿eñ
R. equi u �rebi¹t potwierdzaj¹ wiêksz¹ przydatno�æ
metody PCR w porównaniu z metodami konwencjo-
nalnej diagnostyki bakteriologicznej (20, 21, 26, 27).
Sellon i wsp. (21) wykazali, ¿e przy u¿yciu metody
amplifikacji DNA mo¿liwa by³a identyfikacja R. equi
w pop³uczynie tchawiczo-oskrzelowej u 34% �rebi¹t
w wieku 2-8 miesiêcy, natomiast w badaniu hodowla-
nym zarazek wyizolowano z tego samego materia³u
tylko od 17% �rebi¹t. Wyniki te jednoznacznie wska-
zuj¹ na wiêksz¹ czu³o�æ metody PCR, której dodatko-
w¹ zalet¹ jest mo¿liwo�æ okre�lenia zjadliwo�ci szcze-
pów. Autorzy w swoich badaniach wskazuj¹ tak¿e na
niektóre s³absze strony metody PCR, do których obok
problemów natury technicznej zaliczyæ mo¿na brak
mo¿liwo�ci wykrywania u �rebi¹t zaka¿eñ wspó³ist-
niej¹cych lub czêste uzyskiwanie wyników fa³szywie
dodatnich, spowodowane zanieczyszczeniem materia-
³u biologicznego niezjadliwymi szczepami pochodz¹-
cymi ze �rodowiska. W badaniach w³asnych problem
ten uda³o siê wyeliminowaæ poprzez zastosowanie do
wykrywania R. equi reakcji PCR-multiplex z u¿yciem
starterów komplementarnych do dwóch ró¿nych frag-
mentów genomu zarazka (ryc. 2). Pozwoli³o to na rów-
noczesne potwierdzenie przynale¿no�ci gatunkowej
bakterii obecnych w badanym materiale oraz obecno�-
ci lub braku genu vapA koduj¹cego bia³ko determinu-
j¹ce zjadliwo�æ R. equi.

Uzyskane wyniki potwierdzaj¹ mo¿liwo�æ zastoso-
wania reakcji PCR i badania hodowlanego do przy¿y-
ciowej diagnostyki zaka¿eñ R. equi u �rebi¹t. Wynik
badania uzale¿niony jest jednak od nasilenia objawów
klinicznych i rodzaju badanego materia³u (tab. 2).
Metoda PCR z u¿yciem podwójnych starterów jest
przydatna do wykrywania w warunkach przy¿yciowych
zjadliwych szczepów R. equi oraz ró¿nicowania ich ze
szczepami niezjadliwymi. Metoda ta mo¿e byæ szcze-
gólnie przydatna do badania pop³uczyny tchawiczo-
-oskrzelowej we wczesnym okresie zaka¿enia, w któ-
rym zjadliwe zarazki w wiêkszo�ci znajduj¹ siê we-
wn¹trz komórek fagocytarnych.

Na podstawie uzyskanych wyników badañ dotycz¹-
cych mo¿liwo�ci przy¿yciowego rozpoznawania za-
ka¿eñ R. equi u �rebi¹t w stadninach z enzootycznie
wystêpuj¹c¹ rodokokoz¹ mo¿na przyj¹æ, ¿e najbardziej
wiarygodne wyniki uzyskuje siê w odniesieniu do
badania pop³uczyny tchawiczo-oskrzelowej metod¹
PCR.

Ryc. 2. 3-dniowa hodowla R. equi izolowanego z pop³uczyny
tchawiczo-oskrzelowej �rebiêcia na pod³o¿u selektywnym
NANAT
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