Monitoring serologiczny koni

Magdalena Zaleska, Joanna Nerc, Artur Zbikowski

z Katedry Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej

w Warszawie

iagnostyka laboratoryjna choréb za-
kaznych koni powinna uwzglednia¢
wiek zwierzat, warunki bytowania, utrzy-
mania oraz sposob uzytkowania. Nie-
zbedne sa tez informacje dotyczace do-
tychczasowej profilaktyki swoistej. Odpo-
wiedZ immunologiczna konia na podanie
szczepionki moze by¢ obnizona przez
wiele czynnikéw, wéréd ktérych wazng
role odgrywaja zaburzenia procesu pre-
zentacji antygendw zwigzane z gtéwnym
uktadem zgodnosci tkankowej (major hi-
stocompatibility complex — MHC). In-
nym waznym czynnikiem jest immuno-
supresja, wynikajaca z réznych stanéw
chorobowych i stosowania lekéw. Czyn-
niki te obnizaja przede wszystkim odpo-
wiedZ immunologiczna zwiazana z po-
wstawaniem przeciwcial klas IgA i IgG.
Jednym z wazniejszych czynnikéw wply-
wajacych na skuteczno$¢ szczepien jest
wiek zwierzecia.
Niedobory immunologiczne sprzyjaja
chorobom ukladu oddechowego Zrebiat

w wieku od 1 do 6 miesiaca zycia. Szcze-
golnie grozne w tym okresie sa zakazenia
Rhodococcus equi, ktére przyjmuja postac
endemiczna (1).

U Zrebigt immunoglobuliny powstaja od
momentu urodzenia, ale ich poziom jest ni-
ski do 2 miesiaca zycia. Ponadto w pierw-
szych tygodniach zycia odpowiedZ immu-
nologiczna Zrebigt jest hamowana przez
obecne jeszcze w ich organizmie przeciw-
ciala matczyne (2).

Stosowanie w diagnostyce choréb za-
kaznych koni monitoringu serologiczne-
go wykorzystywane jest w badaniach nad
nowymi szczepionkami i metodami szcze-
pien, pozwalajacymi na wytworzenie od-
pornoséci, mimo obecno$ci przeciwcial
matczynych (3).

Monitoring serologiczny polega na
okresowym badaniu surowic koni w celu
wykrycia przeciwcial przeciwko okreslo-
nym czynnikom zakaZznym. Tabela 1 przed-
stawia testy uzywane w diagnostyce sero-
logicznej choréb zakaznych koni.

Tabela 1. Najwazniejsze testy serologiczne stosowane w diagnostyce chordb zakaznych koni (15)

Nazwa testu

Test zahamowania hemaglutynacji (HI)

Rodzaj wykrywanych przeciwciat
18G
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This paper presents the principles and aims of the se-
rological monitoring of equine infectious diseases, in-
cluding evaluation of immunization efficacy. The im-
munological response to vaccination in horses can be
impeded by many factors. Among them are disorders
of the major histocompatibility complex (MHC), in-
fluencing the process of antigen presentation. Also
immunosupression which is associated with infec-
tious diseases and with some drugs administration
is often observed. Infectious diseases which could be
evaluated serologically were briefly described. Meth-
ods, namely enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA), haemagglutination inhibition test (HI), agar-
gel precipitation test (AGP), seroneutralization test
(SN), rapid serum plate agglutination test (SPA) and
agar gel immunodiffusion test (AGID, Coggins test),
were presented in association with their application
to the monitoring purposes. It was also mentioned
that other factors, as the age and performance of
animals should be considered when results of these
tests are interpreted.
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Nazwa choroby

grypa koni

gorgczka Zachodniego Nilu
wschodnie zapalenie mézgu i rdzenia
zachodnie zapalenie mézgu i rdzenia
rodokokoza Zrebiat

Test dyfuzji w zelu agarowym (AGP)

IgM

zapalenie jamy nosowej i ptuc koni oraz ronienie klaczy
niedokrwisto$¢ zakazna koni

afrykanski pomor koni

rodokokoza Zrebiat

Test seroneutralizacji (SN)

18G
IgM

zapalenie jamy nosowej i ptuc koni oraz ronienie klaczy
otret koni

wirusowe zapalenie tetnic u koni

goraczka Zachodniego Nilu

zachodnie zapalenie mézgu i rdzenia

wenezuelskie zapalenie mézgu i rdzenia

Test szybkiej aglutynacji ptytowej (SPA)

IgM

gruzlica koni
leptospiroza
bruceloza koni

Test ELISA - testimmunoenzymatyczny
(Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay - ELISA)

15G, 1gM, IgA

grypa koni

zapalenie jamy nosowej i ptuc koni oraz ronienie klaczy
wirusowe zapalenie tetnic u koni
niedokrwisto$¢ zakazna koni
goraczka Zachodniego Nilu
choroba bornaska

afrykafski pomér koni
leptospiroza

bruceloza koni

kretkowica kleszczowa koni
rodokokoza Zrebigt

Testimmunodyfuzji w zelu agarowym (test Cogginsa, AGID)

1gG

niedokrwisto$¢ zakazna koni
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Prace pogladowe

Laboratoria diagnostyczne stosuja do
rutynowej diagnostyki serologicznej gtéw-
nie testy immunoenzymatyczne — ELISA.
O ich szerokim stosowaniu w praktyce
zadecydowata przede wszystkim mozli-
wo$¢ pelnej automatyzacji wykonania oraz
szybko$¢ oznaczen. Mozliwe jest zbadanie
92 surowic z réznymi antygenami w cza-
sie okolo 2 godzin. Najistotniejszymi za-
letami testéw ELISA sa:

— ich czulos¢ i swoistosé,

— doktadnos¢,

— powtarzalno$¢ wynikéw,

— mozliwo$¢ pelnej automatyzacji,

— mozliwo$¢ komputerowej analizy da-
nych,

— mozliwos¢ przesytania wynikéw droga
elektroniczna natychmiast po wykona-
niu badania!,

— ekonomika (ceny testéw od wielu lat sa
na stabilnym poziomie).

Monitoring serologiczny konia podej-
rzanego o zakazenie okre$lonym czyn-
nikiem zakaZnym powinien obejmowa¢
probki surowic z dwdch pobran krwi, prze-
prowadzonych w odstepie 1-3 tygodni. Ta-
kie postepowanie umozliwia wykazanie
wzrostu miana przeciwcial, co jest konse-
kwencja rozwiniecia si¢ humoralnej odpo-
wiedzi immunologicznej na wykrywalnym
poziomie. Pojedynczy wynik badania jest
wystarczajaca podstawa rozpoznawania
jedynie w odniesieniu do nielicznych cho-
réb zakaznych koni, jak na przykiad niedo-
krwisto$¢ zakazna koni, w ktérych zaka-
zenie utrzymuje sie przez cale zycie. Na-
lezy podkresli¢, ze wynik ujemny badania
serologicznego moze $wiadczy¢ o braku
zakazenia lub o poczatku zakazenia, kie-
dy nie doszlo jeszcze do serokonwersji (4).

Przyktad terminéw pobierania prébek
do monitoringu serologicznego moze
przedstawia¢ sie nastepujaco: 1 dzien zy-
cia (przed spozyciem siary), 3 miesiac zy-
cia, 5 miesigc zycia, 7 miesiecy i 2 tygodnie,
10 miesiecy i 2 tygodnie, 2 miesiace przed
porodem (w przypadku klaczy).

Zasady pobierania probek
do badai serologicznych

Do badania nalezy pobra¢ okofo 10 ml
krwi z zyly szyjnej zewnetrznej do pla-
skodennej, okraglej probéwki z zakret-
ka o pojemnosci 20 ml. Probéwke po opi-
saniu uklada si¢ ptasko, aby powierzch-
nia krzepniecia krwi byta jak najwieksza.
Przez pierwsze okolo 30 minut nie nale-
zy jej chlodzi¢. Krew powinna znajdowac
sie w temperaturze pokojowej do czasu
skrzepniecia, po czym oddziela sie skrzep
od $cianek probéwki. Probéwke z oddzie-
lonym od jej §cianek skrzepem poddaje sie
chtodzeniu (nie zamraza). Po oddzieleniu
sie surowicy nalezy ja przela¢ do probé-
wek wiréwkowych (o pojemnosci 10 ml
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ze szczelnym zamknieciem), ktére odpo-
wiednio opisujemy.

Przy pobieraniu prébek nalezy prze-
strzega¢ zasad aseptyki. Bardzo wazne
jest, aby prébki, ktére nie beda transpor-
towane do laboratorium diagnostycznego
przed uplywem 24 godzin, byly doktadnie
opisane i schfodzone. Prébki nalezy zapa-
kowa¢ do szczelnie zamknietych torebek
i dokladnie opisa¢, uwzgledniajac:

— nazwisko wlasciciela,

— szczegblowe dane identyfikujace konia,
— wiek konia,

— kierunek badania.

Jako$¢é probek

Nalezy mie¢ na uwadze, Ze jako$¢ surowic
dostarczonych do laboratorium ma zasad-
niczy wplyw na osiagniete wyniki. Im lep-
szy jest ich stan, tym bardziej wiarygodne
sa uzyskane wyniki. W zasadzie niewielka
lub wystepujaca w srednim stopniu hemo-
liza nie ma wielkiego wplywu na wynik ba-
dania, ze wzgledu na stosowanie w testach
ELISA wysokiego rozcieniczenia prébek.
Bakteryjne lub grzybicze zanieczyszczenie
prébek moze jednak znaczaco wplywacd na
osiagniete wyniki. Jezeli surowica ma by¢
transportowana w niesprzyjajacych warun-
kach przez dluzszy czas (np. wysylka pocz-
ta w czasie upaléw), nalezy dodac do niej
0,05 ml (1 kropla) 1% roztworu mertiola-
tu. Jezeli jako$¢ nadestanych prébek budzi
duze zastrzezenia, laboratorium moze od-
stapi¢ od badania i prosi¢ o nadestanie no-
wych surowic lub prébek krwi (5).

Zasady i cel monitoringu

1. Okreslenie poziomu przeciwcial mat-
czynych.
Znajomos$¢ poziomu przeciwcial u Zre-
biat ma wazne znaczenie praktyczne.
Pozwala miedzy innymi oceni¢ pro-
gram szczepien matki, a takze precy-
zyjne okresli¢ termin szczepien Zrebiat.

2. Okreélenie skuteczno$ci szczepien
w zaleznosci od drogi podania szcze-
pionki.
W wielu przypadkach btedy w techni-
ce szczepien maja negatywny wplyw
na powstanie odpornosci. Monitoro-
wanie serologiczne pozwala na szyb-
ka reakcje i zastosowanie wlasciwego
szczepienia.

3. Ocena odpornosci poszczepienne;j.
W przypadku, gdy poziom odpornosci
poszczepiennej nie jest zadowalajacy
mozliwe jest skrécenie odstepu pomie-
dzy poszczegolnymi szczepieniami. Przy
wysokim poziomie odpornosci przerwy
pomiedzy poszczegdlnymi immuniza-
cjami moga by¢ diuzsze.

4. Sygnalizowanie mozliwo$ci pojawienia
sie probleméw zdrowotnych.

5. Weczesne rozpoznawanie istniejacych
choréb.
Regularne badania serologiczne pozwa-
laja réwniez na bardzo szybkie i precy-
zyjne rozpoznanie wielu choréb. Do-
tyczy to zwlaszcza czesto spotykanych
w praktyce jednostek chorobowych
o przebiegu podklinicznym. Na pod-
stawie wynikéw badari mozna sporza-
dzi¢ ocene stanu zagrozenia choroba-
mi zakaznymi na danym terenie.

6. Obnizenie kosztéw utrzymania poprzez
poprawe stanu zdrowotnego.

7. Wyznaczanie wlasciwych terminéw
szczepien.

Jednostki chorobowe, ktore moga byé
objete monitoringiem serologicznym przy
uzyciu testow ELISA

Grypa koni (influenza equorum)

Etiologia

Chorobe wywoluja dwa podtypy wirusa
grypy: A/ equi 1 i A/ equi 2, nalezgce do
rodziny Orthomyxoviridae i rodzaju In-
fluenza A-Virus. Sa to jednoniciowe RNA
wirusy, charakteryzujace si¢ bardzo duza
zmienno$cia antygenowa.

Objawy kliniczne

Choroba charakteryzuje si¢ nagtym wzro-
stem temperatury ciala. Nastepnie pojawia
sie kaszel, wyplyw surowiczy z nosa i wor-
kéw spojéwkowych, przyspieszony oddech,
duszno$¢, bole miesniowe. Obserwuje sig
zapalenie spojéwek i niekiedy obrzek po-
wiek, koficzyn i podbrzusza. Przebieg cho-
roby moze by¢ ostry lub fagodny. Czesto
dochodzi do powiklan bakteryjnych, co
moze prowadzi¢ do zejscia $§miertelnego.
Zdrowe dorosle konie zwykle przecho-
rowuja w ciagu 4-5 dni bez zadnych dal-
szych powikian.

Zmiany anatomopatologiczne

Stwierdza si¢ niezytowe zapalenie bton
$luzowych oraz réznego stopnia zmiany
zapalne innych narzadéw wewnetrznych.
W przypadku powiklan czesto stwierdza
sie ropne odoskrzelowe zapalenie ptuc.
Moga by¢ réwniez powiekszone wezly
chtonne zuchwowe i tchawiczo-oskrze-
lowe.

Diagnostyka

Rozpoznanie kliniczne potwierdza sig¢ ba-
daniem serologicznym (test zahamowania
hemaglutynacji (HI), test ELISA) oraz wi-
rusologicznym (izolacja wirusa) lub bada-
niem potwierdzajacym obecno$¢ wirusa
testem Directigen Flu-A.

Jednym z najwazniejszych probleméw
profilaktyki grypy koni jest wybér odpo-
wiedniego terminu szczepien. Przeciw-
ciata matczyne moga bowiem ostabia¢
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immunogenno$¢ antygenéw szczepion-
kowych. Prowadzenie wla$ciwej immu-
noprofilaktyki przeciwko tej chorobie
wymaga monitorowania zrebiat w pierw-
szych miesigcach zycia. Dynamika zani-
kania przeciwcial matczynych moze by¢
inna u koni ras lekkich niz u koni ras ciez-
kich czy kucéw. Badania przeprowadzone
u innych gatunkéw zwierzat (dréb, trzoda
chlewna) wykazaly, ze zanikanie przeciw-
cial matczynych zalezy od rasy i rodzaju
uzytkowania. U koni tego rodzaju badan
jeszcze nie przeprowadzono, mozna jed-
nak sadzi¢, ze u tego gatunku okres utrzy-
mywania si¢ odpornosci biernej (natu-
ralnej) moze by¢ uzalezniony od tych sa-
mych czynnikéw.

Zapalenie jamy nosowej i ptuc koni
oraz ronienie klaczy
(rhinopneumonitis equorum)

Etiologia

Zakazenie wywoluja dwa typy herpeswi-
rusa konskiego: equine herpesvirus-1
(EHV-1) i equine herpesvirus-4 (EHV-4),
nalezace do rodziny Herpesviridae i pod-
rodziny Alphaherpesvirinae. Podtyp
EHV-1 odpowiedzialny jest za ronienia
klaczy, za§ EHV-4 za zapalenie uktadu od-
dechowego. Sa to dwuniciowe DNA wirusy.

Objawy kliniczne

Choroba moze przebiega¢ w trzech po-
staciach — zapalenia nosa i gardla (rkino-
pneumonitis), odoskrzelowego zapalenia
pluc (bronchopneumonia) i ronienia (abor-
tus). Ponadto moga by¢ obserwowane po-
stacie nerwowe (gltéwnie zwiazane z zaka-
zeniem EHV-1), objawiajace sie zaburze-
niami w koordynacji ruchéw, prowadzace
do niedowladéw.

W przypadku zakazen zrebnych klaczy
ronienia wystepuja miedzy 7 a 11 miesig-
cem ciazy. Mlode konie w wieku do 1 do
4 lat sa bardziej zagrozone zakazeniem.
U Zrebiat czesciej zdarza sie zakazenie
EHV-1.

Zmiany anatomopatologiczne

W przypadku wystapienia postaci odde-
chowej stwierdza si¢ zmiany zapalne w plu-
cach. Wezly chtonne moga by¢ powiek-
szone. W poronionych plodach charak-
terystyczne sa obrzeki tkanki podskdrnej,
zaz6lcenia blon sluzowych i tkanki pod-
skérnej, wybroczyny w btonach $luzo-
wych i tkance podskérnej, wybroczyny
w blonach sluzowych uktadu oddechowe-
go i w niektérych narzadach. Obserwuje
sie réwniez znaczna iloé¢ ptynu w jamach
piersiowej i brzusznej.

Diagnostyka
Rozpoznanie kliniczne i anatomopato-

logiczne mozna potwierdzi¢ badaniem
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histopatologicznym, izolacja wirusa, testem
dyfuzji w zelu agarowym (AGP), testem se-
roneutralizacji (SN), immunofluorescencji
oraz serologicznym testem ELISA. W przy-
padkach zakazen latentnych bardzo przy-
datna jest metoda PCR (6).

Niedokrwisto$¢ zakaZna koni
(aneemia infectiosa equorum)

Etiologia

Zakazenie wywoluje retrowirus (lentiwi-
rus) z rodziny Retroviridae. Jest to jedno-
niciowy RNA wirus, ktéry ulega zmien-
noséci pod wplywem kazdego nawrotu go-
raczki. Jest on przenoszony przez muchy
konskie oraz muchy zerujace na jeleniowa-
tych, zwlaszcza podczas wiremii (faza go-
raczkowa choroby).

Objawy kliniczne

Objawy choroby sa zréznicowane i zalezne
od jej postaci. Wyrdznia sie postacie: ostrg,
podostra, przewlekla i utajona. Zazwyczaj
wystepuje wysoka goraczka i niedokrwi-
sto$c. Jest to choroba nieuleczalna, a zaka-
zenie utrzymuje si¢ u koni do kornca zycia.

Zmiany anatomopatologiczne

Stwierdza sie wybroczyny pod blonami
surowiczymi, w bfonach §luzowych i ner-
kach, a takze powiekszenie i przekrwienie
$ledziony oraz weztéw chlonnych.

Diagnostyka

W diagnostyce zasadniczg role odgrywa-
ja badania hematologiczne i serologicz-
ne. Powszechnie stosowane sg testy AGP,
ELISA i Cogginsa (immunodyfuzji w zelu
agarowym, AGID). Pozytywny wynik testu
ELISA powinien by¢ potwierdzony pozy-
tywnym wynikiem testu AGP, poniewaz
test ELISA ma mniejsza swoisto$¢.

Choroba podlega obowiazkowi rejestracji
(znajduje sie w zalaczniku nr 3 do ustawy
o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalcza-
niu choréb zakaznych zwierzat; 7).

Wirusowe zapalenie tetnic u koni
(arteritis virosa equorum)

Etiologia

Czynnikiem wywolujacym wirusowe za-
palenie tetnic u koni jest wirus z rodziny
Arteriviridae. Nalezy on do jednonicio-
wych RNA wiruséw. Analiza filogenetycz-
na wykazala, ze linie amerykanskie i euro-
pejskie wirusa wykazuja znaczne réznice
pomiedzy szczepami. Na zakazenie arte-
riwirusami wrazliwe sg jedynie koniowate.

Objawy kliniczne

Dochodzi do wzrostu temperatury ciala,
zapalenia spojowek, Izawienia, obrzeku wo-
kot oczu, koniczyn i podbrzusza. Stwierdza

Prace pogladowe

sie réwniez wysypke na skoérze szyi i tulo-
wia. U klaczy Zrebnych wystepuja ronie-
nia. Wiekszo$¢ koni zdrowieje w okresie
1-2 tygodni.

Zmiany anatomopatologiczne

Stwierdza sig zwiekszong ilo$¢ plynu w ja-
mach ciata, zapalenie krwotoczne lub dy-
fteroidalne okreznicy i jelita §lepego.

Diagnostyka

W diagnostyce stosuje sie badanie histopa-
tologiczne, izolacje wirusa oraz testy SN,
ELISA i RT-PCR.

Choroba podlega obowigzkowi rejestracji
(znajduje sie w zalaczniku nr 3 do ustawy
o ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalcza-
niu choréb zakazZnych zwierzat).

Goraczka Zachodniego Nilu
(West Nile fever)

Etiologia
Zakazenie wywoluja flawiwirusy, ktére na-
leza do rodzaju Flavivirus w rodzinie Fla-
viviridae. Sa to jednoniciowe RNA wirusy.
U koni powoduja one, poza Goraczky Za-
chodniego Nilu, takze japonskie zapalenie
mozgu typu B oraz wczesnoletnie zapale-
nie opon i mézgu. Goraczka Zachodniego
Nilu jest choroba wirusowa przenoszona
przez krwiopijne owady klujace (gléwnie
gatunki komaréw z rodzaju Culex).
Analiza filogenetyczna szczepéw wi-
rusa Zachodniego Nilu wykazala réznice
pomiedzy szczepami z réznych rejonéw
$wiata. Wyréznia sie linie 1 — odpowie-
dzialng, za zachorowania z objawami ner-
wowymi u koni i ludzi w Europie i Amery-
ce ilinie 2 — odpowiedzialna za przypadki
wystepujace w Afryce Poludniowej, z re-
guly bez objawé6w klinicznych.

Objawy kliniczne

Gléwne objawy sa nastepstwem zmian
w o$rodkowym ukfadzie nerwowym i na-
suwaja podejrzenie réwniez innych jedno-
stek chorobowych przebiegajacych z zaka-
zeniem o$rodkowego ukladu nerwowe-
go. Stwierdza si¢ zmienione zachowanie,
drzenie mig$ni (m.in. drzenia glowy i szyi),
plochliwo$¢, wzmozone odruchy, brak re-
akcji na bodZce zewnetrzne, a takze nie-
zbornosci, potykanie sie, napady padacz-
kowe i porazenia.

Diagnostyka

Przyzyciowo zakazenie mozna wykry¢
za pomocg testéw SN, HI lub ELISA. Po-
$miertne potwierdzenie zakazenia uzy-
skuje sie za pomoca immunohistochemii
lub RT-PCR. Nalezy podkresli¢, ze istnie-
je ryzyko zakazenia si¢ osoby, ktéra bada
prébki pochodzace z osrodkowego ukta-
du nerwowego (8, 9).
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Rodokokoza Zrebiat
(rhodoccosis equorum)

Etiologia

Rodokokoze zrebigt wywotuje bakteria
Rhodococcus equi (dawniej zwana Coryne-
bacterium equi), nalezaca do rodziny No-
cardiaceae. Pateczka Rhodococcus equi jest
zaliczana do flory przewodu pokarmowe-
go i gérnych drég oddechowych. Choruja
przede wszystkim konie.

Objawy kliniczne

U Zrebiat najczesciej dochodzi do ropno-
-ziarniniakowego zapalenie oskrzeli i ptuc
z tworzeniem si¢ ropni i ropnymi zmiana-
mi w regionalnych weztach chfonnych. Naj-
czedciej obserwowanymi objawami klinicz-
nymi jest duszno$¢ i przy$pieszenie tetna.
Zrebieta traca apetyt i dochodzi do wyply-
wu z nosa, poczatkowo surowiczo-$luzo-
wego, pozniej ropnego. Moze takze dojs¢
do zapalenia stawéw i biegunki. Zrebieta
choruja zwykle w wieku od 2 do 5 miesie-
cy, a $miertelnos¢ dochodzi nawet do 64%.

Zmiany anatomopatologiczne
Najczesciej obserwowane zmiany anato-
mopatologiczne to ropne zapalenie ptuc
i oskrzeli oraz obecno$¢ ropni w ptucach
i regionalnych wezlach chionnych. Jesli wy-
stepowata biegunka, obserwowane moga
by¢ réwniez zmiany zapalne w przewodzie
pokarmowym.

Diagnostyka
Potwierdzeniem rozpoznania kliniczne-
go jest stwierdzenie obecno$ci Rhodococ-
cus equi w wydzielinie tchawiczo-oskrze-
lowej. Rozpoznanie opiera si¢ gtéwnie na
badaniu bakteriologicznym i mikroskopo-
wym (Rhodococcus equi jest bakteria Gram-
-dodatnia, pod mikroskopem wyglada jak
kokopateczka lub pateczka).

W diagnostyce rodokokozy wykorzy-
stywane sa réwniez testy ELISA, AGP, HI
oraz PCR (10, 11, 12, 13, 14).
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