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Case report

Zatrucie ergowaling w stadzie krow mlecznych
— opis przypadku
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Summary

Endophytes are fungi of the genus Neotyphodium that live in symbiosis with grasses. The effects of this
symbiosis can be both negative and positive. The negative effect may be due to alkaloids produced by endophytes
that in higher concentrations are toxic to animals. The most common alkaloids produced by Neotyphodium
fungi are ergovaline and lolitrem B. The current state of knowledge on the settlement of grasses by these fungi
in Poland is rather small. It has been observed that fungi from the genus Neotyphodium occurring in a pasture
sward can produce alkaloids. The average ergovaline content in grass from the permanent pasture in some
areas exceeded the threshold level above which disease symptoms in animals may occur. The aim of this paper
was to present a clinical case of ergovaline intoxication in a herd of 30 dairy cows. Out of the 30 animals, in
10 self amputation of the tails and visual disturbances were observed. Ergovaline poisoning was diagnosed on
the basis of the results of analysis of the sera of infected animals by mass spectrometer. It enabled detecting
a specific fraction in the serum of sick cows that was identified as ergovaline. The case of ergovaline poisoning
confirmed by laboratory tests indicates that in some areas poisoning with this alkaloid may be a significant
problem in the breeding of ruminant animals, which should be considered in the differential diagnosis of
diseases with necrosis of the terminal parts of the body and decreased milk production.
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Pierwsze doniesienia dotyczace zatru¢ powodowa-
nych spozywaniem produktow roslinnych lub nasion
zb6z zanieczyszczonych produktami metabolizmu
grzybow (mikotoksyn) pochodza jeszcze ze srednio-
wiecza (3). W tym okresie masowym zatruciem u ludzi
byl ergotyzm — powodowany spozyciem przetworow
z maki zanieczyszczonej sporyszem bedacego forma
przetrwalnikowa grzyba pasozytujacego na zbozu —
butawinki czerwonej Claviceps purpurea. Zatrucie
to u ludzi bylo okreslane, ze w wzgledu na nieznang
etiologig, jako ,,ogien §w. Antoniego” lub ,,$wiety
ogien”. Objawy zatrucia u ludzi byty wywotane neu-
rotoksycznym dziataniem alkaloidow grzyba, glownie
ergotaminy (2, 18).

Do podobnych zachorowan dochodzi réwniez
u zwierzat roslinozernych (2). Najwazniejszymi mi-
kotoksykozami u zwierzat wywotanymi spozywaniem
traw lub nasion zbdz sg 1) ergotyzm wywotany przez
ergotaming produkowang przez grzyba bulawinki
czerwonej, 2) ,,fescue toxicosis” lub ,,fescue foot”

powodowane zatruciem ergowaling produkowang
przez grzyby rodzaju Neotyphodium 3) ,ryegrass
staggers” powodowany zatruciem lolitremem B oraz
4) ,fescue-associated oedema” wywotany spozywa-
niem pirolizynowego alkaloidu (4, 5).

Powszechnie panuje przekonanie, Zze przezuwacze
sg mniej podatne na niekorzystne skutki spozywania
paszy zanieczyszczonej mikotoksynami niz np. konie.
Wynika to z zatozenia, ze metabolity grzyboéw pod
wpltywem mikroflory przedzotadkow ulegaja dez-
aktywacji (19). Grzyby zakazajace trawy lub zboza
wytwarzaja toksyczne alkaloidy (alkaloidy ergotyno-
we, ergowalina, lolitrem B), ktore po spozyciu przez
zwierzeta zostajg wehtonigte do krwiobiegu 1 wykazujg
toksyczne dziatanie na organizm. Objawy zatrucia
wystepuja przede wszystkim u zwierzat korzystajacych
z pastwisk (6). W krajowym pi$miennictwie brak jest
doniesien dotyczacych zatru¢ ergowaling u zwierzat,
dlatego postanowiono przedstawi¢ wlasny przypadek
zatrucia tym alkaloidem u bydta mlecznego.
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Do Kliniki Chorob Wewnetrznych Zwierzat zglosit si¢
hodowca bydta mlecznego z problemem odpadania ogonow
u krow (u 10 sztuk bydta) oraz zaburzen w widzeniu (u 5
sztuk bydta). Stado, z ktorego pochodzity chore osobniki,
obejmowato 30 krow mlecznych gtownie rasy holsztyno-
-fryzyjskiej oraz rasy simental. Krowy byty utrzymywane
w systemie uwigziowym i przez caly rok przebywaty w bu-
dynku inwentarskim. Zywienie metodg PMR byto oparte na
kiszonce z kukurydzy, sianokiszonce z trawy, sianokiszonce
z koniczyny czerwonej, sianie, paszy tresciwej z dodatkiem
mieszanki mineralno-witaminowej i absorbentu mikotok-
syn — Lonomix Neutromix (LNB Polska). Z wywiadu wy-
nikato, Ze obserwowane zaburzenia rozwingty si¢ w ciagu
ostatnich 6 miesiecy. Choroba rozpoczynata si¢ zmianami
w ksztalcie ogona (przyjmowat ksztalt litery S) oraz jego
wykrzywieniem na bok. W odlegto$ci 30-40 cm od nasady ~ Rye. 1. Przewezenie i martwica ogona u krowy zatrutej er-
ogona pojawial si¢ ropny naciek zapalny, dochodzito do ~ gowalina
martwicy tkanek, a nastepnie do samoistnego odpadnigcia
ogona (ryc. 1). Rana goila si¢ bez powiktan przez ziarni-
nowanie. Réwnoczesnie u niektoérych krow obserwowano
zmiany w oczach w postaci: wytrzeszczu gatek ocznych,
ropnego zapalenia spojowek oraz catkowitej slepoty spo-
wodowanej zmetnieniem soczewki (ryc. 2). W stadzie nie
obserwowano zaburzen w rozrodzie, ale w okresie zacho-
rowania doszto do obnizenia dziennej wydajnosci mlecznej
i obnizenia zawartosci biatka w mleku. Od 10 chorych krow
jednorazowo pobrano krew do badan hematologicznych,
biochemicznych oraz kat do badan parazytologicznych,
a takze wymazy z kikutow ogonéw do badan bakteriolo-
gicznych. Wyniki badania hematologicznego i biochemicz-
nego zostaty przedstawione w tabeli 1 i 2. Badaniem para-
zytologicznym katu nie wykazano obecnos$ci pasozytow.
Wyniki badania bakteriologicznego w kierunku obecnosci
beztlenowcow daly wynik ujemny. W posiewach na agarze
z krwia, w warunkach tlenowych uzyskano jedynie wzrost
mikroflory saprofityczne;j.

Ryec. 2. Zmetnienie galki ocznej u krowy zatrutej ergowalina

Tab. 1. Wyniki badania hematologicznego chorych kréw

S Krowy

Paramel wermoive | 1+ | o | s | 4 | s | s | 1 | 8 | s | u
Leukocyty [10°%/L] 4-10 7,5 13,2 15,3 10,4 9,3 8,7 6,5 9,7 7,5 5,4
Erytrocyty [10'2/L] 5-8 6,62 7,05 6,91 7,16 6,29 7,58 7,86 9,44 6,12 6,93
Hemoglobina [g/dL] 8-14 10,6 10,9 9,0 10,1 10,2 10,4 10,8 12,4 8,6 9,7
Hematokryt PCV [%] 30-40 30,7 32,1 25,9 28,3 30,2 30,4 31,9 37,6 25,0 29,0
$OK [fl] 40-60 46 45 38 40 48 40 41 40 41 42
$MH [pg] 11-17 16,0 15,5 13,1 14,1 16,2 13,7 13,8 13,1 14,1 14,1
$SH [g/dL] 30-40 34,4 34,0 34,8 35,6 33,8 341 34,0 32,9 34,4 33,6
Tromobocyty [10°/L] 100-800 493 623 294 716 548 534 62 362 380 457
Granulocyty pateczkowate [%] <2 1 1 1 1
Granulocyty segmentowane [%] 15-45 31 47 44 38 32 30 23 34 32 15
Granulocyty kwasochtonne [%] 2-20 19 24 28 18 7 8 1 15 4 14
Granulocyty zasadochtonne [%] <2 1 1
Limfocyty [%] 45-72 47 29 28 43 61 58 66 49 64 67
Monocyty [%] 2-7 1 1 3
Neutrofile/limfocyty 0,84-0,94 1,12 2,44 2,57 1,32 0,63 0,72 0,52 1,04 0,56 0,49
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Tab. 2. Wyniki badania biochemicznego chorych krow
S Krowy

Peramet wowne | 1+ | 2 | s | 4 | s | s | 7| s |9 | m

AST [U/L] <100 LY 102 83 53 62 90 64 60 68 68

GGT [U/L] 10-30 23 20 32 28 24 34 23 20 21 32
CPK [U/L] 50-400 92 147 111 92 35 85 127 113 125 119
Biatko catkowite [g/L] 70-85 72,4 88,2 81,2 98,8 79,4 64,9 81,0 96,2 72,9 1.4
Albuminy [g/L] 32-50 42,7 42,6 41,9 40,2 42,9 43,2 42,7 37,9 45,1 43,7
Globuliny [g/L] 29-50 29,7 45,6 39,3 58,6 36,5 21,7 38,3 58,3 21,8 21,1
Albuminy/Globuliny 0,8-0,9 1,43 0,93 1,06 0,68 1,17 1,99 1,11 0,65 1,62 1,58
Bilirubina catkowita [pmol/L] < 8,55 16,25 16,76 22,06 18,13 21,55 14,71 11,12 17,78 14,19 18,47
Wapri catkowity [mmol/L] 2,25-2,88 2,5 2,49 2,55 2,58 2,48 2,6 2,45 2,58 2,66 2,62
Cholesterol catkowity [mmol/L] 1,81-5,18 4,12 3,50 6,14 4,87 4,9 6,76 4,25 3,52 5,18 5,78
K [mmol/L] 3,5-4,7 4,7 3,8 3,7 4,6 3,9 3,6 3,7 4,8 3,8 4,5
Mg [mmol/L]] 0,74-1,32 1,09 1,18 0,99 0,97 1,12 1,12 0,81 0,83 0,8 0,71
Mocznik [mmol/L] 7,50-16,0 4,64 4,64 7,85 6,78 8,57 3,57 2,50 5,36 4,28 5,0
P [mmol/L] 1,29-3,07 1,53 1,45 1,48 1,87 1,51 1,80 1,67 1,61 1,84 1,58
Fe [pmol/L] 21-41 25,78 30,11 24,85 12,67 26,64 24,9 29,02 20,69 36,59 33,81

Surowice pozyskane od chorych osobnikéw poddano
analizie proteomicznej na spektrometrze mas MALDI-
-TOF (Bruker). Surowice rozcienczono dziesi¢ciokrotnie
woda klasy 1. Nast¢pnie kazda z prob poddano oczyszcze-
niu oraz zageszczeniu na mikroztozu chromatograficznym
C18 Zip-Tip (Merck). Zaktywowana wedtug zalecen pro-
ducenta koncowka typu Zip-Tip pobrano i wypuszczono
probe biatkowa 25-krotnie. Nastepnie mieszaning protein
wyeluowano z koncowki roztworem acetonitrylu z woda
oraz kwasem trojfluorooctowym (70 : 28,5 : 1,5) i umiesz-
czono wewnatrz 0,5 ml probowki typu Eppendorf. Do ana-
lizy spektrometryczng uzyto hydrofobowe;j, 384-punktowej
ptytki AnchorChip (Bruker) zawierajacej dodatkowo 96
punktow kalibracyjnych. 1 ul otrzymanej po oczyszcze-
niu mieszaniny protein zostal nakroplony na ptytke do
systemu MALDI. Po wyschnigciu proby, nakroplono na
jej powierzchnig przesycony roztwor kwasu a-cyjano-4-
-hydroksycynamonowy (HCCA, Bruker), ktory spetniat
role matrycy posredniczacej w przekazywaniu energii do
proby. Rownoczesnie na pola kalibracyjne naniesiony zo-
stal standard peptydowy (Protein Calibration Standard II,
Bruker) w ilo$ci 0,5 pl, ktory rowniez pokryto roztworem
matrycy. Po wyschnigciu matrycy ptytke do systemu MAL-
DI wprowadzono do spektrometru mas Ultraflex IIl MALDI
TOF/TOF (Bruker). W celu otrzymania widm mas protein
uzyto programu flexControl 3.3 (Bruker). Widma zebrano
w zakresie mas od 200 do 100 000 Da przy nastepujacych
ustawieniach lasera: moc lasera: 40%, liczba strzatow: 500,
czestotliwosé: 500. Uzyskane widma wygtadzono (metoda
Savitsky-Golay), a ich linie bazowe poddano korekc;ji (al-
gorytm Top Hat) w programie flexAnalysis 3.0. (Bruker).
W tym samym programie wygenerowano takze liste pikow
odpowiadajaca znajdujacym si¢ w proteinom peptydom.
Ewentualne zanieczyszczania dajgce sygnal na widmie
usunieto, stosujac listy kontaminacji. W surowicy chorych
kréw wykazano obecnos¢ zwigzkdéw o masie 530 Da, kto-
rych nie stwierdzono we krwi zdrowych zwierzat, typowe;j

dla ergowaliny. Na tej podstawie przyjeto, ze przyczyna
choroby u krow byto zatrucie tym alkaloidem. Nie zostato
ustalone pochodzenie ergowaliny, ale prawdopodobnym
zrodlem zatrucia dla krow mlecznych moglo by¢ siano
1 sianokiszonka, sporzagdzone z traw zebranych z Iaki po-
rosnigtej duzg iloscig kostrzewy trzcinowe;.

W zywieniu zwierzat do dawki pokarmowej witaczono
preparat ztozony z: suszonych drozdzy Sacharomyces ce-
revisae w polaczeniu z wywarem gorzelnianym (DDGS) —
Agroyeast CHB w dawce dziennej 100 gram na sztukg¢/na
dzien. Preparat Agroyeast CHB zawierat w 100 gramach:
1532 kJ energii oraz 43,3 g pelnowartosciowego biatka,
aminokwasy, witaminy z grupy B, mikroelementy oraz
sktadniki o wtasciwosciach immunologicznych: B-glukan,
MOS — mannanooligosacharydy. Wybor preparatu byt
podyktowany m.in. obecnoscig w nim glukomannanow —
zwigzkow o silnych wiasciwosciach absorpcyjnych w sto-
sunku do mikotoksyn i alkaloidéw, a takze obecnos$cig
W nim substancji o dziataniu immunomodulujagcym. Po
wprowadzeniu do zywienia wyzej wymienionego preparatu
w gospodarstwie nie zaobserwowano nowych przypadkow
zachorowan z podobnymi objawami.

Omowienie

W warunkach naturalnych wzrost roslin pastwi-
skowych jest §cisle zwigzany z towarzyszacymi im
drobnoustrojami, tzw. endofitami (w$rdd ktorych
wystepuja bakterie, grzyby lub promieniowce) (20).
Mikroorganizmy te poprzez produkowane zwigzki
chemiczne, dzialajg korzystnie na rosling, chronigc
ja przed niesprzyjajacymi warunkami $rodowiska,
szkodnikami, grzybami lub nicieniami i jednoczesnie
poprawiajg jej wzrost oraz plonowanie (20). Grzyby
endofityczne z rodzaju Neotyphodium, ktore wystepuja

na trawach: zycica trwata (Lolium perenne L.), ko-
strzewa lakowa (Festuca pratensis Huds.), kostrzewa
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czerwona (Festuca rubra L.) oraz kostrzewa trzcinowa
(Festuca arundinacea Schreb.) produkuja toksyczne
dla zwierzat roslinozernych (przezuwacze i konie)
alkaloidy. Z grupy alkaloidow produkowanych przez
endofity traw najwigksze znaczenie w toksykologii
zwierzat maja alkaloidy sporyszowe (ergotynowe) —
klawiny, kwas lysergowy, amidy kwasu lysergowego,
ergopeptyny oraz indol-diterpenoidy (lolitrem B) (11,
13, 15). W grupie ergopeptyn najsilniej dziatajacym
alka101dem jest ergowalina. Spozycie alkaloidow spo-
ryszowych przez zwierzgta prowadzi do ich ogdlnego
zatrucia, ktore w literaturze Swiatowej jest okreslane
jako ,,fescue toxicosis” 1 ,,fescue foot”, natomiast obraz
kliniczny spowodowany spozyciem lolitremu B jest
okreslany jako ,,ryegrass staggers syndrome”. Ogolne
objawy zatrucia alkaloidami sporyszowymi u bydta
obejmujg poste;pujqcy spadek masy ciata, zaburzenia
ptodnosci, ograniczenie przyrostu u ras mlc;snych na-
tomiast u kréw mlecznych — spadek wydajno$ci mlecz-
nej, wzrost liczny komorek somatycznych w mleku
oraz obnizenie zawarto$ci thuszczu 1 biatka w mleku
(1, 10, 12, 16) Zatrucie lolitremem B prowadzi do
obnizenia wydajno$ci mlecznej, zaburzen neurologicz-
nych oraz porazenia konczyn miednicznych. Objawy
chorobowe u krow zaleza od zawartosci alkaloidow
w roslinach przy wypasaniu zwierzat, zawartosci al-
kaloidow w sianie 1 sianokiszonce przy utrzymywanlu
oborowym oraz czasu spozywania zanieczyszczonej
paszy (8,9). W opisanym przypadku wasnym dominu-
jacymi objawami klinicznymi u krow mlecznych byty
martwica i utrata ogona u 10 z 30 zwierzat w hodowli
oraz spadek dziennej wydajno$ci mlecznej. Badaniem
spektrometrycznym w surowicy krwi chorych krow
wykazano obecnos$¢ ergowaliny. Farmakologiczne
dziatanie ergowaliny wynika z jej chemicznego po-
dobienstwa do dopaminy, noradrenaliny i serotoniny.
Bezposrednie dziatanie na receptory dopaminoergicz-
ne, alfa-adrenergiczne i serotoneregiczne prowadzi
do zaburzenia czynnosci serca, jednak dominujacym
dziataniem ergowaliny jest skurcz naczyfh krwionos-
nych, co w konsekwencji prowadzi do niedokrwienia
dystalnych czesci ciata (21-23). U bydta z zatruciem
ergowaling objawy obwodowego niedokrwienia ma-
nifestujg si¢ martwicg matzowin usznych, martwicg
koncowki ogona lub zapaleniem tworzywa racicowego
(19). W opisanym przypadku klinicznym skutkiem
niedokrwienia byla martwica i odpadnigcie ogona.
Nalezy przypuszczaé, ze zaburzenie ukrwienia gatki
ocznej moglo by¢ przyczyna zmetnienia soczewki
1 catkowitej §lepoty obserwowanej u niektorych krow.
Dhugotrwale spozywanie paszy zawierajacej alkaloidy
sporyszowe (ergopeptyny) mogto by¢ przyczyna tzw.
chronicznej toksycznosci objawiajacej si¢ glownie
spadkiem wydajnos$ci mlecznej oraz nizsza zawarto-

scig biatka 1 thuszczu w mleku. W badanym stadzie
obserwowano nizsza dzienng wydajnos¢ mleczng
oraz nizszg zawarto$¢ biatka w mleku. Jest to zgodne
z obserwacjami innych autorow (10). Dodatkowym
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czynnikiem obnizajacym wydajno$¢ mleczng moze
by¢ roéwniez niskie stezenie prolaktyny u kréw spozy-
wajacych pasze zawierajaca ergowaling (7).

Na podstawie rutynowo wykonanych badan hema-
tologicznych i biochemicznych trudno jest postawi¢
podejrzenie zatrucia alkaloidami endofitéw traw
pastwiskowych 1 okresli¢ stabsza wydajnos¢ lub ja-
ko$¢ mleka powodowang spozywaniem alkaloidow.
W przedstaw10nym przypadku wyniki badan labora-
toryjnych byty réwniez niejednoznaczne. W badaniu
hematologicznym u niektorych zwierzat obserwowano
eozynofili¢ pomimo ujemnego wyniku badania pa-
razytologicznego kalu. W badaniu biochemicznym
surowicy chorych zwierzat stwierdzono podwyzszo-
ne stezenie bilirubiny catkowitej 1 wysoki wskaznik
albuminy/globuliny oraz niskie stezenie mocznika.
W nielicznych pracach dotyczacych zatrucia toksyna-
mi endofitow traw w surowicy krwi bydta wykazano:
obnizenie st¢zenia cholesterolu catkowitego, globu-
lin, biatka catkowitego, prolaktyny, niskg aktywno$c
fosfatazy zasadowej 1 aminotransferazy alaninowej
oraz wzrost stezenia catkowitej bilirubiny, kreatyniny
1 wskaznika albuminy/globuliny (14, 17).

Potwierdzony badaniem laboratoryjnym przypadek
zatrucia ergowaling u bydta mlecznego wskazuje, 1z
na pewnych obszarach zatrucie alkaloidami endofi-
tow traw moze stanowic istotny problem w hodowli
zwierzat przezuwajacych, ktory nalezy rozwazy¢
w diagnostyce réznicowej chorob przebiegajacych
z martwicg dystalnych czesci ciata oraz spadkiem
wydajnosci mleczne;.
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