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Epizootic of listeriosis in cows in the Kaszuby region

Summary

The aim of the study was to determine the etiological factors of an outbreak of cattle illness with symptoms
nervous disorders. The disease appeared simultaneously in adult animals on three dairy farms between
August and October. The majority of sick animals was after parturition and had high milk production. The
diagnosis gene was found through clinical anatomopathology, histopathology and bacteriological examina-
tions of the animals, as well as molecular, serological, virusological and chemical tests. L. monocytogenes was
isolated from the brain tissue of the dead animals. Restriction analysis (PCR-RFLP) of the DNA fragment of
the hly A gene from L. monocytogenes facilitated differentiation between the virulent and control strains.

It was found that the copper and selenium levels in the cows’ serum were reduced significantly. Additional
examinations indicated the low content of these minerals in the forage.
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Listerioza ludzi i zwierzat stanowi nadal jedno z ak-
tualnych zagadnien epidemiologicznych i epizootio-
logicznych. Wzrost zainteresowania wynika przede
wszystkim z jej znaczenia jako zoonozy, bardzo czgs-
to $miertelnej choroby ludzi, ktorej zrodtem zakaze-
nia jest zywno$¢ pochodzenia zwierzecego (6, 9, 11,
14, 17). Pod koniec XX wieku w USA zanotowano
u ludzi okoto 1700 przypadkow rocznie listeriozy prze-
biegajacej w postaci meningoencephalitis 1 sepsis , przy
$miertelnosci siggajacej 25% (6).

W Polsce listerioza u bydla zostata opisana po
raz pierwszy przez Czarnowskiego i Chylinskiego
w 1964 . (5) Sposrod zwierzat gospodarskich choro-
ba ta najczqsmej wystqpuje u owiec 1 bydfa. Diagno-
zuje si¢ ja rOwniez u zwierzat dziko zyjacych, ptakow,
ryb (4, 7, 18, 20, 22). U bydta dorostego przebiega
gléwnie z objawami ze strony centralnego uktadu ner-
WOowWego. W niektérych przypadkach moze powodo-
wac ronienia, zatrzymanie fozyska, zapalenie macicy
1 zapalenie wymienia. U cielat i mlodego bydta ma
przebieg posocznicowy. Niekiedy choroba moze roz-
wina¢ si¢ w warunkach obnizonej odpornosci organi-
zmu, w nastgpstwie niedoboréw biatka, witaminy A
1 E oraz niektorych pierwiastkow: zelaza, miedzi, se-
lenu (1, 17, 22). Czynnikiem etiologicznym jest wa-

runkowo chorobotworcza Gram-dodatnia, pateczka
Listeria monocytogenes, ktora ma szczegolne powi-
nowactwo do komorek tkanki nerwowej. W warun-
kach naturalnych do zakazenia dochodzi najczgsciej
droga pokarmowa za posrednictwem pasz (4, 5, 7, 13).
Zrédlem zakazenia moga by¢ inne zwierzeta po prze-
chorowaniu lub bezobjawowej infekcji.

W niniejszym opracowaniu opisano liczne przypadki
zachorowan krow wsrdd objawow biegunki 1 zaburzen
neurologicznych w miejscowosci T. na terenie Kaszub
w wojewddztwie pomorskim. Zachorowania stwier-
dzono réwnoczesnie w trzech odleglych od siebie gos-
podarstwach, nalezacych do rolnikéw indywidualnych.

Materiat i metody

Przeprowadzono badania epizootyczno-kliniczne, ana-
tomopatologiczne i laboratoryjne (bakteriologiczne, histo-
patologiczne, wirusologiczne, molekularne, serologiczne,
chemiczne, biochemiczne). Do badan pobrano 30 probek
krwi, 10 pr(’)bek mleka od chorych kréw oraz pobrano
6 probek wycinkow narzadéw wewngetrznych: watroby, $le-
dziony, nerek, pluc oraz mézgu i rdzenia przedtuzonego od
padlych lub poddanych ubojowi zwierzat. Ponadto zbada-
no 21 probek réznych pasz oraz wody z obor, w ktdrych
przebywaly zwierzgta. Badania laboratoryjne wykonano
w oparciu o ogoélnie przyjete metody badawcze.
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Opis przypadkéw i wyniki badan

Badania epizootyczne-kliniczne. Zachorowania zwie-
rzat wystapity rownocze$nie w trzech gospodarstwach,
w ktorych przebywato tacznie 90 sztuk bydta rasy ncb,
w tym 71 kréw i 19 jatowek. Z przeprowadzonego wywia-
du wynikato, ze w ostatnich latach chor6b zakaznych w tej
miejscowosci 1 okolicy u bydla i innych zwierzat gospo-
darskich nie notowano. Nie stosowano rowniez zadnych
szczepien ochronnych. Wczesniejsze wizyty lekarzy wete-
rynarii w tych gospodarstwach byly sporadyczne, jedynie
z powodu wystapienia u kréw komplikacji poporodowych
oraz zachorowan cielat z objawami ze strony uktadu odde-
chowego. W czasie wystapienia choroby w gospodarstwach
warunki hodowlano-zywieniowe uznano za dobre. Kondy-
cja krow byta zroznicowana. Srednia wydajno$é mleczna
od krowy wynosita okoto 6-7 tys. litrow rocznie. Zwierzg-
ta byty zywione glownie kiszonka z kukurydzy, sianem oraz
pasza tresciwa, a w okresie wiosenno-letnim dodatkowo
podawano zielonki z traw i ro§lin motylkowych. W czasie
trwania enzootii od sierpnia do pazdziernika padto 17 krow
i 12 skierowano do uboju z konieczno$ci. Pierwszymi
zaobserwowanymi objawami chorobowymi u krow byla
biegunka, osowialo$¢ i stopniowa utrata taknienia. U nie-
ktorych zwierzat mozna bylo zauwazy¢ ostabiony chod
i trudno$ci w koordynacji ruchéw oraz zgrzytanie zgbami
i $linotok. W dalszym przebiegu choroby krowy lezaty na
stanowiskach w oborze z obnizona reaktywnoscia na bodzce
zewngtrzne. Cieptota wewngtrzna ciata wynosita od 38,5°C
do 38,7°C. Tetno i tony serca byly przyspieszone i stabo
wyczuwalne. W ciagu 2-3 dni od zauwazenia pierwszych
objawow chorobowych nastepowato zejscie $miertelne.
W leczeniu chorych krow stosowano antybiotyki, sulfona-
midy i preparaty wit. A + D,. Krowom podawano dozylnie
iniekcje roztworow glukozy, ptynu fizjologicznego i pre-
paratow wapniowo-magnezowych. Nalezy zaznaczyc¢, ze
wigkszos¢ chorych kréw byla po porodzie i cechowata sig
0 wysoka wydajnoscia mleczna.

Badania anatomopatologiczne. Przeprowadzona sek-
cja krow nie wykazata wyraznie zaznaczonych zmian ana-
tomopatologicznych. W toku sekcji tych stwierdzono zwigk-
szong ilo§¢ ptynu wysickowego w worku osierdziowym,
liczne wybroczyny pod nasierdziem i zwyrodnienie migs$-
nia sercowego. Pod opona migkka obu potkul mozgowych
zaobserwowano obustronne silne wypelnienie naczyn
i drobne wybroczyny w korze mozgowe;.

Badanie histopatologiczne. W obrazie mikroskopowym
wykazano zmiany morfologiczne, obejmujace pien mozgu
oraz rdzen przedtuzony w postaci ogniskowych zapalen
ropno-martwicowych, przekrwienia tkanki moézgowej oraz
obrzgku komoérek nerwowych. Wokoét naczyn krwionosnych
wystapily nacieki granulocytow obojetnochtonnych, lim-
focytow oraz histiocytow (ryc. 1). Badaniem histopatolo-
gicznym pnia mdzgu nie stwierdzono zmian patognomicz-
nych dla gabczastej encefalopatii (BSE). Proby bezposred-
niego odczynu immunofluorescencyjnego wykonane na
tkance mézgowej od padtych krow w kierunku wykrycia
antygenu wirusa wscieklizny oraz wirusa choroby Aujesz-
ky’ego daty wyniki negatywne.

Badania bakteriologiczne. Prowadzone rownolegte ba-
dania hodowlane na podtozach wybidrczo-roznicujacych
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1 proba biologiczna na biatych myszkach wykazaty w wy-
cinkach mozgu i rdzenia padtych lub poddanych ubojowi
zwierzat obecnosc¢ bakterii z rodzaju Listeria monocytoge-
nes. Ogotem wyizolowano 4 szczepy L. monocytogenes od
krow pochodzacych z 3 gospodarstw.

Badanie molekularne. Zastosowana technika PCR-RFL
umozliwita zidentyfikowanie szczepdw L. monocytogenes
wyizolowanych od chorych krow. Stwierdzono, ze we wzo-
rze restrykcyjnym badanych szczepow byto brak dwoch
fragmentow DNA: B i C o wielkosci powyzej 100 pz
(ryc. 2). Natomiast badania bakteriologiczne wycinkdéw na-
rzadow wewngtrznych, mleka od chorych krow oraz pasz

Ryec. 1. Nacieki komérek leukocytarnych wokol naczyn krwio-
no$nych. Barwienie H+E. Pow. 200 X
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Ryec. 2. Analiza restrykcyjna produktow PCR fragmentu genu
HIyA L. monocytogenes po trawieniu enzymem CviJI. Sciez-
ki przedstawiaja: M — wzorce DNA (bp), 1 — szczep wzorco-
wy, 2 — szczep izolowany od chorych kréw. Z lewej strony
zdjecia oznaczono wielkosci DNA markera, z prawej wiel-
kos$ci fragmentéow DNA genu



Medycyna Wet. 2007, 63 (12)

i wody nie wykazaty obecnosci drobnoustrojow chorobo-
tworczych w tym L. monocytogenes.

Badania wirusologiczne. Proby izolacji z wycinkéw
narzadow wewngtrznych oraz tkanki moézgowej i rdzenia
na hodowlach komorkowych bydta (MDBK) w kierun-
ku obecnosci wirusow: herpeswirusa bydlgcego typu 1
(BHV-1), parainfluenzy typu 3 (PI-3), biegunki bydta i cho-
roby blon $luzowych (BVD-MD) oraz choroby Aujesz-
ky’ego daty wynik ujemny.

Badanie serologiczne. Odczyn aglutynacyjny w kierun-
ku listeriozy dat wynik dodatni u wszystkich badanych
zwierzat. Miana przeciwciat u seroreagentow wahaty si¢
od 1/40 do 1/80. U dwoch krow stwierdzono miana 1/160.
Dodatkowe badanie serologiczne krwi nie wykazaty prze-
ciwciat swoistych dla BHV-1, BVD-MD, Leptospira in-
terrogans ani goraczki Q.

Badanie chemiczne. Badanie tre$ci przewodu pokarmo-
wego, wycinkow narzadow wewngtrznych, surowicy krwi
1 pasz na obecnos¢ pestycydow chloro- i fosforoorganicz-
nych, azotyndéw i azotan6éw, chlorku potasu i mykotoksyn
dato wynik ujemny. W probkach narzadéw wewngtrznych
oraz surowicy krwi stwierdzono, ze zawarto$¢ rteci, arse-
nu, otowiu, kadmu, cynku i zelaza byta w granicach przy-
jetych wartosci referencyjnych (23) Natomiast badanie na
zawarto$¢ miedzi Wykazalo wyrazny niedobor tego pier-
wiastka. Sredni poziom miedzi w surowicy krwi u krow
byt obnizony i wynosit 8,9 umol/L (dolna granica normy
fizjologicznej 12,6 pmol/L). Stwierdzono roéwniez bardzo
niskie warto$ci Cu w watrobie i nerce tych zwierzat —
3,0 mg/kg (norma 150-200 mg/kg). Ponadto mniejsze war-
tosci tego pierwiastka wykazano rowniez w paszach.
W zalezno$ci od rodzaju paszy wartosci te wahaty si¢ od
0,9 do 4,6 mg/kg. W surowicy krwi ponizej wartosci refe-
rencyjnych byta takze zawartos¢ selenu, ktdra u niektorych
krow wynosita od 4 do 26 pg/ml (norma 40 ug/ml).

Badania biochemiczne. Aktywnos$¢ aminotransferaz
(AspAT, AlaT) oraz poziom Mg, biatka, glukozy i kwasu
pB-oksymastowego wahaty si¢ w zakresie przyjetych war-
tosci referencyjnych (21). U niektorych krow stwierdzono
w surowicy krwi nieznacznie obnizony poziom wapnia
i fosforu. Wskazniki hematologiczne (liczba czerwonych
i biatych krwinek, hematokryt, stezenie hemoglobuliny) po-
zostawaly w normie.

Omowienie wynikow

W $wietle wykonanych kompleksowych badan,
w szczegodlnosci klinicznych, bakteriologicznych i mo-
lekularnych stwierdzono, ze czynnikiem etiologicz-
nym, ktoéry spowodowal zachorowania i padnigcia
krow w miejscowosci T. byta L. monocytogenes.
Z przeprowadzonego wywiadu wynikato, ze w jednym
z tych gospodarstw juz w lutym zachorowata i padta
krowa po wycieleniu z podobnymi objawami klinicz-
nymi zaobserwowanymi kilka miesigcy pdzniej. Wow-
czas uznano to za przypadek toksemii poporodowe;.
Poczynione spostrzezenia sugemjav ze zakazenie zwie-
rzat L. monocytogenes nastapito juz w okresie zimo-
wym i powoli rozwijato si¢ bezobjawowo. Przyjmuje
sig, ze okres inkubacji zarazka w organizmie zwierzat
trwa okoto 3-4 tygodni, a niekiedy moze przedtuzaé
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si¢ nawet do 90 dni (11-13). Po wystapieniu pierw-
szych zachorowan u kréw w miesiacach letnich, we
wstepnej fazie diagnostycznej uwzgledniano rowniez
zakazenie tla bakteryjnego i wirusowego, w tym m.in.
listerioze, enterotoksemig, a nawet chorobg Aujesz-
ky’ego. Ponadto pod uwagg brano zaburzenia prze-
miany materii i zatrucie zwiazkami chemicznymi.
W tym przypadku byto to zwiazane z informacjami od
wiascicieli stad krow o stosowaniu intensywnego na-
wozenia pastwisk i upraw kukurydzy nawozami mi-
neralnymi i orgamcznyml Potwierdzeniem ostatecz-
nego rozpoznania byto badanie bakteriologiczne. Po-
wszechnie wiadomo, ze izolacja L. monocytogenes
z materialu biologicznego nie jest tatwa do izolacji
drobnoustrojem (6, 22). Stad tez nie zawsze w pierw-
szych badaniach bakteriologicznych istnieje szansa
szybkiego wyosobnienia tej bakterii z materiatu bio-
logicznego. W omaw1anym przypadku drobnoustroje
te izolowano z tkanki mézgowej po kilkudniowej pre-
inkubacji w lodowce w temperaturze +4°C. Potwier-
dzeniem rozpoznania byta przeprowadzona préoba bio-
logiczna na bialych myszkach. Waznym elementem
diagnostycznym bylto badanie histopatologiczne,
w ktorym potwierdzono z r6znym nasileniem charak-
terystyczne zmiany w postaci naciekOw monocytow,
komorek wielojadrzastych oraz okotonaczyniowych
naciekow leukocytarnych. W swietle badan Kopczew-
skiego 1 wsp. nad listerioza istnieje konieczno$¢ pro-
wadzenia rownolegtych badan bakteriologicznych
1 histopatologicznych (10). Uzupelniajaca metoda
moga by¢ badania molekularne w kierunku wykrycia
kwasu nukleinowego tego drobnoustroju. Do identy-
fikacji wyosobnionych szczepéw L. monocytogenes
zastosowano metode PCR-RFLP (21). W reakeji tej
zastosowano 2 primery komplementarne do DNA frag-
mentu genu hly A kodujacego listeriolizyng O. Bada-
nia te wykazaly, ze izolowane szczepy miaty identycz-
ny wzor fragmentow DNA. Sugeruje to mozliwo$¢
zakazenia krow szczepami bakterii pochodzacymi
z tego samego zrodta zakazenia. Dotychczasowe do-
niesienia z zakresu analizy molekularnej L. monocy-
togenes wskazuja na wystgpowanie w obrebie tego ga-
tunku bakterii dwoch podtypow: podtyp I 1 II wraz
z licznymi wariantami (15, 21). Podziat ten jest po-
wigzany z wlasciwo$ciami biologicznymi L. monocy-
togenes i rodzajem zakazenia, jakie ten zarazek wy-
wotuje, a wigc zakazeniami mozgu, zapaleniami ukta-
du rozrodczego i wymion. Przeprowadzone badania
serologiczne, z uwzglednieniem brucelozy, otretu, lis-
teriozy, leptospirozy, goraczki Q i BVD-MD daty wy-
nik negatywny poza listerioza.

W tym ostatnim przypadku uzyskane niskie miana
przeciwcial anty-L. monocytogenes zdaja si¢ wskazy-
wac na obnizona odporno$¢ humoralng przy zakaze-
niu listeriami. Potwierdza to dane innych autoroéw
wskazujacych na ograniczona przydatno$¢ stosowa-
nych metod serologicznych w rozpoznawaniu listeriozy
u ludzi i zwierzat (2, 3, 21). Nalezy zaznaczy¢, ze
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w reakcjach immunologicznych przy namnazajacych
si¢ wewnatrzkomorkowo listeriach zaangazowana jest
przede wszystkim opornos¢ typu komorkowego (19,
22).

Wykonane badania wilasne nie ustality Zrédia po-
chodzenia zakazenia listeriami, ktore wywotaty cho-
robg u krow w tych trzech gospodarstwach. Przepro-
wadzone proby izolacji L. monocytogenes z pasz
(w tym wielokrotnie z kiszonek) i wody z obor, w kto-
rych przebywaty zakazone zwierzgta daly wynik ujem-
ny. Mozna rowniez przyjaé, ze do zakazenia docho-
dzito za posrednictwem innych zwierzat po przecho-
rowaniu, ktore nastgpnie stawaty si¢ siewcami zaraz-
ka. Z wielu obserwacji i badan wynika, ze potencjal-
nym zrédlem L. monocytogenes sa niewlasciwie przy-
gotowywane i przechowywane kiszonki i siano (7, 12,
16). Szczegdlnie dotyczy to kiszonek z kukurydzy,
ktére stanowily podstawowa karme dla bydla przez
okoto 9 miesigcy w roku. Niezaleznie od wystapienia
listeriozy u krow w miejscowosci T. dodatkowo stwier-
dzono w organizmie tych zwierzat niedobor Cu i Se.
Wyniki te nalezy odnie$¢ do wynikow badania pasz,
w ktorych rowniez wykazano niskie wartosci tych pier-
wiastkow. Miedz odgrywa wazna rolg¢ w procesach
oksydacyjno-redukcyjnych w organizmie wchodzac
w sktad wielu uktadéw enzymatycznych (1, 8). Przy-
ktadem jest dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) uczest-
niczaca w procesie unieszkodliwiania bakterii Zyjacych
wewnatrzkomorkowo przez makrofagi (19). Staty nie-
dobor miedzi i selenu w organizmie krow nasuwa przy-
puszczenie, ze byl on uzalezniony od niskiej zawar-
tosci tych pierwiastkow w glebie na terenie, gdzie wy-
stapity zachorowania. Z kolei niedobdr selenu, biora-
cego udziat, podobnie jak miedz, w procesach utle-
niania i redukcji, usuwaniu z organizmu tzw. wolnych
rodnikow, wspotdziataniu z witaming E w ochronie
komérek, moze, zdaniem niektorych autorow, utatwiaé
rozwdj procesu chorobowego w przebiegu zakazenia
listerioza (1, 17).

W podsumowaniu przeprowadzonych obserwacji
1 badan nalezy podkresli¢, Ze rozpoznanie listeriozy
u bydta moze by¢ trudne, za$ w rozpatrywaniu tla etio-
logicznego listeriozy nalezy mie¢ na uwadze nie tylko
sam zarazek, ale roOwniez stan fizjologiczny zwierzat,
wysoka mleczno$¢, okres ciazy oraz szeroko pojgte
srodowisko.
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