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Summary

Protozoal infection of T. gondii is a public health problem and also causes serious economic losses in livestock
production in many countries. Farm animals from organic farms are more likely to be infected. The aim of the
study was to determine the prevalence of Toxoplasma gondii among 50 dairy goats from an organic farm in
the northwestern Poland region and to assess the prevalence of parasite DNA in the milk of infected animals.
Serological tests performed by direct agglutination of IgG antibodies against T. gondii were positive in 10% of
the tested animals. No parasite DNA was detected in the milk from the seropositive goats. However, the number
of tested animals was too small to draw significant epidemiological conclusions.
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Toksoplazmoza jest zoonozg wywotywang przez
pasozytniczego pierwotniaka Toxoplasma gondii,
zdolnego do zarazania statocieplnych kregowcow,
w tym takze czlowieka (5). Choroba jest problemem
dla zdrowia publicznego oraz przyczyna powaZnych
strat ekonomicznych w produkcji zwierzecej (1).
Zyw101elem ostatecznym 7. gondii sa koty, wydala-
jace w trakcie siewstwa oocysty, ktore w warunkach
srodowiska zewnetrznego stajg si¢ inwazyjne po 3-5
dniach (7). Do wywotania zarazenia zdolne s3 tez
wewnatrzkomérkowe formy rozwojowe pasozyta
— tachyzoity 1 bradyzoity — obecne w organizmach
zywicieli posrednich (17).

Zarazenie 1. gondii wystgpuje czg¢sto zaro6wno
w$rod ludzi, jak i zwierzat (6). Uwaza sie, Ze zarazona
moze by¢ nawet 1/3 populacji $wiatowej ludzi (17).
Konsekwencje toksoplazmozy mogg by¢ szczegolnie
powazne dla kobiet w cigzy i 0s6b z immunosupresja
(14). Do czynnikow ryzyka nabycia toksoplazmozy,
oprocz braku zachowania warunkow higieny, nalezy
spozywanie nieprzetworzonych termicznie produk-
tow zwierzecych (6). Jako zrodio toksoplazmozy dla
cztowieka badania wskazuja nie tylko migso czy jego
produkty, ale takze mleko, w ktorym moga znajdowac

si¢ tachyzoity (17). W USA spozywanie niepasteryzo-
wanego mleka koziego zidentyfikowano jako czynnik
ryzyka nabycia toksoplazmozy przez kobiety cigzarne
(13). Z powodu obserwowanego w krajach rozwinig-
tych ekonomicznie, w tym w Polsce, stalego wzrostu
liczby 0s6b wykazujacych objawy alergii na sktadniki
mleka krowiego, coraz czesciej spozywane sg mleko
1 sery kozie. Niestety, dane pisSmiennictwa wskazuja,
ze kozy oprocz owiec naleza do najczesdciej zarazonych
T’ gondii wérdd zwierzat hodowlanych (18). W Polsce
informacje na temat rozpowszechnienia toksoplazmo-
zy wsrdd koz hodowanych sg nieliczne 1 fragmenta-
ryczne. W 2007 r. wykryto przeciwciala IgG przeciwko
Toxoplasma gondii w wybranych grupach zwierzat
pochodzacych z 49 polskich hodowli kéz (4).

Celem badan byto okreslenie rozpowszechnienia
Toxoplasma gondii wsrod koz hodowlanych w stadzie
z wojewodztwa kujawsko-pomorskiego oraz ocena
czestosci wystepowania DNA pasozyta w mleku za-
razonych zwierzat.

Material i metody

Zbadano 50 samic ko6z w wieku 2-8 lat, rasy polskiej
barwnej uszlachetnionej typu uzytkowego mlecznego,
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utrzymywanych w systemie alkierzowym. Zwierzgta po-
chodzity z certyfikowanego gospodarstwa ekologicznego
w wojewodztwie kujawsko-pomorskim, w ktorym stosowa-
ne sg mikroorganizmy probiotyczne, sprzyjajace poprawie
trawienia i naturalnej odpornosci u zwierzat. Material do
badan stanowity probki krwi i mleka uzyskane od zwierzat
w maju 2017 r. Probki krwi o objetosci 4 ml pobierano z zyty
szyjnej zewnetrznej do jalowych probowek bez antykoagu-
lantu. Probki mleka o objetosci 50 ml byty pobierane do ste-
rylnych probéwek podczas udoju recznego. Bezposrednio
po pobraniu probki przetransportowano w temp. 2-4°C do
laboratorium Zaktadu Parazytologii NIZP-PZH. Surowice
krwi otrzymywano przez odwirowanie krwi przy 2000 obr/
min przez 10 minut, a nastgpnie przechowywano w tempe-
raturze —20°C do czasu wykonania badan serologicznych.
0,2 ml osadu z mleka uzyskanego po odwirowaniu probek
przy 2000 obr/min przez 10 min poddano procedurze izo-
lacji DNA przy uzyciu zestawu Tissue Genomic Extraction
Mini Kit (GenoPlast Biochemicals), zgodnie z zaleceniami
producenta.

W reakcji nested PCR amplifikowano fragment genu B1
Toxoplasma gondii wielkosci 529 bp, stosujac startery ze-
wnetrzne Pml/S1, 5’-TGTTCTGTCCTATCGCAACG-3’,
Pml/AS1, 5’-ACGGATGCAGTTCCTTTCTG-3" i we-
wnetrzne Pml/S2, 5’-TCTTCCCAGACGTGGATTTC-3’,
Pml/AS2, 5’-CTCGACAATACGCTGCTTGA-3’ (10,
11). Reakcja amplifikacji przebiegata w 25 pl mieszani-
ny o sktadzie: 12,5 pl mieszaniny PCR (GPB Prest Taq 2
x PCR Mix II, GenoPlast Biochemicals), 1,25 ul (5 ulM)
starterow w stezeniu, 2 pl matrycy DNA. Amplifikacje
przeprowadzono w termocyklerze MJ Mini™ Personal
Thermal Cycer (bio-Rad) wedtug schematu: aktywacja
polimerazy w 95°C przez 5 min, a nastepnie 35 cykli:
95°C/30 sek, 60°C/30 sek, 72°C/60 sek oraz etap elongacji
w 72°C przez 10 min. Produkty PCR dodawane do nPCR
rozcienczono 10-krotnie. Detekcj¢ produktow amplifika-
cji przeprowadzono na drodze elektroforezy w 2% zelu
agarozowym (Agarose BioStandard, Prona) z dodatkiem
0,5 pg/ml bromku etydyny (Ethidium bromide solution,
BioReagent for molecular biology, 10 mg/mL in H20, Sig-
ma) wobec wzorcow masowych DNA (GPB 600bp DNA
Lauder, GenoPlast Biochemicals).

Badania serologiczne wykonano z uzyciem testu aglu-
tynacji bezposredniej wykrywajacym przeciwciata 1gG
przeciwko Toxoplasma gondii w surowicy krwi (Toxo-
-Screen DA, Biomerieux). Surowice badano w rozcien-
czeniu 1 : 201 1 : 2000 wg przepisu producenta testu. Do
dotkéw na ptytce nakraplano 25 ul surowicy, a nastepnie
25 ul 2-merkaptoetanolu i 50 pl antygenu 7. gondii szczepu
RH rozcienczonego 5-krotnie w roztworze albuminowym
BABS. Plytke poddawano wytrzasaniu, zaklejano i inku-
bowano w temperaturze pokojowej. Wyniki odczytywano
wzrokowo po 5117 godz.

Wyniki i oméwienie
W wyniku przeprowadzonych badan serologicznych
w 5 (10%) sposrod 50 probek zbadanych surowic wy-
kryto przeciwciata 1gG przeciw Toxoplasma gondii.

W zbadanych prébkach mleka od seropozytywnych
zwierzat nie znaleziono DNA 7. gondii.
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Odsetek osobnikéw zarazonych wsrod zbadanych
kéz byt nizszy niz stwierdzony przez innych auto-
réow (4, 16, 22). Nieliczne badania przeprowadzone
dotychczas w naszym kraju w stadach hodowlanych
wykazaty 30,2%-100% zarazonych 7. gondii koz (4).
Natomiast w gospodarstwach domowych w rejonie
Lublina wykryto zarazenie u 4 z 7 zbadanych ko6z
(22). W gospodarstwie z rejonu Olsztyna, w ktérym
u kéz wystepowaly poronienia i zaburzenia rozro-
du, odsetek zwierzat zarazonych 7. gondii wyniost
61,9% (16). Dotychczas nie opracowano standardow
badan laboratoryjnych mleka ssakow w kierunku
DNA T. gondii. Dostgpne w pisSmiennictwie wyniki
sg uzyskiwane w badaniach wykonanych testami ,,in-
-house”. R6zna metodyka tych badan moze wptywac
na uzyskiwane wyniki, co uniemozliwia ich porow-
nanie. Wedlug danych zebranych w innych krajach
europejskich, odsetek koz zarazonych 7' gondii w za-
leznosci od regionu waha si¢ w granicach 19-77%
(23). We Wtoszech badania przesiewowe z poczatku
lat 2000 wykazaly obecnos$¢ przeciwciat klasy IgG
u 12,3% kéz, natomiast w badaniach Mancianti i wsp.
(15) przeprowadzonych na terenie Toskanii w 2012 r.
odsetek zarazonych koz, wsrod 127 zbadanych z 6
farm, byt istotnie wyzszy i wynosit 60,6%.

W badaniach eksperymentalnych stwierdzono,
ze zarazone oocystami kozy, ktére nie wykazywaty
objawow klinicznych, wydalaty z mlekiem zywotne
toksoplazmy. W zaleznosci od dawki zakaZznej okres
wydalania pasozyta trwal od 8-13 do 27-30 dni po
zarazeniu (8).

Spozywanie niepasteryzowanego mleka koziego
moze by¢ przyczyng toksoplazmozy u ludzi, na co
wskazuja doniesienia z r6znych krajow. W Stanach
Zjednoczonych Ameryki w stanie Tennesee odnoto-
wano $miertelny przypadek toksoplazmozy wrodzonej,
ktory miedzy innymi powigzano epidemiologicznie
z piciem przez kobiete cigzarng mleka zarazonych
zwierzat z wlasnej farmy (18). W Anglii wykryto
toksoplazmozg u bliznigt karmionych mlekiem koz,
z ktorego udato si¢ wyizolowac zywotne 7. gondii (21).
W dostgpnym pismiennictwie znaleziono niewiele wy-
nikoéw badan przesiewowych okreslajacych czestos§é
wystepowania 7. gondii w mleku koz zarazonych
droga naturalng. W badaniach wilasnych nie wykryto
DNA pasozyta w probkach mleka 50 ko6z hodowla-
nych, w tymu 5, u ktérych stwierdzono wystgpowanie
przeciwcial IgG przeciwko T. gondii. Wynik dodatni
w jednej z 29 probek mleka ko6z z Lubelszczyzny
uzyskali Cisak 1 wsp. (2). W innych krajach wykazano
obecno$¢ DNA T gondii w 6% (1) do 23% zbadanych
(18) probek mleka koz naturalnie zarazonych. Tak
jak w przypadku badan serologicznych, zastosowane
w pracach badania molekularne r6znig si¢ metody-
ka. W badaniach probek mleka na obecnos¢ DNA
pasozyta wykorzystywano rozne techniki badawcze,
w tym metody izolacji DNA oraz markery genetyczne
Toxoplasma gondii. Wobec powyzszego rozbieznos¢
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wynikow moze wynika¢ nie tylko z uwarunkowan
biologicznych, predysponuj acych niektore rasy koz do
czestszego zarazenia 1. gondii, co sugeruja niektorzy
autorzy (20). W Brazylii stwierdzono, ze toksoplazmo-
za wystepuje czescie] w stadach kdz ras mieszanych
1 ras egzotycznych (20).

Walsh i wsp. wykazali eksperymentalnie, ze w tem-
peraturze 4°C tachyzoity mogg pozosta¢ zywotne
w mleku kozim przez 3-7 dni (24). W innych ba-
daniach eksperymentalnych wykazano, ze pasozyt
moze przetrwaé enzymatyczny proces wytwarzania
sera z mleka koziego (8). Natomiast autorzy badajacy
zywotno$¢ toksoplazm w mleku krowim stwierdzili,
ze ser wytworzony z mleka, do ktérego dodano wyizo-
lowane cysty, mogt by¢ zrodtem 7. gondii dla myszy
w czasie dziesieciodniowego okresu przechowywania
w temperaturze 4°C (8, 12).

W wieloosrodkowych badaniach kobiet cigzarnych
przeprowadzonych w kilku krajach europejskich
oceniono, iz 14% przypadkéw zarazenia 7. gondii
bylo z duzym prawdopodobienstwem spowodowane
spozywaniem mepasteryzowanego mleka i wytwo-
rzonych z niego seré6w (3). Badania przeprowadzone
w Egipcie wsrod kobiet ciezarnych z grupy o wysokiej
seroprewalencji 1. gondii (67%) wskazaly spozywanie
niepasteryzowanego mleka koz i owiec oraz domo-
wych serow dtugo dojrzewajacych jako istotny czynnik
ryzyka zarazenia 7. gondii (9).

W badaniach wtasnych nie wykryto 7. gondii
w mleku zarazonych ko6z, jednak liczba tych zwierzat
byta zbyt mala, aby wysuna¢ wnioski istotne epide-
miologicznie. Natomiast w oparciu o wyniki dostepne
w pisSmiennictwie Swiatowym nalezy uznac, ze spozy-
wanie surowego mleka i wytworzonych z niego seréw
stanowi ryzyko nabycia toksoplazmozy, co w §wietle
wzrastajgcego zapotrzebowania na mleko koz jest
informacjg istotng dla zdrowia publicznego.
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