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Entwicklung eines Serum- und Milch-ELISAs zum Nachweis der
Infektion mit Magen-Darm-Strongyliden bei Ziegen
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Abstract

Grazing goats are naturally infected with gastrointestinal nematodes which are an important
cause of diseases and economic losses. Targeted selective treatment (TST) is a possibility
to avoid spreading of anthelmintic resistances and to reduce the use of anthelmintics. The
aim of this study is the development of a goat-milk ELISA for the detection of infection with
T. circumcincta in order to provide a monitoring tool for herd infection levels. Therefore a
group of kids were artificially infected, blood and faecal samples were taken over a period
of 10 weeks. Additionally, a herd of milk goats kept on pasture at the experimental farm was
used to obtain milk, blood and faecal samples regularly.

Einleitung und Zielsetzung

Infektionen mit Magen-Darm-Strongyliden (MDS) sind bei kleinen Wiederkauern zu einem
erheblichen Teil Ursache fiir Erkrankungen und Leistungseinbuen und damit verbunde-
nen wirtschaftlichen Verlusten. Im Zusammenhang mit zunehmenden Anthelminthikaresi-
stenzen und dem Wunsch, den Anthelminthika-Einsatz zu reduzieren, rickt das gezielte
Behandeln von Einzeltieren (,Targeted Selective Treatment®, TST) immer starker in den
Mittelpunkt. Dafir ist jedoch eine kontinuierliche Herdeniiberwachung erforderlich, welche
durch den hohen Arbeitsaufwand der Kotprobenuntersuchung erschwert wird. Aus diesem
Grund wurde schon im Rinderbereich am Nachweis von Antikdrpern gegen MDS in der
Milch bzw. im Serum mittels ELISA (Keus et al. 1981) sowie deren Einfluss auf verschiede-
ne Milchparameter gearbeitet (Charlier et al. 2005). Auch fiir Schafe ist bereits der Nach-
weis der Infektion mit Haemonchus contortus mittels ELISA gelungen (Schallig et al. 1995)
und zudem konnte bei Ziegen eine Kreuzreaktion zwischen H. contortus und Teladorsagia
circumcincta nachgewiesen werden (Molina et al. 1999). Die Entwicklung eines Teladorsa-
gia-Milch-ELISAs fiir Ziegen bietet gleich mehrere Vorteile, da dieses der haufigste Endo-
parasit in Deutschland ist. Zum einen die vereinfachte Probennahme und -untersuchung
und zum anderen kann er vor allem fiir den 6kologischen Landbau ein kostenglinstiges
Monitoring-Tool zur Feststellung des Herden-/Einzeltierstatus werden und so dem TST-
Ansatz forderlich sein.

Methoden

Die Versuchsgruppe im Jahr 2008 bestand aus acht kastrierten Bocklammern, die para-
sitennaiv aufgezogen und einmalig experimentell mit 30.000 infektidsen Larven von Tela-
dorsagia circumcincta infiziert wurden. Eine gleichgrofe Gruppe diente als Kontrollgruppe.
Beiden Gruppen wurden ab dem 10. Tag p.i. zweimal wochentlich Blut- und Kotproben ent-
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nommen, um den Verlauf der Infektion zu verfolgen. Die Kotproben wurden nach einer mo-
difizierten McMaster-Methode zur Bestimmung der Eiausscheidung (EpG) untersucht. Die
Blutproben wurden zentrifugiert und das Serum bis zur weiteren Untersuchung eingefroren.
Der Versuchszeitraum umfasste etwa 10 Wochen. Funf infizierte Bocklammer wurden zur
Gewinnung von adulten Wirmern getétet. Diese dienten der Gewinnung von Ganzwur-
mantigen zur Beschichtung der ELISA-Platten. Dazu wurden die lyophilisierten Wirmer in
PBS gel6st und mittels Tissue rupture zu einer homogenen Masse verarbeitet. Nach der
Zentrifugation wurde in dem Uberstand die Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt.

Um den Verlauf des Antikorpertiters auch in der Milch Uberpriifen zu kénnen, wurde eine
Gruppe von 16 weiblichen Lammern parasitennaiv aufgezogen und im Herbst belegt. Die
Halfte dieser Gruppe wurde nach der Lammung mit T.circumcincta infiziert. Bei beiden
Gruppen wurden ab Tag 14 p.i. Uber einen Zeitraum von 2 Wochen taglich Blut-, Milch-
und Kotproben genommen, um ein enges Raster fir den Verlauf des Antikorpertiters zu
bekommen. Uber weitere drei Wochen wurden die Probennahmen dreimal wdchentlich
durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte die Probennahme nur noch einmal wochentlich bis
Versuchsende.

Neben dem Versuch zur experimentellen Infektion wurden bei der betriebseigenen 70kdp-
figen Milchziegenherde uber die gesamte Weidesaison 2008 im 4-Wochen-Rhythmus von
allen Einzeltieren Blut-, Milch-, und Kotproben genommen. Diese Proben dienen der lau-
fenden Validierung des Tests.

Ergebnisse und Diskussion

Die Proteinbestimmung ergab 32 mg/ml Ganzwurmantigen aus den verarbeiteten adulten
Woirmern. Erste Untersuchungen erfolgten mit unterschiedlichen Verdiinnungen des Anti-
gens und der Seren. Die Beschichtung der Platten erfolgte mit einer Verdiinnungsreihe von
1:1500 bis 1:5000, die Seren wurden 1:100 bis 1:2000 verdiinnt. Fir die Negativ- und Po-
sitivkontrollen wurde bisher die Kombination 1:5000 Antigenverdiinnung und 1:100 Serum-
verdlinnung verwendet. Dieses ergab fur die Negativkontrolle (nach 30 Minuten gestoppt)
im Mittel einen vorlaufigen Wert von 0,007 + 0,032 ODR bei 492nm und fiir die Positivkon-
trolle einen vorlaufigen Mittelwert von 0,998 + 0,080 ODR. Ahnliche Werte ergaben sich
bei den ersten Versuchen mit Milchproben. Die Durchfiihrung aller Messungen sowie die
Auswertung aller Daten erfolgen in den kommenden Wochen.
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