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Benzimidazol-rezisztencia kimuta-
tasa PCR-RFLP-moédszerrel juhbol
izolalt Haemonchus contortusban

Esetismertetés

SUMMARY

The authors dissected a ewe died of haemonchosis on the 26 day after an
albendazole treatment. The large number of Haemonchus contortus recovered from
the abomasum suggested the possibility of benzimidazole resistance, which was
confirmed by PCR-RFLP based on single-nucleotide polimorphism of codon 200
inisotype 1 B-tubulin gene (Phe200Tyr). The proportion of resistant homozygotes
(RR), heterozygotes (RS) and susceptible homozygotes (SS) were 66.78%, 33.33%
and 0%, respectively (n = 15). By Haldane’s exact test Hardy-Weinberg equilibrum
of the population was accepted (p = 1.0). The true prevalence of resistant genotype
(RR), which was calculated by Sterne’s exact method, proved to be 39.68-85.83%
(confidence interval: 95%). These results confirmed that long-term usage of
benzimidazoles can change the relative allele frequency of genes associated with
drug resistance; hereby it can cause large-scale spread of resistant allele. To our
knowledge, this study proved the resistance to benzimidazole in Haemonchus
contortus in Hungary for the first time.
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Legeltetett kérédz8k tartasakor az egyik legnagyobb gazdasagi kart okozd
allategészséglgyi problémat a parazitikus fonalférgek, elssorban a gyomor-

és bélférgek jelentik (27, 29). Egyes becslések szerint a legeltetett juh- és A legeltetett juh- és
szarvasmarha-allomanyokban a parazitézisokbdl eredd gazdasagi kartétel mértéke szarvasmarha-alloma-
vildgviszonylatban évenként tébb tizmillidrd dollar (22). Napjainkban a gyomor- és nyokban a parazitézisok
bélférgek elleni védekezés kbzponti és legtobbszdr egyetlen eleme a széles spekt- altal okozott gazdasagi
rumuU anthelmintikumok hasznélata. Sajnos azonban az intenziv és atgondolatlan kdrtétel vildgviszonylatban
gydgyszerhasznalat tobb - els8sorban a Trichostrongylidae-csalddba tartozd - fé- évi tébb tizmillidard dollar

regfajban a gydgyszer-rezisztencia megjelenésével és gyors elterjedésével jart
(9, 18). Az eurdpai kérédz8allomanyok gyomor-bélférgei esetében leggyakrabban
a benzimidazolokkal és a levamizollal szembeni rezisztenciat igazoltak (18).

A kiskérédz8k gyomor-bélférgei kozott az egyik leginkdbb patogénnek tartott
faj az oltdgyomorban é18 vérszivoé fonalféreg, a Haemonchus contortus (27, 28).
A féreg orokitéanyagaban a benzimidazollal szembeni rezisztenciaval kapcsolt

A kiskérédzbket fert6zé mutacidk a B-tubulin génekhez kéthetbk (8). A jelenségért az 1. izotipusl gén 200.,

Haemonchus contortus- 198. és 167. kodonjan eléforduld nukleotid-polimorfizmus (SNP) tehetd felel8ssé.

ban a benzimidazollal Ezek kozUl leggyakrabban a 200. kodon mutéacidjat (Phe200Tyr) hasznaljak rezisz-

szembeni rezisztencida- tenciatipizalasra (2, 5), amikor a kodon altal kédolt aminosav, a fenil-alanin helyére

val kapcsolt mutdcidk a tirozin épil be (13). A tipizalasra ritkdbban hasznalt masik két SNP esetében a 198.

B-tubulin génekhez kodon mutacidja kbvetkeztében a glutaminsav helyére alanin, mig a 167. kodon
kéthetdk esetében a fenil-alanin helyére tirozin vagy hisztidin épul be (5, 6, 20, 24).

A benzimidazolokkal szembeni rezisztencia kimutatasara tobbféle mdodszer
|étezik (2), amelyek kozUl napjainkban egyre gyakrabban alkalmazzak a kiilénb6zé
molekuléris diagnosztikai eljarasokat (8, 23, 26). El8nyik, hogy a tesztek érzé-
kenysége és pontossaga joval meghaladja az egyéb diagnosztikai modszerekét,
igy megfeleld mintaszam mellett mar egészen kis aranyl rezisztenciaallél jelen-
|étét is képesek kimutatni a féregpopulacidékbél (4, 11). Széles kérli, mindennapos
alkalmazdsuknak azonban egyel8re gatat szab a vizsgalatok kdltsége (22).

Tanulmanyunk célja az eset soran felmerlld, benzimidazolokkal szembeni
rezisztencia gyanGjanak igazolasa volt. A vizsgalathoz a H. contortus faj B-tubulin
1. izotipusanak 200. kodonjan [évé SNP-polimorfizmust hasznaltuk fel.

ANYAG ES MODSZER

DIAGNOSZTIKAI BONCOLAS

Egy 5 éves anyajuhot 2014. majus végén egy arutermeld juhallomanybdl szarmazd 5 éves anyajuh

boncoltak fel, ami boncolasat végeztlk el. Az allat elhulldsa eldtt 26 nappal féregellenes kezelésen

elhulldsa elétt 26 nappal (Albendanin 2,5% belséleges szuszpenzié — AUV, Pernix Pharma Kft., Zalaegerszeg,

albendazol-kezelést Hungary) esett at. Az alkalmazott gyégyszermennyiséget a gyartd ajanlasai alapjan
kapott dllapitotta meg a kezeld allatorvos.

PARAZITOLOGIAI VIZSGALAT
A parazitoldgiai vizsgalathoz az emésztdrendszer szakaszait (oltégyomor,
vékonybél, vastagbél) egymastdl elvalasztottuk, beldlik elkllonitve végeztik

A parazitolégiai vizsgalat a féregizolalast. Els |épésként ez egyes szakaszok tartalmat milanyag edényekbe
sordn az emésztérendszer helyeztlk, majd felnyitasuk utan a nyalkahartyakat folyd csapvizzel tobbszor alapo-
szakaszaibdl elkiilénitve san lemostuk. A folyamatot mindharom szakasz esetében addig folytattuk, mig a
végeztek parazitoldgiai szuszpenzid 2 literre higult. Ebbdl a mennyiségbdl, a férgek faji és mennyiségi meg-
vizsgdlatot hatarozasahoz, alapos keverés utan 100 mi-t emeltlnk ki. A férgek faji meghatarozasa

KOTLAN és KoBULE) (12), NEMESERI és HoLLS (17), LICHTENFELS és PILITT (14, 15), LICHTENFELS és
mtsai (16), ill. JAcQUIET és mtsai (10) hatdrozdékulcsainak segitségével tortént. Az egyes



15 H. contortus himet
valasztottak ki molekularis
vizsgdlatokra

A B-tubulin gén
vizsgdlatat PCR-RFLP-
modszerrel végezték

A genotipusok valés
gyakorisagadt statisztikai
moddszerekkel
szdmitottak ki
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fajok kalkulalt féregszamat a 100 ml-ben szamolt darabszam 20-szoros szorzata adta.

Mivel a Teladorsagia circumcincta/Teladorsagia trifurcata fajok esetében csak
a him egyedeket lehet biztonsdgosan megkllénbdztetni egymastél, ebben az
esetben az altalunk kalkulalt féregszamban minkét faj szerepel. A Trichostrongylus
colubriformis és Trichostrongylus vitrinus esetében az egyedszam-meghatarozas
szintén ezzel a mdbdszerrel tortént.

DNS-ELOKESZITES

Arendelkezésre 3ll6 szakirodalmi adatok (3, 26) és a jarvanytani korilmények alapjan felté-
teleztiik, hogy a benzimidazollal szemben rezisztens genotipus (RR) ardnya meghaladja a
20%-ot. Ezért a mintaszam meghatarozasanal PreiFrer (19) ajanlasat vettik figyelembe,
amely szerint végtelen populacidban egy tulajdonsag 20%-os el&fordulasanak 95%-os
biztonsagl kimutatasahoz szlikséges mintaszam 13, ezért az izolalt H. contortus példa-
nyokbdl 15 himet véletlenszeriien kivalasztottunk, majd a molekularis vizsgélatokig 96%-o0s
alkoholban taroltunk. Egy-egy példdnyhoz 50 pl lizisoldatot (Tris 10 mM, pH 7,5; KCI 50 mM;
Tween20 0,5%; proteindz-K 1,2 ug/ul) adtunk a sejtek lizisének el8segitésére. Az elegyet
5 6ran keresztil 56 °C-on tartottuk, majd 94 °C-on 10 percig inaktivaltuk a proteazt.
Az igy elBkészitett mintdk 1-1 ul-ét hasznaltuk fel a tovabbi vizsgalatokhoz.

PCR-RFLP-VIZSGALAT

Arezisztencia gyanuUjat a férgek B-tubulin génjének 1. izotipusan, a 200. kodon vizs-
galataval végeztik el. Az ezen a ponton eléfordulé mutacid ugyanis az, amelyhez
leggyakrabban és legszorosabban kothetd a benzimidazolokkal szembeni rezisz-
tencia megjelenése (5, 23, 30). A benzimidazol-rezisztencia meghatarozasahoz
hasznéalt lancinditd szekvencidk (primerek) a kovetkez8k voltak 5'-CTACCCTTTCCG-

TCCATCAA-3' és 5'-TGAAGACGAGGGAATGGAAC-3' (23). A primerek 0,2 uM, a dNTP 200
Espoo, Finland) 0,5 U mennyiségben volt jelen a 10 ul térfogatl PCR-reakciéban.
A PCR hdmérsékleti profilja a kezdeti 94 °C, 3 perc utan 45 cikluson keresztll 94 °C
305,56 °C30s,72°C 30 s volt. A PCR utdn a termékhez 5 egység Taal (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) restrikciés endonukledzt és 1/10 térfogatl, 10-szeres
higitasd puffert (330 mM Tris-acetat, 100 mM Mg-acetetat, 660 mM K-acetat és
1 mg/mL BSA) adtunk. Az emésztés 65 °C-on egész éjszakan keresztil tartott.
A restrikcids fragmentek elvalasztdsara MetaPhor agardzt (FMC, Rockland, ME,
USA) TBE- (Tris-bérsav-EDTA-) oldatban, 4%-0s tdménységben alkalmaztunk, a
hasznalt marker Tracklt™ 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, CA, USA) volt.

STATISZTIKAI SZAMITASOK

A molekularis diagnosztikai vizsgalattal kapott genotipus-gyakorisdgokbdl
a minta allélgyakorisagait, valamint a Hardy-Weinberg-egyensdlly alapjan varhaté
genotipus-gyakorisdgokat hataroztuk meg. A mintaban tapasztalt és a Hardy-
Weinberg-szabalynak megfelel6en varhatd genotipus-gyakorisdgokat Haldane-féle
egzakt probaval hasonlitottuk 6ssze az R-statistics software version 3.1.1 statisztikai
program 'HardyWeinberg’ version 1.5.4 csomagjanak segitségével (7). Az RR genotipus
parazitapopulacién bellli valds prevalenciajat 95%-os konfidencia-intervallum
(Cl 95%) megadasaval, Sterne-féle egzakt proba segitségével becsultik (21).

EREDMENYEK

DIAGNOSZTIKAI BONCOLAS

Az anyajuh rendkivlil gyenge taplaltsagi allapotl volt, 1athatd nyalkahartyai
porcelanfehérek voltak. Az orrnyilasbdl fehér, habos tartalom Urllt. Az all alatti
tajék vizenydsen besz{rddott.
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1. TABLAZAT. Az izoldlt gyo- Helyezédés Féregfaj Kalkulalt szam (db)
mor-bélféreg féregfajok és
) . Haemonchus contortus 2920
kalkulalt mennyiségulk 3
Oltogyomor Teladorsagia circumcincta/ 3500
TABLE 1. Recovered gastro- Teladorsagia trifurcata
intestinal worm species and
il ealeulaad mumhen Tr{cﬂostrongy;us cglgbnformls/ 200
Vékonybél Trichostrongylus vitrinus
Cooperia curticei 120
Vastagbél Oesophagostomum venulosum 40

Az dllat elhullasat, ill. az
ahhoz vezetd vérfogyott-
sdgot, senyvességet az
oltégyomorban él6skédé
nagyszdmu vérszivo
féreg okozta

A belsd vizsgalattal altalanos vérfogyottsagot, a has- és mellUregben a zsir-

e

szbvet helyén savés besz(rddést tapasztaltunk. Az oltdgyomor nyalkahartyaja
haragosvords volt, rajta és az oltdétartalomban nagyszamu, fehér-vorosen savozott
féreg volt l1athatd. A sziv halvanybarna szin(, lekerekedett volt, a jobb kamra fala
elvékonyodott. A tid8k tomott tapintatdak voltak, a légutakat felnyitva, benntk
kemény habba verédott, fehér szind tartalmat talaltunk.

Vérfogyottsagot, ill. a fehérje- és energiahianyos allapot kovetkeztében kialakult

300bp

1 2 3 4 5

1. ABRA. A vizsgdlt H. contortus egyedek genotipus-profilja
1. csatorna: 100 bp molekulalétra (Tracklt™ 1 kb Plus DNA
Ladder); 2. csatorna: emésztetlen PCR-termék (hossza 305 bp);
3., 5. csatorna homozigéta RR genotipusi egyedek (emésztés
uténi termék hossza 257 bp); 4. csatorna: RS genotipusu
heterozigdta egyed (emésztés utani termékek hossza 305
és 257 bp)

FIGURE 1. Genotype profile of the investigated H. contortus

specimen

Lane 1: 100 bp molecule ladder (Tracklt™ 1kb Plus DNA Ladden);
Lane 2: undigested PCR product (the length is 305 bp); lane
3 and 5: homozygous RR sample (length of digested product
is 257 bp); lane 4: heterozygous RS sample (length of digested
products are 305 and 257 bp)

sllyos fokU lesovanyodast allapitottunk meg, amelynek
kozvetlen oka — minden valdszinlség szerint - az oltdgyo-
morban é16skddd nagyszamu vérszivd féreg jelenléte volt.

PARAZITOLOGIAI VIZSGALAT

A parazitoldgiai vizsgalat soran az elhullott allatbdl
6 féregfajt izolaltunk, amelyek dsszesitett kalkulalt szadma
6980 volt. Az oltdgyomorbdl H. contortus és T. circumcincta
/T. trifurcata, a vékonybélbdl Trichostrongylus colubriformis,
Trichostrongylus vitrinus és Nematodirus filicollis, mig
a vastagbélbdl Oesophagostomum venulosum férgeket
sikerllt azonositanunk (1. tdbldzat, 2. dbra).

DNS-VIZSGALAT

A primerpar altal felergsitett 305 bp hossz(sagl fragment
az emésztés utan a benzimidazolokkal szembeni
érzékenységgel, a 257 bp hosszlUsagu fragment a
benzimidazolokkal szembeni rezisztenciaval kapcsolt allél
jelenlétérdl adott visszajelzést (1. dbra). A vizsgalt min-
tdkban homozigdta-érzékeny (SS) férget nem taldltunk.
A férgek kozil 5 heterozigéta (RS), mig 10 egyed homo-
zigbta-rezisztens (RR) volt (2. tdbldzat).

STATISZTIKAI SZAMITASOK

A 2. tablazatban leirt genotipus- és allélgyakorisagok
adataival elvégzett statisztikai szamitas alapjan a vizs-
galt tulajdonsagra nézve a populacié Hardy-Weinberg-
egyensulyban van (p =1,0). Az RR genotipus Sterne-féle
egzakt mobdszerrel becsilt valds prevalenciaja a parazi-
tapopulacién belil 39,68-85,83% (Cl 95%).



A nagyszamdu féreg
jelenléte az évtizedek
6ta alkalmazott
albendazollal szembeni
rezisztencidt valészini-
sitette, amit molekuldris
biolégiai médszerekkel
igazoltak
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2. TABLAZAT. Genotipus és allélgyakorisdg a vizsgdlt 15 him Haemonchus contortus példdnyban
S = érzékeny, R = rezisztens; n = 15

TABLE 2. Genotye and allele frequency in the 15 male Haemonchus contortus specime examined
S = susceptible, R = resistant; n = 15

Genotipusok gyakorisaga (%) Allélgyakorisag (%)

Homozigéta- Heterozigéta Homozigéta- Rezisztens Erzékeny
rezisztens (RR) (RS) érzékeny (SS) (R) (s)

66,7 33,3 0 83,3 16,7

MEGVITATAS

A kérbonctani és a parazitoldgiai vizsgalat eredményei alapjan az allat elhulldsaban
jelent8s szerepet jatszott a sllyos mérték( gyomor-bélférgesség. Az izolalt
féregfajok jellemzd parazitai a kiskérddzdknek, melyek kozott kiemelkedd szamban
fordult el8 a H. contortus (n = 2920) és a T. circumcincta/T. trifurcata (n = 3500).
A tobbi faj esetében csak enyhe fert6zottség volt megallapithatd.

Az elhullast 26 nappal megeldz8en az allat hatékony adagban féregellenes
(Albendanin 2,5% bels8leges szuszpenzié AUV, Pernix Pharma Kft., Zalaegerszeg,
Hungary) kezelésen esett at. Mivel az oralisan alkalmazott albendazol és metabo-
litjainak hatdsa viszonylag rovid ideig tart (1, 10), a vizsgalat soran tapasztalt er8s
fert6zottség eredetére két magyarazat volt adhatd. Egyrészt a legeld L3 larvakkal
valé igen erds fertdzottsége, masrészt pedig, hogy az alkalmazott hatéanyag nem
érhette el a hatasat. Mivel az dlloméanyban évtizedek 6ta alkalmaznak albendazol
hatbanyagl féregellenes szereket, az erds fertézottség hatterében a szerrel
szembenirezisztenciat feltételeztlk. Feltételezéslinket az elhullott juhbdl izolalt
H. contortus példanyokon elvégzett molekuléris diagnosztikai vizsgalattal igazoltuk,
mivel legtdbbszor ebben a fajban tapasztalhatdé az anthelmintikumokkal szembeni
rezisztencia (24). Az alkalmazott PCR-RFLP-eljarassal sikerilt bizonyitani, hogy
az allatbdl izolalt férgekben nagy aranyban, 66,78%-ban van jelen a B-tubulin
1. izotipusl gén 200. kodonjan az a Phe200Tyr SNP, amely 6sszefliggésbe hozhatd
a benzimidazolokkal szembeni rezisztenciadval. Eredményeink, amelyek a
benzimidazolok huzamosabb hasznalata nyoman kialakulé gydgyszer-rezisz-
tenciat bizonyitjak, mas szerz8k tapasztalataival egyez8ek (3, 5, 26). (Mivel a
vizsgalt allatban legnagyobb szdmban a T. circumcincta/T. trifurcata volt megta-
|alhatd, vélelmezhetd, hogy az dllomanyban ez a féregfaj is rezisztens az adott
hatdéanyaggal szemben.)

Vizsgalatunk alapjan elmondhatd, hogy a kiskérédzdkben gyakran elSforduld
H. contortus fajban Magyarorszagon is kimutattuk a benzimidazol-rezisztenci-
aval kapcsolt allélvaltozatot. Bar az eset elemzésekor csak egy infrapopulacié
egyedeit vizsgaltuk, eredményeink statisztikai elemzése a rezisztens genotipus
magas aranyat igazolta a parazitapopulacidban. Ez alapjan valdszinUsithetd, hogy
az érintett juhallomanyban a jelenség altalanos. Ugy véljik, a gyomor-bélférgek
gybgyszer-rezisztenciaja hazankban is elSfordul, de elterjedtsége, ill. az egyes
allomanyokon bellli mértéke egyelGre nem ismert. A probléma allat-egészséglgyi
és gazdasagi jelent8sége szikségessé teszi a helyzet pontos felmérését, amely
adtfogo vizsgalattal lehetséges.
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