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Benzimidazol-rezisztencia kimuta-
tása PCR–RFLP-módszerrel juhból 
izolált Haemonchus contortusban

Esetismertetés

ÖsszeFogLaLás
A szerzők egy haemonchosisban elhullott anyajuh boncolását végezték el. Mivel 
az állat elhullása előtt 26 nappal albendazol hatóanyagú féregellenes kezelésen 
esett át, a nagyszámú Haemonchus contortus (n = 2920) jelenléte az oltógyomor-
ban a rezisztencia gyanúját vetette fel. A ß-tubulin 1. izotípusú génjének 200. 
kodonhelyén található nukleotid-polimorfizmuson (Phe200Tyr) alapuló PCR–RFLP 
vizsgálata a gyanút megerősítette. A homozigóta-rezisztens (RR) egyedek aránya 
66,78%, a heterozigótáké pedig 33,33% volt; homozigóta-érzékeny egyed nem 
volt a vizsgált férgek között (n = 15). A parazitapopuláció a Phe200Tyr mutációhoz 
kapcsolt benzimidazol-rezisztencia szempontjából Hardy–Weinberg-egyensúlyban 
volt (p = 1,0), a rezisztens genotípus prevalenciája 95%-os konfidencia-intervallum 
mellett 39,68–85,83% volt. Az eredmények igazolták, hogy a több éven át tartó, 
rendszeres benzimidazol-használat megváltoztathatja a gyógyszer-rezisztenci-
ához kapcsolt gének relatív gyakoriságát, ezáltal a rezisztens allél nagyarányú 
elterjedését okozhatja az érintett parazitapopulációban. Ismereteink szerint 
Magyarországon ez az első eset, amelyben igazolódott a Haemonchus contortus 
benzimidazollal szembeni rezisztenciája.

summaRy
The authors dissected a ewe died of haemonchosis on the 26th 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 
in isotype 1 ß-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 kérődzők tartásakor az egyik legnagyobb gazdasági kárt okozó  
állategészségügyi problémát a parazitikus fonálférgek, elsősorban a gyomor- 
és bélférgek jelentik (27, 29). Egyes becslések szerint a legeltetett juh- és  
szarvasmarha-állományokban a parazitózisokból eredő gazdasági kártétel mértéke 
világviszonylatban évenként több tízmilliárd dollár (22). Napjainkban a gyomor- és 
bélférgek elleni védekezés központi és legtöbbször egyetlen eleme a széles spekt-
rumú anthelmintikumok használata. Sajnos azonban az intenzív és átgondolatlan 
gyógyszerhasználat több – elsősorban a Trichostrongylidae-családba tartozó – fé-
regfajban a gyógyszer-rezisztencia megjelenésével és gyors elterjedésével járt 
(9, 18). Az európai kérődzőállományok gyomor-bélférgei esetében leggyakrabban 
a benzimidazolokkal és a levamizollal szembeni rezisztenciát igazolták (18).

A kiskérődzők gyomor-bélférgei között az egyik leginkább patogénnek tartott 
faj az oltógyomorban élő vérszívó fonálféreg, a Haemonchus contortus (27, 28).  
A féreg örökítőanyagában a benzimidazollal szembeni rezisztenciával kapcsolt 
mutációk a β-tubulin génekhez köthetők (8). A jelenségért az 1. izotípusú gén 200., 
198. és 167. kodonján előforduló nukleotid-polimorfizmus (SNP) tehető felelőssé.  
Ezek közül leggyakrabban a 200. kodon mutációját (Phe200Tyr) használják rezisz-
tenciatipizálásra (2, 5), amikor a kodon által kódolt aminosav, a fenil-alanin helyére 
tirozin épül be (13). A tipizálásra ritkábban használt másik két SNP esetében a 198. 
kodon mutációja következtében a glutaminsav helyére alanin, míg a 167. kodon 
esetében a fenil-alanin helyére tirozin vagy hisztidin épül be (5, 6, 20, 24).

A benzimidazolokkal szembeni rezisztencia kimutatására többféle módszer 
létezik (2), amelyek közül napjainkban egyre gyakrabban alkalmazzák a különböző 
molekuláris diagnosztikai eljárásokat (8, 23, 26). Előnyük, hogy a tesztek érzé-
kenysége és pontossága jóval meghaladja az egyéb diagnosztikai módszerekét,  
így megfelelő mintaszám mellett már egészen kis arányú rezisztenciaallél jelen-
létét is képesek kimutatni a féregpopulációkból (4, 11). Széles körű, mindennapos 
alkalmazásuknak azonban egyelőre gátat szab a vizsgálatok költsége (22).

Tanulmányunk célja az eset során felmerülő, benzimidazolokkal szembeni  
rezisztencia gyanújának igazolása volt. A vizsgálathoz a H. contortus faj β-tubulin 
1. izotípusának 200. kodonján lévő SNP-polimorfizmust használtuk fel.

ANyAg éS MódSzER

Diagnosztikai BonCoLás
2014. május végén egy árutermelő juhállományból származó 5 éves anyajuh 
boncolását végeztük el. Az állat elhullása előtt 26 nappal féregellenes kezelésen 
(Albendanin 2,5% belsőleges szuszpenzió – AUV, Pernix Pharma Kft., zalaegerszeg, 
Hungary) esett át. Az alkalmazott gyógyszermennyiséget a gyártó ajánlásai alapján 
állapította meg a kezelő állatorvos. 

PaRazitoLógiai vizsgáLat
A parazitológiai vizsgálathoz az emésztőrendszer szakaszait (oltógyomor,  
vékonybél, vastagbél) egymástól elválasztottuk, belőlük elkülönítve végeztük  
a féregizolálást. Első lépésként ez egyes szakaszok tartalmát műanyag edényekbe 
helyeztük, majd felnyitásuk után a nyálkahártyákat folyó csapvízzel többször alapo-
san lemostuk. A folyamatot mindhárom szakasz esetében addig folytattuk, míg a 
szuszpenzió 2 literre hígult. Ebből a mennyiségből, a férgek faji és mennyiségi meg-
határozásához, alapos keverés után 100 ml-t emeltünk ki. A férgek faji meghatározása 
Kotlán és Kobulej (12), Nemeséri és Holló (17), Lichtenfels és Pilitt (14, 15), Lichtenfels és 
mtsai (16), ill. Jacquiet és mtsai (10) határozókulcsainak segítségével történt. Az egyes 
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fajok kalkulált féregszámát a 100 ml-ben számolt darabszám 20-szoros szorzata adta. 
Mivel a Teladorsagia circumcincta/Teladorsagia trifurcata fajok esetében csak 

a hím egyedeket lehet biztonságosan megkülönböztetni egymástól, ebben az 
esetben az általunk kalkulált féregszámban minkét faj szerepel. A Trichostrongylus 
colubriformis és Trichostrongylus vitrinus esetében az egyedszám-meghatározás 
szintén ezzel a módszerrel történt.

Dns-eLőkészítés
A rendelkezésre álló szakirodalmi adatok (3, 26) és a járványtani körülmények alapján felté-
teleztük, hogy a benzimidazollal szemben rezisztens genotípus (RR) aránya meghaladja a 
20%-ot. Ezért a mintaszám meghatározásánál Pfeiffer (19) ajánlását vettük figyelembe, 
amely szerint végtelen populációban egy tulajdonság 20%-os előfordulásának 95%-os 
biztonságú kimutatásához szükséges mintaszám 13, ezért az izolált H. contortus példá-
nyokból 15 hímet véletlenszerűen kiválasztottunk, majd a molekuláris vizsgálatokig 96%-os  
alkoholban tároltunk. Egy-egy példányhoz 50 µl lízisoldatot (Tris 10 mM, pH 7,5; KCl 50 mM; 
Tween20 0,5%; proteináz-K 1,2 µg/µl) adtunk a sejtek lízisének elősegítésére. Az elegyet  
5 órán keresztül 56 °C-on tartottuk, majd 94 °C-on 10 percig inaktiváltuk a proteázt. 
Az így előkészített minták 1–1 µl-ét használtuk fel a további vizsgálatokhoz.

PCR–RFLP-vizsgáLat
A rezisztencia gyanúját a férgek β-tubulin génjének 1. izotípusán, a 200. kodon vizs-
gálatával végeztük el. Az ezen a ponton előforduló mutáció ugyanis az, amelyhez 
leggyakrabban és legszorosabban köthető a benzimidazolokkal szembeni rezisz-
tencia megjelenése (5, 23, 30). A benzimidazol-rezisztencia meghatározásához 
használt láncindító szekvenciák (primerek) a következők voltak 5’-CTACCCTTTCCg-
TCCATCAA-3’ és 5’-TgAAgACgAgggAATggAAC-3’ (23). A primerek 0,2 µM, a dNTP 200 
µM, a MgCl2 1,5 mM koncentrációjúak voltak. A dyNAzyme polimeráz (Finnzymes Oy, 
Espoo, Finland) 0,5 U mennyiségben volt jelen a 10 µl térfogatú PCR-reakcióban. 
A PCR hőmérsékleti profilja a kezdeti 94 °C, 3 perc után 45 cikluson keresztül 94 °C 
30 s, 56 °C 30 s, 72 °C 30 s volt. A PCR után a termékhez 5 egység TaaI (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA) restrikciós endonukleázt és 1/10 térfogatú, 10-szeres 
hígítású puffert (330 mM Tris-acetát, 100 mM Mg-acetetát, 660 mM K-acetát és 
1 mg/mL BSA) adtunk. Az emésztés 65 °C-on egész éjszakán keresztül tartott. 
A restrikciós fragmentek elválasztására MetaPhor agarózt (FMC, Rockland, ME, 
USA) TBE- (Tris-bórsav-EdTA-) oldatban, 4%-os töménységben alkalmaztunk, a 
használt marker TrackItTM 1 kb Plus dNA Ladder (Invitrogen, CA, USA) volt.

statisztikai számítások
A molekuláris diagnosztikai vizsgálattal kapott genotípus-gyakoriságokból  
a minta allélgyakoriságait, valamint a Hardy–Weinberg-egyensúly alapján várható 
genotípus-gyakoriságokat határoztuk meg. A mintában tapasztalt és a Hardy– 
Weinberg-szabálynak megfelelően várható genotípus-gyakoriságokat Haldane-féle 
egzakt próbával hasonlítottuk össze az R-statistics software version 3.1.1 statisztikai 
program ’HardyWeinberg’ version 1.5.4 csomagjának segítségével (7). Az RR genotípus 
parazitapopuláción belüli valós prevalenciáját 95%-os konfidencia-intervallum 
(CI 95%) megadásával, Sterne-féle egzakt próba segítségével becsültük (21). 

EREdMéNyEK

Diagnosztikai BonCoLás
Az anyajuh rendkívül gyenge tápláltsági állapotú volt, látható nyálkahártyái  
porcelánfehérek voltak. Az orrnyílásból fehér, habos tartalom ürült. Az áll alatti 
tájék vizenyősen beszűrődött.
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A belső vizsgálattal általános vérfogyottságot, a has- és mellüregben a zsír-
szövet helyén savós beszűrődést tapasztaltunk. Az oltógyomor nyálkahártyája 
haragosvörös volt, rajta és az oltótartalomban nagyszámú, fehér-vörösen sávozott 
féreg volt látható. A szív halványbarna színű, lekerekedett volt, a jobb kamra fala 
elvékonyodott. A tüdők tömött tapintatúak voltak, a légutakat felnyitva, bennük 
kemény habbá verődött, fehér színű tartalmat találtunk. 

Vérfogyottságot, ill. a fehérje- és energiahiányos állapot következtében kialakult 
súlyos fokú lesoványodást állapítottunk meg, amelynek 
közvetlen oka – minden valószínűség szerint – az oltógyo-
morban élősködő nagyszámú vérszívó féreg jelenléte volt.

PaRazitoLógiai vizsgáLat
A parazitológiai vizsgálat során az elhullott állatból  
6 féregfajt izoláltunk, amelyek összesített kalkulált száma 
6980 volt. Az oltógyomorból H. contortus és T. circumcincta 
/T. trifurcata, a vékonybélből Trichostrongylus colubriformis, 
Trichostrongylus vitrinus és Nematodirus filicollis, míg  
a vastagbélből Oesophagostomum venulosum férgeket 
sikerült azonosítanunk  (1. táblázat, 2. ábra). 

Dns-vizsgáLat
A primerpár által felerősített 305 bp hosszúságú fragment 
az emésztés után a benzimidazolokkal szembeni 
érzékenységgel, a 257 bp hosszúságú fragment a  
benzimidazolokkal szembeni rezisztenciával kapcsolt allél 
jelenlétéről adott visszajelzést  (1. ábra). A vizsgált min-
tákban homozigóta-érzékeny (SS) férget nem találtunk. 
A férgek közül 5 heterozigóta (RS), míg 10 egyed homo-
zigóta-rezisztens (RR) volt  (2. táblázat).

statisztikai számítások
A 2. táblázatban leírt genotípus- és allélgyakoriságok 
adataival elvégzett statisztikai számítás alapján a vizs-
gált tulajdonságra nézve a populáció Hardy–Weinberg-
egyensúlyban van (p = 1,0). Az RR genotípus Sterne-féle 
egzakt módszerrel becsült valós prevalenciája a parazi-
tapopuláción belül 39,68–85,83% (CI 95%).

Helyeződés Féregfaj kalkulált szám (db)

Oltógyomor

Haemonchus contortus 2920

Teladorsagia circumcincta/
Teladorsagia trifurcata 3500

Vékonybél

Trichostrongylus colubriformis/
Trichostrongylus vitrinus 400

Cooperia curticei 120

Vastagbél Oesophagostomum venulosum 40

1. táBLázat. Az izolált gyo-
mor-bélféreg féregfajok és 
kalkulált mennyiségük

taBLe 1. Recovered gastro-
intestinal worm species and 
their calculated number

1. áBRa. A vizsgált H. contortus egyedek genotípus-profilja
1. csatorna: 100 bp molekulalétra (TrackItTM 1 kb Plus dNA 
Ladder); 2. csatorna: emésztetlen PCR-termék (hossza 305 bp); 
3., 5. csatorna homozigóta RR genotípusú egyedek (emésztés 
utáni termék hossza 257 bp); 4. csatorna: RS genotípusú 
heterozigóta egyed (emésztés utáni termékek hossza 305 
és 257 bp)

FiguRe 1. Genotype profile of the investigated H. contortus 
specimen
Lane 1: 100 bp molecule ladder (TrackItTM 1kb Plus dNA Ladder); 
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)

Az állat elhullását, ill. az 
ahhoz vezető vérfogyott-

ságot, senyvességet az  
oltógyomorban élősködő 

nagyszámú vérszívó 
féreg okozta
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MEgVITATáS

A kórbonctani és a parazitológiai vizsgálat eredményei alapján az állat elhullásában 
jelentős szerepet játszott a súlyos mértékű gyomor-bélférgesség. Az izolált  
féregfajok jellemző parazitái a kiskérődzőknek, melyek között kiemelkedő számban 
fordult elő a H. contortus (n = 2920) és a T. circumcincta/T. trifurcata (n = 3500).  
A többi faj esetében csak enyhe fertőzöttség volt megállapítható. 

Az elhullást 26 nappal megelőzően az állat hatékony adagban féregellenes  
(Albendanin 2,5% belsőleges szuszpenzió AUV, Pernix Pharma Kft., zalaegerszeg, 
Hungary) kezelésen esett át. Mivel az orálisan alkalmazott albendazol és metabo-
litjainak hatása viszonylag rövid ideig tart (1, 10), a vizsgálat során tapasztalt erős 
fertőzöttség eredetére két magyarázat volt adható. Egyrészt a legelő L3 lárvákkal 
való igen erős fertőzöttsége, másrészt pedig, hogy az alkalmazott hatóanyag nem 
érhette el a hatását. Mivel az állományban évtizedek óta alkalmaznak albendazol 
hatóanyagú féregellenes szereket, az erős fertőzöttség hátterében a szerrel 
szembeni rezisztenciát feltételeztük. Feltételezésünket az elhullott juhból izolált  
H. contortus példányokon elvégzett molekuláris diagnosztikai vizsgálattal igazoltuk, 
mivel legtöbbször ebben a fajban tapasztalható az anthelmintikumokkal szembeni 
rezisztencia (24). Az alkalmazott PCR–RFLP-eljárással sikerült bizonyítani, hogy 
az állatból izolált férgekben nagy arányban, 66,78%-ban van jelen a β-tubulin  
1. izotípusú gén 200. kodonján az a Phe200Tyr SNP, amely összefüggésbe hozható 
a benzimidazolokkal szembeni rezisztenciával. Eredményeink, amelyek a  
benzimidazolok huzamosabb használata nyomán kialakuló gyógyszer-rezisz-
tenciát bizonyítják, más szerzők tapasztalataival egyezőek (3, 5, 26). (Mivel a 
vizsgált állatban legnagyobb számban a T. circumcincta/T. trifurcata volt megta-
lálható, vélelmezhető, hogy az állományban ez a féregfaj is rezisztens az adott 
hatóanyaggal szemben.) 

Vizsgálatunk alapján elmondható, hogy a kiskérődzőkben gyakran előforduló 
H. contortus fajban Magyarországon is kimutattuk a benzimidazol-rezisztenci-
ával kapcsolt allélváltozatot. Bár az eset elemzésekor csak egy infrapopuláció 
egyedeit vizsgáltuk, eredményeink statisztikai elemzése a rezisztens genotípus 
magas arányát igazolta a parazitapopulációban. Ez alapján valószínűsíthető, hogy 
az érintett juhállományban a jelenség általános. Úgy véljük, a gyomor-bélférgek 
gyógyszer-rezisztenciája hazánkban is előfordul, de elterjedtsége, ill. az egyes 
állományokon belüli mértéke egyelőre nem ismert. A probléma állat-egészségügyi 
és gazdasági jelentősége szükségessé teszi a helyzet pontos felmérését, amely 
átfogó vizsgálattal lehetséges.

2. táBLázat. Genotípus és allélgyakoriság a vizsgált 15 hím Haemonchus contortus példányban 
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

genotípusok gyakorisága (%) allélgyakoriság (%)

homozigóta-
rezisztens (rr)

heterozigóta 
(rs)

homozigóta-
érzékeny (ss)

rezisztens 
(r)

Érzékeny 
(s)

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

A nagyszámú féreg  
jelenléte az évtizedek 

óta alkalmazott  
albendazollal szembeni 
rezisztenciát valószínű-

sítette, amit molekuláris 
biológiai módszerekkel 

igazoltak
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