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Аннотация

Цель исследования – провести мониторинг фермерских хозяйств, расположенных на территории Европейской 
части РФ, на предмет выявления резистентности к воздействию антигельминтных препаратов из группы бензими-
дазолов в популяциях нематод Haemonchus contortus, паразитирующих в желудочно-кишечном тракте у мелкого 
рогатого скота.

Материалы и методы. Исследования проводили в 2023–2024 гг. на убойных пунктах, расположенных в Московской 
области. На первом этапе была проведена таксономическая идентификация паразитических нематод и личинок 
(L3), определена видовая принадлежность стронгилят от овец. Материалом для исследования служили сычуги с 
фрагментами 12-перстной кишки и дистальный фрагмент прямой кишки с содержащимися в ней фекалиями. Для 
молекулярных исследований были использованы половозрелые нематоды и личинки L3 H. contortus, выделенные 
из сычугов и фекалий мелкого рогатого скота, привезённого на убойные пункты в Московской области из 8 ре-
гионов Европейской части РФ – Московской, Астраханской, Орловской, Липецкой, Тульской, Брянской областей, 
Ставрополья и Дагестана. Исследования проводили на базе лаборатории молекулярной биологии Всероссийского 
НИИ фундаментальной и прикладной паразитологии животных и растений – фил. ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН. Проведена 
статистическая обработка полученных данных, определены средние показатели заражённости паразитическими 
нематодами (ИИ и ЭИ). Было исследовано 56 проб ДНК нематод H. contortus методом гнездовой изотермической 
амплификации (ПЦР) на предмет выявления наличия аллелей генов, определяющих наличие резистентности к пре-
паратам из группы бензимидазолов. 

Результаты и обсуждение. При проведении молекулярно-генетических исследований ДНК H. contortus, отобранных 
от овец, прибывших из разных регионов, гомозиготные особи (100%), резистентные к бензимидазолу, были обна-
ружены только в популяции паразитических нематод из Орловской области. В остальных областях были выявлены 
только гомозиготные и гетерозиготные особи, восприимчивые к бензимидазолу.

Ключевые слова: нематоды, Haemonchus contortus, антигельминтные препараты, бензимидазолы, гнездовая ПЦР, 
резистентность
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Abstract

The purpose of the research is to monitor farms located in the European part of the Russian Federation to identify 
resistance to effects of benzimidazole anthelmintics in populations of nematodes Haemonchus contortus dwelling in the 
gastrointestinal tract of small cattle. 

Materials and methods. The studies were conducted in slaughterhouses located in the Moscow Region in 2023–2024. 
At the first stage, taxonomic identification of parasitic nematodes and larvae (L3) was made, and Strongylata species was 
determined from sheep. The study material was the abomasum with duodenum fragments and a distal rectum fragment 
with feces. For molecular studies, we used mature nematodes and H. contortus L3 larvae isolated from the abomasum and 
feces of small cattle brought to slaughterhouses in the Moscow Region from 8 regions of the European part of the Russian 
Federation: Moscow, Astrakhan, Oryol, Lipetsk, Tula, Bryansk regions, Stavropol and Dagestan. The studies were conducted 
at the premises of the Laboratory of Molecular Biology, the VNIIP – FSC VIEV. Statistical processing of the obtained data was 
made, and mean infection rates of parasitic nematodes (infection intensity and prevalence) were determined. Fifty-six DNA 
samples of nematodes H. contortus were examined using nested isothermal amplification (PCR) to identify gene alleles that 
determine resistance to benzimidazole drugs.

Results and discussion. Molecular genetic studies of H. contortus DNA sampled from sheep brought from different Regions 
only detected homozygous individuals (100%) resistant to benzimidazole in the parasitic nematode population from the 
Oryol Region. Other regions identified only homozygous and heterozygous individuals susceptible to benzimidazole.
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Введение
Паразитарные инвазии пищеваритель-

ного тракта мелкого рогатого скота наносят 
непоправимый ущерб сельскохозяйственной 
отрасли экономики многих стран. Распро-
странение лекарственной устойчивости к пре-
паратам группы бензимидазолов (БЗ) в попу-
ляциях нематод семейства Trichostrongylidae, 
паразитирующих в желудочно-кишечном 
тракте овец и коз, является серьёзной про-
блемой для животноводческой отрасли эконо-
мики многих стран мира и требует внедрения 
в ветеринарную практику чувствительных, 
практичных и стандартизированных тестов 
для раннего выявления антигельминтной ре-
зистентности [5, 16]. 

В настоящее время полевые популяции 
трихостронгилид проявляют устойчивость ко 
всем основным классам антигельминтных пре-
паратов, включая БЗ [3, 4, 9, 16]. Общеприня-
тым определением устойчивости (резистент-
ности) у паразитических нематод является 
способность особи выдерживать дозу анти-
гельминтного препарата, которая обычно при-
водит к гибели гельминта того же вида и стадии 
развития. Наиболее простыми, доступными и 
широко используемыми в полевых условиях 
исследованиями, широко применяемыми ве-
теринарными врачами во всём мире для вы-
явления резистентности к антигельминтным 
препаратам, являются тесты in vivo FECRT [13]. 

Первый препарат из БЗ был разработан 
и внедрен в ветеринарную практику в 1962 
г. под названием тиабендазол [20, 21]. По-
всеместное использование этого препарата 
оказало сильное селективное давление на 
трихостронгилид, обитающих в желудочно-
кишечном тракте сельскохозяйственных жи-
вотных, и привело к появлению резистентных 
популяций по всему миру [16, 20]. 

Сегодня резистентность к двум наибо-
лее широко используемым БЗ, альбендазолу 
и фенбендазолу, широко распространена и 
встречается во всем мире [11, 12, 18]. В по-
следнее время появляется всё больше сообще-
ний о перспективности применения сочета-
ния молекулярных, in vitro и in vivo, методов 
анализа для изучения фенотипических и гено-
типических изменений в полевой популяции 
нематод, что позволяет лучше понять эпиде-
миологию развития устойчивости к антигель-
минтным препаратам [11]. 

Для оценки распространения фенотипов 
лекарственной устойчивости у паразити-
ческих нематод домашнего скота был раз-
работан ряд лабораторных методов in vitro 
и in vivo, которые включают тесты: на вылу-
пление яиц (ЕНТ), на снижение числа яиц в 
фекалиях (FECRT), подвижности личинок 
и анализа развития личинок (FECPAK) [7, 
8, 13]. Однако, эти анализы требуют свежих 
проб фекалий, трудоемки и недостаточно 
эффективны, поскольку могут выявить ре-
зистентных к воздействию антигельминтика 
стронгилят только тогда, когда в популяциях 
паразитических нематод присутствует более 
25% устойчивых к действию препарата осо-
бей [2, 7, 8, 17]. Использование только тестов 
in vitro и in vivo, без генотипирования аллелей 
кодонов β-тубулина, может привести к по-
тенциальной недооценке начальной стадии 
развития антигельминтной резистентности 
у трихостронгилид желудочно-кишечного 
тракта жвачных животных при проведении 
молекулярных исследований на популяцион-
ном уровне [14, 19]. Но, поскольку в данных 
исследованиях использовали исключительно 
биоматериал от овец, полученный на убойных 
пунктах, проведение корреляции результатов 
тестов на наличие резистентности (FECRT и 
аллель-специфической изотермической ПЦР) 
не предусматривалось.

Целью исследований было провести мо-
ниторинг фермерских хозяйств, расположен-
ных на территории Европейской части РФ, на 
предмет выявления резистентности к воздей-
ствию антигельминтных препаратов из груп-
пы бензимидазолов в популяциях нематод 
Haemonchus contortus, паразитирующих в же-
лудочно-кишечном тракте у мелкого рогатого 
скота. 

Материалы и методы
Исследования проводили в 2023–2024 гг. на 

убойных пунктах, расположенных в Москов-
ской области. На первом этапе была проведе-
на таксономическая идентификация парази-
тических нематод и личинок (L3), определена 
видовая принадлежность стронгилят от овец в 
возрасте от 8 месяцев до 2-3 лет, поступивших 
из разных фермерских хозяйств – Москов-
ской, Астраханской, Орловской, Липецкой, 
Тульской, Брянской областей, Ставрополья 
и Дагестана. Методом свободной выборки из 
каждой партии отбирали по 10 животных, 
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при убое из туш которых для исследований 
были взяты сычуги с фрагментами 12-перст-
ной кишки и дистальный фрагмент прямой 
кишки с содержащимися в ней фекалиями. 
Для сохранности пат. материала при транс-
портировке в лабораторию были наложены 
лигатуры на краниальные и пилорические об-
ласти сычугов, а также на фрагменты тонкого 
кишечника и прямой кишки. Проведена ста-
тистическая обработка полученных данных, 
определены средние показатели заражённо-
сти паразитическими нематодами (ИИ и ЭИ) 
для каждого хозяйства [1].

Морфологическую идентификацию самцов 
и инвазионных личинок (L3) паразитических 
нематод проводили классическими методами 
с использованием световой микроскопии. Из 
всех самок нематод от одного животного была 
выделена геномная ДНК. У самцов, перед 
выделением ДНК, фотографировали голов-
ной конец для дальнейшей таксономической 
идентификации каждой отдельной особи ге-
нетическими и морфологическими методами. 

Для молекулярных исследований были ис-
пользованы наборы для выделения ДНК из 
микроколичеств тканей (фирмы: «Синтол», 
«Qiagen», «diaGene»). Извлечённую ДНК 
определяли количественно с помощью прибо-
ра Fluorometer Qubit 3,0, Invitrogen. Аликвоты 
геномной ДНК сохраняли вплоть до исполь-
зования при -20 оС. Мультиплексную ПЦР 
проводили в соответствии с рекомендация-
ми Zarlenga et al, 2001, используя праймеры к 
внутренним (ITS) и внешним (ETS) транскри-
бируемым спейсерам и последовательностям, 
выбранным из малых и больших субъединиц 
генов рибосомальной ДНК. Последователь-
ности прямых и обратных праймеров были 
гомологичны нуклеотидным последователь-
ностям, депонированным в ГенБанке под но-
мерами: AF 343971 (для Haemonchus contortus), 
AF343972 (для Trichostrongylus colubriformis) и 
AF044933 (для Teladorsagia circumcincta). Для 
амплификации ДНК использовали термо-
циклер T-100 Bio-Rad и коммерческий набор 
реактивов Master Mix, Евроген. Режим прове-
дения ПЦР: 96 оС – 2 мин; 95 оС – 45 с; отжиг 
при 57 оС – 55 с, 72 оС – 65 с; элонгация цепи 
72 оС – 35 циклов; последний раунд 72 оС – 5 
мин; сохранение продукта – при 8 оС. Анализ 
продуктов амплификации проводили в 3%-
ном агарозном геле в ТВЕ буфере, окрашен-
ном бромистым этидием при УФ-излучении 

в гель-документирующей системе GelDoc, 
Bio-Rad. Полученные размеры амплификонов 
(176, 243 и 257 н.п.) соотносили с ранее про-
ведённой по морфологическим критериям 
таксономической идентификацией единич-
ных личиночных и половозрелых стадий H. 
contortus, T. colubriformis, T. circumcincta. Все 
дальнейшие исследования проводили, ис-
пользуя в качестве матрицы геномную ДНК 
H. contortus, ранее выделенную из личинок L3 
и половозрелых особей.

Результаты и обсуждение
Было установлено, что доминирующим  

видом фауны паразитических нематод овец 
является H. contortus. Именно с этим видом 
были проведены дальнейшие молекулярно-
генетические исследования.

По результатам морфологической иденти-
фикации методом свободной выборки было 
отобрано для выделения геномной ДНК и по-
следующих молекулярно-генетических иссле-
дований по 7 взрослых нематод H. contortus и 
личинок L3 от овец из восьми регионов Евро-
пейской части РФ – всего 56 экз. 

Современные методы молекулярной био-
логии, основанные на множестве разновид-
ностей полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
позволяют не только подтверждать или кор-
ректировать результаты ранее проведённой 
морфологической идентификации всех ста-
дий развития H. contortus, но и успешно вы-
являть наличие мутаций в генах, приводящих 
к появлению резистентных к воздействию БЗ 
особей в популяции паразитических нематод 
у жвачных животных. 

Генетической детерминированностью по-
явления устойчивости к препаратам БЗ явля-
ются точечные мутации в кодоне ТАС в поло-
жении 200 гена β-тубулина, изотипа1, которые 
приводят к замене аминокислоты фенилала-
нина (Phe) на тирозин (Tyr). На первом этапе 
исследований, для выявления наличия нукле-
отидных замен в кодоне ТАС, отвечающих за 
устойчивость нематод к БЗ, была проведена 
подготовка продуктов амплификации для 
секвенирования в ЗАО «Генотех» (Москва). 
Однако, при получении результатов секвени-
рования, было обнаружено значительное чис-
ло ошибок в прочтении у большей части проб. 
В некоторых случаях, сравнивая небольшие 
«прочитанные» участки из амплифицирован-
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ного фрагмента гена, удалось провести биоин-
формационный поиск аналогов в базе данных 
(GenBank) и подтвердить таксономическую 
принадлежность некоторых из исследуемых 
изолятов стронгилят. Однако, получить досто-
верные данные наличия или отсутствия гене-
тических изменений в кодоне гена β-тубулина 
с использованием секвенирования продук-
тов амплификации нам не удалось. Поэтому, 
для выявления наличия однонуклеотидных 
замен в гене β-тубулина у H. contortus, при-
водящих к появлению резистентности к пре-
паратам бензимидазольного ряда, были про-
ведены серии гнездовых (вложенных) ПЦР, 
обеспечивающих повышение чувствительно-
сти и специфичности изотермических реак-
ций. Для этого были использованы праймеры 
(F: 5’ GGC AAA TAT GTC CCA CGT GC 3’; R: 5’ 
GAA GCG CGA TAC GCT TGA GC 3’). Затем, 
полученный продукт использовали в качестве 
матрицы для другой пары праймеров (F: 5’ 
GTG CTG TTC TTG TTG ATC TC 3’; R: 5’ GAT 
CAG CAT TCA GCT GTC CA 3’) в ПЦР. В ре-
зультате был амплифицирован фрагмент гена 
размером 840 н.п. Полученный амплификон 
подвергали расщеплению эндонуклеазой Rsa I 
в сайте узнавания GT↓AC и CA↑TG. Электро-

форез в 2,5%-ном геле позволил визуализиро-
вать наличие трех нуклеотидных фрагментов 
размером 440, 190 и 150 н.п., что согласуется с 
ранее проведенной морфологической иденти-
фикацией личинок (L3) и взрослых особей H. 
contortus. 

Для выявления гомо- и гетерозиготных 
аллелей у H. contortus, отвечающих за нали-
чие восприимчивости или резистентности 
к препаратам бензимидазольного ряда была 
проведена двойная мультиплексная ПЦР с ис-
пользованием праймеров (F: 5’ GGA ACG ATG 
GAC TCC TTT CG 3’; R: 5’ GGG AAT CGA AGG 
CAG GTC GT 3’ и F: 5’ CTG GTA GAG AAC 
ACC GAT GAA ACA TA 3’) и (F: 5’ GGA ACG 
ATG GAC TCC TTT CG 3’; R: 5’ GGG AAT CGA 
AGG CAG GTC GT 3’ и R: 5’ ATA CAG AGC 
TTC GTT GTC AAT ACA GA 3’). Электрофо-
рез в 2,5%-ном геле результатов аллель-спе- 
цифической ПЦР продемонстрировал нали-
чие у исследованных изолятов H. contortus как 
гомозиготных, так и гетерозиготных аллелей 
гена β-тубулина. Резистентные по отношению 
к БЗ гомозиготные особи характеризовались 
наличием полос в геле размером 750 и 223 н.п., 
а восприимчивые – 750 и 603 н.п. (рис.).

Рис. Результаты аллель-специфической ПЦР для выявления резистентности к бензимидазолу  
(электрофорез в 2,5%-ном геле): 

треки 1, 8 – маркеры молекулярной массы (100 н.п.); треки 2, 4, 6 – амплифицированные фрагменты ДНК  
восприимчивых к бензимидазолам H. contortus (750 и 603 н.п.); треки 3, 5, 7 – амплифицированные фрагменты ДНК 

резистентных к бензимидазолу H. contortus (750 и 223 н.п.)

[Fig. Results of allele-specific PCR to detect benzimidazole resistance (2.5% gel electrophoresis): 
tracks 1, 8 – molecular mass markers (100 bp); tracks 2, 4, 6 – amplified DNA fragments of H. contortus susceptible 

to benzimidazoles (750 and 603 bp); tracks 3, 5, 7 – amplified DNA fragments of benzimidazole-resistant H. contortus 
(750 and 223 bp)]
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Гомозиготные особи (100%), резистентные 
к БЗ, были обнаружены только в популяции 
H. contortus из Орловской области. В осталь-
ных областях, согласно полученным данным, 
были выявлены только восприимчивые к БЗ 
особи, причем процент гетерозиготных алле-
лей среди исследованных нами популяций па-
разитических нематод был незначителен. 

В 2021 г. были опубликованы результаты 
проведённых исследований по сравнению эф-
фективности выявления резистентности к БЗ 
у H. contortus посредством проведения таких 
тестов, как: тест на вылупление яиц (EHT) in 
vitro, тест на развитие личинок в микроагаре 
(MALDT) и тест на снижение числа яиц в фека-
лиях (FECRT) in vivo [14, 15, 19]. В опытах уча-
ствовали козы и овцы, зараженные H. contortus. 
Результаты тестов in vivo и in vitro сравнивали 
с детектируемыми частотами аллелей гена 
β-тубулина, обусловливающими формирова-
ние резистентности у H. contortus к БЗ. Гено-
типирование проводили с использованием 
цифровой dPCR, методом Pyrosequencing™. В 
результате экспериментов было показано, что 
тесты FECRT, MALDT и EHT не обладают до-
статочной эффективностью для раннего обна-
ружения формирования резистентности к БЗ в 
популяциях паразитических нематод. Наряду 
с этим, генотипирование подтвердило присут-
ствие у 10% тестируемых особей H. contortus 
наличие аллелей кодона 200 β-тубулина, обе-
спечивающих устойчивость к БЗ [14].

Исходя из имеющихся литературных дан-
ных, можно заключить, что эффективное вы-
явление формирования резистентности к БЗ 
на ранней стадии при популяционном уровне 
исследований предпочтительно проводить 
молекулярными методами, а регулярный ве-
теринарный мониторинг эффективности про-
водимых дегельминтизаций жвачных живот-
ных – с применением методов in vivo [3, 6, 9]. 

Заключение
Молекулярно-генетические методы позво-

ляют проводить эпизоотические исследования 
нематод желудочно-кишечного тракта мелкого 
рогатого скота на предмет выявления числа ре-
зистентных особей в популяциях трихострон-
гилид даже на ранней стадии формирования 
резистентности к антигельминтным препара-
там в конкретном стаде. Некоторые ограни-
чения существующих классических тестов на 
резистентность к антигельминтным препа-

ратам in vivo и in vitro потенциально можно 
преодолеть за счет параллельного использова-
ния молекулярных тестов, выявляющих спец-
ифические генетические мутации, связанные 
с возникновением резистентности к анти-
гельминтным препаратам. В настоящее время 
продолжаются молекулярно-генетические ис-
следования резистентности паразитических 
нематод семейства Trichostrongylidae Европей-
ской части РФ к препаратам группы БЗ.
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