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Аннотация

Цель исследований – выявление резистентных к антигельминтным препаратам бензимидазольного ряда штаммов 
паразитических нематод Teladorsagia circumcincta молекулярно-генетическими методами. 

Материалы и методы. Животные: овцы породы «Южная мясная» возрастом от 8 до 12 мес. Паразитические не-
матоды сем. Trichostrongylidae были получены из сычугов овец. Самцов и самок нематод сохраняли в отдельных 
промаркированных пробирках типа «Эппендорф» при -20 оС. Молекулярно-генетические исследования. Выделение 
нативной геномной ДНК проводили с использованием коммерческого набора для экстракции ДНК из микроколи-
честв тканей "ДНК-Экстран-2" («Синтол», Москва). Проведение «вложенной ПЦР». Для амплификации ДНК использо-
вали термоциклер T-100 Bio-Rad и коммерческий набор реактивов Master Mix, Евроген.  Полученные фрагменты 
ДНК использовали в качестве основного компонента для проведения реакции рестрикции с эндонуклеазой RsaI 
(«Сибэнзим», г. Новосибирск). Выявление резистентного генотипа T. circumcincta методом ПЦР. Мультиплексную 
ПЦР проводили в соответствии с рекомендациями Silvestre et al, 2000 с использованием коммерческого набора ре-
активов Master Mix, Евроген. Результаты электрофореза анализировали в гель-документирующей системе GelDoc, 
Bio-Rad. Секвенирование полученных фрагментов проводили в компании ЦКП «Геном» ФГБНУ «МГНЦ» (Москва).

Результаты и обсуждение. Для выявления мутаций в гене β-тубулина, приводящих к формированию резистентно-
сти у паразитических нематод вида T. circumcincta к антигельминтным препаратам бензимидазольного ряда, были 
проведены молекулярно-генетические исследования с использованием методов «вложенной» ПЦР, анализа поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов и «мультиплексной» ПЦР. Результаты наличия нуклеотидных замен в 
гене β-тубулина были подтверждены секвенированием по Сэнгеру. 

Ключевые слова: резистентность, нематоды пищеварительного тракта, Trichostrongylidae, Teladorsagia circumcincta, 
«вложенная» ПЦР, ПЦР-ПДРФ, рестриктаза, мелкий рогатый скот 
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Abstract

The purpose of the research is to identify strains of parasitic nematodes Teladorsagia circumcincta resistant to benzimidazole 
anthelmintics using molecular genetic methods.

Materials and methods. Animals: The Southern sheep aged 8 to 12 months. Parasitic nematodes of the family 
Trichostrongylidae were isolated from sheep abomasums. Male and female nematodes were preserved in separate labeled 
Eppendorf tubes at -20 оС. Molecular genetic testing. Native genomic DNA was isolated using a commercial kit DNA-Extran-2 
(Synthol, Moscow) for DNA extraction from microgram quantities of tissues. Nested PCR. For DNA amplification, a T-100 Bio-
Rad thermal cycler and a commercial Master Mix reagent kit, Evrogen, were used.  The resulting DNA fragments were used 
as the main component for a restriction reaction with RsaI endonuclease (SibEnzyme, Novosibirsk). PCR-based detecting 
the resistant genotype of T. circumcincta. Multiplex-PCR was performed as recommended by Silvestre et al., 2000, using a 
commercial Master Mix reagent kit, Evrogen. The electrophoresis results were analyzed in the GelDoc gel-documenting 
system, Bio-Rad. The obtained fragments were sequenced at the Genome Collective Use Center of the Federal State 
Budgetary Scientific Institution “Research Centre for Medical Genetics” (Moscow).

Results and discussion. To identify β-tubulin gene mutations that lead to benzimidazole anthelmintic resistance in parasitic 
nematodes of the species T. circumcincta, molecular genetic testing was conducted using nested PCR, restriction fragment 
length polymorphism analysis, and multiplex-PCR methods. The results of the presence of nucleotide substitutions in the 
β-tubulin gene were confirmed by Sanger sequencing.

Keywords: resistance, gastrointestinal nematodes, Trichostrongylidae, Teladorsagia circumcincta, nested PCR, PCR-RFLP, 
restriction enzyme, small cattle. 
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Введение
Основным направлением животновод-

ческой отрасли сельского хозяйства сегодня 
является производство качественной и без-
опасной продукции, свободной от парази-
тарных инфекций. Для достижения данной 
цели антигельминтные препараты использу-

ют повсеместно: от крупных агрохолдингов 
до личных подсобных хозяйств. Длительное и 
систематическое использование антигельмин-
тиков приводит к формированию у паразитов 
устойчивости к препаратам бензимидазоль-
ного класса, что, в свою очередь, приводит к 
значительным экономическим потерям [4, 6, 
7, 10, 11, 13]. 
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На сегодняшний день во многих странах 
подтверждено наличие резистентности к ан-
тигельминтным препаратам бензимидазоль-
ного ряда у паразитических нематод желудоч-
но-кишечного тракта [2, 3, 5, 8, 9].  

В России препараты данного класса приме-
няют уже на протяжении длительного време-
ни, поэтому целью исследования стало выяв-
ление резистентного генотипа у нематод вида 
Teladorsagia circumcincta, выделенных из ЖКТ 
мелкого рогатого скота. 

Материалы и методы
Животные. Для проведения гельминтологи-

ческих исследований было отобрано 10 овец ме-
тодом свободной выборки из одной партии (50 
голов) породы «Южная мясная» в возрасте от 
8 до 12 мес., поступившей на убойный пункт в 
Московской области из фермерского хозяйства, 
расположенного на территории Ставрополь-
ского края. Вскрытие сычугов и фрагментов 
тонкого кишечника проводили в лаборатории 
иммунологии и молекулярных исследований 
ВНИИП – филиал ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН.

Паразитические нематоды. Для исследо-
ваний использовали взрослых самцов и самок 
нематод сем. Trichostrongylidae. Каждую нема-
тоду сохраняли в отдельной промаркирован-
ной пробирке типа «Эппендорф» при -20м оС 
вплоть до начала проведения молекулярно-ге-
нетических исследований.

Молекулярно-генетические исследования 
Выделение нативной геномной ДНК про-

водили с использованием коммерческого на-
бора для экстракции ДНК из микроколичеств 
тканей "ДНК-Экстран-2" («Синтол», Москва) 
согласно рекомендациям производителя. 
Аликвоты геномной ДНК сохраняли вплоть 
до использования при -20 оС . 

Проведение «вложенной» ПЦР. Для ампли-
фикации ДНК использовали термоциклер 
T-100 Bio-Rad и коммерческий набор реакти-
вов Master Mix, Евроген.  Режим проведения 
ПЦР, используемые реактивы и расчёт конеч-
ной концентрации реагентов в реакционной 
смеси для амплификации фрагмента ДНК 
осуществляли согласно руководству WAAVP 
[4]. На первом этапе ПЦР использовали прай-
меры Pn1 – Pn2. Полученный продукт исполь-
зовали в качестве матрицы для проведения 
второго этапа «вложенной» ПЦР с праймера-
ми Pn3 – Pn4 [1, 2].

Режим проведения «вложенной» ПЦР: 94 

оС –2 мин; 20 циклов: 94 оС – 55 с, отжиг при 
57 оС – 55 с, 72 оС – 55 с; заключительный этап 
72 оС – 10 мин; сохранение продукта при 12 оС. 
Количество амплифицированного фрагмента 
ДНК в пробах анализировали с помощью при-
бора Fluorometer Qubit 3,0, Invitrogen. 

Полученный фрагмент ДНК (ампликон) 
использовали в качестве основного компонен-
та для проведения реакции с эндонуклеазой 
RsaI («Сибэнзим», г. Новосибирск) и последу-
ющей диагностики выявления резистентного 
генотипа методом мультиплексной ПЦР. 

Определение вида с использованием эндо-
нуклеазы RsaI. Протокол проведения реакции 
рестрикции с эндонуклеазой RsaI: 10 мкл ам-
плифицированного продукта «вложенной» 
ПЦР (25–30 пмол.), эндонуклеаза RsаI – 40 ед., 
RsaI – буфер-2 мкл. Инкубация в течение 1,5 ч 
при 37 оС .

Выявление резистентного генотипа T. 
circumcincta методом ПЦР. Мультиплексную 
ПЦР проводили в соответствии с рекомен-
дациями Silvestre et al. [11], используя спец-
ифичные для нематод вида T. circumcincta 
праймеры, позволяющие определять гомо- и 
гетерозиготные аллели гена β-тубулина. Для 
амплификации ДНК использовали термо-
циклер T-100 Bio-Rad и коммерческий набор 
реактивов Master Mix, Евроген. Режим прове-
дения ПЦР: 94 оС – 2 мин; 33 цикла: 94 оС – 55 
с, отжиг при 57 оС – 55 с, 72 оС – 55 с; заключи-
тельный этап 72 оС – 10 мин; сохранение про-
дукта – при 12 оС.

Анализ всех продуктов проводили в 2,5%-
ном агарозном геле в ТВЕ буфере, окрашенном 
бромистым этидием при УФ-излучении в гель-
документирующей системе GelDoc, Bio-Rad.

Очистку полученных фрагментов ДНК 
проводили с использованием набора Cleanup 
Mini («Евроген», Москва), секвенирование 
полученных фрагментов – в компании ЦКП 
«Геном» ФГБНУ «МГНЦ» (Москва).

Результаты и обсуждение
Вскрытие сычугов и тонких отделов кишеч-

ника овец из Ставропольского края показало, 
что животные были инвазированы паразити-
ческими нематодами сем. Trichostrongylidae. 
Методом световой микроскопии по морфоло-
гическим критериям Van Wyk J. A. & Mayhew 
E. [12] было установлено, что данная популя-
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ция гельминтов представлена тремя видами 
Marshallagia marshalli, Haemonchus contortus и 
Teladorsagia circumcincta. Нематоды вида M. 
marshalli были обнаружены только в 7 пробах 
желудочно-кишечных трактов, тогда как не-
матоды видов H. contortus и T. circumcincta – во 
всех исследуемых образцах. Наибольшие пока-
затели интенсивности инвазии (ИИ) были от-
мечены у T. circumcincta – 132 экз./гол., наимень-
шие показатели – у M. marshalli – 11 экз./гол.

Согласно ветеринарным сопроводитель-
ным документам, в данном хозяйстве регу-
лярно проводили дегельминтизацию овец 
альбендазолом. Обнаруженные в ходе по-
смортальных исследований паразитические 
нематоды в сычугах и в отделах тонкого ки-
шечника овец дают повод предположить на-
личие в популяции гельминтов резистентных 
штаммов сем. Trichostrongylidae.

Рис. 1. Marshallagia marshalli

Для выявления резистентного генотипа 
было выбрано 30 самцов и самок гельминтов 
вида T. circumcincta, поскольку данный вид яв-
лялся доминирующим в популяции желудоч-
но-кишечных нематод овец. 

Проведение молекулярно-генетических 
исследований с использованием видоспе-
цифических праймеров невозможно без до-
стоверного определения вида исследуемых 
нематод, поэтому для подтверждения полу-
ченных ранее морфологических данных о ви-
довой принадлежности самцов и определения 
таксономической характеристики самок, был 
проведен анализ методом «вложенной» ПЦР 
с последующей оценкой полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов (ПДРФ). Ме-
тодика «вложенной» ПЦР была выбрана для 
обеспечения повышения чувствительности 
и специфичности изотермических реакций. 
На первом этапе ПЦР использовали аликво-
ты геномной ДНК T. circumcincta и праймеры, 
амплифицирущие фрагмент гена β-тубулина 
трихостронгилид. На втором этапе «вложен-
ной» ПЦР в качестве матрицы использовали 
ампликон, полученный в результате проведе-
ния первого этапа.

Полученный ампликон подвергали рас-
щеплению эндонуклеазой RsaI по сайту уз-
навания GT↓AC (CA↑TG) [11]. В результате 
была получена рестрикционная карта с фраг-
ментами рестрикции, характерными для: T. 
circumcincta – расщепление ампликона на три 
части размером 284, 182, 131 н.п. и H. contortus 
– расщепление ампликона на две части разме-
ром 480 и 291 н.п. (рис. 3)

Для выявления наличия однонуклеотид-
ных замен в гене β-тубулина у нематод сем. 
Trichostrongylidae, обусловливающих форми-
рование резистентности к препаратам бен-
зимидазольного ряда, были проведены серии 
ПЦР с использованием праймеров, специфич-
ных для нематод вида T. circumcincta:
два прямых:
Pt1: 5’ gTACAgAgCTTCATTATCgATgCAgA 3’; 
Pt3: 5’ TTggTAgAAAACACCgATgAAACATA 3’; 
и два обратных: 
Pt2: 5’ gATCAgCATTCAgCTgTCCA 3’; 
Pt4: 5’ gTACAgAgCTTCATTATCgATgCAgA 3’.

Различные комбинации данных прайме-
ров позволяют определять гомо- и гетеро-

Рис. 2. Teladorsagia circumcincta

2025;19(2):263-271
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Рис. 3. Рестрикционная карта расщепления ампликонов ДНК эндонуклеазой RsaI  
в 2,5%-ном агарозном геле

(треки № 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 – фрагменты рестрикции, характерные для вида T. circumcincta; 
треки № 3, 9 - фрагменты рестрикции, характерные для вида H. contortus;  

трек «L» – DNA ladder, шаг 100 bhp)

Fig. 3. Restriction map of DNA amplicons digested with RsaI endonuclease in 2.5% agarose gel

(tracks No. 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 – restriction fragments characteristic of the species T. circumcincta; 
tracks No. 3, 9 – restriction fragments characteristic of the species H. contortus;  

track “L” – DNA ladder, step 100 bhp)

зиготные генотипы по доминантному (вос-
приимчивые) и рецессивному (устойчивые) 
признаку. Это достигается за счет того, что 
нуклеотидная замена обусловливает гомоло-
гию олигонуклеотидов праймера с матричной 
ДНК в сайтах ATA/TCT, что, в свою очередь, 
позволяет диагностировать мутацию в кодоне 
гена β-тубулина.

В ходе проведения ПЦР использовали та-
кие комбинации праймеров, как Pt1+Pt2; 
Pt1+Pt2+Pt3; Pt1+Pt2+Pt4 для определения 
диагностической эффективности прайме-
ров, для определения рецессивных аллелей 
и для определения доминантных аллелей у 
T. circumcincta соответственно. Анализ полу-
ченных данных показал, что в исследуемой 
нами популяции нематод вида T. circumcincta 
у овец из Ставропольского края присутству-
ют только гетерозиготные и гомозиготные 
(по рецессивному признаку) особи (рис. 4). 
На треках № 1–3 приведены ампликоны, ха-
рактерные для нематоды с гетерозиготным ге-
нотипом, поскольку были амплифицированы 
фрагменты ДНК, несущие как доминантную 
(трек № 2, фрагмент размером 550 н.п.), так и 
рецессивную (трек № 3, фрагмент размером 
200 н.п.) аллель гена β-тубулина. На треках  

№ 4–6 можно увидеть иную картину: здесь 
представлена гомозиготная по рецессивному 
признаку особь, поскольку произошла ам-
плификация фрагмента ДНК, определяющая 
только рецессивную аллель гена β-тубулина 
(трек № 6). Данные результаты подтвержда-
ют ранее выдвинутое предположение о фор-
мировании резистентности у паразитических 
нематод желудочно-кишечного тракта в ис-
следуемом хозяйстве. 

Результаты выявления резистентно-
го гомозиготного генотипа нематод вида T. 
circumcincta были подтверждены секвени-
рованием по Сэнгеру в ЦКП «Геном». Для 
этого использовали фрагменты ДНК, ампли-
фицированные праймерами Pt1+Pt2 для ис-
ключения ошибок прочтения, характерных 
для начальных и конечных участков сиквенса. 
Продукт очищали набором Cleanup Mini («Ев-
роген»). Результаты секвенирования были об-
работаны в программе «Chromas» (рис. 5)

На полученной хроматограмме видно, что 
557-й нуклеотид заменен с тимина на аденин. 
Данная мутация в кодоне гена β-тубулина не-
матод является одной из причин формирова-
ния резистентности к препаратам бензимида-
зольного ряда [4, 14]. Отсутствие «двойного 
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Рис. 4. Визуализация результатов ПЦР с использованием комбинации специфических праймеров, выявляющих 
нуклеотидную замену в кодоне гена β-тубулина у T. circumcincta в 2,5%-ном агарозном геле

(треки № 1–3 – T. circumcincta с гетерозиготным генотипом; треки №4–6 – T. circumcincta с гомозиготным  
по рецессивному признаку генотипом; трек № 1 – фрагмент ДНК размером 750 н.п., амплифицированный  

для определения диагностической эффективности праймеров у гетерозиготной особи;  
трек № 2 – амплифицированный фрагмент ДНК размером 550 н.п. доминантной аллели гена у гетерозиготной 

особи; трек № 3 – амплифицированный фрагмент ДНК размером 200 н.п. рецессивной аллели гена  
у гетерозиготной особи; трек № 4 – фрагмент ДНК размером 750 н.п., амплифицированный для определения  

диагностической эффективности праймеров у гомозиготной особи; трек № 5 – отсутствие доминантной аллели 
гена у гомозиготной по рецессивному признаку особи; трек № 6 – амплифицированный фрагмент  

ДНК размером 200 н.п. рецесивной аллели гена у гомозиготной особи; трек «L» – DNA ladder, шаг 100 bp)

Fig. 4. Visualization of PCR results using a combination of specific primers detecting a nucleotide substitution  
in a codon of the β-tubulin gene in T. circumcincta in a 2.5% agarose gel

(tracks No. 1–3 – T. circumcincta with a heterozygous genotype; tracks No. 4–6 – T. circumcincta with a homozygous 
recessive genotype; track No. 1 – a 750 bp DNA fragment amplified to determine the diagnostic efficiency of primers 

in a heterozygous individual; track No. 2 – amplified 550 bp DNA fragment of the dominant allele of the gene  
in a heterozygous individual; track No. 3 – amplified 200 bp DNA fragment of the recessive alleles of the gene  

in a heterozygous individual; track No. 4 – a 750 bp DNA fragment amplified to determine the diagnostic efficiency 
of primers in a homozygous individual; track No. 5 – absence of the dominant allele of the gene in an individual 

homozygous for the recessive trait; track No. 6 – amplified 200 bp DNA fragment of the recessive allele of the gene  
in a homozygous individual; track “L” – DNA ladder, step 100 bp)

Рис. 5. Хроматограмма фрагмента полученного секвенирования амплифицированной  
последовательности гена β-тубулина праймерами Pt1+Pt2 у гомозиготной  

по рецессивному признаку устойчивости к бензимидазолу особи в программе «Chromas»

Fig. 5. Chromatogram of the fragment obtained from sequencing the amplified sequence  
of the β-tubulin gene with primers Pt1+Pt2 in an individual homozygous for the recessive trait  

of resistance to benzimidazole in the Chromas program
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пика» в указанном месте подтверждает, что 
исследуемая последовательность получена от 
гомозиготного генотипа.

Было проведено сравнение получен-
ной нуклеотидной последовательности гена 

β-тубулина резистентной нематоды вида T. 
circumcincta с аналогичными последователь-
ностями восприимчивых штаммов нематод, 
депонированными в открытой базе данных 
GenBank (рис. 6).

Рис. 6. Сравнение полученной нуклеотидной последовательности гена β-тубулина  
резистентной нематоды вида T. circumcincta с аналогичными последовательностями  

восприимчивых штаммов нематод, депонированными в открытой базе данных GenBank

Fig. 6. Comparison of the obtained nucleotide sequence of the β-tubulin gene  
of the resistant nematode species T. circumcincta with similar sequences of susceptible  

nematode strains deposited in the open GenBank database

Заключение
Современное животноводство основано на 

выпуске доброкачественной продукции, по-
лучение которой невозможно без применения 
лекарственных препаратов. На сегодняшний 
день использование антигельминтиков уста-
новлено на законодательном уровне. Однако, 
к сожалению, проблема формирования к ним 
устойчивости паразита не всегда учитывается. 
Полученные нами данные о выявлении рези-
стентного генотипа паразитических нематод 
мелкого рогатого скота указывают на необхо-
димость изменения стратегии использования 
антигельминтных препаратов в хозяйствах.
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