
Oporność na środki przeciwrobacze to zdolność 
pasożytów do przetrwania w obecności dawki 

leku, która w normalnych warunkach zabija pasożyty 
tego gatunku na różnych etapach rozwoju larwalnego 
i w formie dojrzałej (1). Lekooporność pasożytów jest 
również definiowana jako większa częstotliwość wy-
stępowania w populacji osobników zdolnych do to-
lerowania określonych dawek leku niż w normalnej 
populacji tego samego gatunku i jest cechą dziedzi-
czoną (2). Oporność na każdą grupę leków przeciwro-
baczych jest regulowana przez różne geny, co oznacza, 
że rozwija się na każdą grupę leków indywidualnie. 
Lekooporność powstaje, gdy w populacji pasożytów 
pojawią się różnice genetyczne i  jednocześnie za-
chodzi selekcja w kierunku genotypów decydujących 
o lekooporności. Istnieje kilka różnych pojęć charak-
teryzujących oporność na środki przeciwrobacze (2):

–– oporność równoległa – występuje, gdy nicienie są 
oporne na jedną grupę leków przeciwrobaczych lub 
leki o tym samym mechanizmie działania; jest to 
obserwowane w grupie związków benzimidazo-
lowych, chociaż poziom oporności na różne leki 
z tej grupy może być inny; 

–– oporność krzyżowa – występuje, gdy nicienie są 
oporne na środki przeciwrobacze, które są różne 
pod względem budowy chemicznej, np. nicienie 
oporne na lewamizol mogą wykazywać oporność 
krzyżową na morantel ze względu na podobień-
stwo mechanizmów działania; 

–– oporność wielolekowa – występuje, gdy nicie-
nie są oporne na co najmniej dwie główne grupy 
środków przeciwrobaczych o różnych mechani-
zmach działania; 

–– oporność wielogatunkowa – występuje, gdy różne 
gatunki nicieni stają się oporne na jedną lub wię-
cej grup leków przeciwrobaczych.
W skrajnych przypadkach może wystąpić jedno-

cześnie oporność wielogatunkowa i wielolekowa. 
Wszystkie te pojęcia nie opisują oczywiście w pełni 
skomplikowanej natury oporności. Są stale zmieniane 
i uzupełniane w oparciu o najnowsze wyniki badań, 
w tym z zakresu biologii molekularnej i genomiki (3).

Historia rozwoju lekooporność nicieni 
żołądkowo-jelitowych małych przeżuwaczy

Pierwsze doniesienia o oporności na środki przeciw-
robacze dotyczyły stosowania u owiec leku fenotiazy-
ny w późnych latach 50. i wczesnych 60. XX wieku (4). 

W 1961 r. wprowadzono tiabendazol jako pierwszy 
środek przeciwko pasożytom, który łączył skutecz-
ne działanie nicieniobójcze o szerokim spektrum 
działania z niską toksycznością. Szybka akcepta-
cja i powszechne stosowanie tiabendazolu, a na-
stępnie innych środków przeciwrobaczych z gru-
py benzimidazoli, zapoczątkowało stosowanie 
tych środków na szeroką skalę. Jednak w ciągu kil-
ku kolejnych lat wykryto oporność na tiabenda-
zol, po raz pierwszy u owiec u nicieni Haemonchus 
contortus (5, 6). Następnie pojawiły się doniesie-
nia o oporności na benzimidazole u innych gatun-
ków nicieni żołądkowo-jelitowych występujących  
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u małych przeżuwaczy, takich jak Teladorsagia cir-
cumcincta i Trichostrongylus colubriformis. Liczne pu-
blikacje dotyczące pojawiania się oporności nicieni 
żołądkowo-jelitowych doprowadziły do badań nad 
rozpowszechnieniem tego zjawiska. Wykazały one, 
że do połowy lat 70. XX wieku oporność wielu ga-
tunków nicieni na leki z grupy benzimidazoli stała 
się powszechna zarówno u owiec, kóz, jak i koni na 
całym świecie. Ten sam mechanizm powtórzył się 
w późnych latach 70.  i 80. XX wieku po wprowadze-
niu nowszych klas leków przeciwrobaczych, takich 
jak imidazotiazole/tetrahydropirymidyny i awer-
mektyny/milbemycyny. Na początku lat 80. po raz 
pierwszy pojawiły się doniesienia o nicieniach wie-
lolekoopornych (2, 7, 8, 9, 10, 11). Pierwsze publikacje 
o wystąpieniu oporności nicieni T. circumcincta i T. co-
lubriformis na monepantel u kóz i owiec pojawiły się 
już w 2013 r. w Nowej Zelandii, zaledwie trzy lata po 
wprowadzeniu leku na rynek (12).

Obecnie oporność wielolekowa (dla wszystkich 
trzech głównych klas środków przeciwrobaczych) 
nicieni H. contortus, T. circumcincta i T. colubrifor-
mis została udokumentowana na całym świecie. Po-
wszechność oporności w przypadku nicienia H. con-
tortus stanowi teraz zagrożenie dla chowu i hodowli 
małych przeżuwaczy szczególnie w Ameryce Połu-
dniowej (13, 14, 15), Republice Południowej Afryki (16), 
Azji (17, 18), południowo-wschodnich regionach Sta-
nów Zjednoczonych (19, 20, 21, 22) oraz Australii i No-
wej Zelandii (23, 24, 25). Niedawne analizy przepro-
wadzone w Europie wskazują, że problem oporności 
na środki przeciwrobacze, choć poważny, nie osią-
gnął jeszcze poziomu kryzysowego obserwowanego 
w niektórych tropikalnych rejonach świata (26, 27).

Epidemiologia lekooporności nicieni 
żołądkowo‑jelitowych u kóz

Powszechnie uważa się, że lekooporność na całym 
świecie występuje częściej u pasożytów kóz niż owiec 
(28). W większości krajów europejskich ostatnie do-
niesienia o oporności na środki przeciwrobacze do-
tyczą głównie przypadków oporności na benzimida-
zole lub lewamizol oraz rosnącej liczby przypadków 
oporności na makrocykliczne laktony, głównie iwer-
mektynę (27). Częstość występowania lekooporności, 

zwłaszcza na leki z grupy benzimidazoli, wydaje się 
być bardzo wysoka w niektórych krajach europejskich 
(26, 27). We Francji badania wykazały, że częstość wy-
stępowania oporności na benzimidazole waha się od 
70 do 100% (29, 30). Bardzo podobne wyniki uzyska-
no niedawno w badaniach stad kóz na Słowacji (28). 
We Włoszech oporność na leki z grupy benzimidazoli 
potwierdzono w 40% badanych stad kóz (31).

Dane dotyczące częstości występowania oporności 
na lewamizol u kóz w Europie są ograniczone. Opi-
sy przypadków takiej lekooporności opublikowano 
w Danii (32), Francji (29, 30) i Wielkiej Brytanii (33).

Częstość występowania oporności na leki z grupy 
makrocyklicznych laktonów u kóz różni się w po-
szczególnych krajach europejskich od 0% w Norwe-
gii (34), przez 20% we Włoszech (31) do 100% w nie-
których regionach Szwajcarii (35).

Oporność wielolekowa u nicieni żołądkowo-jeli-
towych u kóz w Europie nie jest rozpowszechniona 
(26, 27). Jak dotąd odnotowano tylko kilka przypad-
ków w Danii (32), Francji (29), Szwajcarii (36) i Wiel-
kiej Brytanii (37).

Wiele badań wykazało istnienie lekooporności na 
wszystkie trzy grupy leków przeciwrobaczych w sta-
dach kóz w krajach pozaeuropejskich, takich jak Sta-
ny Zjednoczone (21, 22), Brazylia (38), Kuba (39), Ke-
nia (40), Republika Południowej Afryki (41), Uganda 
(42), Etiopia (43), Malezja (44, 45), Indie (46, 47, 48), 
Pakistan (49), Australia (50) i Nowa Zelandia (51, 52).

Dane dotyczące lekooporności nicieni żołądkowo-
-jelitowych w polskiej populacji małych przeżuwaczy 
są tylko fragmentaryczne. W ciągu ostatnich dwóch 
dekad odnotowano sporadyczne przypadki oporno-
ści na leki z grupy benzimidazoli u owiec, bydła, koni 
i świń (53, 54, 55). Wyniki badań przeprowadzonych 
przez Samodzielny Zakład Epidemiologii i Ekonomiki 
Weterynaryjnej SGGW w latach 2017–2018 wykazały 
występowanie oporności na leki z grupy benzimida-
zoli (56), makrocyklicznych laktonów (57), imidazo-
tiazoli (lewamizol) oraz oporności wielolekowej u kóz 
w Polsce (58). Następnie obszerne badania przeglą-
dowe przeprowadzone przez Samodzielny Zakład 
Epidemiologii i Ekonomiki Weterynaryjnej SGGW 
w 42 stadach kóz w Polsce w 2019 r. wykazały wysoką 
prewalencję oporności nicieni żołądkowo-jelitowych 
na leki z grupy benzimidazoli (88% stad kóz) i ma-
krocyklicznych laktonów (95% stad kóz) oraz spo-
radycznie występującą oporność na lewamizol (12% 
stad kóz). Oporność wielolekową obejmującą wszyst-
kie trzy grupy leków przeciwrobaczych stwierdzono 
w 12% przebadanych stad (59; ryc. 1).

Czynniki sprzyjające rozwojowi lekooporności 
nicieni żołądkowo-jelitowych u kóz

Wood i Bishop (61, 62) sklasyfikowali cztery czyn-
niki, które wpływają na tempo rozwoju i rozprze-
strzeniania się oporności na insektycydy w popula-
cjach stawonogów:
a)	� genetyczne, w tym współczynnik mutacji i względ-

na dominacja cechy,
b)	� reprodukcyjne, w tym liczba pokoleń rocznie i wa-

hania wielkości populacji,

oporność na benzimidazole

oporność wielolekowaoporność na makrocykliczne laktony

oporność na lewamizol

88%

95%

12%
12%

Ryc. 1. 
Lekooporność nicieni 
żołądkowo‑jelitowych 
w stadach kóz 
w Polsce (59)
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c)	� behawioralne i ekologiczne, w tym migracja ga-
tunków szkodników i ich zdolność do unikania pe-
stycydów,

d)	� funkcjonalne, w tym odsetek narażonej populacji 
i trwałość środka chemicznego.
W przypadku rozwoju oporności nicieni żołąd-

kowo-jelitowych na środki przeciwrobacze czynni-
ki a, b i d są bardzo istotne i zostały dokładnie zba-
dane (61, 62).

Wielokrotne poddawanie populacji pasożytów kon-
taktowi z tymi samymi lekami przeciwrobaczymi 
powoduje selekcję osobników, które mają wrodzo-
ną lub nabytą oporność na te leki (63). Lekooporność 
na daną substancję czynną lub całą grupę chemicz-
ną jest dziedziczona przez przekazywanie opornych 
alleli kolejnym pokoleniom nicieni. Nawet mutacje 
punktowe mogą zmienić strukturę białek, co może 
prowadzić do zmniejszenia wrażliwości na określo-
ną substancję i może to umożliwić przeżycie opor-
nej części populacji pasożytów (64). Leczenie staje się 
nieskuteczne, gdy zwiększa się odsetek genów opor-
nych, a tym samym zmniejsza się częstotliwość wy-
stępowania w populacji alleli genów warunkujących 
wrażliwość na dany lek (2, 65). Rozwojowi oporności 
na środki przeciwrobacze sprzyja zbyt częste stoso-
wanie tych samych substancji i stosowanie ich w za-
niżonych dawkach (29, 66). Ponadto może wystąpić 
oporność równoległa na inne związki z tej samej grupy 
chemicznej o podobnym mechanizmie działania (2).

Mechanizmy warunkujące lekooporność  
u nicieni żołądkowo-jelitowych

Oporność na środki przeciwrobacze pojawia się, gdy 
w trakcie ciągłego stosowania leku zmniejsza się 
wrażliwości populacji nicieni. Przy pierwszym kon-
takcie z lekiem gen lub geny oporności mogą już ist-
nieć w populacjach poszczególnych gatunków nicieni. 
Dziedziczenie wpływa na tempo rozwoju oporności, 
przy czym oporność kodowana przez geny dominu-
jące rozwija się szybciej niż ta kodowana przez geny 
recesywne (67). Geny oporności mogą występować 
z niską częstotliwością w populacji (przedadapta-
cyjnie) nawet przed pierwszym kontaktem z lekiem 
lub powstać później w wyniku mutacji i mogą rów-
nież przedostać się do populacji z nowymi osobnika-
mi poprzez migrację lub przepływ genów (68). Wraz 
z dalszym rozwojem oporności w populacji pasoży-
tów w kolejnych pokoleniach dominujący genotyp 
zmienia się z podatnej populacji z rzadkimi hetero-
zygotami poprzez fazę pośrednią do fazy końcowej, 
w której oporność utrwala się w populacji. Jeśli geny 
oporności są dominujące, heterozygoty i homozygo-
ty przetrwają leczenie przeciwrobacze, co może spo-
wodować szybkie rozprzestrzenianie się oporności 
w danej populacji nicieni (2, 62).

Mechanizm oporności na leki  
z grupy benzimidazoli

Benzimidazole to grupa substancji przeciwroba-
czych o szerokim spektrum aktywności przeciw-
robaczej, które mają ten sam mechanizm działania. 

Wiadomo, że hamują one polimeryzację dimerów α- 
i β-tubuliny do mikrotubul (69), co prowadzi do zakłó-
ceń w tworzeniu cytoszkieletu, wrzeciona mitotycz-
nego i transportu wewnątrzkomórkowego. Skutkuje 
to zaburzeniem metabolizmu pasożyta, a zwłasz-
cza zahamowaniem wychwytu glukozy i transpor-
tu wewnątrzkomórkowego, prowadząc do śmier-
ci pasożyta (70).

Spośród obecnie dostępnych leków przeciwroba-
czych mechanizm oporności na benzimidazole był 
intensywnie badany w ostatnich dziesięcioleciach. 
Najpierw zidentyfikowano w teście przesiewowym 
in vitro z użyciem nicieni Caenorhabditis elegans mu-
tację polegającą na utracie funkcji przez gen ben-1. 
Wszystkim mutantom, które pomyślnie rozwijały 
się w obecności benomylu, brakowało funkcjonal-
nego genu ben-1, który koduje β-tubulinę u C. ele-
gans (71). Pierwszy polimorfizm pojedynczego nu-
kleotydu korelujący z opornością na benzimidazole 
stwierdzono w kodonie F200Y (TTC do TAC) izoty-
pu 1 β-tubuliny u H. contortus. Prowadzi to do ekspre-
sji tyrozyny zamiast fenyloalaniny (72, 73). Ponadto 
stwierdzono, że dwa dodatkowe kodony, kodon F167Y 
(TTC do TAC; 74) i kodon E198A (GAA do GCA; 75) są 
związane z opornością na benzimidazole. Jak dotąd 
te trzy mutacje w genie β-tubuliny izotypu 1 zosta-
ły opisane dla różnych nicieni pasożytniczych wy-
stępujących u przeżuwaczy, takich jak H. contortus, 
T. circumcincta, T.  colubriformis, Ostertagia ostertagi 
i Cooperia oncophora (76).

Mechanizm oporności na lewamizol

Tempo rozwoju oporności na lewamizol wydaje się 
być zwykle wolniejsze u nicieni z gatunku H. contor-
tus, w przypadku, którego lek ten pozostaje skutecz-
ny nawet wobec izolatów opornych na benzimidazo-
le i makrocykliczne laktony. Wczesne prace w latach 
80. sugerowały, że oporność T. colubriformis na lewa-
mizol może być warunkowany przez pojedynczy gen 
dominujący (77). Dalsze badania wykazały, że opor-
ność T. colubriformis na lewamizol była powodowana 
przez pojedynczy gen recesywny związany z płcią (78). 
Z kolei inne badania wykazały, że oporność H. contor-
tus na lewamizol wynika z recesywnej, autosomalnej 
cechy niezwiązanej z płcią (79). Sangster i wsp. (1998) 
zasugerowali, że oporność H. contortus na lewamizol 
nie jest cechą całkowicie recesywną i jest prawdopo-
dobne, że obejmuje więcej niż jeden gen. Wcześniej-
sze badania nad rozwojem oporności na lewamizol 
u nicieni z gatunku H. contortus również sugerowa-
ły dziedziczenie wielogenowe (81). Lewamizol wiąże 
się z nikotynowymi receptorami acetylocholiny, ale 
jak dotąd fizjologiczne i farmakologiczne podstawy 
oporności pozostają niejasne.

Mechanizm oporności na makrocykliczne laktony

W kilku badaniach wykazano, że oporność na iwer-
mektynę u H. contortus jest dziedziczona jako cecha 
autosomalna dominująca. Jednakże zaobserwowa-
no różnice między larwami i dorosłymi osobnikami, 
ponieważ u dorosłych pasożytów na oporność miała 
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również wpływ płeć (79, 82). Wyniki nowszych ba-
dań genetycznych sugerują jednak, że oporność na 
makrocykliczne laktony ma charakter wielogeno-
wy. Badania terenowe prowadzone w populacji T. co-
lubriformis u kóz wykazały, że dziedziczenie oporno-
ści na iwermektynę było częściowo dominującą cechą 
i prawdopodobnie nie było warunkowane przez po-
jedynczy gen (83, 84). Molekularne badania gene-
tyczne szczepów H. contortus opornych na makro-
cykliczne laktony wykazały różnice w transporcie 
transbłonowym przebiegającym przy udziale gli-
koproteiny P (85). Działanie glikoproteiny P polega 
na zmniejszaniu stężenia toksycznych związków, 
takich jak leki z grupy makrocyklicznych laktonów 
w tkankach nicieni. Drogemuller i wsp. (2004) poda-
li, że powtarzane leczenie iwermektyną prowadziło 
do selekcji określonych alleli kodujących glikoprote-
inę P u nicieni H. contortus i Onchocerca volvulus. Po-
nadto zasugerowano, że działanie makrocyklicznych 
laktonów może selekcjonować polimorfizm pojedyn-
czego nukleotydu w kodonach β-tubuliny 1 związa-
nych z opornością na benzimidazole (87, 88). W kon-
sekwencji oporność na te dwie grupy leków wydaje się 
być wzajemnie powiązana, a częste stosowanie ma-
krocyklicznych laktonów może stymulować rozwój 
oporności na benzimidazole (89).

Wykrywanie lekooporności nicieni 
żołądkowo‑jelitowych u kóz

Podejrzenie występowania lekooporność u pasoży-
tów zwierząt gospodarskich pojawia się w przypad-
ku, gdy stan kliniczny zwierzęcia nie ulegnie popra-
wie po leczeniu środkami przeciwrobaczymi. Często 
jednak wynika to z błędów w stosowaniu leku, np. 
zbyt niskiej dawki, niedokładnej ocena masy cia-
ła, wadliwego sprzętu do podawania leków lub jego 
nieprawidłowego używania. Te czynniki należy naj-
pierw wziąć pod uwagę przed rozważeniem wystę-
powania lekooporności.

Dostępne obecnie metody wykrywania lekoopor-
ności nicieni żołądkowo-jelitowych można podzie-
lić na trzy kategorie:
a)	� metody in vivo, reprezentowane głównie przez 

test redukcji liczby jaj w kale lub test skuteczno-
ści z grupą kontrolną,

b)	� metody in vitro, w szczególności test wykluwania 
jaj i test rozwoju larw,

c)	� techniki biologii molekularnej, w tym głównie PCR 
i pirosekwencjonowanie.

Metody in vivo

Teoretycznym „złotym standardem” w diagnosty-
ce oporności na środki przeciwrobacze jest test sku-
teczności z grupą kontrolną. Metoda polega na poli-
czeniu całkowitej liczby żywych i zabitych robaków 
obecnych w każdym zwierzęciu po leczeniu, jednak 
jest to możliwe tylko poprzez uśmiercenie zwierząt. 
W warunkach terenowych wykonanie tego testu jest 
nierealne ze względu na dobrostan zwierząt, jak rów-
nież ze względów ekonomicznych (90).

Bardziej praktyczną metodą, zalecaną również jako 
„złoty standard” przez World Association for the Ad-
vancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), jest 
test redukcji liczby jaj w kale (fecal egg count reduction 
test, FECRT; 91, 92). Test ten stał się podstawowym 
sposobem diagnozowania oporności na środki prze-
ciwrobacze w warunkach terenowych. Nie wymaga 
uśmiercania zwierząt doświadczalnych ani stosowa-
nia skomplikowanego sprzętu. Metoda ta oszacowu-
je zmiany w liczbie jaj wytwarzanych przez pasoży-
ty przed- i po leczeniu (ryc. 2) oraz dostarcza danych 
na temat procentowego zmniejszenia skuteczności 
danego środka przeciwrobacze (93). Wytyczne WA-
AVP zalecają użycie minimum 10 zwierząt w każdej 
grupie leczonej, ale istnieją dowody, że grupa liczą-
ca co najmniej sześć zwierząt jest wystarczająca (90). 
W metodzie tej zaleca się wykorzystanie nieleczonej 
grupy kontrolnej do monitorowania zmian w licz-
bie jaj nicieni, które mogą wystąpić w okresie bada-
nia, a które nie wynikają z zastosowanego leczenia. 
Oporność jest definiowana jako obecna, gdy redukcja 
liczby jaj w kale wynosi <95% i dolna granica prze-
działu ufności dla tej wielkości wynosi <90% (91, 92).

Określenie liczby i wyglądu jaj nicieni z rodziny 
Trichostrongylidae nie pozwala na identyfikację ga-
tunków pasożytów. Do tego niezbędne jest przepro-
wadzenie hodowli larw z próbek kału pochodzących 
zarówno od grupy leczonej, jak i kontrolnej. Daje to 
możliwość określenia gatunków nicieni opornych na 
badane środki przeciwrobacze (92, 94).

W teście redukcji liczby jaj w kale ważny jest czas, 
w którym pobierana jest próbka kału po leczeniu. Je-
śli próbki zostaną pobrane zbyt późno, pasożyty po-
łknięte po zastosowaniu leczenia mogą mieć czas na 
dojrzewanie i mogą same zacząć produkować jaja. Jest 
to szczególnie istotne w przypadku pasożytów z krót-
kimi okresami prepatentnymi, np. nicieni z rodzaju 
Cooperia. Próbki kału, należy pobrać nie później niż 
14–17 dni po zastosowaniu leczenia (91, 92). Odwrot-
nie, jeśli próbki są pobierane zbyt szybko po podaniu 
leku, wówczas zjawisko zahamowania wytwarzania 
jaj może prowadzić do przeszacowania skuteczności 
leku. Dzieje się tak, gdy środek hamuje wytwarzania 
jaj przez samice nicieni, ale ich nie zabija. To zaha-
mowanie produkcji jaj jest zwykle tymczasowe (95).

Zależnie od badanego leku czas pobrania próbek 
po leczeniu wynosi:

–– lewamizol – 3–7 dni,
–– benzimidazole – 8–10 dni,
–– makrocykliczne laktony – 14–17 dni,
–– wszystkie grupy leków badane w tym samym mo-

mencie i w tym samym stadzie – 14 dni.
Ryc. 2. Metoda McMastera używana w celu oszacowania zmiany w liczbie jaj 
wytwarzanych przez pasożyty przed i po leczeniu
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Wstępne wykrycie lekooporności na środki prze-
ciwrobacze w warunkach terenowych może obej-
mować wykonanie zarówno testu redukcji liczby jaj 
w kale, jak i testu skuteczności z grupą kontrolną (96, 
97, 98). W celu potwierdzenia występowania i oszaco-
wania stopnia oporności przeprowadzane są oba te-
sty, ponieważ sam test redukcji liczby jaj w kale może 
nie być wystarczający. Test redukcji liczby jaj w kale 
ma szereg ograniczeń. Próbki kału pobranego od tego 
samego zwierzęcia nawet w niewielkim odstępie cza-
su mogą się znacznie różnić zawartością jaj, a co się 
z tym wiąże, liczba jaj nie odzwierciedla wprost licz-
by obecnych w przewodzie pokarmowym dorosłych 
pasożytów. Również gatunki nicieni rozwijają się 
w niejednakowy sposób podczas hodowli. Wszystko to 
wpływa na trafność tego testu (28, 98). Wyniki ostat-
nich badań wskazują również, że test redukcji liczby 
jaj w kale może nie być w stanie wykryć w stadzie le-
kooporności na wczesnych etapach jej rozwoju (99).

Metody in vitro

Na przestrzeni lat opracowano kilka testów in vitro 
służących do wykrywania lekooporności nicieni żo-
łądkowo-jelitowych, ale tylko dwa z nich – test wy-
kluwania jaj i test rozwoju larw (w płynie albo agarze) 
są szeroko stosowane w diagnostyce parazytologicz-
nej i badaniach naukowych (91, 92, 100, 101). Oba te-
sty mają zalety i wady w stosowaniu do badań tere-
nowych lekooporności nicieni żołądkowo-jelitowych.

Test wykluwania jaj (egg hatch test, EHT; ryc. 3) był 
stosowany w licznych badaniach terenowych opor-
ności nicieni żołądkowo-jelitowych na benzimida-
zole u owiec i kóz (28, 102, 103). Jest zalecany przez 
WAAVP jako test in vitro do wykrywania oporno-
ści nicieni żołądkowo-jelitowych na benzimidazo-
le u przeżuwaczy (92).

W teście wykluwania jaj nierozwinięte jaja są uzy-
skiwane ze świeżych lub przechowywanych w warun-
kach beztlenowych próbek kału, które są inkubowane 
w kolejno rosnących stężeniach środków przeciwro-
baczych. Wszystkie jaja i larwy liczy się w każdym stę-
żeniu i uznaje za martwe, niewyklute lub wyklute lar-
wy stadium pierwszego (L1; ryc. 4 i 5). Na tej podstawie 
oblicza się odsetek wyklutych jaj, korygując go o na-
turalną śmiertelność, która ma miejsce w próbkach 

kontrolnych (inkubowanych bez środka przeciwroba-
czego). Analizę statystyczną wykonuje się z zastoso-
waniem regresji logistycznej lub metodą logarytmicz-
no-probitową (104). W ten sposób określa się stężenie 
leku wymagane do zahamowania wyklucia 50% jaj ni-
cieni (ED50, dawka wywołująca pożądany efekt tera-
peutyczny w połowie badanej populacji; 91, 92). Stosu-
ją test wykluwania jaj u owiec i kóz, lewamizol należy 
dodać na krótki czas (na godzinę) przed rozpoczęciem 
procesu wykluwania larw. Wymaga to subiektywnej 
oceny, kiedy wykluwanie się zaczyna (jaja stają się 
przezroczyste i larwy można zobaczyć aktywnie po-
ruszające się w otoczce jaja). Precyzyjne wyznaczenie 
tego momentu w praktyce jest trudne (105, 106). Zaletą 
testu wykluwania jaj jest możliwość stosowania, na-
wet jeśli liczba jaj w kale jest niska. Jaja muszą być jed-
nak nierozwinięte. W przeszłości podkreślano proble-
my techniczne w wykonaniu testu i jego standaryzacji 
(sposób przechowywania próbek kału po pobraniu, 
kolejność ich przygotowania, sposób przygotowa-
nia roztworów leku), co prowadziło do obniżenia od-
twarzalności testu (107). W ostatnim czasie von Sam-
son-Himmelstjerna i wsp. (108) opracowali wspólny 
protokół przygotowania próbek i wykonania testu, co 
przyczyniło się do wyeliminowania tych problemów.

Test rozwoju larw (larval development test, LDT; 
ryc. 6) został po raz pierwszy opisany we wczesnych 

Ryc. 3. Test wykluwania jaj

Ryc. 4. Zahamowane w rozwoju jaja wrażliwe na tiabendazol i obecne larwy 
stadium L1 w teście wykluwania jaj (pow. 5×)

Ryc. 5. Zahamowane w rozwoju jaja wrażliwe na tiabendazol i obecne larwy 
stadium L1 w teście wykluwania jaj (pow. 10×)
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latach 80. (109, 110), a następnie ulepszony (92, 111, 112). 
Obecnie jest powszechnie stosowany do wykrywania 
oporności nicieni żołądkowo-jelitowych (H. contortus, 
T. colubriformis i T. circumcincta) u owiec i kóz na ben-
zimidazole, lewamizol i makrocykliczne laktony (92).

Test rozwoju larw jest wykonywany w dwóch wer-
sjach. Różnią się one formą wykorzystywanej do in-
kubacji pożywki. Może ona być płynna (112) lub sta-
ła (agarozowa; 111). Zasada, na której opiera się test, 
jest w obu wersjach identyczna. Jaja nicieni uzysku-
je się ze zbiorczej próbki kału i umieszcza w doł-
kach zawierających pożywkę (w agarze lub wodzie 
destylowanej) z seryjnie wzrastającymi stężeniami 
leku. Jaja inkubuje się w cieplarce przez siedem dni 
do larw stadium L3. Następnie pod mikroskopem 
zlicza się jaja i larwy wszystkich stadiów (L1/L2/L3; 
ryc. 7 i 8) obecne w dołkach zawierających lek (gru-
pa doświadczalna) oraz bez leku (grupa kontrolna) 
i na podstawie tych danych wylicza się wartość stę-
żenia środka przeciwrobaczego, przy którym rozwój 
larw stadium L3 jest zahamowany u 50% osobników 
(LC50; stężenie śmiertelne) oraz wykreśla się krzywą 
zależności pomiędzy dawką a obserwowanym efek-
tem (113). Rozwój larw inwazyjnych stadium trzecie-
go (L3) w stężeniach leku, które powinny być dla nich 
bójcze, świadczy o obecności osobników opornych. 
Larwy stadium L3 we wszystkich dołkach identyfikuje 

się do poziomu gatunku lub rodzaju za pomocą cha-
rakterystycznych cech morfologicznych, zgodnie 
z procedurą opisaną przez van Wyk i Mayhew (2013).

Metoda ta jest odpowiednia do badania lekoopor-
ności na benzimidazole i lewamizol, ale nie potwier-
dziła trafności w badaniach makrocyklicznych lak-
tonów (112). W przypadku oporności na iwermektynę 
test ten okazał się nieprzydatny, zwłaszcza u nicieni 
z gatunku T. circumcincta. Po modyfikacjach metodyki, 
a szczególnie zastosowaniu iwermektyny w postaci 
aglikonu, uważa się obecnie, że może być stosowany 
także do wykrywania oporności na makrocykliczne 
laktony (111, 114, 115).

Test rozwoju larw stanowi alternatywę dla praco-
chłonnych testów in vivo i umożliwia badanie opor-
ności na wszystkie grupy leków przeciwrobaczych 
jednocześnie, niezależnie od wielkości stada (21). 
W wersji z pożywką złożoną z agaru jest jedynym te-
stem diagnostycznym in vitro do wykrywania leko-
oporności, który został skomercjalizowany i jest do-
stępny na rynku jako DrenchRite® (116).

Zarówno test wykluwania jaj, jak i rozwoju larw, 
mają jednak ograniczenia. Ich czułość jest często nie-
wystarczająca. Ma to miejsce w przypadku, gdy opor-
ność dotyczy mniej niż 25% populacji pasożytów (117). 
Na czułość wpływa także zaobserwowane zjawisko 
dobowego wahania wartości dawki skutecznej (ED50) 
oraz stężenia śmiertelnego (LC50) w okresie prepa-
tentnym (118, 119). Te wady testów można przezwy-
ciężyć wyznaczając dawkę różnicującą (dawka, która 
zabija lub hamuje rozwój 99% populacji pasożytów; 
92). To działanie pozwala na zwiększenie czułości te-
stu i wykazanie obecności nawet niewielkiego odset-
ka opornych pasożytów w populacji, co ma miejsce 
na wczesnym etapie rozwoju oporności. Stosowanie 
dawki różnicującej jest mniej czasochłonne i pozwala 
na wiarygodne oszacowanie częstości występowania 
alleli odpowiedzialnych za lekooporności, nawet jeśli 
ich prewalencja jest poniżej 10%. Jest to metoda, która 
sprawdziła się także w warunkach terenowych (99, 120).

Metody biologii molekularnej

Najczęściej stosowane techniki biologii molekular-
nej służące do wykrywania lekooporności obejmują 
konwencjonalną metodę PCR (96, 121), PCR w czasie 

Ryc. 6. Test rozwoju larw

Ryc. 7. Zahamowane w rozwoju jaja oraz larwy stadium L1–L3 w teście 
rozwoju larw (pow. 5×)

Ryc. 8. Zahamowane w rozwoju jaja oraz larwy stadium L1–L3 w teście 
rozwoju larw (pow. 10×)
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rzeczywistym (real-time PCR; 64) oraz pirosekwen-
cjonowanie (108, 122, 123). Wszystkie wymienione 
metody opierają się na wykrywaniu polimorfizmu 
pojedynczego nukleotydu w pozycji F167Y (od TTC 
do TAC), E198A (od GAA do GCA) i F200Y (od TTC do 
TAC) w genie β-tubuliny izotypu 1 u nicieni H. contor-
tus, T. colubriformis i T. circumcincta (68, 73, 75). Opisa-
no kilka sekwencji haplotypów genu β-tubuliny izo-
typu 1 u H. contortus, T. colubriformis i T. circumcincta 
(np. GeneBank numer dostępu M76493; M76491). Zale-
tą pirosekwencjonowania jest możliwość oszacowa-
nia częstości występowania określonych alleli w DNA 
wyizolowanym z próbek. Jeśli jest to zbiorcza prób-
ka kału, to uzyskane wyniki dobrze odzwierciedla-
ją sytuację panującą w rzeczywistości w danym sta-
dzie (124). Największą przeszkodą w powszechnym 
stosowaniu metod biologii molekularnej w bada-
niach naukowych i diagnostyce lekooporności nicie-
ni żołądkowo-jelitowych jest niedostateczna wiedza 
dotycząca molekularnych podstaw mechanizmów 
oporności na lewamizol oraz makrocykliczne lak-
tony. Spośród obecnie dostępnych leków przeciwro-
baczych jedynie mechanizm oporności na benzimi-
dazole został dokładnie poznany, w związku z czym 
możliwe było opracowanie testów wykorzystujących 
techniki biologii molekularnej do wykrywania opor-
ności jedynie na tę grupę leków (125).

Zwalczanie oraz zapobieganie lekooporności 
nicieni żołądkowo-jelitowych

Oporność na leki z grupy benzimidazoli wydaje się 
być nieodwracalnym procesem. Liczne badania prze-
prowadzone w różnych ośrodkach naukowych wie-
lokrotnie wykazały, że oporność fenotypowa na leki 
z grupy benzimidazoli pozostaje na wysokim pozio-
mie przez wiele lat po zaprzestaniu ich stosowania 
(126, 127, 128). Wyniki ostatnich badań przeprowadzo-
nych w Nowej Zelandii wskazują natomiast, że istnie-
je możliwość częściowego powrotu do stanu wrażli-
wości, ale jedynie na lewamizol i iwermektynę (129).

Leki przeciwrobacze są nadal najbardziej po-
wszechnym środkiem stosowanym w zwalczaniu 
nicieni żołądkowo-jelitowych u kóz i owiec. Jednak 
powinny być stosowane właściwie i jedynie jako je-
den z elementów szerokiego planu zwalczania i za-
pobiegania szerzeniu się inwazji pasożytniczych 
(130). Podając leki, wykorzystuje się dwie strategie: 
leczenie celowe i ukierunkowane leczenie wybiór-
cze (selektywne).

Leczenie celowe polega na podawaniu leków całej 
grupie zwierząt w najbardziej odpowiednim okresie. 
Jest to najpopularniejszych strategii zwalczania pa-
sożytów u kóz w Europie. Leki podaje się zwierzętom 
przed rozpoczęciem sezonu pastwiskowego i po jego 
zakończeniu. Stosując ten schemat, właściciele stad 
unikają zanieczyszczenia pastwisk wiosną i proble-
mów zdrowotnych spowodowanych przez nicienie 
żołądkowo-jelitowe zimą (131).

Ukierunkowane leczenie wybiórcze stosowane jest 
jedynie w grupie wybranych zwierząt. Są to zwierzę-
ta wykazujące objawy kliniczne choroby lub charak-
teryzujące się zmniejszoną wydajnością (132, 133). 

Strategia ta wymaga umiejętności identyfikacji w sta-
dzie zwierząt, które wymagają leczenia. W tym celu 
wykorzystuje się zarówno wskaźniki parazytolo-
giczne (liczbę jaj wydalanych w kale), patofizjolo-
giczne (ocena kondycji, obecność biegunki lub nie-
dokrwistości), jak i produkcyjne (przyrost masy ciała, 
produkcja mleka). Wartości tych wskaźników decy-
dują o konieczności wdrożenia leczenia przeciwro-
baczego (134).

Najbardziej obiecująca wydają się być strategia 
leczenia, oparta na koncepcji „refugium” (ostoja). 
Strategia ta zdecydowanie spowalnia szerzenie się 
lekooporności w stadzie (130). Tempo narastania leko-
oporności jest ściśle związane z odsetkiem populacji 
pasożytów, które są narażone na działanie środków 
przeciwrobaczych. Aby je spowolnić, trzeba odpo-
wiedni odsetek populacji pasożytów utrzymywać 
w warunkach braku kontaktu z lekiem. Takie subpo-
pulacje pasożytów określane są mianem „ostoi” (135). 
Pojęcie „ostoi” zostało po raz pierwszy zdefiniowane 
przez ekologów jako lokalne środowisko, które unik-
nęło regionalnych zmian ekologicznych, a tym samym 
zapewnia siedlisko zagrożonym gatunkom. Utrzyma-
nie w całej populacji pasożytów „ostoi” składających 
się z robaków niemających kontaktu z lekami decyduje 
o utrzymaniu w populacji alleli warunkujących wraż-
liwość na dany lek. Pasożyty pozostające w „osto-
jach” mogą w okresie pastwiskowym krzyżować się 
z osobnikami opornymi i w ten sposób powodować 
nie tylko zachowanie, ale także szerzenie się w popu-
lacji pasożytów genotypów lekowrażliwych (130, 133).

Podsumowanie

W naszej strefie klimatycznej inwazje powodowa-
ne przez nicienie żołądkowo-jelitowe z rodziny Tri-
chostrongylidae są jednym z najważniejszych pro-
blemów zdrowotnych w stadach kóz. Ich zwalczanie 
opiera się głównie na stosowaniu leków przeciwro-
baczych należących do trzech grup chemicznych: 
benzimidazoli, imidazotiazoli/tetrahydroksypi-
rymidyn oraz makrocyklicznych laktonów (awer-
mektyny/milbemycyny). Minusem powszechnego 
stosowania produktów leczniczych jest pojawienie 
się lekoopornych szczepów pasożytów. Pojawiająca 
się lekooporności jest obecnie jednym z najważniej-
szych problemów zarówno w medycynie, jak i we-
terynarii. Z tego powodu skuteczne leczenie chorób 
pasożytniczych staje się coraz trudniejsze lub pra-
wie niemożliwe i przyczynia się do znacznych strat 
finansowych w hodowli małych przeżuwaczy na ca-
łym świecie. Badania przeglądowe przeprowadzone 
przez Samodzielny Zakład Epidemiologii i Ekonomiki 
Weterynaryjnej SGGW w stadach kóz w Polsce wyka-
zały, że lekooporność nicieni żołądkowo-jelitowych 
jest ważnym problemem klinicznym także w Polsce. 
Wyniki badań wskazują, że lekooporność nicieni-żo-
łądkowych na leki z grupy benzimidazoli i makro-
cyklicznych laktonów występuje powszechnie u kóz 
w Polsce. Natomiast oporność na lewamizol jest spo-
radyczna. Wdrożenie środków kontroli inwazji paso-
żytniczych opartych na zarządzaniu stadem oraz pa-
stwiskiem, z ograniczeniem wyłącznej zależności od 
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leczenia chemicznego, będzie miało zasadnicze zna-
czenie w zwalczaniu narastania oporności w stadach 
kóz. Lekarze weterynarii w swojej codziennej prak-
tyce powinni stosować leki przeciwrobacze świado-
mie, uwzględniając różnice gatunkowe w dawkowa-
niu pomiędzy bydłem, owcami i kozami oraz jedynie 
zgodnie w wynikami wcześniej przeprowadzonych 
badań parazytologicznych.
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