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Schweiz. Arch. Tierheilk. 7122, 679-694, 1980

Institut fiir Parasitologie der Universitit Ziirich (Direktor: Prof. Dr. J. Eckert)

Untersuchungen zur
Anthelminthika-Resistenz von Trichostrongyliden des Schafes

von R. Jordi}

Einleitung

Relativ kurze Zeit nach der 1963 erfolgten Einfithrung von Benzimidazol-Deriva-
ten als Breitspektrum-Anthelminthika wurden bei Trichostrongyliden des Schafes
und Strongyliden des Pferdes vereinzelt Resistenzerscheinungen gegen diese Medika-
mente beobachtet (Lit. bei Kelly und Hall, 1979). Unterdessen hat die Anthelminthi-
ka-Resistenz von Trichostrongyliden in einigen siidlichen Schafzuchtlindern gréssere
Ausmasse angenommen. In Europa ist bisher nur die Resistenz von Pferdestrongyli-
den gegen Tiabendazol? und Mebendazol in Grossbritannien dokumentiert (Round et
al., 1974). In Anbetracht der weitverbreiteten Anwendung von Benzimidazolen in der
tierdrztlichen Praxis muss jedoch das Fehlen weiterer Informationen zur Frage der
Anthelminthika-Resistenz als Mangel angesehen werden. Deshalb wurden Untersu-
chungen durchgefiihrt, die zum Ziel hatten, die Anwendbarkeit und Reproduzierbar-
keit eines in vitro-Verfahrens zur Feststellung der Resistenz zu tiberpriifen und einige
in der Schweiz isolierte Stimme von Haemonchus contortus des Schafes auf ihre Ben-
zimidazol-Empfindlichkeit zu testen.

Literaturiibersicht

1. Definition der Anthelminthika-Resistenz

Entsprechend einer Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO, 1957) fiir die Insekti-
zid-Resistenz versteht man unter Anthelminthika-Resistenz die Fahigkeit von Individuen eines
Helminthen-Stammes, eine Dosis einer Substanz zu tolerieren, die fiir die Mehrheit der Individuen
einer vollempfinglichen Population letal wiire.

Simultane Resistenz gegen mehrere Anthelminthika mit dhnlichem Wirkungsmechanismus
wird als Nebenresistenz («side-resistance») und jene gegen Substanzen mit unterschiedlichem Wir-
kungsmechanismus als Kreuzresistenz («cross-resistance») bezeichnet. Der Resistenzfaktor (Ry) als
Quotient der 50% Uberlebensrate einer resistenten Wurmpopulation (LDso-R) und einer voll
Anthelminthika-empfindlichen Population der gleichen Art (LDso-N) gilt als Mass fiir den Resi-
stenzgrad.

2. Nachweis der Antheiminthika-Resistenz

Zum Nachweis der Anthelminthika-Resistenz durch Vergleich einer bekannten mit einer zu
priifenden Helminthen-Population stehen in vivo- und in vitro-Methoden zur Verfiigung.

1 Dissertation an der Veterindr-medizinischen Fakultit der Universitit Ziirich.
Korr.-Adresse: Tierarzt R. Jordi, Winterthurerstrasse 266, CH-8057 Ziirich.
2 Frithere Schreibweise: Thiabendazol.
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Die in vivo-Methoden umfassen das Eizihlungsverfahren (Lit. bei Eckert, 1963), den «kontrol-
lierten Test» (Lit. bei Gibson, 1963) und den Dosis-Wirkungs-Versuch im Zusammenhang mit dem
«kontrollierten Test» (Lit. bei Egerton et al., 1963). Im letztgenannten Test werden die Dosierungen
des Anthelminthikums bestimmt, die 50 % bzw. 95% einer Wurmpopulation aus den Versuchstieren
eliminieren (LD s bzw. LDys).

Hauptnachteile der in vivo-Methoden sind die Ungenauigkeit des Eizihlungsverfahrens sowie
hoher Arbeits- und Kostenaufwand der beiden anderen Methoden.

Unter den in vitro-Methoden hat der «Larvenschliipftest» («egg hatch test»)! nach Le Jambre
(1976) bisher die grosste Bedeutung erlangt. Er beruht auf der oviziden Wirkung der Benzimidazol-
Derivate gegen Strongylideneier. Dadurch werden die Entwicklung und das Ausschliipfen der Lar-
ven I aus den Eihiillen partiell oder vollig verhindert. Im Test wird unter standardisierten Bedin-
gungen die Larvenschliipfrate einer bekannten Helminthen-Population mit der einer zu priifenden
Population unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen des Anthelminthikums verglichen.
Daraus lisst sich ein Resistenzfaktor errechnen. Einen dhnlichen Test haben Coles und Simpkin
(1977) beschrieben.

Ebenfalls auf der oviziden Wirkung bestimmter Anthelminthika beruht ein «Larvenkultur-
Test». Bestimmte Konzentrationen eines Anthelminthikums werden Kotkulturen zugesetzt, die
Eier der zu priiffenden Strongyliden-Population enthalten. Als Messwert dient die Anzahl der aus
den Kulturen hervorgehenden Larven III.

3. Verbreitung der Anthelminthika-Resistenz bei Trichostrongyliden des Schafes

Haemonchus contortus: Seit 1964 ist in den USA, Siidafrika, Uruguay und Australien bei Feld-
stimmen von H. contortus Anthelminthika-Resistenz gegen acht Benzimidazol-Derivate nachgewie-
sen worden (Drudge et al., 1964, Conway, 1964, Dos Santos und Franco, 1967, Smeal et al., 1968,
Theodorides et al., 1970, Colglazier et al., 1970, 1971, Kates et al., 1971, Anderson und Christofferson,
1973, Berger, 1975, Hogarth-Scott et al., 1976, Le Jambre et al., 1976, Hall et al., 1978a, Le Jambre,
1978, Webb et al., 1978, Gunawan et al., 1979, Kelly und Hall, 1979, Webb und McCully, 1979, und
Webb et al., 1979).

Das Ausmass der Resistenzbildung ist in einigen Regionen erheblich. So wurden in New South
Wales (Australien) in einer repriasentativen Untersuchung auf 22 von 40 Schaffarmen Tiabendazol-
resistente Stimme von H. contortus ermittelt (Webb et al., 1979).

Trichostrongylus colubriformis: In Australien sind Feldstimme gefunden worden, die Resistenz
und Nebenresistenz gegen die in Tabelle 1 und 2 aufgefithrten Benzimidazol-Derivate aufwiesen
(Hotson et al., 1970, Hogarth-Scott et al., 1976, Hall et al., 1978a, Gunawan et al., 1979, Sangster et
al., 1979). Sangster et al. (1979) isolierten einen Feldstamm, der nach regelmissiger Tiabendazol-
Behandlung bis 1966 und anschliessender Levamisol-Behandlung der Schafe wihrend 12 Jahren
gegen Tiabendazol und Levamisol resistent sowie gegen Morantel-Tartrat nebenresistent war.
(Nach Prichard et al., 1980, haben Levamisol und Morantel-Tartrat einen dhnlichen Wirkungs-
mechanismus.)

Ostertagia circumcincta: Alternierende Therapie der Schafe mit Tiabendazol, Morantel-Tartrat
und Levamisol im Abstand von zwei Wochen wihrend vier Jahren fithrte bei einem Feldstamm von
O. circumcincta in New South Wales zu simultaner Resistenz-Entwicklung gegen die drei Ant-
helminthika (Le Jambre et al., 1977, 1978a). Regelmiissige Levamisol-Therapie wihrend zwolf Jah-
ren fithrte gleichzeitig zu Resistenz gegen Levamisol und Morantel-Tartrat. Die vorher schon vor-
handene Tiabendazol-Resistenz bildete sich wihrend der zwolf Jahre ohne Tiabendazol-Therapie
der Schafe kaum zuriick (Sangster et al., 1979).

Tabelle 1 und 2 orientieren iiber die Ergebnisse der wichtigsten Therapie- und Dosis-Wir-
kungs-Versuche mit Anthelminthika-resistenten Feldstimmen von H. contortus, T. colubriformis

! Dieser Test wird hier als «Larvenschliipftest» bezeichnet, da er auf dem Schlipfen der Lar-
ven aus den Eiern basiert.
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und O. circumcincta. Bei diesen resistenten Stimmen ist zur Erreichung einer 95%igen bzw.
99%igen Wirksamkeit eine weit hohere Dosis erforderlich als die von den Herstellern der Medika-
mente empfohlene therapeutische Dosis, die bei einem nicht resistenten Stamm gewohnlich mehr
als 99% der Wurmbiirde eliminiert.

Tabelle 1 Wirksamkeit verschiedener Anthelminthika gegen resistente Feldstimme von Haemon-
chus contortus (H.C.), Trichostrongylus colubriformis (T.C.) und Ostertagia circumcincta (0.C.)

Anthelminthikum Dosis! Wirkung % Autor

(Abkiirzung) mg/kg H.C. T.C. 0.C.

Tiabendazol (TBZ) 44 37,5 Berger (1975)

Parbendazol (PBZ) 30 79,4

Cambendazol (CBZ) 20 66,4

Mebendazol  (MBZ) 15 63,0

Fenbendazol (FBZ) 5 80,8

Oxfendazol (OFZ) 4,65 484 Webb und McCully
(1979)

Albendazol (ABZ) 3,8 76,8 86,1 Gunawan et al.

Fenbendazol  (FBZ) 5 80,2 42,9 (1979)

Tiabendazol (TBZ) 50 92,8 84,3 Sangster et al.

Levamisol (LEV) 6,5 39,0 25,1 (1979)

Morantel- (MT) 10 63,2 52,0

Tartrat

! Die Wirkung dieser Anthelminthika-Dosen gegen nicht resistente Wurmpopulationen liegt nor-
malerweise iiber 95% (Lit. bei Prichard, 1978).

Tabelle2 95% und 99% Wirksamkeit (LDys und LDyy in mg/kg) verschiedener Anthelminthika
gegen resistente Stimme von Haemonchus contortus (H.C.), Trichostrongylus colubriformis (T.C.)
und Ostertagia circumcincta (0.C.)

Dosis (mg/kg) zur Erreichung

Anthelminthikum Dosis? der 95% und 99% Wirksamkeit Autor
(Abkiirzung) mg/kg LDgs LDy
H.C. T.C. 0.C.
Tiabendazol (TBZ) 44 >150 84,8 Hall et al. (1978a)
Parbendazol (PBZ) 20 > 60 >60
Cambendazol (CBZ) 10 12 13,1
Mebendazol (MBZ) 12.5 = 25 248
Fenbendazol (FBZ) 5 3.7 8,0
Oxfendazol (OF2) 4,5 2,8 6,8
Albendazol (ABZ) 3.8 3,6 39
Oxibendazol  (OBZ) 10 > 30 >30
Tiabendazol (TBZ) 44 144.9 Le Jambre (1979)
Levamisol (LEV) 7 67,8

2 vom Hersteller empfohlene therapeutische Dosis. Nihere Angaben iiber die Anthelminthika und
die Namen entsprechender Handelspriaparate siehe Prichard (1978).
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4. Kiinstliche Selektion von Anthelminthika-Resistenz

Durch Selektionsversuche gelang es, Anthelminthika-Resistenz zu induzieren. Bereits nach
vier Generationen Selektion durch Cambendazol-Behandlung eliminierten 20 mg/kg KGW und 40
mg/kg KGW Cambendazol nur noch 71,3% und 92,7% der Population von H. contortus (Kates et
al., 1973). Beim urspriinglichen, unselektionierten Stamm waren die gleichen Dosierungen des Mit-
tels zu 97,7% und 99,9% wirksam. Durch weitere Selektion wihrend sechs Generationen ging die
Wirksamkeit von 40 mg Cambendazol auf 45% zuriick (Colglazier et al., 1974).

Resistenzselektion gelang bei H. contortus und T. colubriformis auch mit Tiabendazol und
Morantel-Tartrat. Dabei fithrte die Multiselektion mit mehreren, kurzfristig nacheinander ange-
wendeten Anthelminthika zu einem hoheren Resistenzgrad als die Selektion mit nur einem An-
thelminthikum (Le Jambre et al., 1976, 1978b).

Bei O. circumcincta konnten Le Jambre et al. (1977, 1978a) durch Einzelselektion und Multise-
lektion mit Tiabendazol, Morantel-Tartrat und Levamisol Resistenz experimentell induzieren, dhn-
lich wie sie unter Feldbedingungen mit alternierenden anthelminthischen Behandlungen im
Abstand von 2 Wochen mit den gleichen Medikamenten entstanden ist.

Material und Methoden
1. Trichostrongylidenstdmme

Die Versuche wurden mit folgenden Arten bzw. Stimmen von Trichostrongyli-
den des Schafes durchgefiihrt, die im Text mit einer Kurzbezeichnung versehen sind:

T.C.-N: nicht resistenter Stamm von Trichostrongylus colubriformis'

T.C.-R: Tiabendazol-resistenter ~Stamm von  Trichostrongylus  colubriformis'
LDys = 150 mg TBZ/kg KGW

H.C.-R: Cambendazol-resistenter Stamm von Haemonchus contortus’
20 mg Cambendazol eliminierten nur 71,5% der Wurmbiirde (Kates et al.,
1973).

H.C.-CH, H.C.-N, H.C.-F, H.C.-G: Feldstimme von Haemonchus contortus aus
Lenzburg (CH) und Neuenhof (N), (Kanton Aargau), sowie aus Fillanden
(F) und Gossau (G), (Kanton Ziirich).

2. Versuchstiere

Als Spendertiere von Trichostrongylideneiern fiir den Larvenschliipftest dienten
zehn Trichostrongyliden-frei aufgezogene Schafe der Rasse Weisses Alpenschaf im
Alter von vier bis elf Monaten. Die Tiere schieden lediglich wenige Eier von Strongy-
loides sowie Coccidienoocysten aus. Sie wurden jeweils vier Wochen vor Testbeginn
mit 10000 bzw. 20000 infektiosen Larven der beschriebenen Stimme von H. contor-
tus und T. colubriformis infiziert. Die Tiere wurden in isolierten Einzelboxen mit ein-
gebauten Selbsttrinken aufgestallt und mit einem pelletierten Alleinfutter (Ufa Nr.
200) ohne Heugabe gefiittert. Die Differenzierung der Wurmbiirde nach der Schlach-
tung der Tiere bestitigte die Reinheit der Trichostrongylidenstdmme.

! Fiir die Uberlasssung dieser Stimme danken wir Dr. D. Ditwel und Dr. R. Kirsch, Hoechst
AG, Frankfurt/Main. —
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3. Isolierung der Feldstdmme

In vier Betrieben wurden von mehreren Schafen, die Magen-Darm-Strongyliden-
Eier ausschieden, Kotproben entnommen und zwecks Gewinnung infektitser Larven
zu Kulturen verarbeitet. Mit Larvenchargen aus den verschiedenen Betrieben wurde
je ein Schaf infiziert. Nach Ablauf der Pripatenzzeit wurden aus dem Labmagen
Weibchen von H. contortus isoliert und durch Zerkleinerung im Morser deren Eier
freigelegt. Diese wurden unter Zusatz von physiologischer Kochsalzlésung in Kotkul-
turen mit helminthenfreiem, nicht sterilisiertem Schafkot bei +22 °C wihrend 14
Tagen inkubiert. Mit den geschliipften dritten Larven konnte jeweils wieder ein Schaf
infiziert werden.

4. Larvenschliipftest

Eianreicherung: Die Gewinnung der Trichostrongylideneier erfolgte im Kiihl-
raum bei einer Temperatur von +4 °C mit vorgekithltem Leitungswasser, um ein
vorzeitiges Embryonieren der Eier zu verhindern. Etwa 50 bis 70 g rektal entnomme-
ner oder wihrend maximal 45 Min. mit dem Kotsack gesammelter Kot eines Spen-
der-Schafes (s. Abschnitt 2) wurden unter Zusatz von Wasser mit dem Pistill im Mor-
ser zu einer diinnen Suspension verrithrt und anschliessend unter weiterem Wasserzu-
satz durch ein Kaffeesieb in 24 Becherglaser (250 ml, Hochformat) gespiilt. Nach 30
Min. Sedimentationszeit und vorsichtigem Dekantieren des Uberstandes wurden Se-
dimentieren und Dekantieren einmal wiederholt. Danach wurde das Sediment durch
ein Sieb mit 70 um Maschenweite gespiilt und nach zwei weiteren Sedimentations-
schritten in eine Petrischale (Randhohe 4 cm, Durchmesser 18 cm) tiberfiihrt, die an-
schliessend bis zum Rand mit geséttigter NaCl-Losung (spez. Gew. 1,20) aufgefiillt
und mit einer Plexiglasplatte von 1,5 mm Dicke abgedeckt wurde. Nach 15 Min. Flo-
tation konnten die an der Platte haftenden Wurmeier mit Wasser in ein Becherglas
(250 ml) gespiilt werden, wo sie withrend einer Stunde sedimentierten.

Wirkstoffe: Die Priffung der Schliipffihigkeit der Trichostrongylidenlarven er-
folgte in verschiedenen Konzentrationen von Tiabendazol- und Cambendazol-Rein-
substanz.! Die Wirkstoffkonzentrationen der Verdiinnungsreihen wurden so gewihlt,
dass die Schliipfrate der Larven zwischen 3% und 97% lag. Zur Losung der Substan-
zen diente bei Tiabendazol Athanol (50%ig) und bei Cambendazol Dimethylsulfoxid
(50%ig). Im Inkubationsmedium waren diese Substanzen in Endkonzentrationen von
maximal 0,5% bzw. 0,3% enthalten.

Testansatz und Inkubation: Die einzelnen Trichostrongylidenstimme wurden pro
Experiment jeweils in 6 verschiedenen Konzentrationen des Anthelminthikums in je
drei Parallelansitzen in «Makrokulturplatten» getestet. In jeder der 6 Vertiefungen
(3,5 em Durchmesser, 1 cm Randhohe) dieser Platten wurden 300 bis 500 Tricho-

! Fiir die Uberlassung der Substanzen danken wir Dr. I. Sutherland, Merck Sharp & Dohme
Research Laboratories, Hoddesdon, England. —
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strongylideneier in 2970 pl 0,1% NaCl-Losung mit 30 pl der entsprechenden
Anthelminthikumdosis vermischt. Als Kontrollen dienten Chargen mit Losungsmit-
tel. Die Inkubation der Testansitze erfolgte bei +26 °C wihrend 64 Stunden. Die
Einzelexperimente wurden mehrmals wiederholt (siche Nummern der Experimente in
den Tabellen).

Auszdhlung: Larven und Eier wurden mit einem Tropfen Lugolscher Losung ab-
getotet und gefirbt. Es wurden einerseits Eier in allen Entwicklungsstadien und an-
dererseits geschliipfte Larven mikroskopisch (Vergrosserung 4,5 X 10) gezihlt und
getrennt registriert, bis die Gesamtsumme der Eier und Larven je Vertiefung 200 be-
trug. Pro Dosisstufe wurden drei Vertiefungen (Parallelansitze) ausgezihlt und dar-
aus der Mittelwert der Larvenschliipfrate pro Dosis berechnet.

5. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Der Mittelwert der Larvenschliipfrate pro Dosis wurde als prozentualer Anteil
der geschliipften Larven des Reagenzienleerwertes (ohne Anthelminthikum, aber mit
Losungsmittel) ausgedriickt. Zur Berechnung der Dosis-Wirkungs-Kurve wurden die
Schliipfraten in Probits und die Wirkstoffkonzentrationen in Logarithmen zur Basis
zehn umgewandelt und nach den Methoden von Linder und Berchtold (1976) stati-
stisch ausgewertet. Ferner wurden die LDso-Werte mit 95%-Vertrauensintervall und
die Resistenzfaktoren berechnet.

Versuche und Ergebnisse
1. Trichostrongylus colubriformis

Die Schlipffihigkeit von Larven der Laborstimme T.C.-N und T.C.-R von T. co-
lubriformis ist in verschiedenen Konzentrationen von Tiabendazol (TBZ) und Cam-
bendazol (CBZ) gepriift worden. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 3 und 4 zusam-
mengestellt. Die mittlere 50% Schliipfrate (LDso) des nicht resistenten Stammes
T.C.-N lag bei 0,18 pMol TBZ/1, die des resistenten Stammes T.C.-R bei 3,7 pMol
TBZ/1. Der Stamm T.C.-R erwies sich mit einem mittleren Resistenzfaktor (R;) von
20,8 somit als hochgradig Tiabendazol-resistent.

Beim Test mit Cambendazol (Tab. 4) ergaben sich fiir T.C.-N und T.C.-R LDs,-
Werte von 4,6 und 21,0 uMol CBZ/1. Der Stamm T.C.-R war damit gegen Camben-
dazol nebenresistent. Der Resistenzfaktor von 4,53 war allerdings im Vergleich mit
dem bei Tiabendazol wesentlich kleiner.

2. Feldstidmme von Haemonchus contortus aus der Schweiz

Zur Abkliarung der Frage iiber das Vorkommen Benzimidazol-resistenter H. con-
tortus-Populationen wurde der Larvenschliipftest mit vier in der Ostschweiz isolierten
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Tabelle 3 50% Schliipfraten (LDso mit 95%-Vertrauensintervall) eines empfindlichen (T.C.-N)
und eines resistenten (T.C.-R.) Stammes von Trichostrongylus colubriformis, getestet mit Tiabenda-
zol. Ry: Mittlerer Resistenzfaktor

Stamm Experiment  Regressions- LD 95%-Vertrauens- LDsg R;
Nr. gleichung (wMol/1) intervall (nMol/1)
1 1,66 —407x% 0,15 0,14-0,16
5 1,87 —3,82X% 0,15 0,13-0,17

T.C-N 3 1,70 —4,13% 0,16 0,15-0,17 0,18 -
4 2,16 —4,06X% 0,20 0,19-0,21
5 2,86 —364X% 0,26 0,24-0,27
1 842 -—-7,05x% 3,06 2,95-3,16
2 8,80 —7,67X 3,13 3,03-3,23

TCR 3 899 —666X 397 3.83-4,09 ol A
4 949 —-6,58x% 481 4,67-4,96

Tabelle 4 50% Schliipfraten (LDso, mit 95%-Vertrauensintervall) eines empfindlichen (T.C.-N)
und eines resistenten (T.C.-R.) Stammes von Trichostrongylus colubriformis, getestet mit Camben-
dazol. R;: Mittlerer Resistenzfaktor

Stamm Experiment Regressions- D 95%-Vertrauens- LDsg R;
Nr. gleichung (wMol/])  intervall (rMol/1)
1 706 —3,98x% 3,28 2,96— 3,61
2 786 —441X% 445 409- 4,82

TC-N 3 824 —443x 538 502~ 573 e =
4 8,07 —4,18% 5,42 5,01- 5,86
1 9,97 —3,79%¥ 20,54 19,57-21,86

T.C.-R 2 11,50 =—491x% 20,99 19,61-22,17 20,96 4,53
3 10,30 -3,98x% 21,36. 20,35-22,49

Feldstimmen durchgefiihrt. In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Tests mit Tiabenda-
zol zusammengestellt.

Die mittleren LDso-Werte der Stimme H.C.-N, H.C.-G und H.C.-F lagen mit
0,25 und 0,24 pMol TBZ/1 im selben Bereich. Diese H. contortus-Stimme sind im
Vergleich zu Angaben von Hall et al. (1978b), Le Jambre (1976) und Le Jambre et al.
(1979a) als nicht resistent zu bewerten. Der H.C.-CH Stamm aus Lenzburg wies je-
doch mit einer LDso bei 0,52 pMol TBZ/1 einen hoheren Resistenzfaktor auf und un-
terschied sich statistisch signifikant von den drei anderen Feldstimmen von H. con-
tortus.

Im Log-Probit-Diagramm zeigt sich die Anthelminthika-Resistenz in einer Paral-
lelverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurven in Richtung héherer Anthelminthika-
Konzentrationen (Abb. 1).

Im Larvenschliipftest mit Cambendazol (Tab. 6) existierten zwischen den vier
isolierten H. contortus-Stimmen keine Empfindlichkeitsunterschiede, die auf Cam-
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Tabelle 5 50% Schliipfraten (LDso mit 95% Vertrauensintervall) von Feldstimmen von Haemon-
chus contortus aus der Schweiz, getestet mit Tiabendazol. R: Mittlerer Resistenzfaktor

Stamm Experiment Regressions- LDs, 95%-Vertrauens- LDsg R;
Nr. gleichung (pMol/1) intervall (rMol/1)
1 2,37 —4,02% 0,22 0,21-0,23
2 2,15 —4,89x 0,26 0,25-0,27

BLH 4 229 —458x 026 0.25-027 023 -
4 2,57 —4,13% 0,26 0,25-0,27
1 2,30 —420x 0,23 0,21-0,25
2 2,23 —4,36X% 0,23 0,22-0,24

Het g 262 —393x 025 0.24-0.26 0.25 -
4 2,77 —390X% 0,27 0,26-0,28
1 240 —4,10x 0,23 0,22-0,24

H.C.-F 2 2,51 —-3,97x 0,24 0,22-0,25 0,24 -
3 2,56 —421x 0,26 0,25-0,28
1 3,06 —4,75% 0,39 0,37-041

H.C.-CH 2 4,09 -—-3,79% 0,58 0,54-0,61 0,52 2,08
3 416 —=3,79% 0,60 0,57-0,63
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Abbildung 1 Larvenschliipfrate von Haemonchus contortus in Abhéngigkeit der Tiabendazolkon-
zentration (Bezeichnung der Stimme s. Seite 682).

bendazol-Resistenz hinweisen konnten. Die LDso-Werte lagen im Bereich von 7,3 bis
11,2 pMol CBZ/1. Der Mittelwert der LDso aller Wiederholungen betrug 9,5 £ 1,2
pMol CBZ/1. Dieser Wert wird im weiteren als 50% Schliipfrate (LDso) von nicht
Cambendazol-resistenten H. contortus-Stimmen angesehen.
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Tabelle 6 50% Schliipfraten (LDso mit 95%-Vertrauensintervall) von Feldstimmen von Haemon-
chus contortus aus der Schweiz, getestet mit Cambendazol

Stamm Experiment Regressions- LDs, 95%-Vertrauens- LDs,
Nr. gleichung (nMol/1) intervall (pMol/D)
1 199 —=319% 8,65 8,12— 9,16
2 10,11 —5,10% 10,03 9,75-10,34

HC-N 3 9,02 -=396x 10,34 9,88-10,82 %2
4 8,74 —3,60% 10,92 10,35-11,58
1 732 —2,55X% 8,10 7,32— 8,80

H.C-G 2 8,80 —-4,11x% 8,42 7,63— 9,14 8,86
3 8,79 —3,78x% 10,07 9,52-10,61
1 8,46 —3,55% 9,44 8,86-10,00

H.C.-F 2 8,65 —3,74% 9,50 8,86-10,12 9,85
3 9,78 —4,66% 10,61 10,05-11,16
1 7,65 —3,07x% 7,27 6,69— 7,82

H.C.-CH 2 8,22 —3,44% 8,60 6,62-10,94 9,03
3 7,99 —-285X% 11,23 10,29-12,26

3. Cambendazol-resistenter Haemonchus contortus-Stamm

Der kiinstlich selektionierte Cambendazol-resistente Stamm H.C.-R war im Lar-
venschliipftest (Tab. 7) mit einer LDso bei 63,0 pMol CBZ/1 und einem R; von 6,7
gegen Cambendazol resistent. Die LDso-Werte nicht Cambendazol-resistenter H.
contortus-Stamme lagen bei 9,5 pMol CBZ/1. Gegen Tiabendazol (TBZ) war der
Stamm H.C.-R nebenresistent. Die LDso lag bei 3,04 uMol TBZ/1 verglichen mit
0,25 uMol TBZ/1 bei nicht resistenten Stammen. Der Resistenzfaktor war mit 12,2
fast doppelt so hoch wie im Test mit Cambendazol (R; = 6,7).

Tabelle 7 50% Schliipfraten (LDso mit 95%-Vertrauensintervall) und Resistenzfaktoren (_P-\f) ei-
nes resistenten Stammes von Haemonchus contortus (H.C.-R), getestet mit Tiabendazol und Cam-
bendazol

Stamm Experiment Regressions- LDso 95%-Vertrauens- LDs,g R!
Nr. gleichung (nMol/1) intervall (nMol/1)
HC.R 1 942 -—-255% 54,18 47,78— 59,61
mit : 2 8,70 —-2,12x% 56,09 51,26— 61,07 63.01 6.65
CBZ 3 926 —2,42x% 57,34 53,05- 61,78 ’ ’
4 8,59 —1,86x 84,41 73,04-102,04
1 6,98 —4,92x 2,52 2,38— 2,66
HC-R 2 6,96 —4,52% 2,71 2,56— 2,86
mit : 3 705 —4,73% 2,71 2,56- 2,86 3.04 12.16
TBZ 4 744 —5,24% 2,93 2,79— 3,08 ’ ’
5 761 —5,18% 3,19 3.03- 3,34
6 8,17 —5,10x 4,19 398— 4,37

I Bezugswerte nicht resistenter Stimme von H. contortus s. Tabellen 5 und 6
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Abbildung 2 50% Larvenschliipfraten (LDso +s, in pMol Wirkstoff/1) bei finf Stimmen von
Haemonchus contortus, gepriift mit Tiabendazol und Cambendazol

Der Resistenzunterschied zwischen den Stimmen H.C.-R. und H.C.-CH (Abb. 2)
lag bei Tiabendazol wie bei Cambendazol im selben Bereich.

Diskussion

In den bisher beschriebenen Untersuchungen zum Nachweis von Benzimidazol-
Resistenz im Larvenschliipftest wurde gleichzeitig mit jedem neu zu priifenden Tri-
chostrongylidenstamm ein nicht resistenter und ein resistenter Trichostrongyliden-
stamm der gleichen Art mitgepriift, da zwischen den Wiederholungen der Einzelexpe-
rimente zu grosse Differenzen entstanden waren (Lit. bei Le Jambre, 1976, Le Jambre
et al., 1979a). Le Jambre et al. (1979a) fithrten die ungeniigende Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse auf unterschiedliche Temperaturen bei der Entnahme der Kotproben
zuriick. Die mittleren LDso-Werte mit Standardabweichung betrugen in ihren Versu-
chen bei einem nicht resistenten H. contortus-Stamm 0,09 + 0,04 pg Tiabendazol/ml
und bei einem resistenten Stamm 0,52 £ 0,38 pg Tiabendazol/ml. Die entsprechen-
den Werte aus je fiinf Wiederholungen der eigenen Versuche (H.C.-N mit
0,05 £ 0,004, H.C.-CH mit 0,11 + 0,02 und H.C.-R mit 0,62 £+ 0,13 pug Tiabendazol/
ml) wiesen geringere Standardabweichungen auf.



Anthelminthika-Resistenz von Trichostrongyliden des Schafes 689

Als Massnahmen zur besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse dienten das
Loésen von Tiabendazol und Cambendazol in Athanol bzw. Dimethylsulfoxid
(DMSO) mit einer Endkonzentration der Losungsmittel von maximal 0,5% bzw. 0,3%
im Testmedium. Coles und Simpkin (1977) 15sten die Wirkstoffe in 0,125% DMSO.
Dies geniigte in unseren Versuchen bei Cambendazol-Konzentrationen von mehr als
40 pMol/1 nicht. Eine Steigerung der DMSO-Konzentration auf 0,3% wirkte sich
nicht nachteilig auf die Schliipffihigkeit der Larven aus, wie unmedizierte Kontroll-
proben zeigten, die nur Losungsmittel enthielten. Le Jambre (1976) und Hall et al.
(1978b) arbeiteten mit Anthelminthika-Suspensionen, worauf wahrscheinlich entspre-
chend grosse Schwankungen der Ergebnisse zuriickzufiihren sind. Weitere Massnah-
men zur Verminderung von Schwankungen der Testergebnisse sind die getrennte
Auszihlung von Larven innerhalb der Eihiille und der bereits geschliipften, wie es
von Hall et al. (1978b) empfohlen wird, sowie das Einhalten einer geniigend langen
Inkubationszeit. Nach 60 Stunden Inkubation bei +26 °C verinderte sich die
Schliipfrate der Trichostrongylidenlarven in den eigenen Versuchen nicht mehr,

Die LDso-Werte der nicht resistenten H. contortus- bzw. T, colubriformis-Stimme
H.C.-N und T.C.-N waren in dem von uns modifizierten Test mit den Ergebnissen
anderer Autoren vergleichbar: Mit 0,05 pg Tiabendazol/ml bei H.C.-N, 0,04 pg Tia-
bendazol/ml sowie 1,4 pg Cambendazol/ml bei T.C.-N lagen sie im selben Bereich
wie in den Versuchen von Coles und Simpkin (1977), Hall et al. (1978b), Le Jambre
(1976) und Le Jambre et al. (1979a). Lediglich die 50% Schliipfrate von H.C.-N mit
Cambendazol war um den Faktor 10 grosser, als Coles und Simpkin (1977) sowie Hall
et al. (1978b) angeben.

Nebenresistenz zwischen den Benzimidazol-Derivaten wurde durch Therapiever-
suche an Schafen von Theodorides et al. (1970), Kates et al. (1971, 1974) und Berger
(1975) bei Feldstimmen von H. contortus nachgewiesen. Von Colglazier et al. (1975)
wurde der in unseren Versuchen verwendete, kiinstlich selektionierte Cambendazol-
resistente H. contortus-Stamm (H.C.-R) im Therapieversuch auf Nebenresistenz ge-
gen Tiabendazol, Mebendazol und Oxfendazol gepriift. Dabei konnten die vom Her-
steller empfohlenen therapeutischen Anthelminthikadosen die Wurmbiirde nicht aus-
reichend vermindern. Diese Ergebnisse liessen sich beziiglich Tiabendazol in den ei-
genen Untersuchungen bestitigen. Der Stamm H.C.-R war mit einem Resistenzfak-
tor von 12,2 gegen Tiabendazol nebenresistent. Auch 7. colubriformis kann gleichzei-
tig zur Resistenz gegen ein Anthelminthikum Nebenresistenz gegen weitere Medika-
mente mit gleichem Wirkungsmechanismus entwickeln (Lit. bei Hotson et al., 1970,
Hogarth-Scott et al., 1976, Hall et al., 1978a und Gunawan et al., 1979). In unseren
Untersuchungen erwies sich der Tiabendazol-resistente Stamm von T. colubriformis
als nebenresistent gegen Cambendazol.

In den eigenen Versuchen zeigten die Benzimidazol-resistenten Stimme von H.
contortus (H.C.-R) und T. colubriformis (T.C.-R) gegen Tiabendazol einen wesentlich
hoheren Resistenzfaktor als gegen Cambendazol. Es scheint, dass dies unabhingig zu
den bei den Schafen eingesetzten Anthelminthika ist: Sowohl der Cambendazol-
selektionierte Stamm H.C.-R, der nie Kontakt mit Tiabendazol hatte, als auch der
Tiabendazol-resistente Stamm T.C.-R wies gegen Cambendazol einen kleineren Resi-
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stenzfaktor auf als gegen Tiabendazol. Zu gleichen Ergebnissen fithrten Versuche von
Berger (1975) mit Feldstimmen von H. contortus im Therapieversuch mit Schafen so-
wie von Coles und Simpkin (1977) und Hall et al. (1978b) mit Stimmen von H. con-
tortus bzw. T. colubriformis im Larvenschliipftest. Eine Erklirung fiir dieses Phéano-
men konnte nicht gefunden werden.

Der Resistenzfaktor von 2,08 des isolierten Stammes von H. contortus aus Lenz-
burg (H.C.-CH) muss als erstes Anzeichen von Tiabendazol-Resistenz gedeutet wer-
den. Als Grenzwert des Resistenzfaktors im Larvenschliipftest ist nach eigenen Er-
fahrungen ein R; von 1,6 anzunehmen. Resistenzfaktoren kleiner als 1,6 konnen
durch die Variabilitit der Testmethode bedingt sein. Andere Autoren Aussern sich
zur Frage des Grenzwertes des Resistenzfaktors nicht. Die Schafherde in Lenzburg,
aus welcher der Stamm H.C.-CH isoliert worden ist, wurde seit 1972 regelmissig
dreimal jdhrlich mit Tiabendazol in therapeutischer Dosis behandelt. Diese hiufigen
Behandlungen konnten als Ursache der Resistenzentwicklung angesehen werden.
Drudge et al. (1964) berichten von einem H. contortus-Stamm, der nach nur dreimali-
ger Tiabendazol-Behandlung der Schafe bereits schlecht auf das Anthelminthikum
reagierte.

Aufgrund der Angaben von Prichard et al. (1980) ist anzunehmen, dass der An-
teil der Resistenzgene in der H. contortus-Population der Schafherde in Lenzburg ge-
ring ist, da eine Nebenresistenz gegen Cambendazol nicht nachgewiesen werden
konnte.

Die Frage driangt sich auf, wie die Ergebnisse des Larvenschliipftestes auf in vivo-
Verhiltnisse iibertragbar sind. Die Resistenzfaktoren resistenter Stimme von H. con-
tortus und T. colubriformis im Larvenschliipftest mit Tiabendazol liegen im Bereich
von 1,6 bis 18,0 bzw. von 6,0 bis 56,0 (Lit. bei Le Jambre, 1976, Coles und Simpkin.
1977, Hall et al., 1978b, Le Jambre et al., 1979b). Aus Dosis-Wirkungs-Versuchen bel
Schafen von Smeal et al. (1968), Hotson et al. (1970) und Le Jambre et al. (1976) lie-
gen vergleichbare Angaben mit R;-Werten von 6,4 bis 10,0 fiir H. contortus und von
2,4 bis 12,5 fuir 7. colubriformis vor. Daraus ist zu folgern, dass sich die Benzimidazol-
Resistenz bei den Eiern von Trichostrongyliden stéirker dussert als bei adulten Wiir-
mern. Der Larvenschliipftest ist somit giinstig zur Fritherkennung Benzimidazol-resi-
stenter Trichostrongyliden-Populationen.

In New South Wales zeigten Le Jambre et al. (1979b), dass die in den Feldunter-
suchungen von Webb et al. (1979) als nicht resistent beurteilten H. contortus-Stimme
im Larvenschliipftest einen hoheren Resistenzfaktor gegen Tiabendazol aufwiesen.

Die Anthelminthika-Resistenz von Trichostrongyliden entwickelt sich relativ
langsam, da mit der Wurmbehandlung nur Entwicklungsstadien innerhalb des Wirtes
beeinflusst werden. Dies ist im Verhéltnis zu den zahireichen Larven auf der Weide
ein geringer Teil der Wurmpopulation. Nicht resistente Wurmpopulationen besitzen
einen geringen Anteil an Resistenzgenen. Die Entwicklung einer Anthelminthika-Re-
sistenz beruht auf der Verinderung der Frequenz resistenter Gene. Sie ist abhingig
vom Selektionsdruck, der durch die Haufigkeit der Therapie, die Dosis des Anthel-
minthikums und die Generationsdauer der Wiirmer bedingt ist, ferner von der geneti-
schen Variation und der Haufigkeit der resistenten Gene innerhalb der Population
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(Lit. bei Prichard et al., 1980). Nach einem Bericht von Kelly und Hall (1979) bildete
sich die Tiabendazol-Resistenz eines Stammes von H. contortus bei Entzug des Selek-
tionsdruckes innerhalb von fiinf Jahren wieder zuriick.

Richtlinien fiir einen geeigneten Anthelminthikaeinsatz im Sinne einer geringen
Resistenzselektion miissen diesen Eigenschaften der Resistenz-Entwicklung gerecht
werden. Durch «strategische Behandlungen» mit Weidewechsel (Haosli, 1975, Gotz,
1979) mit maximal wirksamen Anthelminthika kann der Selektionsdruck tief gehal-
ten werden. Giinstig konnte sich ein jihrlicher Wechsel von Breitspektrum-Anthel-
minthika aus der Gruppe der Benzimidazol-Derivate mit Levamisol bzw. Morantel-
Tartrat auswirken. Dies kann nach Prichard et al. (1980) erméglichen, dass sich eine
eventuell gebildete Resistenz durch den Wechsel zu einem anderen Anthelminthi-
kum, mit unterschiedlichem Wirkungsmechanismus, im folgenden Jahr wieder zu-
rickbildet.

Mit dem von uns angewendeten Larvenschliipftest ist es moglich, Benzimidazol-
Resistenz bei Populationen von Trichostrongyliden des Schafes in vitro nachzuwei-
sen. Das Hauptproblem bei der praktischen Anwendung dieses Tests liegt darin, dass
man mit reinen Stimmen arbeiten muss, um die Ergebnisse interpretieren zu kénnen.
Reine Staimme kommen unter Feldbedingungen nicht vor. Das Isolieren von H. con-
tortus ist mit einem relativ geringen Arbeitsaufwand durchfithrbar. Weitaus aufwen-
diger ist die Gewinnung reiner Stimme von kleinen Trichostrongyliden, z.B. von T.
colubriformis und von O. circumcincta.

Uber das Vorkommen Benzimidazol-resistenter Feldstimme von H. contortus in
der Schweiz kann anhand dieser Untersuchungen noch nichts Endgiiltiges ausgesagt
werden. Einer von vier Stimmen, die alle aus mehrmals mit Tiabendazol behandelten
Schafherden stammten, erwies sich als teilresistent gegen Tiabendazol. Um einen
Uberblick iiber das Problem der Anthelminthikum-Resistenz von Trichostrongyliden
des Schafes in der Schweiz zu erhalten, miisste eine grossere Zahl aus verschiedenen
Gebieten isolierter Feldstaimme von Trichostrongyliden im Larvenschliipftest unter-
sucht werden.

Zusammenfassung

In einem modifizierten Larvenschliipftest («egg hatch testy)! nach Le Jambre (1976) wurde die
Resistenz verschiedener Stimme von Haemonchus contortus und Trichostrongylus colubriformis in
vitro gegen die Benzimidazol-Derivate Tiabendazol und Cambendazol gepriift. Der Test erwies sich
als empfindlich und gut reproduzierbar. Laborstimme von Trichostrongyliden mit bekannter Resi-
stenz gegen Benzimidazole hatten im Vergleich zu entsprechenden nicht resistenten Stimmen fol-
gende mittlere Larvenschliipfraten (LDso) in Tiabendazol (TBZ) bzw. Cambendazol (CBZ): H.
contortus 3,0 ( £ 0,6) pMol TBZ/1 und 63,0 (£ 14,3) pMol CBZ/1; T. colubriformis: 3,7 (4 0,6) uMol
TBZ/1 und 21,0 (£ 0,4) pMol CBZ/I. Die entsprechenden Resistenzfaktoren betrugen fiir H. con-
tortus 12,2 bzw. 6,7 und fiir T. colubriformis 20,8 bzw. 4,5.

Vier lokale Feldstimme von H. contortus, isoliert aus Schafherden in Lenzburg und Neuenhof
(Kanton Aargau) sowie Fillanden und Gossau (Kanton Ziirich) hatten mittlere LDs,-Werte von

! Dieser Test wird hier als «Larvenschliipftesty bezeichnet, da er auf dem Schliipfen der Lar-
ven aus den Eiern basiert.
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0,52 (£ 0,12) pMol TBZ/1 (Stamm Lenzburg) bzw. von 0,24 (£ 0,02) und 0,25 (£ 0,02) uMol TBZ/
1 (drei andere Stimme). Der Stamm aus Lenzburg wird mit einem Resistenzfaktor von 2,08 als teil-
resistent gegen Tiabendazol angesehen. Er stammte aus einer Schafherde, die seit acht Jahren regel-
missig dreimal jihrlich mit Tiabendazol behandelt worden war. Die restlichen drei Stimme erwie-
sen sich gegen Tiabendazol und Cambendazol als voll empfénglich.

Résumé

Par un test modifié d’éclosion de larves selon Le Jambre (1976), la résistance au tiabendazole
et au cambendazole de différentes souches de Haemonchus contortus et Trichostrongylus colubrifor-
mis fut examinée in vitro. Le test se révéla sensible et facilement reproduisable. Les souches de labo-
ratoire de trichostrongylides, a résistance aux benzimidazoles connue, présentérent, en comparai-
son aux souches équivalentes non résistentes, les quotes-part d’éclosion moyennes (LDs,) suivantes
en présence de tiabendazole (TBZ) et de cambendazole (CBZ): H. contortus 3,0 (£ 0,6) pMol TBZ/
et 63,0 (£ 14,3) uMol CBZ/1; T. colubriformis: 3,7 (£ 0,6) uMol TBZ/1 et 21,0 (£ 0,4) pMol CBZ/
1. Les facteurs correspondants de résistance s’élevérent a 12,2 resp. 6,7 pour H. contortus et a 20,8
resp. 4,5 pour T. colubriformis.

Quatre souches locales, isolées de troupeaux de moutons de Lenzburg et de Neuenhof (canton
d’Argovie) ainsi que de Fillanden et de Gossau (canton de Zurich) présentérent des valeurs LDso
moyennes de 0,52 (+ 0,12) uMol TBZ/1 (souche de Lenzburg) resp. de 0,24 (£ 0,02) et de 0,25
(£ 0,02) pMol TBZ/1 (trois autres souches). La souche de Lenzburg, avec un facteur de résistance
de 2,08 est considérée comme partiellement résistante au tiabendazole. Elle provient d’un troupeau
de moutons qui fut traité depuis 8 ans au tiabendazole, administré réguliérement trois fois par an-
née. Les trois autres souches se révélérent comme entiérement sensibles au traitement au tiabenda-
zole et au cambendazole.

Riassunto

E stata esaminata in vitro per mezzo di un «egg hatch test» secondo Le Jambre (1976) modifi-
cato, la resistenza di vari ceppi di Haemonchus contortus € Trichostrongylus colubriformis contro il
tiabendazolo ed il cambendazolo, due derivati del benzimidazolo. I test risultd sensibile e ben ri-
producibile. Ceppi di laboratorio di tricostrongilidi con una resistenza risaputa contro i benzimida-
zoli presentarono rispetto a ceppi equivalenti non resistenti le seguenti rate di schiusa larvale
(LDsp) rispettivamente in tiabendazolo (TBZ) ed in cambendazolo (CBZ): H. contortus 3.0 (£ 0.6)
pMol TBZ/1 e 63.0 (£ 14.3) uMol CBZ/1; T. colubriformis: 3.7 (£ 0,6) uMol TBZ/1 € 21.0 (£ 0.4)
pMol CBZ/1. I corrispondenti fattori di resistenza ammontano rispettivamente a 12.2 e 6.7 per H.
contortus € 20.8 e 4.5 per T. colubriformis.

Quattro ceppi locali isolati da greggi di pecore di Lenzburg e Neuenhof (Cantone d’Argovia)
come pure di Fillanden e Gossau (Cantone di Zurigo) presentarono dei valori LDs, medi di 0.52
(£ 0.12) pMol TBZ/1 (ceppo di Lenzburg) rispettivamente di 0.24 (£ 0.02) e 0.25 (£ 0.02) uMol
TBZ/1 (tre altri ceppi). 1l ceppo di Lenzburg con un fattore di resistenza di 2.08 viene cosi ritenuto
come parzialmente resistente contro il tiabendazolo. Esso proviene da un gregge di pecore, che da
otto anni era stato sottoposto ad un trattamento a base di tiabendazolo, effettuato tre volte all’an-
no ad intervalli regolari. I tre ceppi rimanenti risultarono totalmente sensibili al trattamento con
tiabendazolo e cambendazolo.

Summary

The resistance of various strains of Haemonchus contortus and Trichostrongylus colubriformis
against the benzimidazole derivatives tiabendazole and cambendazole was tested in a modified
«larval hatching test» (= «egg hatch test») of Le Jambre (1976). The test proved to be sensitive and
well reproduceable. Laboratory strains of trichostrongylids with known benzimidazole resistance
had the following average 50% larval hatching rates (LDso) in tiabendazole (TBZ) or cambenda-
zole (CBZ) as compared with corresponding non-resistant strains: H. contortus 3.0 (£ 0,6) uMol
TBZ/1 and 63.0 (% 14.3) pMol CBZ/1; T. colubriformis: 3.7 (£ 0.6) uMol TBZ/1 and 21.0 (£ 0.4)
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uMol CBZ/1. The corresponding resistance factors were: 12.2 and 6.7 for H. contortus and 20.8 and
4.5 for T. colubriformis respectively.

Four local field strains of H. contortus, isolated from sheep flocks in Lenzburg and Neuenhof
(Canton Aargau) and Fillanden and Gossau (Canton Zurich) had average LDso-values of 0.52
(£ 0.12) pMol TBZ/1 (strain Lenzburg) and of 0.24-0.25 (£ 0.02) pMol TBZ/I (other three strains).
The strain from Lenzburg with a resistance factor of 2.08 was regarded as partially resistant against
tiabendazole. This strain originated from a sheep flock which was treated regularly during the past
eight years with tiabendazole. The other three field strains were fully susceptible against
tiabendazole and cambendazole.
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