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Stručni rad

ZASTUPLJENOST DIROFILARIA IMMITIS, BORRELIA BURGDORFERI,
ANAPLASMA SPP. I EHRLICHIA SPP. KOD NEVLASNIČKIH PASA NA

PODRUČJU BEOGRADA

Kratak sadržajBolesti pasa koje se prenose vektorima predstavljaju oboljenja virusne,bakterijske ili parazitske etiologije, koja se najčešće prenose hematofagnimartropodama, komarcima i krpeljima. Cilj ovog rada bio je da se ispita prisustvo infekcija čiji se uzročnici prenosekomarcima (DiroGilaria immitis) i krpeljima (Borrelia burgdorferi, Anaplasma
phagocytophilum/A. platys, Ehrlichia canis/E. ewingii) kod nevlasničkih pasa nateritoriji Beograda.U periodu od septembra do decembra 2015. godine sakupljeno je 86 uzoraka krviod klinički zdravih nevlasničkih pasa iz različitih beogradskih opština. Svi uzorcitestirani su modiNikovanim Knott-ovim testom i komercijalnim SNAP® 4Dx Plus®Test-om.Infekcija izazvana barem jednim od ispitivanih uzročnika ustanovljena je kod27,91% pasa. Najzastupljeniji uzročnik bila je D. immitis, koja je dijagnostikovanakod 17,44% životinja. Na prisustvo antitela protiv Anaplasma spp. pozitivno je bilo9,30% pasa, dok je 2,33% jedinki bilo seropozitivno na B. burgdorferi, odnosno na
Ehrlichia spp. Koinfekcije sa dva patogena zabeležene su kod 3,49% pasa.Rezultati ovog istraživanja pokazuju da su nevlasnički psi na teritoriji gradaBeograda izloženi delovanju različitih vrsta zoonoznih uzročnika koji se prenosekomarcima i krpeljima, zbog čega treba preduzeti odgovarajuće mere za suzbijanjeovih artropoda.

Ključne reči: bolesti koje prenose vektori, Knott-ov test, SNAP® 4Dx Plus®Test,
nevlasnički psi
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UVOD / INTRODUCTIONU bolesti koje se prenose vektorimaspadaju oboljenja izazvana različitimvrstama virusa, bakterija i parazita, začije su prenošenje najčešće zaduženehematofage artropode iz grupe krpelja ikomaraca. Zahvaljujući globalnom zagre -vanju, promenama u životnom okruženjui učestalim putovanjima ljudi u pratnjisvojih ljubimaca, šire se geografske obla -

sti u kojima su uzročnici i prenosioci ovihbolesti endemski prisutni (Rogers iRandolph, 2006; Beugnet i Marié, 2009;Menn i sar., 2010).
DiroGilaria immitis ("srčani crv") jenematoda iz grupe Nilarija koja parazitirau plućnim arterijama i desnoj polovinisrca domaćih i divljih mesojeda, dovo -deći do kardiopulmonalne diroNilarioze.Bolest kod pasa uglavnom protiče uhroničnom toku, sa mogućim letalnim
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PREVALENCE OF DIROFILARIA IMMITIS, BORRELIA BURGDORFERI,
ANAPLASMA SPP. AND EHRLICHIA SPP. IN STRAY DOGS IN

BELGRADE AREA

AbstractVector-borne diseases are caused by viruses, bacteria or parasites transmitted byhematophagous arthropods, mainly mosquitoes and ticks. The aim of this work was to study the presence of pathogens vectored bymosquitoes (DiroGilaria immitis) and ticks (Borrelia burgdorferi, Anaplasma
phagocytophilum/A. platys, Ehrlichia canis/E. ewingii) in stray dogs from Belgrade.From September to December 2015, 86 blood samples were collected fromapparently healthy stray dogs in different Belgrade municipalities. All samples wereanalysed using modiNied Knott’s test and commercial SNAP® 4Dx Plus®Test.Infection with at least one pathogen was detected in 27,91% of investigated dogs.The most prevalent agent was D. immitis that was diagnosed in 17,44% of animals.Antibodies against Anaplasma spp. were found in 9,30% of dogs and 2,33%individuals were seropositive to B. burgdorferi, as well as to Ehrlichia spp. Co-infections with two pathogens were recorded in 3,49% of dogs.Results of this research show that stray dogs in Belgrade are exposed to differentzoonotic pathogens transmitted by mosquitoes and ticks, indicating the need forappropriate control against these arthropod species.

Keywords: vector-borne diseases, Knott’s test, SNAP® 4Dx Plus®Test, stray dogs
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ishodom (McCall i sar., 2008). Uloguvektora zaD. immitis imaju različite vrstekomaraca iz familije Culicidae (Cancrini iGabrielli, 2007). Iako se ljudi smatrajunespeciNičnim domaćinima za srčanogcrva, kod inNiciranih jedinki mogu sestvoriti granulomatozne promene u plu -ćnom parenhimu (Simón i sar., 2005).Nakon prvog zabeleženog slučaja kardio -pulmonalne diroNilarioze pasa u Srbiji(Milosavljević i Kulišić, 1989), preva -lencija D. immitis se u kasnijim istraži -vanjima kretala od 7,2% (Tasić i sar.,2008) do 22,9% (Tasić i sar., 2012).Uzročnik borelioze (lajmske bolesti)različitih vrsta životinja i ljudi jespiroheta Borrelia burgdorferi sensu lato,čiji su glavni prenosioci u Evropi krpelji
Ixodes ricinus. Patogeni efekat na pse dosada je u eksperimentalnim uslovimadokazan jedino za vrstu B. burgdorferisensu stricto (Krupka i Straubinger,2010). Iako u endemskim područjima zaboreliozu može biti dosta seropozitivnihpasa, kod većine životinja izostaje pojavakliničkih znakova bolesti (Levy i Mag -narelli, 1992). Istraživanje sprovedenokod pasa u Vojvodini utvrdilo je ukupnuseroprevalenciju od 8,1% (Potkonjak isar., 2013b), dok je kod različitih kate -gorija pasa na području Beograda pro -nađeno 24,7% seropozitivnih jedinki(Obrenović i sar., 2015). 

Anaplasma phagocytophilum i A.
platys su intracelularne Gram-negativnebakterije koje izazivaju granulocitnuanaplazmozu, odnosno cikličnu trombo -citopeniju pasa. Osim kod glodara,domaćih i divljih životinja, vrsta A.
phagocytophilummože izazvati infekcijuljudi praćenu nespeciNičnim simpto -mima, koja je na tlu Evrope prvi putpotvrđena u Sloveniji (Petrovec i sar.,1997). Vektori za A. phagocytophilum su

krpelji I. ricinus, dok je A. platys pro -nađena u krpeljima Rhipicephalus sangu -
ineus (Sanogo i sar., 2003). U istraživanjukojim su bili obuhvaćeni psi iz različitihdelova Vojvodine, ustanovljeno je 15,5%životinja sa antitelima na A. phagocy -
tophilum (Potkonjak i sar., 2015).

Ehrlichia canis je uzročnikmonocitneerlihioze pasa i prema aktuelnim po -dacima iz literature, to je za sada jedinavrsta iz roda Ehrlichia koja izazivainfekciju pasa u Evropi (Sainz i sar.,2015). Za prenošenje ovih intracelu -larnih, Gram-negativnih bakterija neop -ho dni su krpelji vrste R. sanguineus(Stich i sar., 2008). Iako E. canis nijepatogena za ljude, u Sjedinjenim Ame -ričkim Državama dokazana je infekcijaljudi srodnom vrstom E. ewingii (Buller isar., 1999), koja izaziva i granulocitnuerlihiozu pasa (Anderson i sar., 1992).Podaci iz Srbije govore o prisustvuerlihioze u populaciji pasa, čija sezastupljenost u zavisnosti od primenjenedijagnostičke metode kreće od 13,79%(Potkonjak i sar., 2014) do 25% (Pot -konjak i sar., 2013a).Cilj ovog istraživanja bio je da seispita prisustvo infekcija čiji se uzročniciprenose komarcima (D. immitis) i krpe -ljima (B. burgdorferi, A. phagocyto -
philum/A. platys, E. canis/E. ewingii) kodnevlasničkih pasa na teritoriji Beograda,imajući u vidu da ove životinje boravenapolju i da nisu tretirane insekti ci -dnim/akaricidnim sredstvima.

MATERIJAL I METODE
/MATERIAL AND METHODS

Prikupljanje uzorakaU periodu od septembra do decembra2015. godine sakupljeno je 86 uzorakakrvi poreklom od nevlasničkih pasa sa
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teritorije 15 opština grada Beograda. Krvje uzeta iz v. cephalica antebrachii usterilne epruvete sa antikoagulansom(EDTA). U trenutku uzorkovanja, svi psisu bili klinički zdravi. Uzorci su nakonprikupljanja transportovani u labora -toriju Katedre za parazitologiju FakultetaveterinarskemedicineUniverziteta uBeo -gradu, gde su testirani primenommodi Ni -kovanog Knott-ovog testa i serolo ški.
Modi6ikovani Knott-ov testOva tehnika korišćena je za konce -ntrisanje mikroNilarija u uzorcima krvi. Uepruveti zapremine 15 ml pomešan je 1ml krvi sa 9 ml 2% puferisanog forma -lina. Nakon energičnog protresanjamešavine u cilju postizanja hemolize,epruvete su centrifugirane na 1.500 ob -rtaja/min u trajanju od pet minuta.Nakon odlivanja supernatanta, u sedi -ment je dodato metilensko plavo kako bise obojile mikroNilarije. Ovako obojenisediment posmatran je pod mikro -skopom sa okularnim mikrometrom priuveličanju 100x i 400x.

Serološko testiranjeSvi uzorci testirani su pomoću ko -mercijalnog ELISA testa SNAP® 4DxPlus®Test (IDEXX Laboratories, Inc.,Westbrook, ME, USA) na prisustvo an -tigena D. immitis, odnosno antitela protiv
B. burgdorferi sensu lato, A. phago -
cytophilum/A. platys i E. canis/E. ewingiiu serumu, plazmi ili punoj krvi pasa,prema uputstvu proizvođača. Nakonisteka propisanog vremena za testiranje,kod negativnih uzoraka se u prozoru zaočitavanje rezultata uočava samo tačkakoja predstavlja pozitivnu kontrolu, dokse kod pozitivnih uzoraka dodatnopojavljuje jedna ili više tačaka,karakterističnih za prisustvo određenoguzročnika (slika 1).Ovim testom ne mogu se razlikovatiantitela protiv A. phagocytophilum i A.
platys, odnosno antitela protiv E. canis i
E. ewingii, tako da pozitivan rezultatukazuje na prisustvo antitela protivjedne ili obe navedene vrste roda Ana -
plasma ili Ehrlichia. 

Slika 1. SNAP® 4Dx Plus®Test



REZULTATI
/ RESULTSKorišćenjem modiNikovanog Knott-ovog testa i SNAP® 4Dx Plus®Test-a, kod27,91% (24/86) pasa ustanovljena jeinfekcija barem jednim od ispitivanihuzročnika. Najzastupljenija je bila infe -kcija izazvana sa D. immitis, koja je dija -

gno stikovana kod 17,44% (15/86) živo -tinja (tabela 1). Uz pomoć obe kori šćenemetode, diroNilarioza je ustano vljena kod9,30% (8/86) životinja. Kod 4,65%(4/86) uzoraka bile su prisutne samomikroNilarije D. immitis, dok je kod 3,49%(3/86) uzoraka infekcija ustano vljenasamo na osnovu cirkulišućeg antigenaženke.
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Opština Br. uzoraka Di An Eh Bb1. Palilula 4 1 1 - -2. Zemun 8 2 - - 13. Surčin 2 1 - - -4. Novi Beograd 3 1 - - -5. Savski venac 2 - - - -6. Zvezdara 6 1 - - -7. Čukarica 6 1 2 - -8. Rakovica 3 1 - - -9. Voždovac 9 - 3 - -10. Grocka 8 4 - - -11. Obrenovac 13 3 - - -12. Barajevo 2 - 1 1 -13. Sopot 1 - - 1 114. Lazarevac 17 - 1 - -15. Mladenovac 2 - - - -
Ukupno 86 15 8 2 2% 100 17,44 9,30 2,33 2,33

Tabela 1. Zastupljenost uzročnika bolesti koje se prenose vektorima kodnevlasničkih pasa analiziranih modiNikovanim Knott-ovim testom i SNAP® 4DxPlus®Test-om

Di - DiroGilaria immitis, An - Anaplasma phagocytophilum/A. platys, Eh - Ehrlichia canis/E. ewingii, Bb - Borrelia burgdorferi sensu latoNa prisustvo antitela protiv Anapla -
sma spp. pozitivno je bilo 9,30% (8/86)pasa, dok je 2,33% (2/86) jedinki biloseropozitivno na B. burgdorferi, odnosnona Ehrlichia spp.

Najviše inNiciranih pasa poticalo je izopštine Sopot, a najmanje iz opštine La za -revac. U opštinama Savski venac, Zvez darai Mladenovac nisu ustanovljene infe kcijepraćenim uzročnicima (graNikon 1).



Koinfekcije sa dva uzročnika zabele -žene su kod tri psa, što iznosi 3,49%ispitanih jedinki. Kod sve tri životinjepostojale su različite kombinacije uzro -čnika i to: D. immitis i B. burgdorferikod
psa u Zemunu, Ehrlichia spp. i Anaplasmaspp. u Barajevu, odnosno Ehrlichia spp. i
B. burgdorferi u opštini Sopot (slika 2).Nije bilo koinfekcija izazvanih sa više oddva uzročnika. 
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Gra^ikon 1. Zastupljenost vektorski prenosivih bolesti kod ispitivanih pasa po
opštinama

Slika 2. Koinfekcije izazvane sa D. immitis i B. burgdorferi (A), Ehrlichia spp. i Anaplasma
spp. (B) i Ehrlichia spp. i B. burgdorferi (C), utvrđene SNAP® 4Dx Plus®Test-om



DISKUSIJA
/ DISCUSSIONOd ispitanih uzročnika, najveću pre -va lenciju imala je vrstaD. immitis, koja jedijagnostikovana kod 17,44% životinja.Pri tome, najveći broj pasa inNiciranihovim uzročnikom (50%) poticao je izopština Grocka i Surčin. Ipak, treba uzetiu obzir podatak da su sa opštine Surčinispitana samo dva psa, pa se opravdanomože očekivati da je prevalencija na ovojopštini realno niža. Međutim, visoka pre -valencija D. immitis u opštini Grocka mo -že se objasniti njenim položajem koji sepruža uz obalu reke Dunav, gde se oče -kuje velika gustina populacije vektora -komaraca. Ovakav nalaz je u skladu sarezultatima dobijenim u istraživanju kojesu sproveli Savić i sar. (2012) na teritorijiVojvodine, koji su ustanovili 18% inNici -ranih pasa. Razlog odsustva mikroNilarijau krvi tri psa koja su bila pozitivna naprisustvo antigena D. immitis može seobjasniti postojanjem polno nezrelihparazita (prepatentni period), malogbro ja odraslih oblika ili su u pitanjuinfekcije izazvane parazitima istog pola,kod kojih ne može doći do oplođenjaženki i pojave mikroNilarija u krvi(McCalli sar., 2008). Kada se prati izloženost uzročnicimakoje prenose krpelji, najveća seropre -valencija je zabeležena za A. phagocy -

tophilum/A. platys i iznosila je 9,30%.Naši rezultati u saglasnosti su sa po -dacima Milutinović i sar. (2008) koji sudokazali prisustvo A. phagocytophilumkod 11,6% krpelja sakupljenih Nlag teh -nikom na teritoriji Beograda. Nešto višaseroprevalencija A. phagocytophilumzabe ležena je kod pasa na teritorijiVojvodine primenommetode imunoNluo -rescencije, pri čemu je 15,5% životinja

bilo u kontaktu sa uzročnikom (Potko -njak i sar., 2015). Ukupna seroprevalencija od 2,33%zabeležena je za B. burgdorferi, odnosnoza E. canis/E. ewingii. Psi s antitelimaprotiv B. burgdorferi poticali su sa op -ština Zemun i Sopot. Imajući u vidu da je
B. burgdorferi identiNikovana kod čak53,7% krpelja sa teritorije Beograda(Milutinović i sar., 2008), utvrđena sero -prevalencija uzročnika borelioze kodpasa lutalica može se smatrati niskom.Zastupljenost infekcije sa B. burgdorferiu našem istraživanju znatno je manja odone u radu Obrenović i sar. (2015), kojisu utvrdili 31,2% seropozitivnih pasa izazila, 19,5% seropozitivnih lovačkih pasai 17,6% seropozitivnih pasa iz kategorijekućnih ljubimaca. Savić i sar. (2010) usta -novili su seroprevalenciju kod pasa uVojvodini od 25,81%, a isti autori navodeprisustvo B. burgdorferi kod 22,12%analiziranih krpelja.Pošto je kod pasa na teritoriji Evropeza sada dokazano samo prisustvo E. canis(Sainz i sar. 2015), može se pretpostavitida je seropozitivnost kod pasa u našemistraživanju nastala usled kontakta saovom vrstom patogena. Veću seropre -valenciju E. canis kod pasa u Vojvodinizabeležili su Potkonjak i sar. (2013a), kojisu dokazali prisustvo antitela kod 25%životinja primenom iELISA metode,odnosno kod 16% jedinki primenom me -tode imunoNluorescencije. Takođe, ispi -tivanja prevalencije E. canis metodomimunoNluorescencije pokazala su 13,79%seropozitivnih lovačkih pasa (Potkonjaki sar., 2014), što je više od rezultatadobijenih u našem istraživanju. S obzirom na to da je krpelj I. ricinuszajednički vektor za A. phagocytophilumi
B. burgdorferi, moglo bi se očekivati da sekod pasa jave koinfekcije izazvane ovim
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uzročnicima. Međutim, kod jednog psaporeklom iz opštine Barajevo nađena suantitela na A. phagocytophilum/A. platysi E. canis/E. ewingii. Postoji mogućnostda je ovaj pas bio u kontaktu sa više vrstazaraženih krpelja, jer su krpelji R. sangu -
ineus vektori za Ehrilichia spp. Drugoobjašnjenje je da je u pitanju serološkiodgovor nastao usled kontakta pasa sa A.
platys. Iako za sada ne postoje ekspe -rime ntalni dokazi koji nedvosmislenopotvrđuju vektorsku ulogu određenevrste krpelja za A. platys, DNK ovebakterije pronađena je u krpeljima vrste
R. sanguineus (Simpson i sar., 1991;Sanogo i sar., 2003). Infekcije sa A. platysprisutne su u mediteranskim zemljama,kao i u susednoj Hrvatskoj i Rumuniji(Dyachenko i sar., 2012; Anderson i sar.,2013), na osnovu čega se može očekivatida je ovaj uzročnik prisutan i u Srbiji. Kod psa iz opštine Sopot nađena suantitela protiv Ehrlichia spp. i B. bur -
gdorferi. Imajući u vidu da su vektori za
Ehrlichia spp. i B. burgdorferi krpelji R.
sanguineus, odnosno I. ricinus, jasno sevidi da su ovi psi sa koinfekcijom bili ukontaktu sa više vrsta krpelja. Kod trećegpsa sa koinfekcijom otkriveno je prisu -stvo antitela protiv B. burgdorferi iantigena D. immitis, što ukazuje da je ovajpas bio izložen delovanju inNiciranihkrpelja i komaraca.

ZAKLJUČAK
/ CONCLUSIONRezultati dobijeni u ovom istraživanjupokazuju da su nevlasnički psi na teri -toriji grada Beograda izloženi delovanjuuzročnika koje prenose komarci i krpelji.Zbog stalnog boravka napolju i izostankaprimene insekticidnih/akaricidnih sre -dsta va, populacija ovih pasa je izložena

visokom riziku od kontakta sa pote -ncijalno inNiciranim vektorima. Vlasni -cima pasa treba ukazati na značajredovne zaštite životinja od ektoparazita,jer je to najbolja prevencija od nastankaoboljenja koja se prenose putem vektora.S obzirom na to da većina ispitivanihuzročnika ima zoonozni potencijal, velikiznačaj u sprečavanju širenja bolesti imaredovno sprovođenje mera suzbijanjapopulacije komaraca i krpelja.
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ewingii sp. nov., the etiologic agentof canine granulocytic ehrlichiosis.Int J Syst Bacteriol 42: 299-302.2. Andersson M., Turcitu M.A., Ste -fanache M., Tamba P., Barbuceanu F.,Chitimia L (2013): First evidence of
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