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Strucni rad

ZASTUPLJENOST DIROFILARIA IMMITIS, BORRELIA BURGDORFERI,
ANAPLASMA SPP. 1 EHRLICHIA SPP. KOD NEVLASNICKIH PASA NA
PODRUCJU BEOGRADA

Kratak sadrzaj

Bolesti pasa koje se prenose vektorima predstavljaju oboljenja virusne,
bakterijske ili parazitske etiologije, koja se najceSce prenose hematofagnim
artropodama, komarcima i krpeljima.

Cilj ovog rada bio je da se ispita prisustvo infekcija ¢iji se uzrocnici prenose
komarcima (Dirofilaria immitis) i krpeljima (Borrelia burgdorferi, Anaplasma
phagocytophilum/A. platys, Ehrlichia canis/E. ewingii) kod nevlasnickih pasa na
teritoriji Beograda.

U periodu od septembra do decembra 2015. godine sakupljeno je 86 uzoraka krvi
od Kklinicki zdravih nevlasnickih pasa iz razlic¢itih beogradskih opstina. Svi uzorci
testirani su modifikovanim Knott-ovim testom i komercijalnim SNAP® 4Dx Plus®
Test-om.

Infekcija izazvana barem jednim od ispitivanih uzrocnika ustanovljena je kod
27,91% pasa. Najzastupljeniji uzro¢nik bila je D. immitis, koja je dijagnostikovana
kod 17,44% zivotinja. Na prisustvo antitela protiv Anaplasma spp. pozitivno je bilo
9,30% pasa, dok je 2,33% jedinki bilo seropozitivno na B. burgdorferi, odnosno na
Ehrlichia spp. Koinfekcije sa dva patogena zabeleZene su kod 3,49% pasa.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su nevlasnicki psi na teritoriji grada
Beograda izloZeni delovanju razli¢itih vrsta zoonoznih uzro¢nika koji se prenose
komarcima i krpeljima, zbog ¢ega treba preduzeti odgovarajuce mere za suzbijanje
ovih artropoda.

Kljucne reci: bolesti koje prenose vektori, Knott-ov test, SNAP® 4Dx Plus®Test,
nevlasnicki psi
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Professional work

PREVALENCE OF DIROFILARIA IMMITIS, BORRELIA BURGDORFERI,
ANAPLASMA SPP. AND EHRLICHIA SPP. IN STRAY DOGS IN
BELGRADE AREA

Abstract

Vector-borne diseases are caused by viruses, bacteria or parasites transmitted by
hematophagous arthropods, mainly mosquitoes and ticks.

The aim of this work was to study the presence of pathogens vectored by
mosquitoes (Dirofilaria 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 from
apparently healthy stray dogs in different Belgrade municipalities. All samples were
analysed using modified 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 different
zoonotic pathogens transmitted by mosquitoes and ticks, indicating the need for
appropriate control against these arthropod species.

Keywords: vector-borne diseases, Knott’s test, SNAP® 4Dx Plus®Test, stray dogs

UvoD / INTRODUCTION sti u kojima su uzro¢nici i prenosioci ovih
bolesti endemski prisutni (Rogers i

U bolesti koje se prenose vektorima Randolph, 2006; Beugnet i Marié, 2009;

spadaju oboljenja izazvana razliCitim
vrstama virusa, bakterija i parazita, za
Cije su prenoSenje najceS¢e zaduZene
hematofage artropode iz grupe krpelja i
komaraca. Zahvaljujuci globalnom zagre-
vanju, promenama u Zivotnom okruzenju
i uestalim putovanjima ljudi u pratnji
svojih ljubimaca, Sire se geografske obla-

Menn i sar, 2010).

Dirofilaria immitis ("sr€ani crv") je
nematoda iz grupe filarija koja parazitira
u pluénim arterijama i desnoj polovini
srca domacih i divljih mesojeda, dovo-
de¢i do kardiopulmonalne dirofilarioze.
Bolest kod pasa uglavnom protice u
hroni¢nom toku, sa moguéim letalnim
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ishodom (McCall i sar, 2008). Ulogu
vektora za D. immitis imaju razlicite vrste
komaraca iz familije Culicidae (Cancrini i
Gabrielli, 2007). Iako se ljudi smatraju
nespecificnim domacinima za sréanog
crva, kod inficiranih jedinki mogu se
stvoriti granulomatozne promene u plu-
¢nom parenhimu (Simén i sar., 2005).
Nakon prvog zabeleZenog slucaja kardio-
pulmonalne dirofilarioze pasa u Srbiji
(Milosavljevi¢ i Kulisi¢, 1989), preva-
lencija D. immitis se u kasnijim istrazi-
vanjima kretala od 7,2% (Tasi¢ i sar.,
2008) do 22,9% (Tasi¢ i sar., 2012).

Uzroc¢nik borelioze (lajmske bolesti)
razli¢itih vrsta Zivotinja i ljudi je
spiroheta Borrelia burgdorferi sensu lato,
Ciji su glavni prenosioci u Evropi krpelji
Ixodes ricinus. Patogeni efekat na pse do
sada je u eksperimentalnim uslovima
dokazan jedino za vrstu B. burgdorferi
sensu stricto (Krupka i Straubinger,
2010). Iako u endemskim podrucjima za
boreliozu moZe biti dosta seropozitivnih
pasa, kod vecine zZivotinja izostaje pojava
klinickih znakova bolesti (Levy i Mag-
narelli, 1992). Istrazivanje sprovedeno
kod pasa u Vojvodini utvrdilo je ukupnu
seroprevalenciju od 8,1% (Potkonjak i
sar,, 2013b), dok je kod razlicitih kate-
gorija pasa na podrucju Beograda pro-
nadeno 24,7% seropozitivnih jedinki
(Obrenovic i sar,, 2015).

Anaplasma phagocytophilum i A.
platys su intracelularne Gram-negativne
bakterije koje izazivaju granulocitnu
anaplazmozu, odnosno cikli¢nu trombo-
citopeniju pasa. Osim kod glodara,
domacih i divljih Zivotinja, vrsta A.
phagocytophilum moZe izazvati infekciju
ljudi pracéenu nespecificnim simpto-
mima, koja je na tlu Evrope prvi put
potvrdena u Sloveniji (Petrovec i sar.,
1997). Vektori za A. phagocytophilum su

krpelji I ricinus, dok je A. platys pro-
nadena u krpeljima Rhipicephalus sangu-
ineus (Sanogo i sar., 2003). U istrazivanju
kojim su bili obuhvaceni psi iz razlicitih
delova Vojvodine, ustanovljeno je 15,5%
Zivotinja sa antitelima na A. phagocy-
tophilum (Potkonjak i sar., 2015).

Ehrlichia canis je uzro¢nik monocitne
erlihioze pasa i prema aktuelnim po-
dacima iz literature, to je za sada jedina
vrsta iz roda Ehrlichia koja izaziva
infekciju pasa u Evropi (Sainz i sar.,
2015). Za prenoSenje ovih intracelu-
larnih, Gram-negativnih bakterija neop-
hodni su krpelji vrste R. sanguineus
(Stich i sar., 2008). lako E. canis nije
patogena za ljude, u Sjedinjenim Ame-
rickim Drzavama dokazana je infekcija
ljudi srodnom vrstom E. ewingii (Buller i
sar., 1999), koja izaziva i granulocitnu
erlihiozu pasa (Anderson i sar., 1992).
Podaci iz Srbije govore o prisustvu
erlihioze u populaciji pasa, Cija se
zastupljenost u zavisnosti od primenjene
dijagnosticke metode krece od 13,79%
(Potkonjak i sar,, 2014) do 25% (Pot-
konjak i sar,, 2013a).

Cilj ovog istrazivanja bio je da se
prenose komarcima (D. immitis) i Krpe-
ljima (B. burgdorferi, A. phagocyto-
philum/A. platys, E. canis/E. ewingii) kod
nevlasnickih pasa na teritoriji Beograda,
imajuci u vidu da ove Zivotinje borave
napolju i da nisu tretirane insektici-
dnim/akaricidnim sredstvima.

MATERIJAL I METODE
/MATERIAL AND METHODS

Prikupljanje uzoraka

U periodu od septembra do decembra
2015. godine sakupljeno je 86 uzoraka
krvi poreklom od nevlasnickih pasa sa
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teritorije 15 opStina grada Beograda. Krv
je uzeta iz v. cephalica antebrachii u
sterilne epruvete sa antikoagulansom
(EDTA). U trenutku uzorkovanja, svi psi
su bili klini¢ki zdravi. Uzorci su nakon
prikupljanja transportovani u labora-
toriju Katedre za parazitologiju Fakulteta
veterinarske medicine Univerziteta u Beo-
gradu, gde su testirani primenom modifi-
kovanog Knott-ovog testa i seroloski.

Modifikovani Knott-ov test

Ova tehnika koris¢ena je za konce-
ntrisanje mikrofilarija u uzorcima krvi. U
epruveti zapremine 15 ml pomesan je 1
ml krvi sa 9 ml 2% puferisanog forma-
lina. Nakon energicnog protresanja
mesavine 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 bi
se obojile mikrofilarije. Ovako obojeni
sediment posmatran je pod mikro-
skopom sa okularnim mikrometrom pri
uvelicanju 100x i 400x.

Serolosko testiranje

Svi uzorci testirani su pomocu ko-
mercijalnog ELISA testa SNAP® 4Dx
Plus®Test (IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, USA) na prisustvo an-
tigena D. immitis, odnosno antitela protiv
B. burgdorferi sensu lato, A. phago-
cytophilum/A. platysi E. canis/E. ewingii
u serumu, plazmi ili punoj krvi pasa,
prema uputstvu proizvodaca. Nakon
isteka propisanog vremena za testiranje,
kod negativnih uzoraka se u prozoru za
ocitavanje rezultata uocava samo tacka
koja predstavlja pozitivnu kontrolu, dok
se kod pozitivnih uzoraka dodatno
pojavljuje jedna ili viSe tacaka,
karakteristi¢nih za prisustvo odredenog
uzroc¢nika (slika 1).

Ovim testom ne mogu se razlikovati
antitela protiv A. phagocytophilum i A.
platys, odnosno antitela protiv E. canis i
E. ewingii, tako da pozitivan rezultat
ukazuje na prisustvo antitela protiv
jedne ili obe navedene vrste roda Ana-
plasma ili Ehrlichia.

Pozitivna 1

kontrola \

E. canis

A. phagocytophilum
A. platys

E. ewingii

c

-

D. immitis

" B. burgdorferi

Slika 1. SNAP® 4Dx Plus®Test
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REZULTATI
/ RESULTS

Kori$¢enjem modifikovanog Knott-
ovog testa i SNAP® 4Dx Plus®Test-a, kod
27,91% (24/86) pasa ustanovljena je
infekcija barem jednim od ispitivanih
uzrocnika. Najzastupljenija je bila infe-
kcija izazvana sa D. immitis, koja je dija-

gnostikovana kod 17,44% (15/86) Zivo-
tinja (tabela 1). Uz pomo¢ obe koriS¢ene
metode, dirofilarioza je ustanovljena kod
9,30% (8/86) zivotinja. Kod 4,65%
(4/86) uzoraka bile su prisutne samo
mikrofilarije D. immitis, dok je kod 3,49%
(3/86) uzoraka infekcija ustanovljena
samo na osnovu cirkuliSu¢eg antigena
Zenke.

Tabela 1. Zastupljenost uzrocnika bolesti koje se prenose vektorima kod
nevlasnickih pasa analiziranih modifikovanim Knott-ovim testom i SNAP® 4Dx
Plus®Test-om

Opstina Br. uzoraka Di An Eh Bb
1. Palilula 4 1 1 - -
2.Zemun 8 2 - 1
3. Suréin 2 1 - -
4. Novi Beograd 3 1 - -
5. Savski venac 2 - - -
6. Zvezdara 6 1 - -
7. Cukarica 6 1 2 - -
8. Rakovica 3 1 - -
9. VoZzdovac 9 - 3 - -
10. Grocka 8 4 - -
11. Obrenovac 13 3 - -
12. Barajevo 2 - 1 1 -
13. Sopot 1 - 1 1
14. Lazarevac 17 - 1 - -
15. Mladenovac 2 - - -
Ukupno 86 15 8 2 2

% 100 17,44 9,30 2,33 2,33

Di - Dirofilaria immitis, An - Anaplasma phagocytophilum/A. platys,
Eh - Ehrlichia canis/E. ewingii, Bb - Borrelia burgdorferi sensu lato

Na prisustvo antitela protiv Anapla-
sma spp. pozitivno je bilo 9,30% (8/86)
pasa, dok je 2,33% (2/86) jedinki bilo
seropozitivno na B. burgdorferi, odnosno
na Ehrlichia spp.

Najvise inficiranih pasa poticalo je iz
opStine Sopot, a najmanje iz opStine Laza-
revac. U opStinama Savski venac, Zvezdara
i Mladenovac nisu ustanovljene infekcije
pracenim uzroc¢nicima (grafikon 1).
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Grafikon 1. Zastupljenost vektorski prenosivih bolesti kod ispitivanih pasa po

opStinama
psa u Zemunu, Ehrlichia spp. i Anaplasma
spp. u Barajevu, odnosno Ehrlichia spp. i
B. burgdorferi u opstini Sopot (slika 2).
Nije bilo koinfekcija izazvanih sa vise od
dva uzrocnika.

251658240

Koinfekcije sa dva uzrocnika zabele-
zene su kod tri psa, Sto iznosi 3,49%
ispitanih jedinki. Kod sve tri Zivotinje
postojale su razlicite kombinacije uzro-
¢nika i to: D. immitis i B. burgdorferikod

_
B

=
b

Slika 2. Koinfekcije izazvane sa D. immitis i B. burgdorferi (A), Ehrlichia spp. i Anaplasma

spp. (B) i Ehrlichia spp. i B. burgdorferi (C), utvrdene SNAP® 4Dx Plus®Test-om
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DISKUSIJA
/ DISCUSSION

0d ispitanih uzroc¢nika, najvecu pre-
valenciju imala je vrsta D. immitis, koja je
dijagnostikovana kod 17,44% zivotinja.
Pri tome, najveci broj pasa inficiranih
ovim uzroc¢nikom (50%) poticao je iz
opstina Grocka i Surcin. Ipak, treba uzeti
u obzir podatak da su sa opstine Surcin
ispitana samo dva psa, pa se opravdano
moZze ocekivati da je prevalencija na ovoj
opstini realno niza. Medutim, visoka pre-
valencija D. immitis u opstini Grocka mo-
Ze se objasniti njenim poloZajem koji se
pruza uz obalu reke Dunav, gde se oce-
kuje velika gustina populacije vektora -
komaraca. Ovakav nalaz je u skladu sa
rezultatima dobijenim u istrazivanju koje
su sproveli Savi¢ i sar. (2012) na teritoriji
Vojvodine, koji su ustanovili 18% infici-
ranih pasa. Razlog odsustva mikrofilarija
u krvi tri psa koja su bila pozitivna na
prisustvo antigena D. immitis moZe se
objasniti postojanjem polno nezrelih
parazita (prepatentni period), malog
broja odraslih oblika ili su u pitanju
infekcije izazvane parazitima istog pola,
kod kojih ne mozZe do¢i do oplodenja
Zzenki i pojave mikrofilarija u Kkrvi
(McCalli sar., 2008).

Kada se prati izloZenost uzrocnicima
koje prenose krpelji, najveca seropre-
valencija je zabelezena za A. phagocy-
tophilum/A. platys i iznosila je 9,30%.
Nasi rezultati u saglasnosti su sa po-
dacima Milutinovi¢ i sar. (2008) koji su
dokazali prisustvo A. phagocytophilum
kod 11,6% krpelja sakupljenih flag teh-
nikom na teritoriji Beograda. Nesto viSa
seroprevalencija A. phagocytophilum
zabeleZzena je kod pasa na teritoriji
Vojvodine primenom metode imunofluo-
rescencije, pri cemu je 15,5% Zivotinja

bilo u kontaktu sa uzro¢nikom (Potko-
njaki sar, 2015).

Ukupna seroprevalencija od 2,33%
zabeleZena je za B. burgdorferi, odnosno
za E. canis/E. ewingii. Psi s antitelima
protiv B. burgdorferi poticali su sa op-
Stina Zemun i Sopot. Imajuéi u vidu da je
B. burgdorferi identifikovana kod c¢ak
53,7% krpelja sa teritorije Beograda
(Milutinovic i sar., 2008), utvrdena sero-
prevalencija uzro¢nika borelioze kod
pasa lutalica mozZe se smatrati niskom.
Zastupljenost infekcije sa B. burgdorferi
u nasem istrazivanju znatno je manja od
one u radu Obrenovi¢ i sar. (2015), koji
su utvrdili 31,2% seropozitivnih pasa iz
azila, 19,5% seropozitivnih lovackih pasa
i1 17,6% seropozitivnih pasa iz kategorije
ku¢nih ljubimaca. Savic i sar. (2010) usta-
novili su seroprevalenciju kod pasa u
Vojvodini od 25,81%, a isti autori navode
prisustvo B. burgdorferi kod 22,12%
analiziranih krpelja.

Posto je kod pasa na teritoriji Evrope
za sada dokazano samo prisustvo E. canis
(Sainz i sar. 2015), moZe se pretpostaviti
da je seropozitivnost kod pasa u nasem
istraZivanju nastala usled kontakta sa
ovom vrstom patogena. Vecu seropre-
valenciju E. canis kod pasa u Vojvodini
zabelezili su Potkonjak i sar. (2013a), koji
su dokazali prisustvo antitela kod 25%
Zivotinja primenom iELISA metode,
odnosno kod 16% jedinki primenom me-
tode imunofluorescencije. Takode, ispi-
tivanja prevalencije E. canis metodom
imunofluorescencije pokazala su 13,79%
seropozitivnih lovackih pasa (Potkonjak
i sar, 2014), Sto je viSe od rezultata
dobijenih u naSem istrazivanju.

S obzirom na to da je krpelj L ricinus
zajednicki vektor za A. phagocytophilumi
B. burgdorferi, moglo bi se oCekivati da se
kod pasa jave koinfekcije izazvane ovim
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uzroCnicima. Medutim, kod jednog psa
poreklom iz opstine Barajevo nadena su
antitela na A. phagocytophilum/A. platys
i E. canis/E. ewingii. Postoji mogucnost
da je ovaj pas bio u kontaktu sa vise vrsta
zarazenih krpelja, jer su krpelji R. sangu-
ineus vektori za Ehrilichia spp. Drugo
objasnjenje je da je u pitanju seroloski
odgovor nastao usled kontakta pasa sa A.
platys. lako za sada ne postoje ekspe-
rimentalni dokazi koji nedvosmisleno
potvrduju vektorsku ulogu odredene
vrste krpelja za A. platys, DNK ove
bakterije pronadena je u krpeljima vrste
R. sanguineus (Simpson i sar, 1991;
Sanogo i sar,, 2003). Infekcije sa A. platys
prisutne su u mediteranskim zemljama,
kao i u susednoj Hrvatskoj i Rumuniji
(Dyachenko i sar, 2012; Anderson i sar,,
2013), na osnovu Cega se moze ocekivati
da je ovaj uzroc¢nik prisutan i u Srbiji.

Kod psa iz opStine Sopot nadena su
antitela protiv Ehrlichia spp. i B. bur-
gdorferi. Imajuéi u vidu da su vektori za
Ehrlichia spp. i B. burgdorferi krpelji R.
sanguineus, odnosno I. ricinus, jasno se
vidi da su ovi psi sa koinfekcijom bili u
kontaktu sa viSe vrsta krpelja. Kod treceg
psa sa koinfekcijom otkriveno je prisu-
stvo antitela protiv B. burgdorferi i
antigena D. immitis, Sto ukazuje da je ovaj
pas bio izloZen delovanju inficiranih
krpelja i komaraca.

ZAKLJUCAK
/ CONCLUSION

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju
pokazuju da su nevlasnicki psi na teri-
toriji grada Beograda izloZeni delovanju
uzrocnika koje prenose komarci i krpelji.
Zbog stalnog boravka napolju i izostanka
primene insekticidnih/akaricidnih sre-
dstava, populacija ovih pasa je izloZena

visokom riziku od kontakta sa pote-
ncijalno inficiranim vektorima. Vlasni-
cima pasa treba ukazati na znacaj
redovne zastite Zivotinja od ektoparazita,
jer je to najbolja prevencija od nastanka
oboljenja koja se prenose putem vektora.
S obzirom na to da vecina ispitivanih
uzroc¢nika ima zoonozni potencijal, veliki
znacaj u sprecavanju Sirenja bolesti ima
redovno sprovodenje mera suzbijanja
populacije komaraca i krpelja.
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