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UZROCNIKA DIROFILARIOZE PASA NA TERITORIJI GRADA BEOGRADA*
MOLECULAR DETECTION AND INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF
DIROFILARIOSIS CAUSATIVE AGENT IN DOGS ON THE TERRITORY OF BELGRADE
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Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje izazvano vrstama
Dirofilaria immitis i D. repens. D. immitis parazitira u desnoj strani srca
i pluénoj arteriji, dovodeci do znacajnog funkcionalnog ostecenja srca,
dok adultni oblici D. repens uglavnom parazitiraju u subkutanom tkivu
dovodeci do manjih oStecenja kozZe. U ovom istraZivanju ispitano je 60
pasa, razlicitih rasa, sa teritorije grada Beograda, u periodu od maja do
novembra 2015. godine. Nakon klinickog pregleda, krv je uzorkovana
za detekciju mikrofilarija modifikovanim Knott-ovim testom, kao i za
molekularnu detekciju uzroCnika. Glavni kliniCki znaci su bili: brzo
zamaranje tokom treninga, oteZano disanje i suv ka$alj, anoreksija,
ubrzan rad srca i promene na koZi. Mikrofilarije su detektovane kod 22
psa (37%) modifikovanim Knott-ovim testom. Molekularno genetskom
metodom utvrdena je prevalencija D.immitis 42%, a D. repens
22 %. U sprovedenom istraZivanju je bilo 7 pasa koji su bili negativni
na Knott testu, dok su metodom PCR pokazali pozitivhu reakciju
na prisustvo vrsta iz roda Dirofilaria. Na osnovu dobijenih rezultata
primena molekularno-genetskih metoda potvrduje svoju opravdanost
u preciznoj i pouzdanoj specijskoj identifikaciji roda Dirofilaria.
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Uvod / Introduction

Nematode roda Dirofilaria pripadaju familiji Onchocercidae i subfamiliji
Dirofilarinae, redu Spirurida (Anderson, 2000). Primarni domacini su psi, a
uzro€nik moze da parazitira i kod vukova, dinga, kojota, lisica, macaka, feretki,
medveda, konja, zeCeva, pandi, jelena, majmuna i ljudi (Manfredi i sar., 2007). Psi,
posebno lovacgki, su mnogo Cesce izloZeni komarcima, pa se smatra i da ¢eSce
oboljevaju (Ebania i sar., 2015). U Evropi naj¢eSce filaride pasa koje se mogu
naci u perifernoj krvi su Dirofilaria immitis, D. repens, Acanthocheilonema (syn.
Dipetalonema) dracunculoides i A. reconditum (Magnis i sar., 2013). Istrazivanja
su pokazala da se dirofilarije mogu razvijati u razli¢itim vrstama artropoda, ali na
osnovu dosadasnjih ispitivanja jedino se insekti iz reda Diptera, familija Culicide
ponasaju kao bioloski vektori (Cancrini i sar., 2007).

Smatra se da klimatske promene omogucéavaju Sirenje dirofilarioze zbog
brzeg razmnozavanja vektora kao $to su Aedes vexans, A. albopictus, A. cinereus,
Culex pipiens i C. territans (Cancrini i sar., 2007; Ebania i sar., 2015). Tokom
hranjenja vektori penetriraju kozu domacina i unose u organizam infektivnu formu
- larvu stadijuma L3 (Venco i sar., 2011). Larva L3 tokom 3-12 dana od infekcije
prelazi u stadijum L4, dok je za prelazak u preadultni oblik potrebno 50-70 dana od
infekcije. Adultni oblici D. immitis dolaze u desnu stranu srca i pulmonalnu arteriju
izmedu 70-85. dana i postaju seksualno zreli nakon 120 dana. DuZina odraslih
Zenki iznosi 250-310 mm, a Sirina 1-1.3 mm, dok je duZina odraslih muzjaka
120-200 mm, a Sirina 0.7-0.9 mm. Prepatentni period iznosi 6-9 meseci, nakon
Cega zenke kre¢u da produkuju mikrofilarije. Adulti mogu da zive od nekoliko
meseci do nekoliko godina, a mikrofilarije od 2 do 18 meseci (Manfredi i sar.,
2007). Dirofilaria immitis parazitira u desnoj strani srca i pluénoj arteriji kod pasa,
dovodeci do znacajnog funkcionalnog osteéenja srca (Albonico i sar., 2014), dok
adultni oblici D. repens uglavhom parazitiraju u subkutanom tkivu dovodeci do
manijih oste¢enja koze (Latrofa i sar., 2011).

Kardiovaskularna dirofilarioza pasa ima hroni¢an, progresivan tok i
prvenstveno dovodi do promena na plu¢ima i srcu domacina (Venco, 2007).
Povecanje broja adultnih formi parazita u pulmonalnoj arteriji dovodi do uvecanja
endotelnih ¢éelija tunica intima i poslediénog suzZenja lumena krvnih sudova i
smanjenja elasti¢nosti njihovog zida (Simoén i sar., 2012). Usled oSte¢enja endotela
dolazi do aktivacije neutrofilnih granulocita koji se adheriraju na endotel i stvaraju
enzime, koji ga dodatno osteCuju. OSteéene povrSine arterija omogucavaju
prolazak albumina, plazme i krvnih celija u perivaskularni prostor. Posto je
oboljenje hroni¢nog toka vecina pasa ne pokazuje nikakve kliniCke znake duzi
vremenski period. Simptomi se pojavljuju postepeno i uglavhom se manifestuju
kasljem, dispnojom i slaboS¢u. lako su obe vrste dirofilarija zoonoze smatra se
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da je zoonozni potencijal D. repens u Evropi znatno veci (Pampiglione i Rivasi,
2000).

Jedini antiparazitik koji deluje na odrasle oblike ove nematode kod
pasa je melarsomin dihidrohlorid, medutim tretman sa njim moZe dovesti do
tromboembolije (Menozzi i sar., 2015). Dugotrajna terapija sa ivermektinom ima
dobar mikrofilaricidni efekat (Bazzocchi i sar., 2008), ali za potpunu eliminaciju
adulta potrebno je oko 36 nedelja (McCall i sar., 2001).

Stevanovic i sar. (1971) su prvi put opisali dirofilariozu kod ljudi u Srbiji, a
u periodu od 2001.-2008. godine dijagnostikovano je 19 slu€ajeva dirofilarioze
izazvane vrstom D. repens (Dzami¢ i sar., 2009). Na osnovu seroloskih testova
prevalencija ovog oboljenja kod ljudi u Srbiji je ve¢a u severnim delovima zemlje
(Pancevo 27,1%, Novi Sad 16,3%) nego u juznim, kao $to je Nis sa 5,3% (Tasi¢-
OtaSevi¢ i sar., 2014). Kada je u pitanju dirofilarioza pasa u Srbiji, u periodu od
2007.-2008. vrseno je ispitivanje na prisustvo mikrofilarija iz uzoraka krvi od 193
psa, kod kojih je D. repens bila prisutna sa 49,2 % i D. immitis 7,2% (Tasi¢ i sar.,
2008). Radena su seroloska testiranja u dve severne regije republike Srbije u cilju
potvrdivanja prisustva antigena parazita, koriste¢i komercijalni kit i antitela kod
domacina, koristeci ELISA testove u cilju detekcije IgG antitela. Seroprevalencija
D. immitis bila je 22,9 %, a D. repens 42,6% (Tasi¢ i sar., 2012).

Brza i tacna dijagnostika dirofilarioze je neophodna da bi se mogla primeniti
adekvatna terapija kod ljudi i zivotinja. Dijagnoza dirofilarioze pasa se najéeSce
postavlja potvrdom prisustva cirkuliSu¢ih antigena, imunohistohemijskom
metodom, detekcijom mikrofilarija u krvi inficiranih pasa (Knott-ov test i bojenje na
osnovu distribucije kisele fosfataze) i molekularno genetskim ispitivanjima (Genchi
i sar., 2007). Prednosti Knott-ovog testa su brzina i efikasnost u pogledu detekcije
mikrofilarija. Medutim, nedostaci su mu $to zahteva vrlo iskusnog dijagnosticara
i nepouzdan je kod macaka, kod kojih je prisutan izrazito mali broj cirkuliSucih
mikrofilarija. Danas se sve ¢eS¢e u dijagnostici D. immitis koriste molekularno
genetske metode, odnosno reakcija lancane polimerizacije (polymerase chain
reaction - PCR) zbog vrlo visoke specifi¢nosti, osetljivosti i moguénosti da se bez
greske diferenciraju vrste filarija (Genchi i sar., 2007). Korisnost i primenjivost
molekularno genetskih metoda u detekciji uzroCnika vektorski prenosivih bolesti
potvrdena je i u Srbiji (Ozvegy i sar., 2015; Davitkov i sar., 2015; Davitkov i sar.,
2016).

Ciljevi ovog rada bili su utvrdivanje prisustva, prevalencije i rasprostranjenosti
D. immitisi D. repens u populaciji pasa na teritoriji grada Beograda, kao i ispitivanje
efikasnosti molekularno genetskih metoda u preciznoj specijskoj identifikaciji
uzroCnika dirofilarioze pasa u odnosu na tradicionalne metode detekcije.

Materijal i metode rada / Material and methods

U periodu od maja do novembra 2015. godine ispitano je 60 pasa na Klinici
za male Zivotinje Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Svi psi
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su bili sa teritorije grada Beograda i nijedan pas nije napustao teritoriju Republike
Srbije. Svim psima je uraden op$ti klini¢ki pregled i uzorkovana krv punkcijom
v. cephalica antebrachii u vakutajnere sa antikoagulansom (EDTA) za modifikovani
Knott-ov test i za PCR.

Modifikovani Knott-ov test je koriS¢en za detekciju mikrofilarija. Jedan mililitar
krvi sa EDTA je pomesSan sa 9 ml 2% formalina i centrifugovan 5 minuta na 600 x
g. Supernatant je zatim odliven, a 20l sedimenta je prebaceno na mikroskopsku
plocicu i pome8ano sa jednakom koli¢inom 1:1000 metilenskog plavog i zatim
prekriven pokrovnicom. Pregled je vr8en na svetlosnom mikroskopu na uvec¢anju
od 100x i 400x.

DNK je izolovana iz uzoraka krvi sa EDTA koristeci ,QlAamp DNA blood Mini
kit* (Qiagen) u skladu sa uputstvom proizvodaca. In vitro kloniranje fragmenta
DNK je obavljeno putem reakcije lan¢ane polimerizacije, odnosno putem PCR
amplifikacije u aparatu koji ima moguénost brze promene temperaturnih uslova
(Stevanovi¢ i sar., 2011).

Za detekciju D. immitis kori8¢en je set prajmera ROR
91 (5'-GCATCTTAGAACTTGGTCCATCC-3’) i ROR 92
(5-CAAAGGCGTATTTACCGCCAC-3’) koji ima ulogu da umnozava segment
veliGine 440 bp 16S rRNK (Watts i sar., 1999). Za detekciju D. repens
koris¢en je set prajmera DIR3 (5-CCGGTAGACCATGGCATTAT-3’) i DIR4
(5-CGGTCTTGGACGTTTGGTTA-3’) koji umnozavaju segment veli¢ine 246 bp
(Vaskalis i sar., 1999).

Sve PCR reakcije su izvodene u aparatu Multigene Gradient Thermal Cycler
(Labnet International Inc.). PCR reakciona smeSa ukupnog volumena 25 pL je
sadrzala 1xPCR-pufer (Kapa Biosystems), 1,5 mM MgCI2 (Kapa Biosystems),
100 uM dNTP (Kapa Biosystems), 2 uM svakog prajmera, 0,5 U Taq polimeraze
(Kapa Biosystems) i 5 yL (10 ng/ yL) izolovane DNK.

Pocetna denaturacija se odvijala na 95°C tokom 5 minuta, zatim je u 35
ciklusa ponovljena denaturacija 30 sekundi na 95°C, hibridizacija 30 sekundi na
58°C i ekstenzija na 72°C tokom 1 minuta. Finalna DNK ekstenzija se odvijala
na 72°C tokom 5 minuta. Isti protokol je koris¢éen za obe vrste dirofilarija, osim
temperature hibridizacije koja je kod D. repens iznosila 53°C. Produkti PCR
amplifikacije su razdvojeni elektroforezom (pri struji od 50 mA i naponu od 50V
u trajanju od 45 minuta) na 2% agaroznom gelu. Za vizuelizaciju DNK u gelu
koridcéen je etidijum bromid koji flourescira kad se osvetli UV svetlom.

Rezultati / Results

Ispitano je 60 pasa starosti od jedne do jedanaest godina, razlicitih rasa, od
kojih je najveci broj angazovan u lovu (67%). Dominantni klini¢ki znaci prilikom
opsteg pregleda bili su: brzo zamaranje tokom treninga (30%), otezano disanje i
suv kasalj (22%), anoreksija (18%), ubrzan rad srca (17%) i promene na kozi (8%).
Kod svih pasa promene su prisutne duze od dve nedelje, odnosno radilo se o
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hroni€nom toku bolesti. Najveci procenat pasa sa izraZzenim klini¢kim simptomima
bili su psi koji se koriste u lovu (80%).

Slika 1. Prikaz dobijenih rezultata dobijenih na agaroznom gelu obojenom u etidijum bro-
midu. Dirofilaria immitis pozitivni uzorci daju trake veliine 440 bp, a D. repens uzor-
ci daju trake veli¢ine 246bp M- Marker (100bp DNA ladder Nippon Genetics, Ger-
many); 1-3 — Dirofilaria immitis pozitivni uzorci; 4-7 Dirofilaria repens pozitivni uzor-
ci; 8 19 — negativna kontrola

Picture 1. Presentation of the results obtained by agarose gel stained with ethidium bro-
mide. Dirofilaria immitis positive samples give stripes size 440 bp, and D. repens
uzorci give stripes size 246bp M- Marker (100bp DNA ladder Nippon Genetics, Ger-
many); 1-3 — Dirofilaria immitis positive samples; 4-7 Dirofilaria repens positive sam-
ples; 8 i 9 — negative control

Na osnovu rezultata modifikovanog Knott-ovog testa utvrdeno je prisustvo
cirkuliSucih mikrofilarija kod 22 psa (37%) starosti izmedu dve i osam godina.

Tabela 1. Tabelarni prikaz rezultata dobijenih metodom modifikovanog Knott testa i PCR
Table 1. Tabular presentation of the results obtained by the method of modified Knott test

and PCR
Broj pregledanih pasa (N=60)
Number of examined dogs (N=60)
Modifikovani Knott test /
Metoda / Method Modified Knott test PCR
Uzrocnik / Prisutne mikrofilarije / | Prevalencija /| Broj pozitivnih pasa/ | Prevalencija /
Causative agent Present microfilariae | Prevalence | Number of positive dogs Prevalence
Dirofilaria immitis 14 42%
Dirofilaria repens 22 37% 2 22%

Molekularno genetskim metodama u cilju dokazivanja prisustva DNK
dirofilarija vrsta, utvdeno je 14 pozitivnih pasa na D. immitis (23%), dva psa
pozitivna na D. repens (3%), dok je meSovita infekcija ustanovljena kod 11 pasa
(18%) (Slika 1). Dobijeni rezultati ukazuju da je prevalencija D. immitis 42% (25/60),
a D. repens 22% (13/60) (Tabela 1). Kod 3 psa koji su bili negativni na Knott
testu, dokazana je mesovita infekcija, dok je samo jedan pas bio negativan na
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Knott testu, a pozitivan na prisustvo D. repens molekularnom metodom detekcije.
Nijedan uzorak iz ispitivane grupe pasa nije bio Knott pozitivan, a PCR negativan.

Diskusija / Discussion

Klini€ki znaci dirofilarioze pasa prikazani u ovom radu ne odstupaju od drugih
istrazivanja sprovedenih na tlu Evrope, kako u frekvenciji pojave simptoma, tako
i u redosledu pojavljivanja. Naj¢esci simptomi kod pasa koji se navode u literaturi
su upavo netolerisanje fizickog naprezanja, hroni¢ni kasalj, tahikardija i tahipnoja,
kao i anoreksija (Simon i sar., 2012).

Rezultati dobijeni na osnovu molekularno genetskih ispitivanja su pokazali
prevalenciju D. immitis 42% i D. repens 22% u ispitivanoj grupi Zivotinja. Kod 11
pasa bila je prisutna meSovita infekcija, $to se moze objasniti u¢esc¢em istih vektora
u prenoSenju razli€itih vrsta roda Dirofilaria. Dobijeni rezultati nisu u korelaciji sa
rezultatima dobijenim na osnovu seroloSkih metoda na teritoriji Pan¢eva i Velikog
Gradista, gde je prevalancija D. repens iznosila 42.6%, a D. immitis 12.3% (Tasi¢
i sar., 2012).

Veéa prevalencija D. immits u naSem istraZivanju u odnosu na ranija
istraZivanja na teritoriji Srbije mogu se objasniti klimatskim promenama koje
omogucavaju razvoj i Sirenje vektora, kao i prisustvom pasa obolelih od
dirofilarioze, koji jo$ uvek nisu dijagnostikovani i leCeni, pa su nosioci mikrofilarija
i imaju veliki uticaj na Sirenje uzro€nika dirofilarioze (Albonico i sar., 2014).

U naSem istraZivanju je bilo 7 pasa koji su bili negativni na Knott testu, dok su
metodom PCR pokazali pozitivnu reakciju na prisustvo Dirofilaria vrsta. Postojanje
mogucénosti dobijanja lazno negativnih rezultata je upravo jedan od glavnih
problema upotrebe seroloSkih metoda detekcije i Knott testa, Sto je zapazeno i
u prethodnim istrazivanjima (Rishniw i sar., 2006). Zbog toga su se u proteklih
nekoliko godina razvile razlic¢ite molekularne metode za diferencijaciju vrsta roda
Dirofilaria koje omogucavaju ta¢nu i preciznu dijagnostiku ove nematodoze (Gioia
i sar., 2010; Latrofa i sar., 2011).

lako u nasem radu nije bilo uzoraka koji su bili pozitivni na Knott testu, a
negativni metodom PCR, na ovakve uzorke treba posebno obratiti paznju zbog
moguceg prisustva drugih vrsta filarija. Osim D. immitis postoji jo§ barem Sest
filarida koje produkuju mikrofilarije, a daju negativne rezultate seroloskih testova
na prisustvo antigena D. immitis (Rishniw i sar., 2006). To je jedan od razloga zbog
Cega su tradicionalne metode problematiCnije u svim situacijama kada je dosta
teSko napraviti morfolosku razliku izmedu mikrofilarija razli¢itih vrsta ili u sluc¢aju
mesovite infekcije (Rishniw i sar., 2006; Genchi i sar., 2007). Ta¢na identifikacija
filarija vrsta kod pasa moze biti od velikog znacaja, kako zbog zoonoznog
potencijala tako i zbog terapije obolelih Zivotinja. A. canthocheilonema reconditum
i A. dracunculoides nemaju veci klini¢ki znacaj, dok D. repens uglavnom dovodi
do stvaranja subkutanih granuloma i pruritusa kod pasa (Baneth i sar., 2002;
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Tarello, 2003), kao i stvaranja konjunktivalnih i pulmonalnih nodula (Cordonnier i
sar., 2002).

Visok procenat obolelih lovackih pasa u nasem radu je u pozitivnoj korelaciji
sa radovima drugih autora i smatra se da je ustanovljena prevalencija velika
upravo zbog njihove izloZenosti vektorima i Cestih odlazaka u epizootioloSka
podrucja u kojima je prevalencija dirofilarioze visoka (Lim i sar., 2010; Vieira i sar.,
2014).

Zakljuéak / Conclusion

Rezutati istrazivanja potvrduju opravdanost upotrebe molekularnih metoda
detekcije u preciznoj specijskoj identifikaciji uzro¢nika dirofilarioze pasa. Precizna
detekcija uzro€nika je neophodna u obezbedivanju osnovnih informacija o
prevalenciji, incidenciji i rasprostranjenosti u populaciji pasa na odredenom
podrudju, kao i za sprovodenje adekvatnih i efikasnih mera zdravstvene zastite
ljudi i zivotinja. Dalja istrazivanja ¢e biti usmerena na ispitivanje potencijalnih
vektora uklju€enih u prenos D. immitis i D. repens, kao i razvijanja metode
real time PCR zbog preciznije kako kvalitativne, tako i kvantitativne detekcije
uzro¢nika. Mogucnost precizne dijagnostike inficiranih pasa je od klju¢nog znacaja
u prevenciji Sirenja dirofilarioze pasa.
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ENGLISH '

MOLECULAR DETECTION AND INVESTIGATION OF THE PRESENCE
OF DIROFILARIOSIS CAUSATIVE AGENT IN DOGS ON THE TERRITORY
OF BELGRADE

Davitkov Dajana, Davitkov Darko, Vuci¢evi¢ Milos, Nesi¢ Vladimir, Glavini¢ Uros,
Stevanovi¢ Jevrosima, Stanimirovi¢ Zoran

Dirofilariosis in dogs is a parasitic disease caused by the strains Dirofilaria immitis
and D. Repens. Dirofilaria immitis parasitizes in the right side of the heart and pulmonary
artery, causing considerable functional impairment of the heart, while adult forms of D.
repens mostly parasitize in subcutaneous tissue causing minor skin damage. In this
investigation, during the period from May to November 2015, 60 dogs of different race from
the territory of Belgrade were examined.

Ater the clinical examination, the blood was sampled for microfilariae detection
by Knott test, as well as for molecular detection of the agent. Main clinical signs were:
fatigue during exersise, shortness of breath and dry cough, anorexia, rapid heartbeat and
skin changes. Microfilariae were detected in 22 dogs (37%) by modified Knott test. By
molecular genetic method there was determined the prevalence of D. immitis 42%, and D.
repens 22%. In this investigation 7 dogs were negative on Knott test, but by PCR method
they showed a positive reaction on the presence of species of the genus Dirofilaria. On the
basis of the obtained results, the application of molecular-genetic methods is justified in
accurate and reliable species identification of Dirofilaria genus.

Key words: Belgrade, Dirofilaria spp, Knott test, dog, PCR
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PYCCKWUMA '

MONEKYNAPHOE OBHAPYXXEHWUE U NCCJIIEAOBAHUE PACNPOCTPAHEHUSA
BO3BYAUTENEUN AUPODUITAPUO3A Y COBAK HA TEPPUTOPUU TOPOLA
BEJNIrPALOA

DaButkoB [anaHa, [OaBuTtkoB [apko, Byunuesuy Munouw, Hewmy Bnagumup,
MaBuHn4 Ypow, CteBaHoBUY EBpocuma, CtaHumupoBuy 3opaH

HOupodunsapmros y cobak - napasvtHoe 3abonesaHune, BoldblBaemoe Bugamu Dirofilaria
immitis n D. repens. Dirofilaria immitis napa3uTupyeTt B NeBow YacTu cepaua 1 NeroyYHom
apTepuu, 4TO NPUBOAUT K 3HAUUTENBbHOMY (DYHKLIMOHANbHOMY NOBPEXAEHMIO cepaua, B TO
BpeMms Kak B3pocnble opMbl D. repens B OCHOBHOM NapasvuTUPYIOT B MOAKOXHOM KreTyaTke,
npuBoast K HEOONbLUMM NOBPEXAEHUSIM KOXU. B 9TOM uccnenoBaHny npuHuManu yyactme
60 cobak pa3nuyHbIX Nopoa ¢ TeppuTopumn ropoga benrpaga 3a nepuog ¢ masi no HosA6pb
2015 ropa. lNocne KNMHWYECKOro ocMmoTpa B3ATbl 06pasubl KpoBWM AN onpedeneHus
MUKpOOUNSPUA  MoanUUMPOBaHHLIM TecToM HoTTa, a Takke Anst MONeKynspHoro
onpegenenns Bo3dyautenen. OCHOBHbIMU KIMMHUYECKUMU MpU3HakaMy Obinun: ObicTpas
YTOMMSIEMOCTb BO BPEMSI TPEHUPOBKM, TSXKENOE AblXaHWe U CyXOM Kallefb, aHOPEeKCus,
YCKOPEHHOE cepALebueHne n n3amMeHeHus Ha kKoxe. Mukpodunsapum obHapyxeHbl y 22
cobak (37%) ¢ nomoLbo MoAMULMPOBaHHOTO TecTa HoTTa. MonekynsapHO-reHeTU4eCKNM
MEeToAO0M NOATBepXAeHo NnpeobnagaHue D.immitis 42%, a D. repens 22%. B npoBegeHHOM
nccrnefoBaHuy yvactBoBanu 7 cobak, pesyneratbl TecTa Hotta anst kotopbix Obinuv
oTpuUaTenbHbl, B TO BpeMs kak ¢ nomollbio metoga PCR BbisiBeHa MoOnoXxuTernbHas
peakums Ha Hanuuve BuAoB M3 popa Dirofilaria. Ha ocHOBaHWM MOMyYEeHHbIX AaHHbIX
NPUMEHEHVE MOMNEKYNsIPHO-TEHETUYECKOro MeToaa NOoATBEPXKAAET CBOK OMNpaBLAaHHOCTb
B TOYHOW 1 HafexXHoM crneunduyeckon nageHtTudmkaumm poga Dirofilaria.

KntoueBble crnioBa: benrpag, Dirofilaria spp, Tect HotTa, cobaka, PCR
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