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MOLEKULARNA DETEKCIJA I ISPITIVANJE ZASTUPLJENOSTI 
UZROČNIKA DIROFILARIOZE PASA NA TERITORIJI GRADA BEOGRADA* 

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

Davitkov Dajana, Davitkov Darko, Vučićević Miloš, Nešić Vladimir, Glavinić Uroš,  
Stevanović Jevrosima, Stanimirović Zoran**

Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje izazvano vrstama 
Dirofilaria immitis i D. repens. D. immitis parazitira u desnoj strani srca 
i plućnoj arteriji, dovodeći do značajnog funkcionalnog oštećenja srca, 
dok adultni oblici D. repens uglavnom parazitiraju u subkutanom tkivu 
dovodeći do manjih oštećenja kože. U ovom istraživanju ispitano je 60 
pasa, različitih rasa, sa teritorije grada Beograda, u periodu od maja do 
novembra 2015. godine. Nakon kliničkog pregleda, krv je uzorkovana 
za detekciju mikrofilarija modifikovanim Knott-ovim testom, kao i za 
molekularnu detekciju uzročnika. Glavni klinički znaci su bili: brzo 
zamaranje tokom treninga, otežano disanje i suv kašalj, anoreksija, 
ubrzan rad srca i promene na koži. Mikrofilarije su detektovane kod 22 
psa (37%) modifikovanim Knott-ovim testom. Molekularno genetskom 
metodom utvrđena je prevalencija D.immitis 42%, a D. repens 
22 %. U sprovedenom istraživanju je bilo 7 pasa koji su bili negativni 
na Knott testu, dok su metodom PCR pokazali pozitivnu reakciju 
na prisustvo vrsta iz roda Dirofilaria. Na osnovu dobijenih rezultata 
primena molekularno-genetskih metoda potvrđuje svoju opravdanost 
u preciznoj i pouzdanoj specijskoj identifikaciji roda Dirofilaria.

Ključne reči: Beograd, Dirofilaria spp, Knott test, pas, PCR 
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Nematode roda Dirofilaria pripadaju familiji Onchocercidae i subfamiliji
Dirofilarinae, redu Spirurida (Anderson, 2000). Primarni domaćini su psi, a
uzročnikmožedaparazitira ikodvukova,dinga,kojota, lisica,mačaka, feretki,
medveda,konja,zečeva,pandi,jelena,majmunailjudi(Manfrediisar.,2007).Psi,
posebnolovački,sumnogočešćeizloženikomarcima,pasesmatraidačešće
oboljevaju (Ebania i sar.,2015).UEvropinajčešćefilaridepasakojesemogu
naćiuperifernojkrvisuDirofilaria immitis, D. repens, Acanthocheilonema (syn. 
Dipetalonema) dracunculoides i A. reconditum (Magnisisar.,2013).Istraživanja
supokazaladasedirofilarijemogurazvijatiurazličitimvrstamaartropoda,alina
osnovudosadašnjihispitivanjajedinoseinsektiizredaDiptera,familijaCulicide
ponašajukaobiološkivektori(Cancriniisar.,2007).

Smatra se da klimatske promene omogućavaju širenje dirofilarioze zbog
bržegrazmnožavanjavektorakaoštosuAedes vexans, A. albopictus, A. cinereus, 
Culex pipiens i C. territans (Cancrini i sar., 2007; Ebania i sar., 2015).Tokom
hranjenjavektoripenetrirajukožudomaćinaiunoseuorganizaminfektivnuformu
-larvustadijumaL3(Vencoisar.,2011).LarvaL3tokom3-12danaodinfekcije
prelaziustadijumL4,dokjezaprelazakupreadultnioblikpotrebno50-70danaod
infekcije.AdultniobliciD. immitis dolaze u desnu stranu srca i pulmonalnu arteriju 
između70-85.dana ipostajuseksualnozrelinakon120dana.Dužinaodraslih
ženki iznosi 250-310mm, a širina 1-1.3mm, dok je dužina odraslih mužjaka
120-200mm,aširina0.7-0.9mm.Prepatentniperiodiznosi6-9meseci,nakon
čega ženke kreću da produkujumikrofilarije.Adulti mogu da žive od nekoliko
meseci do nekoliko godina, amikrofilarije od 2 do 18meseci (Manfredi i sar.,
2007).Dirofilaria immitisparazitiraudesnojstranisrcaiplućnojarterijikodpasa,
dovodećidoznačajnogfunkcionalnogoštećenjasrca(Albonicoisar.,2014),dok
adultni oblici D. repensuglavnomparazitirajuusubkutanom tkivudovodećido
manjihoštećenjakože(Latrofaisar.,2011).

Kardiovaskularna dirofilarioza pasa ima hroničan, progresivan tok i
prvenstveno dovodi do promena na plućima i srcu domaćina (Venco, 2007).
Povećanjebrojaadultnihformiparazitaupulmonalnojarterijidovodidouvećanja
endotelnih ćelija tunica intima i posledičnog suženja lumena krvnih sudova i
smanjenjaelastičnostinjihovogzida(Simónisar.,2012).Usledoštećenjaendotela
dolazidoaktivacijeneutrofilnihgranulocitakojiseadherirajunaendotelistvaraju
enzime, koji ga dodatno oštećuju. Oštećene površine arterija omogućavaju
prolazak albumina, plazme i krvnih ćelija u perivaskularni prostor. Pošto je
oboljenjehroničnog tokavećinapasanepokazujenikakvekliničkeznakeduži
vremenskiperiod.Simptomisepojavljujupostepenoiuglavnomsemanifestuju
kašljem,dispnojomislabošću. Iakosuobevrstedirofilarijazoonozesmatrase
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Materijal i metode rada / Material and methods

da je zoonozni potencijal D. repensuEvropiznatnoveći(PampiglioneiRivasi,
2000).

Jedini antiparazitik koji deluje na odrasle oblike ove nematode kod 
pasa je melarsomin dihidrohlorid, međutim tretman sa njim može dovesti do
tromboembolije(Menozziisar.,2015).Dugotrajnaterapijasaivermektinomima
dobarmikrofilaricidniefekat (Bazzocchi isar.,2008),alizapotpunueliminaciju
adultapotrebnojeoko36nedelja(McCallisar.,2001).

Stevanović isar.(1971)suprviputopisalidirofilariozukodljudiuSrbiji,a
u perioduod2001.-2008. godinedijagnostikovano je 19 slučajevadirofilarioze
izazvane vrstom D. repens(Džamićisar.,2009).Naosnovuserološkihtestova
prevalencijaovogoboljenjakodljudiuSrbijijevećausevernimdelovimazemlje
(Pančevo27,1%,NoviSad16,3%)negoujužnim,kaoštojeNišsa5,3%(Tasić-
Otaševićisar.,2014).KadajeupitanjudirofilariozapasauSrbiji,uperioduod
2007.-2008.vršenojeispitivanjenaprisustvomikrofilarijaizuzorakakrviod193
psa,kodkojihjeD. repensbilaprisutnasa49,2%iD. immitis7,2%(Tasićisar.,
2008).RađenasuserološkatestiranjaudveseverneregijerepublikeSrbijeucilju
potvrđivanjaprisustvaantigenaparazita, koristeći komercijalni kit i antitelakod
domaćina,koristećiELISAtestoveuciljudetekcijeIgGantitela.Seroprevalencija
D. immitisbilaje22,9%,aD. repens42,6%(Tasićisar.,2012).

Brzaitačnadijagnostikadirofilariozejeneophodnadabisemoglaprimeniti
adekvatnaterapijakodljudi iživotinja.Dijagnozadirofilariozepasasenajčešće
postavlja potvrdom prisustva cirkulišućih antigena, imunohistohemijskom
metodom,detekcijommikrofilarijaukrviinficiranihpasa(Knott-ovtestibojenjena
osnovudistribucijekiselefosfataze)imolekularnogenetskimispitivanjima(Genchi
isar.,2007).PrednostiKnott-ovogtestasubrzinaiefikasnostupogledudetekcije
mikrofilarija.Međutim,nedostacisumuštozahtevavrloiskusnogdijagnostičara
i nepouzdanjekodmačaka,kodkojih jeprisutan izrazitomalibrojcirkulišućih
mikrofilarija.Danas se sve češće u dijagnosticiD. immitis koriste molekularno 
genetske metode, odnosno reakcija lančane polimerizacije (polymerase chain 
reaction-PCR)zbogvrlovisokespecifičnosti,osetljivostiimogućnostidasebez
greške diferenciraju vrste filarija (Genchi i sar., 2007). Korisnost i primenjivost
molekularnogenetskihmetodaudetekcijiuzročnikavektorskiprenosivihbolesti
potvrđenajeiuSrbiji(Özvegyisar.,2015;Davitkovisar.,2015;Davitkovisar.,
2016).

Ciljeviovogradabilisuutvrđivanjeprisustva,prevalencijeirasprostranjenosti
D. immitis i D. repens u populaciji pasa na teritoriji grada Beograda, kao i ispitivanje 
efikasnosti molekularno genetskih metoda u preciznoj specijskoj identifikaciji
uzročnikadirofilariozepasauodnosunatradicionalnemetodedetekcije.

Uperioduodmajadonovembra2015.godineispitanoje60pasanaKlinici
zamaleživotinjeFakultetaveterinarskemedicineUniverzitetauBeogradu.Svipsi
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Rezultati / Results

su bili sa teritorije grada Beograda i nijedan pas nije napuštao teritoriju Republike 
Srbije.Svimpsima jeurađenopšti klinički pregled i uzorkovanakrvpunkcijom 
v. cephalica antebrachii uvakutajneresaantikoagulansom(EDTA)zаmodifikovani
Knott-ovtestizaPCR.

ModifikovaniKnott-ovtestjekorišćenzadetekcijumikrofilarija.Jedanmililitar
krvisaEDTAjepomešansa9ml2%formalinaicentrifugovan5minutana600x
g.Supernatantjezatimodliven,a20μlsedimentajeprebačenonamikroskopsku
pločicu i pomešano sa jednakomkoličinom1:1000metilenskogplavog i zatim
prekrivenpokrovnicom.Pregledjevršennasvetlosnommikroskopunauvećanju
od100xi400x.

DNKjeizolovаnаizuzorаkаkrvisаEDTAkoristeći„QIAampDNAbloodMini
kit“ (Qiagen) u sklаdu sаuputstvomproizvođаčа. In vitro klonirаnje frаgmentа
DNK je obаvljenoputem reаkcije lаnčаnepolimerizаcije, odnosnoputemPCR
аmplifikаcijeuаpаrаtukoji imаmogućnostbrzepromenetemperаturnihuslovа
(Stevanovićisar.,2011).

Za detekciju D. immitis korišćen je set prajmera ROR
91 (5’-GCATCTTAGAACTTGGTCCATCC-3’) i ROR 92
(5’-CAAAGGCGTATTTACCGCCAC-3’) koji ima ulogu da umnožava segment
veličine 440 bp 16S rRNK (Watts i sar., 1999). Za detekciju D. repens 
korišćen je set prajmera DIR3 (5’-CCGGTAGACCATGGCATTAT-3’) i DIR4
(5’-CGGTCTTGGACGTTTGGTTA-3’)kojiumnožavajusegmentveličine246bp
(Vaskalisisar.,1999).

SvePCRreаkcijesuizvođeneuаpаrаtuMultigeneGradientThermalCycler
(Labnet International Inc.).PCR reаkcionаsmešаukupnogvolumena25μL je
sаdržаlа 1×PCR-pufer (KapaBiosystems), 1,5mMMgCl2 (KapaBiosystems),
100μMdNTP(KapaBiosystems),2μMsvаkogprаjmerа,0,5UTaqpolimerаze
(KapaBiosystems)i5μL(10ng/μL)izolovаneDNK.

Početnа denаturаcijа se odvijаlа nа 95ºC tokom5minutа, zаtim je u 35
ciklusаponovljenаdenаturаcijа30sekundinа95°C,hibridizаcijа30sekundinа
58°C iekstenzijаnа72°C tokom1minutа.FinаlnаDNKekstenzijаseodvijаlа
nа72°Ctokom5minutа. Istiprotokol jekorišćenzaobevrstedirofilarija,osim
temperature hibridizacije koja je kod D. repens iznosila 53°C. Produkti PCR
аmplifikаcijesurаzdvojenielektroforezom(pristrujiod50mAinаponuod50V
u trаjаnju od 45minutа) nа 2%аgаroznomgelu. Zа vizuelizаcijuDNKu gelu
korišćenjeetidijumbromidkojiflourescirаkаdseosvetliUVsvetlom.

Ispitanoje60pasastarostiodjednedojedanaestgodina,različitihrasa,od
kojih jenajvećibrojangažovanu lovu(67%).Dominantnikliničkiznaciprilikom
opštegpregledabilisu:brzozamaranjetokomtreninga(30%),otežanodisanjei
suvkašalj(22%),anoreksija(18%),ubrzanradsrca(17%)ipromenenakoži(8%).
Kodsvihpasapromenesuprisutnedužeoddvenedelje,odnosno radiloseo 
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hroničnomtokubolesti.Najvećiprocenatpasasaizraženimkliničkimsimptomima
bilisupsikojisekoristeulovu(80%).

NaosnovurezultatamodifikovanogKnott-ovogtestautvrđeno jeprisustvo
cirkulišućihmikrofilarijakod22psa(37%)starostiizmeđudveiosamgodina.
Tabela1.TabelarniprikazrezultatadobijenihmetodommodifikovanogKnotttestaiPCR
Table 1. Tabular presentation of the results obtained by the method of modified Knott test 

and PCR

Brojpregledanihpasa(N=60)
Number of examined dogs (N=60)

Metoda/Method ModifikovaniKnotttest/
Modified Knott test PCR

Uzročnik/ 
Causative agent

Prisutnemikrofilarije/
Present microfilariae

Prevalencija/
Prevalence

Brojpozitivnihpasa/
Number of positive dogs

Prevalencija/
Prevalence

Dirofilaria  immitis 14 42%

Dirofilaria  repens 22 37% 2 22%

Molekularno genetskim metodama u cilju dokazivanja prisustva DNK
dirofilarija vrsta, utvđeno je 14 pozitivnih pasa naD. immitis (23%), dva psa
pozitivna na D. repens(3%),dokjemešovitainfekcijaustanovljenakod11pasa
(18%)(Slika1).DobijenirezultatiukazujudajeprevalencijaD. immitis42%(25/60),
a D. repens 22% (13/60) (Tabela 1).Kod3 psa koji su bili negativni naKnott
testu,dokazana jemešovita infekcija,dok jesamo jedanpasbionegativanna

Slika1.Prikazdobijenihrezultatadobijenihnaagaroznomgeluobojenomuetidijumbro-
midu. Dirofilaria immitispozitivniuzorcidajutrakeveličine440bp,aD. repens uzor-
cidajutrakeveličine246bpM-Marker(100bpDNA ladder Nippon Genetics, Ger-
many);1-3–Dirofilaria immitis pozitivniuzorci;4-7Dirofilaria repens pozitivni uzor-
ci; 8i9–negativnakontrola

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
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Knott testu, a pozitivan na prisustvo D. repens molekularnom metodom detekcije. 
NijedanuzorakizispitivanegrupepasanijebioKnottpozitivan,aPCRnegativan.

Kliničkiznacidirofilariozepasaprikazaniuovomraduneodstupajuoddrugih
istraživanjasprovedenihnatluEvrope,kakoufrekvencijipojavesimptoma,tako
iuredosledupojavljivanja.Najčešćisimptomikodpasakojisenavodeuliteraturi
suupavonetolerisanjefizičkognaprezanja,hroničnikašalj,tahikardijaitahipnoja,
kaoianoreksija(Simonisar.,2012).

Rezultatidobijeninaosnovumolekularnogenetskih ispitivanjasupokazali
prevalenciju D. immitis42%iD. repens22%uispitivanojgrupiživotinja.Kod11
pasabilajeprisutnamešovitainfekcija,štosemožeobjasnitiučešćemistihvektora
uprenošenjurazličitihvrstarodaDirofilaria. Dobijeni rezultati nisu u korelaciji sa 
rezultatimadobijenimnaosnovuserološkihmetodanateritorijiPančevaiVelikog
Gradišta, gde je prevalancija D. repensiznosila42.6%,aD. immitis12.3%(Tasić
isar.,2012).

Veća prevalencija D. immits u našem istraživanju u odnosu na ranija
istraživanja na teritoriji Srbije mogu se objasniti klimatskim promenama koje
omogućavaju razvoj i širenje vektora, kao i prisustvom pasa obolelih od
dirofilarioze,kojijošuveknisudijagnostikovaniilečeni,pasunosiocimikrofilarija
iimajuvelikiuticajnaširenjeuzročnikadirofilarioze(Albonicoisar.,2014).

Unašemistraživanjujebilo7pasakojisubilinegativninaKnotttestu,doksu
metodomPCRpokazalipozitivnureakcijunaprisustvo Dirofilaria vrsta.Postojanje
mogućnosti dobijanja lažno negativnih rezultata je upravo jedan od glavnih
problemaupotrebeserološkihmetodadetekcije iKnott testa,što jezapaženo i
uprethodnim istraživanjima(Rishniw isar.,2006).Zbog togasuseuproteklih
nekolikogodinarazvilerazličitemolekularnemetodezadiferencijacijuvrstaroda
Dirofilariakojeomogućavajutačnuipreciznudijagnostikuovenematodoze(Gioia
isar.,2010;Latrofaisar.,2011).

Iako u našem radu nije bilo uzoraka koji su bili pozitivni na Knott testu, a 
negativnimetodomPCR,naovakveuzorketrebaposebnoobratitipažnjuzbog
mogućegprisustvadrugihvrstafilarija.OsimD. immitis postoji još barem šest 
filaridakojeprodukujumikrofilarije,adajunegativnerezultateserološkihtestova
na prisustvo antigena D. immitis(Rishniwisar.,2006).Tojejedanodrazlogazbog
čegasutradicionalnemetodeproblematičnijeusvimsituacijamakada jedosta
teškonapravitimorfološkurazlikuizmeđumikrofilarijarazličitihvrstailiuslučaju
mešoviteinfekcije(Rishniwisar.,2006;Genchiisar.,2007).Tačnaidentifikacija
filarija vrsta kod pasa može biti od velikog značaja, kako zbog zoonoznog
potencijalatakoizbogterapijeobolelihživotinja.A. canthocheilonema reconditum 
i A. dracunculoidesnemajuvećikliničkiznačaj,dokD. repens uglavnom dovodi 
do stvaranja subkutanih granuloma i pruritusa kod pasa (Baneth i sar., 2002;

Diskusija / Discussion
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Tarello,2003),kaoistvaranjakonjunktivalnihipulmonalnihnodula(Cordonnieri
sar.,2002).

Visokprocenatobolelihlovačkihpasaunašemradujeupozitivnojkorelaciji
sa radovima drugih autora i smatra se da je ustanovljena prevalencija velika
upravo zbog njihove izloženosti vektorima i čestih odlazaka u epizootiološka
područjaukojimajeprevalencijadirofilariozevisoka(Limisar.,2010;Vieiraisar.,
2014).

Rezutati istraživanjapotvrđujuopravdanostupotrebemolekularnihmetoda
detekcijeupreciznojspecijskojidentifikacijiuzročnikadirofilariozepasa.Precizna
detekcija uzročnika je neophodna u obezbeđivanju osnovnih informacija o
prevalenciji, incidenciji i rasprostranjenosti u populaciji pasa na određenom
području,kaoizasprovođenjeadekvatnih iefikasnihmerazdravstvenezaštite
ljudi i životinja. Dalja istraživanja će biti usmerena na ispitivanje potencijalnih
vektora uključenih u prenos D. immitis i D. repens, kao i razvijanja metode 
real time PCR zbog preciznije kako kvalitativne, tako i kvantitativne detekcije
uzročnika.Mogućnostpreciznedijagnostikeinficiranihpasajeodključnogznačaja
uprevencijiširenjadirofilariozepasa.
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MOLECULAR DETECTION AND INVESTIGATION OF THE PRESENCE 
OF DIROFILARIOSIS CAUSATIVE AGENT IN DOGS ON THE TERRITORY 

OF BELGRADE

Davitkov Dajana, Davitkov Darko, Vučićević Miloš, Nešić Vladimir, Glavinić Uroš,  
Stevanović Jevrosima, Stanimirović Zoran

DirofilariosisindogsisaparasiticdiseasecausedbythestrainsDirofilaria immitis 
and  D. Repens. Dirofilaria immitisparasitizesintherightsideoftheheartandpulmonary
artery,causingconsiderable functional impairmentof theheart,whileadult formsof D. 
repens mostly parasitize in  subcutaneous tissue causing minor skin damage. In this
investigation,duringtheperiodfromMaytoNovember2015,60dogsofdifferentracefrom
theterritoryofBelgradewereexamined.

Ater the clinical examination, the blood was sampled for microfilariae detection
byKnott test,aswellas formoleculardetectionof theagent.Mainclinical signswere:
fatigueduringexersise,shortnessofbreathanddrycough,anorexia,rapidheartbeatand
skinchanges.Microfilariaeweredetected in22dogs (37%)bymodifiedKnott  test.By
moleculargeneticmethodtherewasdeterminedtheprevalenceofD. immitis42%,andD. 
repens22%.Inthisinvestigation7dogswerenegativeonKnotttest,butbyPCRmethod
theyshowedapositivereactiononthepresenceofspeciesofthegenusDirofilaria.Onthe
basisoftheobtainedresults,theapplicationofmolecular-geneticmethodsisjustifiedin
accurateandreliablespeciesidentificationofDirofilaria genus.

Keywords:Belgrade,Dirofilariaspp,Knotttest,dog,PCR
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МОЛЕКУЛЯРНОЕ ОБНАРУЖЕНИЕ И ИССЛЕДОВАНИЕ РАСПРОСТРАНЕНИЯ 
ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ДИРОФИЛЯРИОЗА У СОБАК НА ТЕРРИТОРИИ ГОРОДА 

БЕЛГРАДА 

Давитков Дайана,  Давитков Дарко,  Вучичевич Милош, Нешич Владимир, 
Главинич Урош, Стеванович Евросима, Станимирович Зоран

Дирофиляриозусобак-паразитноезаболевание,вызываемоевидамиDirofilaria 
immitis и D. repens. Dirofilaria immitisпаразитируетвлевойчастисердцаилегочной
артерии,чтоприводиткзначительномуфункциональномуповреждениюсердца,вто
времякаквзрослыеформыD. repensвосновномпаразитируютвподкожнойклетчатке,
приводякнебольшимповреждениямкожи.Вэтомисследованиипринималиучастие
60собакразличныхпородстерриториигородаБелградазапериодсмаяпоноябрь
2015 года. После клинического осмотра взяты образцы крови для определения
микрофилярий модифицированным тестом Нотта, а также для молекулярного
определения возбудителей. Основными клиническими признаками были: быстрая
утомляемостьвовремятренировки, тяжелоедыханиеисухойкашель,анорексия,
ускоренное сердцебиение и изменения на коже.Микрофилярии обнаружены у 22
собак(37%)спомощьюмодифицированноготестаНотта.Молекулярно-генетическим
методомподтвержденопреобладаниеD.immitis42%,аD. repens22%.Впроведенном
исследовании участвовали 7 собак, результаты теста Нотта для которых были
отрицательны, в то время как с помощью метода PCR выявлена положительная
реакция на наличие видов из рода Dirofilaria. На основании полученных данных
применениемолекулярно-генетическогометодаподтверждаетсвоюоправданность
вточнойинадежнойспецифическойидентификацииродаDirofilaria.

Ключевыеслова:Белград, Dirofilaria spp, тестНотта,собака,PCR
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