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SAZETAK

Babezioza je krpeljski prenosiva bolest ljudi i mnogih domacih i divijih Zivotinja, uklju€ujuci pse. Zbog
promene klimatskih faktora i povecanja gustine populacije krpelja obolenje je sve ucestalije kod pasa.
Cii ovog rada je analiza hematoloskih parametara klinickih sluCajeva pasa kod kojih je
dijagnostikovana babezioza. IstraZivanjem je obuhvaéeno 25 pasa sa teritorije Novog Sada. Kod svih
pasa babezioza je dijagnostikovana pomoc¢u direktnog mikroskopskog pregleda obojenih krvnih
razmaza. Najznacajnije hematoloske vrednosti zabelezene tokom istrazivanja bile su eritropenija koja
je Dbila prisutna u 40% slucajeva, snizena hemoglobinemija kod 48% pasa, snizene vrednosti
hematokrita je imalo 68% pasa, leukopenija je detektovana kod 28.0% ispitivanih pasa, dok je
leukocitozu imalo 32% pasa. Trombocitopenija je dokazana kod ¢ak 76% pasa. Vrednost RDW kod 81%
pasa je iznad fizioloSkih granica. RDW vrednost se povec¢ava kod regenerativne anemije jer su
retikulociti i mladi eritrociti ve¢i od zrelih eritrocita tako da moze da se smatra blagim znakom
regeneracije kod obolelih pasa. Koncentracija hemoglobina ispod referentnih vrednosti zabelezen je
kod 29% pasa, dok je povecanje MCHC iznad normalne vrednosti otkriveno kod 21% pasa.
Trombocitopenija je detektovana kod 99,5% pasa, dok je samo 15,3% pregledanih pasa imao porast
MPV. Limfocitozu je imalo 14,9%, a limfopeniju 7,2% pasa. Broj eritrocita negativno korelira sa brojem
monocita, dok trombociti koreliraju sa vrednostima eritrocitnih indeksa i Sirinom distribucije eritrocita.
Pored analize razmaza krvi i nalaza parazita, kod pasa obolelih od babezioze se mora rutinski
odredivati kompletna krvna slika.

KLJUCNE RECI
babezoiza, psi, hematoloSki parametri, anemija, trombocitopenija

Uvod

Babezioza je parazitska bolest rasprostranjena Sirom sveta uzrokovana protozoama iz roda Babesia,
koje prenose krpelji, a koje se u organizmu prijemc&ivog i infestiranog domacina razmnozavaju u
eritrocitima. Babeziozu pasa izazivaju vrste Babesia canis i Babesia gibsoni, pri ¢emu je vrsta B. canis
podeljena na tri podvrste, od kojih je B. canis rossi najpatogenija, dok su B. canis canis i B. canis
vogeli manje patogene (MileSevi¢ i sar., 2005; Solano-Gallego i sar., 2016). Uzro€nici babezioze kod
pasa mogu bit i B. conradae (Kjemptur i sar., 2006), te B. vulpes (Baneth i sar., 2015) koja je ranije
bila klasifikovana kao Babesia "Spanski izolat", Babesia "microti-sli¢na vrsta", "Babesia (Theileria)
annae", i "Babesia cf. microti " (Zahler i sar., 2000; Camacho-Garsia, 2006). U Evropi dominantnu
ulogu ima B. canis canis koju prenosi Dermacentor reticulatus (Matijatko i sar., 2014). Babezioza pasa
je prisutna u Srbiji ve¢ duze vreme i do sada su potvrdene B. canis i B. gibsoni (Davitkov i sar., 2015),
a Gabrielli i sar. (2015) su pored ove dve vrste izolovali i Babesia sp. “Spanski izolat’ i B. microti.
Radene su studije prevalence babezioze na podrucjima grada Beograda i Novog Sada (Pavlovi¢ i
sar., 2009; Potkonjak i sar., 2015) koje su pokazale visoku prevalencu pasa zarazenih sa B. canis.
Babezioza se kod pasa javlja u perakutnom, akutnom i hroni€nom toku (Selanec i sar., 2012).
Uobi¢ajni kinicki znaci babezioze su letargija, povra¢anje, anoreksija, groznica, slabost, bledilo
sluznica, Zutica, splenomegalija, hematurija, dehidratacija, gubitak teZine, bol u stomaku i osetljivost
bubrega na palpaciju (Bastos i sar., 2004; Schoeman, 2009; Solano-Gallego i sar., 2011). Kod pasa
obolelih od babezioze, primarne hematoloSke promene su trombocitopenija i anemija.
Trombocitopenija je Cesto prisutna, ¢ak i kad je anemija odsutna (Furlanello i sar., 2005). Uzrok
anemije su antigeni parazita inkorporirani na povrsini eritrocita koji indukuju antigen prezentujuée
celije, Sto dovodi do hemolize i uklanjanja zarazenih eritrocita od strane mononuklearno-fagocitnog
sistema (Sykes, 2013). Abnormalnosti leukocita variraju od leukocitoze (sa i bez skretanja u levo) do
leukopenije, neutrofilije, neutropenije, limfocitoze ifili eozinofilije (Sykes, 2013). Dijagnostika babezije
je zasnovana na direktnim mikroskopskim metodama obojenih krvnih razmaza, molekularnim, kao i
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serolodkim metodama od kojih su najznacajnije indirektna imunofluorescencija (IFAT) i enzimski
imunotest (ELISA) (Solano-Gallego i sar., 2016).

Osnovni cilj istrazivanja je da se utvrde i analiziraju hematoloski parametari kod pasa obolelih od
babezioze, te utvrde njihove medusobne korelacije.

Material i metod rada

Zivotinje i uzorkovanje: Istrazivanjem je obuhvaéeno 25 pasa kod kojih je tokom 2015. i 2016. godine
dijagnostikovana babezioza. Psi su poticali sa teritorije Novog Sada i njegove Sire okoline i odabrani
su metodom slu€ajnog izbora. Medu obolelim psima je bilo osam mesanaca (32%), tri rotvajlera
(12%), dva labradora (8%), dva dobermana (8%), dva kane korsa (8%), jedan engleski mastif (4%),
jedan nemacko — lovni terijer (4%), jedan dogo — argentino (4%), jedan maltezer (4%), jedan nemacki
ovCar (4%), jedan nemacki Spic (4%), jedan nemacki kratkodlaki pti¢ar (4%) i jedan buldog (4%).
Raspon starosne dobi pasa je bio od 6 meseci do 9 godina. Prosek starosne dobi pasa je bio 3,5
godine. Muskih pasa obolelih od babezioze je bilo 17 (68%), a Zenskih 8 (32%).

Dijagnostika: Dijagnostika babezioze radena je pomocéu direktnog mikroskopskog pregleda
obojenih krvnih razmaza. Razmazi krvi su pravljeni punkcijom udne vene, a zatim direktnim
nanoenjem krvi na plo€icu. Krv se zatim laganim i kontinuiranim pokretima druge plocice ravhomerno
razmazivala. Krvni razmazi su bojeni metodama May-Griinwald—Giemsa (Kit RAL 555, Cosmos
biomedical, Derbisir, Velika Britanija) ili Diff Quick (Bio — Diff Kit, BioGnost Ltd., Zagreb, Hrvatska).
Obojeni krvni razmazi su pregledali na svetlosnom mikroskopu BA210 Binocular, sa dodatkom kamere
Moticam 580INT, (Motic®, Hong Kong, Kina).

HematoloSke analize: Krv za hemogram uzimana je od pretrazivanih pasa venskom punkcijom sa
Zzutom iglom 20G (v. jugularis externa; v. cephalica antebrachii) i prikupljana je u epruvetu sa EDTA
kao antikoagulansom. Neposredno nakon uzimanja uzorka hemogram je odraden hematoloSkim
analizatorom Vet ABC (Scil, Virnhajm, Nemacka).

StatistiCka analiza: Deskriptivna statistika za leukocite (WBC), limfocite (LYM), monocite (MON),
granulocite (GRA), eritrocite (RBC), hemoglobin (HGB) i hematokrit (HCT), trombocite (PLT),
prose€an volumen eritrocita (MCV) i prosec¢nu koli¢inu hemoglobina (MCH)prose¢nu koncentraciju
hemoglobina (MCHC), meru varijabilnosti veliine eritrocita (RDW), prose¢an volumen trombocita
(MPV) kod ispitivanih pasa i podrazumevala je odredivanje prose¢ne vrednosti, standardne devijjacije,
koeficijenta varijacije, minimalne i maksimalne vrednosti, opsega i zakrivljenosti distibucije. Odreden je
procenat pasa Cije se vrednosti nalaze izvan referentnih.Ispitan je stepen linearne korelacije izmedu
svih hematoloskih parametara odredivanjem Pirsonovog koeficijenta korelacije.KoriSéen je statisticki
program Statistica verzija 12 (StatSoft®, Tulsa, OK, USA).

Rezultati i diskusija

Dijagnoza obolenja se zasnivala se na detekciji merozoita babezija na obojenom krvnom razmazu
(Slika 1). Od klinickih simptoma najCeS¢e se javljala letargija, hemoglobinurija, blede sluznice a
povecana telesna temperature bila je prisutna kod 20 (80%) ispitivanih pasa.

Slika 1. Prikaz Babessia sp. u eritrocitima psa bojenih metodom Diff — Quick.
Figure 1. Babessia sp. in erythrocytes of dog colored by Diff — Quick method.
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Tabela 1

Deskriptivna statistika za leukocite (WBC), limfocite (LYM), monocite (MON), granulocite (GRA),
eritrocite (RBC), hemoglobin (HGB) i hematokrit (HCT), trombocite (PLT), prose€an volumen eritrocita
(MCV) i prosecnu koli¢inu hemoglobina (MCH)prose¢nu koncentraciju hemoglobina (MCHC), meru
varijabilnosti veliine eritrocita (RDW), prose€an volumen trombocita (MPV) kod ispitivanih pasa
(n=25)

Table 1

Descriptive statistics for leukocytes (WBC), lymphocytes (LYM), monocytes (MON), granulocytes
(GRA) red blood cells (RBC), hemoglobin (HGB) and hematocrit (HCT) platelets (PLT), mean
corpuscular volume (MCV), and mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC), red blood cell distribution width (RDW) and mean platelet volume (MPV) in
the examined dogs (n = 25)
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o 75 2,0 05 55 12 26 7 133 27 1,7 1,7 16 11
devijacija
Koeficijent
o 60,9 69 97,0 61,0 224 220 22 101 431 74 45 102 119
varijacije (%)
Minimalne
) 3,2 0,2 0,0 19 363 79 22 10 58,0 20,0 34,1 129 7,1
vrednosti
Maksimalne
) 27,3 8,9 2,0 19,4 8,73 19,6 53 434 69,0 264 39,7 19,2 11,6
vrednosti
Opseg 24,1 8,7 2,0 17,5 51 11,7 30 424 11,0 6,4 5,6 6,3 4,5
Zakrivljenost 1,0 2,4 2,7 0,9 2,1 2,3 2,1 1,8 14 -0,04 0,3 1,9 11

Tabela 1 prikazuje mere centralne tendencije i varijacije ispitanih hematoloskih parametara.
Proporcija pasa €ije vrednosti odstupaju u odnosu na referentne prikazano je u tabeli 2. Najznacajnije
hematoloske vrednosti zabelezene tokom istrazivanja bile su eritropenija koja je bila prisutna u 40%
slucajeva, snizena hemoglobinemija kod 48% pasa, snizene vrednosti hematokrita je imalo 68% pasa,
leukopenija je detektovana kod 28.0% ispitivanih pasa, dok je leukocitozu imalo 32% pasa.
Trombocitopenija je dokazana kod ¢ak 76% pasa. Ove vrednosti su oéekivane i u korelaciji su sa istim
zabelezenim u razli¢itim studijama. MileSevi¢ i sar. (2005) nasli su snizene vrednosti hematokrita kod
70% pasa obolelih od babezioze, snizene vrednosti hemoglobina kod 56,7% pasa, trombocitopeniju
kod 94,9%, te leukopeniju kod 19% i leukocitozu kod 5,2% obolelih pasa. U nasim rezultatima
pokazano je da 56% pasa ima MCHC iznad maksimalnih vrednosti. Ovo je Cest slu€aj kod babezije s
obzirom da je visoka vrednost MCHC rezultat hemolize eritrocita. Vrednost RDW kod 81% pasa je iznad
fizioloSkih granica. RDW vrednost se povecava kod regenerativhe anemije jer su retikulociti i mladi
eritrociti vec¢i od zrelih eritrocita tako da moze da se smatra blagim znakom regeneracije kod obolelih
pasa (Fabisiak i sar., 2010). U studiji koju su sproveli Furlanello i sar. (2005) primecéena je regeneracija
eritrocita samo kod tri psa. U njihovoj studiji limfopenija je dokazana kod 65,2% pasa a u nasoj studiji
kod 95% pasa. Ove vrednosti zavise od viSe faktora koji utiCu na imunoloski odgovor, a ne samo od
babezije, tako je ovaj parametar nepouzdan u cilju okarakterisanja reagovanja organizma kod babezije.
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Tabela 2

Hematoloske vrednosti ispitivanih pasa u odnosu na referentne vrednosti
Table 2

Haematological values of the examined dogs in relation to the reference values

) Broj (%) pasa Broj (%) pasa u Broj (%) pasa
Hematoloski

parametar Referentha  Ukupan iznad referentne okviru referentne ispod referentne
vrednost broj pasa  vrednosti vrednosti vrednosti
WBC (10*°mm™) 5-14 25 8 (32) 10 (40) 7 (28)
LYM (10° mm3) 8-21 21 0 (0) 1(5) 20 (95)
MON (10°mm™®) 0,1-1,4 21 0 (0) 18 (86) 3(14)
GRA (10 mm?3) 3-10 21 9 (43) 9 (43) 3(14)
RBC (10°mm™) 4,95-7,87 25 1(4) 14 (56) 10 (40)
HGB (g dL™) 11,9-189 25 1(4) 12 (48) 12 (48)
HCT (%) 35-57 25 0 (0) 8(32) 17 (68)
PLT (10°mm3) 211-621 25 0 (0) 6 (24) 19 (76)
MCV (um™®) 66 - 77 25 0 (0) 3(12) 22 (88)
MCH (pg™) 21-26,2 25 1(4) 21 (84) 3(12)
MCHC (g dL™) 32-36,3 25 14 (56) 11 (44) 0 (0)
RDW (%) 11-14 21 17 (81) 0 (0) 4 (19)
MPV (um™) 6,1-10,1 21 2 (10) 19 (90) 0 (0)

Slede¢a najzastupljenija promena na krvnoj slici uofena kod pasa obolelih od babezije je
trombocitopenija. Trombocitopeniju u istrazivanju italjanskih autora (Furlanello i sar. 2005) je imalo
99,5% pasa. Zygner i sar. (2006), su u svojoj studiji utvrdili broj eritrocita ispod referentnih vrednosti
kod 26,2% pasa, dok je 31,4% pasa imalo snizene vrednosti hematokrita. Koncentracija hemoglobina
ispod referentnih vrednosti zabelezen je kod 29% pasa, dok je povecanje MCHC iznad normalne
vrednosti otkriveno kod 21% pasa. Trombocitopenija je detektovana kod 99,5% pasa, dok je samo
15,3% pregledanih pasa imao porast MPV. Limfocitozu je imalo 14,9%, a limfopeniju 7,2% pasa.
Najpribliznije vrednosti ove studije u odnosu na nasSu su kod koncentracije trombocita, eritrocita i
hemoglobina. Tabela 3 pokazuje da broj eritrocita negativno korelira sa brojem monocita, dok trombociti
koreliraju sa vrednostima eritrocitnih indeksa i $irinom distribucije eritrocita. Uzrok anemije i trombocitopenije
su antigeni parazita koji se mogu zalepiti na povrSinu eritrocita i trombocita koji nisu zarazeni. Ovo
moze dovesti do opsonizacije antitelima, sa ili bez komplemenata na racun hemoliticke anemije ili
trombocitopenije (Sykes, 2013). Pored imuno-posredovanog mehanizma oste¢enja eritrocita postoje i
razaranje eritrocita usled povec¢ane osmotske nestabilnosti, direktnog oStecenja eritrocita od strane
babezija, akumulacije cikli¢nog nukleotida i oksidativnih povreda (Otsuka, 2001; Hossain, 2003).
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Tabela 3

Korelacije izmedu ispitivanih hematoloskih parametara
Table 3

Correlations between investigated hematological parameters

RBC HGB HCT PLT MCV MCH MCHC RDW MPV LYM MON GRA

-0,28 -0,33 -0,27 0,44 -0,08 -0,17 -0,27 037 040 082 083 0,98

WBC 7 7 7 7
P= 021 0,14 0,22 0,04 090 047 0,23 0,12 0,07 0,00+ 0,00+ 0,00*
0,94 097 012 -0,08 -022 - 0,05 -0,24 -0,33 -0,52 -0,21
RBC 0,2698
P= 0,00+ 0,00+ 0,39 0,72 0,33 0724 081 028 0,13 0,01* 0,35
HGB 098 -001 021 011 -000 -021 -023 -041 -0553 -0,24
P= 0,00+ 0,98 0,34 0,63 0,98 0,35 0,30 0,06 0,01 0,27
HCT 0,13 013 -0,05 -019 -0,07 -0,23 -0,36 -0,51 -0,20
P= 0,58 058 0,83 0,40 0,76 031 0,11 0,01* 0,39
PLT -0,36 -061 -067 063 -011 043 0,09 043
P= 0,10 0,00+ 0,00+ 0,00+ 063 0,04* 068 0,05
MCV 0,84 0,43 -0,63 0,03 -0,16 0,02 0,02
P= 0,00+ 0,04+ 0,00+ 0,88 046 092 0,92
MCH 0,85 -0,81 -0,01 -0,28 -0,03 -0,12
P= 0,00+ 0,00+ 0,98 0,22 089 0,60
MCHC -0,74 -0,07 -0,30 -0,10 -0,24
P= 0,00+ 0,73 0,18 0,63 0,28
RDW 0,04 052 011 0,26
P= 0,83 0,02 0,60 0,24
MPV 0,33 0,60 0,36
P= 0,13 0,00+ 0,10
LYM 0,58 0,70
P= 0,01* 0,00*
MON 0,83
pP= 0,00*
Zakljucci

Analizom rezultata dobijenih u ovom istrazivanju dokazan je uticaj Babessia sp. na hematoloske
parametre krvi. Najveci uticaj Babessia sp. je ostvarila na broj trombocita u krvi kod inficiranih pasa,
gde je zabelezena niza vrednost u odnosu na referentne kod 76% ispitivanih pasa. Kod 40%
ispitivanih pasa, vrednosti eritrocita nalaze se ispod referentnih vrednosti, dok je kod 68% pasa
zabelezena snizena vrednost hematokrita. Pored analize razmaza krvi i nalaza parazita, kod pasa
obolelih od babezioze se mora rutinski odredivati kompletna krvna slika.
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ABSTRACT

Babesiosis is a tick-borne disease affecting humans and many domestic and wild animals, including
dogs. The aim of this work is analysis of hematologic parameters in clinical cases of dogs where
babesiosis was confirmed. The study included 25 dogs from the territory of the Novi Sad. In all dogs
Babesia infection was diagnosed by direct microscopic examination of staining blood smears. The most
significant hematologic values are recorded during the study were eritropenija which was present in
40% of cases, reduced hemoglobinemija in 48% of the dogs, reduced hematocrit values was had 68%
of the dogs, leukopenia was detected in 28.0% of the examined dogs, and leukocytosis had 32% of the
dogs . Thrombocytopenia has been demonstrated in up to 76% of dogs. The value of RDW in 81% of
dogs over the physiological range. RDW value increases in regenerative anemia because reticulocytes
and young erythrocytes larger than mature red cells so that it can be considered a sign of a slight
recovery of the diseased dogs. Hemoglobin concentration below the reference value was recorded in
29% of dogs, while increasing MCHC above normal values found in 21% of dogs. Thrombocytopenia
was detected in 99.5% of dogs, while only 15.3% of the examined dogs had an increase MPV.
Lymphocytosis had 14.9% and 7.2% lymphopenia dogs. The number of erythrocytes negatively
correlated with the number of monocytes, and platelets correlate with the values of the red blood cell
distribution width index and erythrocytes. Complete blood counts should be defined together with
analysis of blood smears in dogs with babesiosis.
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