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MOLEKULARNA DETEKCIJA BABESIA SPP. U KRPELJIMA
UZORKOVANIM SA ASIMPTOMATSKIH PASA NA PODRUCJU
ODREDENIH BEOGRADSKIH OPSTINA*

MOLECULAR DETECTION OF BABESIA SPP. IN TICKS SAMPLED FROM
ASYMPTOMATIC DOGS IN THE AREA OF SOME BELGRADE MUNICIPALITIES
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Babezioza domacih Zivotinja predstavija vektorski prenosivo i
klinicki veoma znacajno oboljenje, uzrokovano protozoama rodova
Babesia i Theileria. Uzrocnici koji mogu da izazovu oboljenje kod
pasa u Evropi su: Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli i B. microti-like.
Dijagnostika babezioze pasa se dugo vremena bazirala na vizuelizaciji
uzroCnika pregledom obojenog krvnog razmaza pod mikroskopom,
dok se danas sve viSe koriste molekularne metode detekcije u
preciznoj, specijskoj dijagnostici. Cilj ovog rada je bila molekularna
detekcija razliCitih uzro¢nika babezioze pasa u krpeljima uzorkovanim
sa asimptomatskih pasa na prostoru odredenih beogradskih op$tina,
radi boljeg razumevanja epizootioloSke situacije. Sa tri lokacije u
Beogradu je prikuplieno 49 krpelja, uzorkovanih sa pasa bez simptoma
bolesti. IzvrSena je determinacija krpelja, a nakon toga je izolovana
DNK za molekularna ispitivanja. Prvo je uradena reakcija lanc¢ane
polimerizacije (PCR) za utvrdivanje vrsta iz roda Babesia, a nakon
toga i odredivanje polimorfizma u duZini restrikcionih fragmenata
(RFLP) u cilju specijske identifikacije uzro¢nika. Od ukupnog broja
ispitanih krpelja 18,34% je bilo pozitivno na Babesia spp. RFLP
metodom je u dva sluCaja (4,08%) identifikovana B. gibsoni, dok u 7
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slucajeva (14,92%) nije bilo restrkicionih mesta za koriScene enzime,
Sto ukazuje da se najverovatnije radilo o B. canis. Pozitivni krpelji
na uzrocnike babezioze su bili Dermacentor reticulatus (4 slucaja),
Rhipicephalus sanguineus (4 slucaja) i Ixodes ricinus (1 sluc¢aj). Ovaj
rad potvrduje prisustvo Babesia spp. u Krpeljima uzorkovanim sa
asimptomatskih pasa na teritoriji grada Beograda, kao i znacaj PCR-
RFLP metode u dijagnostici i identifikaciji uzrocnika babezioze pasa.
Prvi put u Srbiji je utvrdeno prisustvo B. gibsoni kod krpelja (vrsta
Rhipicephalus sanguineus)

Kljucne reci: Babesia canis/gibsoni, Beograd, krpelji, PCR-RFLP

Uvod / Introduction

Babezioza domacih Zivotinja predstavlja vektorski prenosivo oboljenje koje
izazivaju protozoe iz rodova Babesia i Theileria (Irwin, 2009). Molekularnim
metodama detekcije potvrdeno je svega Cetiri uzro¢nika ovog oboljenja kod pasa
na podrucju Evrope: Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli, B. microti-like (Solano-
Gallego i Baneth, 2011; Matijatko i sar., 2012). Klinicke manifestacije babezioze
pasa mogu da variraju, od subklinickih do veoma ozbiljnih (€ak i sa smrtnim
ishodom) i zavise od faktora kao $to su imunolo$ki status jedinke, starost Zivotinje,
prisustvo oboljenja druge etiologije i patoloskih procesa (Irwin, 2009). NajceSci
simptomi babezioze pasa su apatija, anoreksija, groznica, promenjena boja urina,
blede sluznice, ikterus, splenomegalija, povra¢anje i hipotenzija (Matijatko i sar.,
2012; Davitkov i sar., 2015).

Geografska rasprostranjenost uzroCnika babezioze pasa je svakako u
sprezi sa rasprostranjenoS¢u adekvatnih vektora, izuzimajuci B. gibsoni kod koje
je dokazan i direktan prenos izmedu pasa (Jefferies i sar., 2007; Yeagley i sar.,
2009). Glavni vektori koji u€estvuju u Sirenju ovog oboljenja su krpelji Dermacentor
reticulatus (B. canis), Rhipicephalus sanguineus (B. vogeli, B. gibsoni) i Ixodes
hexagonus (B. microti-like) (Solano-Gallego i Baneth, 2011). Od momenta
pri¢vrS¢ivanja krpelja za zivotinju pa do formiranja infektivnih oblika prode najcesce
2-3 dana. Pretpostavlja se da promena temperature i prisustvo krvi u crevu krpelja
deluju kao podsticaj za sazrevanje infektivnih sporozoita. Zivotinja se inficira kada
se sporozoit ubrizga u kozu domacina pljuvackom krpelja tokom hranjenja krvlju.
Vrste iz roda Babesia se mogu prenositi transstadijalno (kroz razvojne stadijume
krpelja), ali i transovarijalno (Taboada i Lobetti, 2006; Uilenberg, 2006). Shodno
tome, uzrocnici babezioze pasa se mogu prenositi generacijama krpelja, a da
uopSte ne dolaze u kontakt sa inficiranom jedinkom (Chauvin i sar., 2009).

Detekcija babezija na obojenom krvnom razmazu svetlosnom mikroskopijom
je godinama bila standardna dijagnosti¢ka tehnika. Vizuelna detekcija babezija u
krvnom razmazu na osnovu prisustva merozoita u eritrocitima moze u pojedinim
slu¢ajevima za kratko vreme obezbediti dijagnostiku oboljenja na nivou roda, dok
je za odredivanje vrste neophodna reakcija lan€ane polimerizacije (Polymerase

176



Vet. glasnik 70 (5-6) 175 - 184 (2016) Davitkov D. i sar.: Molekularna detekcija Babesia
spp. u krpeljima uzorkovanim sa asimptomatskih pasa na podrucju odredenih...

chain reaction - PCR). Ogromna prednost molekularnih metoda u odnosu na
tradicionalne metode dijagnostike babezioze pasa jeste njihova znaajno veca
osetljivost i specificnost (Bashiruddin i sar.,, 1999). PCR-RFLP (Restriction
fragment lenght polymorphism) metoda je brza, pristupacna i €esto koriS§¢ena
tehnika za molekularnu identifikaciju parazitskih vrsta (Solano-Gallego i sar.,
2008; Stevanovic i sar., 2011; Stevanovic i sar., 2013). Specijska identifikacija
uzro€nika je od ogromnog znacaja u odabiru adekvatne terapije, predvidanju toka
bolesti i svakako od neprikosnovenog znacaja u pracenju globalne epizootioloSke
situacije.

Prevalencija Babesia spp.u krpeljima na podrucju Evrope je razliCita u
razlicitim regijama: 0,10% do 0,90% na severu Poljske (Cieniuch i sar, 2009),
0,85% na severu ltalije (Cassini i sar., 2010), 2,30% na jugu i 14,70% na severu
Slovacke (Kubelova i sar., 2011), 2,70% u Luksemburgu (Reye i sar., 2010),
29,90% u Madarskoj (Féldvari i sar., 2007), a u Austriji ¢ak 51,70% (Blaschitz i
sar., 2008). Na podrucju severne Srbije je sprovedeno istrazivanje 2012. godine
upotrebom molekularnih metoda detekcije, kada je kod krpelja prikupljenih u
prirodi utvrdena prevalencija 10,61% (Mihaljica i sar., 2012).

Cilj ovog rada je bila molekularna detekcija razli¢itih uzro€nika babezioze
pasa u krpeljima sakupljenim sa asimptomatskih pasa na prostoru grada
Beograda, radi boljeg razumevanja epizootioloske situacije.

Materijal i metode rada / Material and methods

Ispitivani krpelji / Analysed ticks

Ispitano je 49 krpelja skinutih sa asimptomatskih pasa, poreklom iz 3
beogradske opstine (Savski venac — 18 krpelja, Novi Beograd — 11 krpelja, Zemun
— 20 krpelja). Svi uzorci su bili pojedinac¢ni, odnosno sa svakog psa je skinut samo
po jedan krpelj. IzvrSena je determinacija vrsta krpelja na osnovu standardnih
taksonomskih klju¢eva (Pomerancev, 1950). Nakon toga, svaki krpelj je stavljen u
obelezenu, sterilnu epruvetu zapremine 1,5ml, preliven 70% alkoholom i Cuvan u
frizideru na temperaturi od 4°C do trenutka izolacije DNK.

Izolacija DNK, PCR i PCR-RFLP / DNA isolation, PCR and PCR-RFLP

Nakon eliminacije 70% alkohola iz epruveta, svaki krpelj je ispran PBS
puferom i prebacen u novu sterilnu epruvetu zapremine 1,5 mli preliven sa 0,5ml
PBS pufera. Maceracija krpelja je vrSena sterilnim Stapi¢ima predvidenim za
homogenizaciju uzoraka. 1zolacija DNK je vrSena koriS¢enjem komercijalnog kita
,QlAamp DNK Tissue kit“(Qiagen), u skladu sa uputstvom proizvodaca. Izolovana
DNK je ¢uvana na -20 C do PCR amplifikacije.

In vitro kloniranje fragmenta DNK je obavljeno putem reakcije
lan¢ane polimerizacije, odnosno putem PCR amplifikacije u aparatu
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koji ima moguénost brze promene temperaturnin uslova (Stevanovi¢
i sar., 2011). Za potrebe detekcije parazita roda Babesia koriS¢eni su
prajmeri  PIRO-A  (5-AATACCCAATCCTGACACAGGG-3) i PIRO-B
(5'-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’), koji umnozavaju segment veli¢ine oko
410 bp 18S-rRNA gena Babesia spp. (Olmeda i sar., 1997). Sve PCR reakcije
su izvodene u aparatu Multigene Gradient Thermal Cycler (Labnet International
Inc.). 25 pL PCR reakciona smesa je sadrzala 1xPCR-pufer (Kapa Biosystems),
1,5 uM MgCl, (Kapa Biosystems), 100 uM dNTP (Kapa Biosystems), 2 uM svakog
prajmera, 0,5 U Taq polimeraze (Kapa Biosystems) i 5 yL izolovane DNK.

Pocetna denaturacija se odvijala na 95°C tokom 3 minuta, zatim je u 40
ciklusa ponovljena denaturacija 30 sekundi na 94°C, hibridizacija 30 sekundi na
62°C i ekstenzija na 72°C tokom 1 minuta. Finalna DNK ekstenzija se odvijala na
72°C tokom 7 minuta. 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 koriS¢en je etidijum bromid koji fluorescira kad
se osvetli UV svetlom.

Na osnovu objasnjenog postupka moguce je samo utvrditi da se radi o nekoj
od vrsta iz roda Babesia ili pak isklju€iti sumnju, ukoliko nije dobijena traka na
gelu. Za dalju specijsku identifikaciju izvr§eno je odredivanje polimorfizma u duzini
restrikcionih fragmenata (RFLP metoda). IzvrSena je digestija PCR produkata
sa Taql i Hinf | restrikcionim enzimima. Nakon tretmana restrikcionim enzimima,
dobijeni fragmenti su analizirani putem elektroforeze. Gel je bojen etidijum
bromidom, a vizuelizacija je vrSena na UV transiluminatoru. Na osnovu digestije
sa Taql restrikcionim enzimom moze se utvrditi infekcija sa B. vogeli (posto samo
ona poseduje restrikciono mesto za ovaj enzim i dobi¢e se dva fragmenta, duzine
175 i 210bp). Kod svih drugih vrsta PCR produkti ¢e ostati nepreseceni. Hinfl
restrikcioni enzim ne seCe amplikone B. canis i B. vogeli, ali se€e B. rossi (pa ¢e
se dobiti dva fragmenta duzine 175 i 230 bp), B. gibsoni (fragmenti duzine 200 i
205 bp) i B microti-like (fragmenti duzine 70 i 370 bp). Od uzro¢nika babezioze
pasa jedino Babesia canis ne poseduje restrikciono mesto ni za jedan od dva

navedena enzima (Solano-Gallego i sar., 2008).
Rezultati / Results

MorfoloSkom determinacijom 49 ispitivanih krpelja skinutih sa asimptomatskih
pasa ustanovljeno je prisustvo tri vrste krpelja, i to R. sanguineus (18 zenki i 13
muzjaka), D. reticulatus (5 zZenki i 4 muzjaka) i I. ricinus (9 zenki). Od ukupnog
broja ispitanih krpelja 18,34% (49/9) je bilo pozitivho na Babesia spp (Slika 1).
Prevalencija uzro€nika babezioze po vrstama krpelja je iznosila 44,44% za D.
reticulatus, 12,90% za R. sanguineus i 11,11% za I. ricinus. Prisustvo uzro¢nika
babezioze je utvrdeno u krpeljima sa sva tri ispitivana lokaliteta (Tabela 1).
Pozitivni uzorci su podvrgnuti RFLP analizi, kojom je utvrdeno prisustvo B. gibsoni
u 4,08% (49/2) slucajeva, dok 14,29% (49/7) uzoraka nije posedovalo restrikciono
mesto ni za jedan enzim, $to najverovatnije ukazuje na B. canis. Rezultati RFLP
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Slika 1. Prikaz rezultata dobijenih na agaroznom gelu obojenom u etidijum bromidu. Ba-
besia spp. daje trake veliCine 410bp. M-Marker (50bp DNA ladder Nippon Genetics,
Germany); 1-8 pozitivni uzorci na Babesia spp.

Picture 1. Presentation of the results obtained by agarose gel stained with ethidium bro-
mide. Babesia spp. Forms strips size 410bp. M-Marker (50bp DNA ladder Nippon
Genetics, Germany); 1-8 positive samples for Babesia spp.

analize su prikazani na slici 2. Nije bilo ni jednog slu€aja B. vogeli, B. microti-like
i B. rossi. U oba slu€aja B. gibsoni je detektovana u krpelju vrste R. sanguineus.

Tabela 1. Zastupljenost vrsta iz roda Babesia u krpeljima na teritoriji tri beogradske opstine.
Table 1. Presence of species of the genus Babesia in ticks in the area of three Belgrade

municipalities
Opétina / Dermacentor reticulatus Rhipicephalus sanguineus Ixodes ricinus
Municipality Broj pozitivnih - broj ispitanih / Number of positive - Number of tested
Savski venac 0/2 3/10 1/6
Zemun 1/4 114 0/2
Novi Beograd 3/3 077 0/1
Ukupno / Total 4/9 4/31 1/9

M 1 2 3

Slika 2. Prikaz rezultata RFLP metode sa Hinfl restrik-
cionim enzimom na agaroznom gelu obojenom
u etidijum bromidu. M-Marker (50bp DNA ladder
Nippon Genetics, Germany); 1-Babesia spp.,
2,3- Babesia gibsoni.

Picture 2. Presentation of the results of RFLP methd
with Hinfl restriction enzyme by agarose gel
stained with ethidium bromide. M-Marker (50bp
DNA ladder Nippon Genetics, Germany); 1-Ba-
besia spp., 2,3- Babesia gibsoni.

500 bp

250 bp
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Diskusija / Disscusion

lako Srbija predstavlja endemsko podrucje za babeziozu pasa, podaci o
uzrocnicima, kao i o uklju€enim vektorima su veoma oskudni. Tri vrste krpelja koje
su uzorkovane sa asimptomatskih pasa se u potpunosti poklapaju sa vrstama
koje su Potkonjak i saradnici nasli na psima na prostoru Novog Sada (Potkonjak
i sar., 2016).

Molekularnim metodama detekcije u krpeljima na prostoru Srbije do sada je
potvrdeno prisustvo B. canis (Mihaljica i sar., 2012; Potkonjak i sar., 2016), a iz
krvi pasa B. canis i B. gibsoni (Davitkov i sar., 2015). U ovom istrazivanju vrste iz
roda Babesia su detektovane kod svih vrsta krpelja, sa ukupnom prevalencijom
od 18,37%. Ustanovljena prevalencija je ve¢a u odnosu na prethodno istrazivanje
sprovedeno u Srbiji kada je ustanovljena prevalencija od 10,61% (Mihaljica i sar.,
2012). Navedena razlika u visini prevalencije moze se objasniti Cinjenicom da su
krpelji uzorkovani sa pasa u regionu gde je babezioza veoma Cesto oboljenje, za
razliku od prethodnog istrazivanja gde su krpelji uzorkovani iz prirode.

Oba slucaja B. gibsoni su dijagnostikovana u krpeljima vrste R. sanguineus,
Sto je u skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju na to da je smedi pseci
krpelj najces¢i vektor ovog uzroCnika (Solano-Gallego i Baneth, 2011). Sedam
pozitivnih uzoraka na Babesia spp. nisu posedovali restrikciono mesto ni za jedan
od koris¢enih restrikcionih enzima, Sto sigurno iskljuCuje prisustvo sledecih vrsta:
B. rossi, B. vogelii B. microti-like. Sprovedeno istrazivanje potvrduje da je najces¢i
uzroCnik babezioze pasa na teritoriji grada Beograda B. canis, $to je prethodno
potvrdeno i iz krvi pasa (Davitkov i sar., 2015).

Zaklju€ak / Conclusion

U istrazivanju je po prvi put u Srbiji utvrdeno prisustvo B. gibsoni kod krpelja
(vrsta R. sanguineus). Ispitivanje prisutnih krpelja na odredenom prostoru, kao i
utvrdivanje prevalencije patogena koje prenose, neopodno je za procenu rizika,
kao i za adekvatnu prevenciju krpeljski prenosivih bolesti. Ovo istrazivanje je
potvrdilo korisnost molekularnih metoda u preciznoj detekciji uzro€nika vektorski
prenosivih bolesti. Neophodna su dalja istrazivanja koja ¢e obuhvatiti mnogo veci
broj krpelja, poreklom sa viSe lokaliteta, kao i kontinuirano praéenje tokom godina.
Jedino na taj naCin mozemo biti blizi realnoj epizootioloSkoj situaciji na teritoriji
Srbije kad su u pitanju uzroc€nici babezioze pasa.
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ENGLISH '

MOLECULAR DETECTION OF BABESIA SPP. IN TICKS SAMPLED FROM
ASYMPTOMATIC DOGS IN THE AREA OF SOME BELGRADE MUNICIPALITIES

Davitkov Darko, Terzi¢ Sre¢ko, Davitkov Dajana, Radakovi¢ Milena, Gaji¢ Bojan,
Krsti¢ Vanja, Stanimirovi¢ Zoran

Babesiosis of domestic animals is a vector transmissible and clinically significant
disease, caused by protozoa of genus Babesia and Theileria. Possible causative agents
for this disease in dogs in Europe are: Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli and B. micro-
ti-like. Diagnostics of babesiosis of dogs was for a long time based on the visual inspec-
tion of stained blood smear under a microscope, while today there have been increasing-
ly used molecular methods of detection in precise, species diagnostics. The objective of
this work was molecular detection of the cause of babesiosis of dogs in the ticks sampled
from asymptomatic dogs in the region of some Belgrade municipalities, all for better under-
standing of epizootiological situation. From three sites in Belgrade, there were collected 49
ticks, sampled from the dogs with no symptoms. There was carried out the determination
of the ticks, and after that, DNA was isolated for molecular examination. First, theret was
performed Polymerase Chain Reaction (PCR), for determining the species of the genus
Babesia, and after that there was also carried out the determining of polymorphism in the
length of restriction fragments (RFLP) for the purpose of the causative agent species de-
termination. Out of the total number of the examined ticks, 18,34% were positive on Babe-
sia spp. By RFLP method, in two cases (4,08%) B. Gibsoni was identified, while in 7 cas-
es (14,92%) there were no restriction sites for the used enzymes, what suggests that most
likely it was B. canis. The ticks positive on the cause of babesiosis were: Dermacentor re-
ticulatus (4 cases), Rhipicephalus sanguineus (4 cases) i Ixodes ricinus (1 case). This work
confirms the presence of Babesia spp. in the ticks sampled from asmptomatic dogs on the
teritory of Belgrade as well as the significance of PCR-RFLP method in diagnostics and
identification of the causative agent of babesiosis in dogs. For the first time in Serbia, there
was determined the presence of B. gibsoni in ticks (Species Rhipicephalus sanguineus)

Key words: Babesia canis/gibsoni, Belgrade, ticks, PCR-RFLP
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PYCCKWUMA '

MONEKYNAPHASA OETEKUUA BABESIA SPP. B OBPA3LIAX KNELLER,
MOJTYHEHHbIX OT ACUMNTOMATUYHbIX COBAK HA TEPPUTOPUN HEKOTOPBIX
PAMOHOB BENIPAOA

OaButkoB Japko, Tepan4y Cpeuko, JaButkoB [anaHa, PagakoBu4 MuneHa,
Fanny BosiH, Kpctny BaHs, CtaHumMupoBuy 3opaH

Babe31o3 foMaLlHMX XXMBOTHbIX SIBNSETCA BEKTOPHLIM 3ab0oneBaHneM ¢ cepbe3HbIMU
KITMHUYECKMMM NPOSBIIEHNAMM, BbI3blBaEMbIM NPOCTENLIMMU pofa Babesia n Theileria.
BosbyauTtenamu, Bbi3biBaroWmMmMn 3abonesaHne y cobak Ha Tepputopum EBponbl, saBns-
toTcs: Babesia canis, B. gibsoni, B. vogeli n B. microti-like. QnarHocTvuka 6abe3nosa cobak
ponroe BpeMsi 6a3vpoBanacb Ha 06Hapy>XeHUn Bo30yaMTeNsd nyTemM MUKPOCKOMUYECKOro
MCCNeLoBaHMSA OKpalLeHHbIX Ma3KoB KpOBW, HO B HacTosLee Bpemsa Bce HGonee LmMpoko
MCMONb3YHTCA MOSEKYNSPHblE MeTodbl AeTeKUMM B pamKax TOYHOW crneuuduyeckomn
anarHoctukun. Llenbto gaHHom paboTbl sBnsAnacb MOMEKynsipHas OETEKUUS pasnuyHbIX
B0O3bOyanTenen 6abesnosa cobak B obpasuax Knewen, nomyyeHHbIX OT aCUMITOMATUYHbIX
cobak Ha TeppuUTOpMM HECKOTOPbLIX paoHoB benrpaga B Lensx Hanbonee addeKTUBHON
OLIeHKM 3Nmn300TMnYecKor cutyaumn. B Tpex paroHax benrpaga 6bino cobpaHo 49 knewyen,
CHSATbIX C cobak, y KOTOpbIX OTCYTCTBOBAnM CUMNTOMbI 3aboneBaHus. bbin onpegeneH
BUA Knewlen, a 3atem BbigeneHa AHK ans monekynapHbix nccnegosaHuin. CHavana 6bina
npoBefdeHa nonvMepasHas uenHas peakuus (MNLP) ans onpepeneHusa BuaoB m3 popa
Babesia, a 3atem onpegeneHue nonumopduama AnNvH PECTPUKLUOHHBLIX (parMeHToB
(NOP®) B uensix cneundunyeckon naeHTndukaumm Bo3dyantens. N3 obLuero konuyectsa
nccnenoBaHHbIxX knewen 18,34% Obino no3utuBHO Ha Babesia spp. Metogom MAOP® B
AByx cnyyasix (4,08%) nageHtudumumposaHa B. gibsoni, a B 7 cnyyasx (14,92%) otcyTcTBO-
Banu canTbl PECTPUKLMN AT1st UICTONb30BaHHbIX (DEPMEHTOB, YTO C 6OMbLLION BEPOSITHOCTHIO
ykasblBaeT Ha B. canis. Mo3UTNBHbIMK Ha Hanu4ve Bo3byauTeneln 6abesnosa Gbinu Kre-
wn Dermacentor reticulatus (4 cnydas), Rhipicephalus sanguineus (4 cny4yas) u Ixodes
ricinus (1 cnyyai). Pesyneratbl AaHHOW paboTbl NoATBepxaakT npucyTcTBue Babesia
spp. B obpasuax knewien, Nony4YeHHbIX OT aCUMMTOMaTUYHbIX Ccobak Ha TeppUTOPUU T.
Benrpaga, a Takke 3HauumocTtb MetogoB MNUP-MOP® B anarHocTuke n naeHTndukaumm
B030yauTenen 6abesnosa cobak. Bnepsbie B Cepbum 6bino ycTaHOBNEHO NpUcyTCcTBUE B.
gibsoni y knewa Buga Rhipicephalus sanguineus.

KntoueBble crnioBa: Babesia canis/gibsoni, Benrpaa, kneww, MNUP-MAPD
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