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Abstract: Contribution to the knowledge of the genetic diversity of the flea tapeworm
Dipylidium caninum (LINNAEUS, 1758) (Cyclophyllidea: Dipylidiidae) from Poland,
based on the sequence analysis of the gene encoding the 28S ribosomal RNA subunit.
This paper presents the results of a study on the molecular divergence of the flea tapeworm
Dipylidium caninum from Poland, based on the analysis of the 28S nuclear subunit sequence.
The results showed no differences between samples from Poland and a populations from
different countries and continents. The association of genetic variation with host rather than
geographical location was confirmed.
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WSTEP

Tasiemiec psi Dipylidium caninum (LINNAEUS, 1785) to kosmopolityczny, celozoiczny
endopasozyt ssakow z rodziny psowatych i kotowatych, np. pséw, kotow lub lisow, u ktorych
w jelicie cienkim bytuje jego dojrzale stadium. Zywicielami posrednimi tego tasiemca sa
rozne gatunki pchel np. Ctenocephalides canis (CURTIS, 1826), Pulex irritans LINNAEUS,
1758 1 wszotow Trichodectes canis (DE GEER, 1778). Cztowiek moze by¢ przypadkowym
zywicielem ostatecznym tego tasiemca (MOLINA et al. 2003, ROUSSEAU et al. 2022, SZwAJA
etal. 2011, TAYLOR & Z1TZMANN 2011).

Dla zywiciela ostatecznego postacia inwazyjna tasiemca psiego jest cysticerkoid,
ktéry rozwija si¢ w jamie ciata zywicieli posrednich. Do inwazji tasiemca psiego dochodzi
w wyniku przypadkowego potkni¢cia zywiciela posredniego, czyli pchly lub wszota. Dojrzaty
tasiemiec osigga 15-70 cm dtugosci i 2-3 mm szerokosci. Jego skoleks zaopatrzony jest
w cztery przyssawki i stozkowate rostellum z 1-8 rzedami haczykow (TAYLOR & ZITZMANN
2011). Apolizyjna strobila sktada si¢ z 60-175 proglotydéw. Kazdy czlon zaopatrzony jest
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w podwojny zestaw obojnaczych uktadéw rozrodczych i dwa otwory plciowe (stad angielska
nazwa tasiemca: ,,double-pored dog tapeworm”), po jednym na kazdej bocznej krawedzi
cztonu (Szwasa et al. 2011). Dojrzate czlony tasiemca odrywaja si¢ i aktywnie, lub w sposob
bierny wraz z katem, opuszczaja organizm zywiciela ostatecznego przez odbyt. Dojrzaty
czton ma ok. 12 mm dtugosci i do 3 mm szerokosci, a ksztaltem przypomina nasiona dyni.
Zawiera jaja zebrane w pakiety (od 3 do 30 jaj), ktore trafiajg do sier§ci pséw lub kotow.
Jaja te, zawierajace onkosfery, zjadane sg przez majace aparat ggbowy typu gryzacego larwy
pchet lub wszoty. W jamie ciata owaddéw w ciggu trzech miesigcy onkosfery przeksztatcaja
si¢ w cysticerkoidy (ROUSSEAU ef al. 2022, SzwAJA et al. 2011).

W przypadku cztowieka, na inwazje¢ tasiemca psiego najbardziej narazone sg mate dzieci,
ze wzgledu na ich bliski i czgsto niekontrolowany kontakt z psami i kotami. Co ciekawe,
tasiemiec psi zostal stwierdzony nawet u niemowlat, ktore, by¢ moze raczkujac po podtodze,
przypadkowo potknely zarazong pchie (MOLINA et al. 2003, ROUSSEAU et al. 2022, SZWAJA
et al. 2011, TAYLOR & ZITZMANN, 2011).

W niniejszej pracy autorzy przedstawiaja wyniki badan nad pokrewienstwem okazow
tasiemca D. caninum pochodzacych z Polski, w oparciu o analize sekwencji podjednostki
jadrowej 28S. Uzyskane sekwencje okazow krajowych poréwnano dodatkowo z dostepnymi
sekwencjami tego gatunkéw pozyskanymi z bazy NCBI GenBank. Warto dodaé, ze jest to
pierwsza tego typu praca badawcza w Polsce wykorzystujaca sekwencje D. caninum, ktore
zebrane zostaty na terenie Polski.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily czlony tasiemcow pobrane z okolic odbytu kotow
domowych oraz z ich kalu. Lacznie do badan pozyskano cztony od 6 okazow tasiemcow.
Szczegodtowe dane na temat miejsca zebrania okazow przedstawiono w tabeli 1. Zebrane
cztony do czasu izolacji materialu genetycznego zostaly umieszczone w 96% roztworze
etanolu i przechowywane w temperaturze —20°C.

Izolacj¢ materiatu genetycznego wykonano przy uzyciu zestawu Sherlock AX firmy
A&A Biotechnology (zgodnie z protokotem producenta).

Profil reakcji PCR opracowano na podstawie danych przedstawionych przez
ABDULLAH ef al. (2019) i BEUGNET ef al. (2014) i sktadal si¢ z denaturacji inicjujacej
w temperaturze 95°C przez 2 minuty, nastgpnie 40 cykli (95 °C przez 20 s, 66
°C przez 5 s, 72 °C przez 30 s). Reakcja konczyta si¢ elongacja koncowa trwajaca
5 minut w temperaturze 72°C. Do przeprowadzenia reakcji PCR wykorzystano
gotowa mieszaning reakcyjng PCR Mix Plus firmy A&A Biotechnology oraz pare
starterow  DC28S-1R:  5’-CACATTCAACGCCCGACTCCTGTAG-3’, DC28S-1F:5’-
GCATGCAAGTCAAAGGGTCCTACG-3’ (BEUGNET et al. 2014).

Oczyszczenie 1 sekwencjonowanie uzyskanych produktéw PCR zostalo wykonane
w firmie A&A Biotechnology (Gdansk).

Uzyskane sekwencje sprawdzono pod katem ich poprawnosci oraz jakosci, wykorzystujac
wyszukiwarke BLAST oraz program FinchTV. Dalsze analizy przeprowadzono w programie
Mega 11 (Tamura et al. 2021) gdzie wykonano przyrownanie sekwencji przy uzyciu
algorytmu ClustalW oraz obliczono dystans molekularny korzystajac z modelu p-distance.

W przeprowadzonych analizach wykorzystano 67 sekwencji pozyskanych z NCBI
Genbank (Tabela 2). Analize haplotypéw wykonano przy uzyciu programu DnaSP v.6
(Rozas et al. 2017) oraz PopArt (LEIGH et al. 2016), wykorzystujac metod¢ Median-joining
(BANDEL ef al. 1999). Wszystkie uzyskane sekwencje zdeponowano w NCBI GenBank pod
numerami akcesyjnymi: PV768808-PV768813.



WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku przeprowadzonych analiz uzyskano sze$¢ sekwencji o dlugosci 604 pz.
Wszystkie sekwencje pochodzace od okazow z terenu Polski nie wykazuja réznic pomigdzy
soba.

Na podstawie przeprowadzonej analizy haplotypow okazdw krajowych oraz 67 sekwencji
pozyskanych z bazy NCBI GenBank wykazano obecnos$¢ tylko czterech haplotypow.
Wszystkie sekwencje pochodzace z Polski naleza do Haplotypu nr 1 (Hap_1), podobnie jak
okazy z szeregu innych krajow m.in. Francji, Niemiec, Portugalii, Wegier czy Chin, USA
i Nowej Zelandii. Drugi najliczniejszy haplotyp to haplotyp nr 3 (Hap_3), do ktérego naleza
34 sekwencje pochodzace z roznych lokalizacji. Podobnie jak w przypadku haplotypu nr
1 nalezg do niego sekwencje pochodzace z kilku krajow i kontynentow. Pojedyncze sekwencje
pochodzace z Iraku oraz Federacji Saint Kitts i Nevis zaklasyfikowano odpowiednio do
Haplotypu nr 2 (Hap_2) i haplotypu nr 4 (Hap_4). Szczegétowe dane przedstawione na temat
przynaleznosci konkretnych haplotypow przedstawiono w tabeli 1 i 2 oraz wygenerowane;j
sieci haplotypow (Ryc. 1). Obliczony dystans molekularny pomig¢dzy haplotypem nr
1 a haplotypem nr 3 wynosi ponad 5%, a sekwencje te roznig si¢ w 35 pozycjach (Tabela 3).

Uzyskane wyniki analiz wyraznie wskazuja na brak powigzania konkretnego haplotypu
z lokalizacja geograficzna. Wykazany brak korelacji haplotypow z konkretnym stanowiskiem
potwierdza wczesniejsze badania, ktore wskazywaly, ze zmiennos$¢ genetyczna D. caninum
nie jest zwigzana z dang lokalizacja, a z konkretnymi zywicielami (EAST er al. 2013,
LABUSCHAGNE et al. 2018).

Rodzaj Dipylidium jest monotypowy, jednakze w roku 2017 Low i wspotpracownicy
na podstawie analizy dystansu genetycznego zasugerowali obecno$¢ dwoch oddzielnych
gatunkow, ktore morfologicznie klasyfikowane sg jako D. caninum.

Dalsze badania przeprowadzone przez BEUGNETA i wspotpracownikow (2014) oraz
LABUSCHAGNE 1 wspotpracownikow (2018) potwierdzity obecnos¢ dwoch genotypow
zwigzanych z zywicielami. Na podstawie swoich badan autorzy wyr6znili genotyp koci,
obecny prawie wyltacznie u pchet zebranych na kotach domowych oraz genotyp psi, spotykany
u pchet zerujacych na psach. Wyniki uzyskane podczas eksperymentalnych zakazen
wykazaly znaczace rdznice biologiczne miedzy dwoma genotypami w odniesieniu do ich
zwiazku z zywicielem. Okres migedzy zakazeniem pasozytem a wytworzeniem proglotydoéw
byt znacznie dtuzszy w przypadku genotypu psiego niz kociego (BEUGNET et al. 2018).

Analizowane przez nas okazy pochodzace z terenu Polski nalezy zaklasyfikowa¢ do
genotypu kociego, co jest zbiezne z ich pochodzeniem, gdyz wszystkie krajowe okazy
zostaly zebrane od kota domowego.

Uzyskane wyniki bazuja na matej probie badawczej, niemniej jednak przynosza
wartosciowe dane na temat zmiennos$ci genetycznej tasiemca psiego w Polsce, jak rowniez
potwierdzaja korelacje genotypu z zywicielem. Ze wzgledu na bardzo interesujace wyniki
sugerowane jest przeprowadzenie dalszych badan bazujacych na wigkszej probie badawczej
pobranej od réznych zywicieli ostatecznych oraz posrednich.

Przedstawione w niniejszej pracy badania prowadzono w ramach realizacji pracy
magisterskiej pierwszego autora, wykonywanej pod opicka prof. dr hab. Barbary Lis
w Instytucie Biologii Uniwersytetu Opolskiego.



Tabela 1. Dane lokalizacyjne zebranych okazéw Dipylidium caninum wraz z ich charakterystyka i przypisanym haplotypem.
Table. 1. Location data of collected Dipylidium caninum specimens along with their characteristics and assigned haplotype.

Lp. Numer ewidencyjny Miejsce zbioru Charakterystyka Haplotyp
No. | Registration number Place of collection Characteristic Haplotype
1. AM1 Opole suchy czton Hap 1
2. AMS Opole $wiezy czton Hap_1
3. AM6 Opole $wiezy czton Hap_1
4. AM7 Opole $wiezy czton Hap_1
5. AMS Opole $wiezy czton Hap_1
6. AM9 Opole suchy czton Hap_ 1

Tabela 2. Lista sekwencji Dipylidium caninum pozyskanych z NCBI GenBank wraz z przypisanymi haplotypami.
Table. 2. List of Dipylidium caninum sequences obtained from NCBI GenBank with assigned haplotypes.

Lp. Numer akcesyjny Kraj pochodzenia Haplotyp
No. Accession number Country of origin Haplotype
1. MG575740 USA Hap 1
2. MG575742 Francja Hap 1
3. MG575743 Azja Hap 1
4. MG575741 Nowa Zelandia Hap 1
5. MHO040824 Stowenia Hap 1
6. MHO040825 Stowenia Hap_1
7. MHO040826 Stowenia Hap_1
8. MH040827 Francja Hap 1
9. MH040828 Francja Hap 1
10. MHO040829 Wegry Hap 1
11. MHO040830 Niemcy Hap 1
12. MHO040831 Portugalia Hap 1
13. MHO040853 USA Hap 1
14. MH040854 USA Hap 1
15. MHO040855 USA Hap_1
16. MHO040856 USA Hap_1
17. MHO040857 USA Hap_1
18. MHO040858 USA Hap_1
19. MHO040859 USA Hap_1
20. MHO040860 USA Hap_1
21. MHO040861 USA Hap_1
22. MHO045472 Nowa Zelandia Hap 1
23. MH045473 Nowa Zelandia Hap 1
24. MH045474 Francja Hap 1
25. MH045475 Chiny Hap 1
26. MH045476 Chiny Hap 1
27. MHO045477 RPA Hap_1




Lp. Numer akcesyjny Kraj pochodzenia Haplotyp
No. Accession number Country of origin Haplotype
28. MHO045478 RPA Hap_1
29. MHO045479 RPA Hap_1
30. MHO045480 RPA Hap_1
31 MHO045481 RPA Hap_1
32. MG774549 Iran Hap 2
33. MH182478 USA Hap 3
34. OL376660 Irak Hap 3
35. OL413444 Irak Hap_3
36. MH182476 USA Hap_3
37. MH182477 USA Hap_3
38. MHO040832 RPA Hap_3
39. MHO040833 Czechy Hap 3
40. MHO040834 Francja Hap 3
41. MHO040835 Francja Hap 3
42. MHO040836 Wiochy (Sycylia) Hap_ 3
43. MHO040837 Wiochy (Sycylia) Hap 3
44. MH040838 Wiochy (Sycylia) Hap 3
45. MHO040839 Wiochy (Sycylia) Hap 3
46. MH040840 Wrhochy (Sycylia) Hap 3
47. MHO040841 Francja Hap 3
48. MHO040842 Wrtochy (Sycylia) Hap 3
49. MH040843 Wrtochy (Sycylia) Hap 3
50. MHO040844 Wiochy (Sycylia) Hap_3
51. MH040845 Wiochy (Sycylia) Hap 3
52. MH040846 Wrtochy (Sycylia) Hap_3
53. MHO040847 Wrtochy (Sycylia) Hap 3
54. MH040848 Wiochy (Sycylia) Hap 3
55. MH040849 Wiochy (Sycylia) Hap_3
56. MHO040850 Wrhochy (Sycylia) Hap_3
57. MHO040851 Francja Hap 3
58. MHO040852 Francja Hap 3
59. MHO045463 RPA Hap 3
60. MHO045464 RPA Hap_ 3
61. MHO045465 RPA Hap_ 3
62. MHO045466 RPA Hap_ 3
63. MHO045467 RPA Hap 3
64. MH045468 RPA Hap_ 3
65. MHO045469 RPA Hap 3
66. MHO045470 RPA Hap_3
67. MTO048289 Federacja Saint Kitts i Nevis Hap_ 4




Tabela 3. Lista miejsc zmiennych pomi¢dzy sekwencjami haplotypow.

Table. 3. List of variable sites between haplotype sequences.

Pozycja nukleotydu w przyréwnaniu
Nucleotide position in the alignment
Haplotyp | 14 40 42 53 54 55 57 60 62 64 66 75 77
Hap_1 T C C G C T C T G G A T T
Hap 2 C T T - - C G G C T G C
Pozycja nukleotydu w przyréwnaniu
Nucleotide position in the alignment
Haplotyp | 80 83 88 121 138 | 139 | 175 | 195 | 196 | 199 | 205 | 210 | 212
Hap 1 G C T T G C C A C C T A G
Hap 2 A T C C - - T T T T C G A
Pozycja nukleotydu w przyréwnaniu
Nucleotide position in the alignment
Haplotyp | 216 | 217 | 226 | 250 | 253 | 266 | 588 | 594 | 598
Hap 1 - - C G A T C C C
Hap_2 G C G A G C T T T
Hap_2
n=1
Hap_1 © Czechy @ Poiska
n=37 ® Wiochy @ UuUsA
@® Slowenia ® RPA
® Wegry @ Iran
® Niemcy ® Irak
@ Portugalia @® Francja
@ Chiny @ Nowa Zelandia
Hap 4 @ Federacja Saint Kitts i Nevis
n=1

Ryc. 1. Sie¢ haplotypow skonstruowana z wykorzystaniem algorytmu Median-Joining. Kolory odpowiadaja
pochodzeniu geograficznemu analizowanych sekwencji. Pod nazwa haplotypow podano liczbg osobnikow
do nich zaklasyfikowanych. Poprzeczne kreski odpowiadaja liczbie mutacji pomig¢dzy haplotypami.

Fig. 1. Haplotype network constructed using the Median-Joining algorithm. Colors correspond to the geographic
origin of the analyzed sequences. The number of individuals assigned to each haplotype is indicated below
the haplotype name. Hatch marks represent the number of mutations between haplotypes.
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