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Streszczenie

Dirofilarioza jest przenoszong przez komary parazytoza migsozernych, wywotywang
przez inwazje nicieni z rodzaju Dirofilaria. Dwoma najbardziej istotnymi gatunkami,
z punktu widzenia medycyny weterynaryjnej oraz medycyny cztowieka, sa Dirofilaria repens
oraz Dirofilaria immitis, bedace czynnikami etiologicznymi odpowiednio dirofilariozy
skornej oraz sercowo-ptucnej. Na skutek zmian klimatycznych oraz dziatalnosci czlowieka
dirofilarioza stala si¢ jedng z najszybciej rozprzestrzeniajacych si¢ chorob wektorowych
w Europie. D. repens wykazuje przy tym wysoki potencjal zoonotyczny, bedac
odpowiedzialnym za wigkszo$¢ inwazji u ludzi. Mimo to na przestrzeni lat gatunek ten
wzbudzal niewielkie zainteresowanie badawcze, co przektada si¢ na ograniczong wiedze
dotyczaca biologii pasozyta i problematyczng diagnostyke. Identyfikacja i charakterystyka
biatek pasozyta moze przyczynic si¢ zarowno do lepszego poznania mechanizmoéw inwazji,
jak i do opracowania nowych metod diagnostycznych oraz rozwoju potencjalnych strategii
zapobiegania dirofilariozie. W pierwszym artykule wchodzacym w skfad niniejszej pracy
dokonano molekularnej charakterystyki antygenu Dr20/22 Dirofilaria repens, oméwiono
potencjalne mechanizmy zaangazowane w regulacj¢ ekspresji genu pasozyta, takie jak trans-
splicing zalezny od sekwencji liderowej (SLTS) oraz podjeto probe wykorzystania
rekombinowanej formy antygenu jako potencjalnego markera dirofilariozy skornej. Kolejnym
zglebionym w rozprawie zagadnieniem bylo poznanie roli Dr20/22 w procesie inwazji.
Wykorzystujac model ludzkich komorek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego
(moDC), zbadano wptyw rDr20/22 na proces ich dojrzewania oraz funkcjonalnos¢. W drugim
artykule opisano zastosowanie technologii ,,phage display” w celu wytypowania krétkiego
peptydu, ktory mogtby zosta¢ wykorzystany jako alternatywny marker dirofilariozy, a takze
wykazano mozliwo$¢ wykrycia cfDNA (cell-free DNA) D. repens w surowicy zarazonych
psoéw. W dalszym etapie dokonano walidacji metody Real-Time PCR w celu umozliwienia
molekularnego réznicowania inwazji D. repens od D. immitis i A. reconditum oraz okreslono
aktualng prewalencje filarii w populacji bezdomnych pséw i kotow w Ukrainie. W ostatnim
manuskrypcie przedstawiono opis przypadku rodzimej inwazji mieszanej D. repens
i D. immitis u psa w Polsce oraz przeprowadzono dyskusje nad skuteczno$cig
praktykowanych metod diagnostycznych i mozliwosci endemizacji na terenie Kkraju

dirofilariozy sercowo-ptucne;.

Stowa kluczowe: dirofilarioza, diagnostyka, Dr20/22, komoérki dendrytyczne






Summary

Dirofilariosis is a mosquito-transmitted parasitic disease that affects carnivores, caused
by infections with nematodes from the Dirofilaria genus. The two most important species
from both veterinary and human medical perspectives are Dirofilaria repens and Dirofilaria
immitis, which are responsible for subcutaneous and cardiopulmonary dirofilariosis,
respectively. Due to climate change and human activitity dirofilariosis has become one of the
fastest-spreading vector-borne diseases in Europe. D. repens, in particular, exhibits a high
zoonotic potential, being responsible for the majority of human infections. However, over the
years, this species has attracted little research interest, leading to limited knowledge regarding
the parasite's biology and problematic diagnostics. The identification and characterization of
the parasite’s molecules could contribute to a better understanding of the invasion
mechanisms, as well as the development of new diagnostic methods and the advancement of
potential strategies for preventing dirofilariosis. The first article in this thesis focuses on the
molecular characterization of the Dirofilaria repens antigen Dr20/22. It explores potential
mechanisms involved in the regulation of parasite gene expression, such as leader sequence-
dependent trans-splicing (SLTS), and investigates the recombinant antigen’s potential as
a marker for subcutaneous dirofilariosis. Another key area examined in the dissertation is the
role of Dr20/22 in the invasion process. Using a model of human monocyte-derived dendritic
cells (moDCs), the effect of rDr20/22 on their maturation and functionality was investigated.
The second article describes the use of "phage display" technology to identify a short peptide
that could be used as an alternative marker for dirofilariosis, as well as demonstrating the
possibility of detecting D. repens-specific cfDNA (cell-free DNA) in the serum of infected
dogs. The Real-Time PCR method was also validated for molecular differentiation between
infections caused by D. repens, D. immitis, and A. reconditum, and the current prevalence of
filariae in stray dogs and cats in Ukraine was assessed. The final manuscript presents a case
report of an autochthonous D. immitis infection in a dog in Poland, along with a discussion of
the effectiveness of current diagnostic practices and the potential for endemic establishment

of the species within the country.

Keywords: dirofilariosis, diagnostics, Dr20/22, dendritic cells
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Wykaz skrotow:

ADCC - cytotoksycznos$¢ zalezna od przeciwciatl (z ang. antibody dependent cell-

mediated cytotoxicity)
APC - komorki prezentujgce antygen (z ang. antigen presenting cells)

BAFF - czynnik aktywujgcy limfocyty B nalezacy do rodziny TNF (z ang. B cell
activating factor belonging to the tumor necrosis factor family)

BAFF-R - receptor czynnika aktywujacego limfocyty B (z ang. B-cell activating factor
receptor)

BCMA - antygen dojrzewania komorek B (z ang. B-cell maturation antigen)
C1q - sktadowa uktadu dopetniacza 1q (z ang. complement component 1q)
CD - kompleks réznicowania (z ang. cluster of differentiation)

cDNA - komplementarny DNA (z ang. complementary DNA)

cfDNA - wolnokrazacy DNA (z ang. cell-free DNA)

CI — przedziaty ufnosci (z ang. coinfidence intervals)

COX1 - podjednostka 1 oksydazy cytochromu ¢ (z ang. cytochrome ¢ oxidase subunit

1)

cytB - cytochrom b (z ang. cytochrome b)

CXCL - ligand chemokiny CXC (z ang. chemokine (C-X-C motif) ligand)
CXCR3 - receptor chemokiny CXC 3 (z ang. CXC motif chemokine receptor 3)
DCs - komérki dendrytyczne (z ang. dendritic cells)

DDC — komorki dendrytyczne skory (z ang. dermal dendritic cells)

Dkk-1 - z ang. Dickkopf-related protein 1

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (z ang. deoxyribonucleic acid)
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DPBS - buforowany roztwor soli fizjologicznej Dulbecco (z ang. Dulbecco's phosphate
buffered saline)

DrSA - ekstrakt biatek somatycznych Dirofilaria repens (z ang. Dirofilaria repens

somatic antigen)
ELISA - test immunoenzymatyczny (z ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
ES - produkty ekskrecyjno-sekrecyjne (z ang. excretory-secretory products)

ESCCAP - Eurpejska Rada Konsultacyjna do Spraw Parazytoz Zwierzat

Towarzyszacych (z ang. European Scientific Counsel Companion Animal Parasites)
FBS - ptodowa surowica bydleca (z ang. fetal bovine serum)

Fzd - recpotory Frizzle (z ang. frizzled receptors)

gDNA - DNA genomowy (z ang. genomic DNA)

GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéow (z ang.

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
HBSS - zréwnowazony roztwor soli Hanksa (z ang. Hank's balanced salt solution)

HDU - jednostka wykorzystywana w sezonowym modelu transmisji dirofilariozy (z

ang. heartworm development unit)

HLA-DR - ludzki antygen leukocytarny izotyp DR (z ang. human leukocyte antigen —
DR isotype)

IFN - interferon

Ig - immunoglobulina

IL - interleukina (z ang. interleukin)

ILC2 - nieswoiste komoérki limfoidalne typu 2 (z ang. type 2 innate lymphoid cells)

ILT3 - immunoglobulinopodobny transkrypt 3 (z ang. immunoglobulin-like transcript
3)

ITS - wewnetrzny region niekodujacy (z ang. internal transcribed spacer)
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LEF - czynnik wzmacniajacy komorki limfoidalne (z ang. lymphoid enhancer factor
family)

LPS - lipopolisacharyd (z ang. lipopolysaccharide)

LRP - biatko pokrewne receptorowi lipoproteiny o niskiej gestosci (z ang. low-density

lipoprotein receptor-related protein)
Mf - mikrofilarie (z ang. microfilariae)
MHC - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (z ang. major histocompatibility complex)

moDC - komorki dendrytyczne pochodzenia monocytarnego (z ang. monocyte-derived

dendritic cells)
MRNA - matrycowy RNA (z ang. messenger RNA)

NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (z ang. nuclear factor kappa-

light-chain enhancer of activated B cells)
NGO - organizacje pozarzadowe (z ang. non-govermental organization)

MAMP - molekularne wzorce zwigzane z mikroorganizmami (z ang. microbe-

associated molecular patterns)

PBMC - jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (z ang. peripheral blood

mononuclear cell)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (z ang. polymerase chain reaction)

PD-L1 - ligand receptora programowanej $mierci 1 (z ang. programmed death-ligand 1)
PGE?2 - prostaglandyna E2 (z ang. prostaglandin E2)

PLAZ2 - fosfolipaza A2 (z ang. phospholipase A2)

PRR - receptory rozpoznajace wzorce (z ang. pattern recognition receptors)

gPCR — ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (z ang.

quantitative polymerase chain reaction)

S16 - (z ang. 16S ribosomal RNA)
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SL - sekwencja liderowa (z ang. spliced leader)

SLTS - trans-splicing zalezny od sekwencji liderowej (z ang. spliced leader trans-

splicing)
rDr20/22 - rekombinowany Dr20/22

RPMI - podiloze do hodowli komorkowych RPMI 1640 (Roswell Park Memorial

Institute)
RPL37A - rybosomalne biatko L37A (z ang. ribosomal protein L37A)
RT - temperatura pokojowa(z ang. room temperature)

TACI - aktywator transblonowy i interaktor biatkowy CAML (z ang. transmembrane
activator and calcium-modulating cyclophilin ligand interactor)

TCF - czynnik transkrypcyjny komoérek T (z ang. T cell factor)

TGF- - transformujacy czynnik wzrostu 3 (z ang. transforming growth factor f3)
Th - limfocyty T pomocnicze (z ang. T helper cells)

TLR - receptory Toll-podobne (z ang. Toll-like receptors)

Tm - temperatura topnienia (z ang. melting curve)

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu a (z ang. tumor necrosis factor o)
Tol-DC - tolerogenne komorki dendrytyczne (z ang. tolerogenic dendritic cells)
Trl - limfocyty T regulatorowe typu 1 (z ang. type 1 regulatory cells)

TRAIL - ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacego apoptoze (z ang. tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)

Treg - limfocyty T regulatorowe (z ang. regulatory T cells)
TSLP - limfopoetyna zrgbu grasicy (z ang. thymic stromal lymphopoietin)

UNHCR - Wysoki Komisarz Narodéw Zjednoczonych ds. Uchodzcow (z ang. United

Nations High Commissioner for Refugees)

Wnt - rodzina biatek uczestniczacych w szlaku sygnatowym Wnt/B-katenina
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1. Wstep

Dirofilarioza to choroba wektorowa wywolywana przez inwazje nicieni
z rodzaju Dirofilaria. Dwoma najbardziej istotnymi gatunkami z punktu widzenia
medycyny weterynaryjnej oraz medycyny czlowiecka sa Dirofilaria repens oraz
Dirofilaria immitis, bg¢dace czynnikami etiologicznymi odpowiednio dirofilariozy
skornej oraz sercowo-ptucnej 2. Wektory kompetentne do transmisji choroby to
komary z rodzajow Aedes, Ochlerotatus, Anopheles, Coquillettidia, Culex, Armigeres,
Mansonia oraz Psorophora [l sposrod ktérych najwazniejszymi wydaja sie byé
przedstawiciele Aedes, Anopheles i Culex. Opisywane gatunki filarii dzielg nie tylko
wspélnych zywicieli posrednich (wektory), ale rowniez zywicieli ostatecznych.
D. repens i D. immitis sa pasozytami migsozernych, gtdwnie psow i kotow. Jednakze
wystepowanie naturalnych inwazji wsréd zwierzat wolno zyjacych, takich jak wilk
szary (Canis lupus), lis rudy (Vulpes vulpes), borsuk europejski (Meles meles) 1, szakal
zlocisty (Canis aureus), zbik europejski (Felis silvestris) P! czy kuna domowa (Martes

foina) (61, prowadzi do dyskusji na temat potencjalnych rezerwuaréw choroby.

Doroste nicienie Dirofilaria spp. moga przetrwaé w organizmie zywiciela
ostatecznego nawet 10 lat. Przez caly ten czas stanowia ryzyko transmisji na kolejne
osobniki, uwalniajac do krwiobiegu mikrofilarie (stadium larwalne). Mikrofilarie
zasysane przez komara w trakcie positku przedostaja si¢ przez jelita do cewek
Malphigiego, gdzie dojrzewaja, przechodzac przez stadia L1 i L2 do stadium larwy
inwazyjnej (L3). Proces dojrzewania larwy inwazyjnej jest uzalezniony od temperatury
otoczenia i moze trwa¢ od 8 do nawet 30 dni. W przypadku, gdy temperatura spada
ponizej 14°C, rozwoj larwy zostaje zahamowany. Do zarazenia zZywiciela ostatecznego
dochodzi w trakcie kolejnego positku komara. Larwy inwazyjne wydostaja si¢ przez
labellum komara i zdeponowane na skorze w kropli hemolimfy, aktywnie wnikajg do
tkanek zywiciela, wykorzystujac miejsce wktucia 8l Larwy stadium L3 D. repens
migrujg przez tkanki podskorne zywiciela, gdzie rozwijaja si¢ poprzez stadium L4 do
osobnikow dorostych. Osobniki doroste, osiagajac dojrzatos¢ plciowa, kopuluja
zamykajaC cykl rozwojowy i rodzac do krwiobiegu kolejne pokolenie mikrofilarii.
W przypadku Dirofilaria immitis, larwy inwazyjne linieja do stadium L4, ktore
nastepnie przedostaja si¢ do naczyn krwiono$nych i rozpoczynaja wedrowke w
kierunku naczyn plucnych i serca, dojrzewajac i zamykajac cykl. Okres prepatentny

inwazji trwa zazwyczaj od 6 do 9 miesiecy (Rycina 1).
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ostatecznego rodza do krwi obwodowej mikrofilarie.

Rycina 1. Cykl rozwojowy Dirofilaria spp.

Dirofilarioza skorna u pséw czesto przebiega bezobjawowo lub nie manifestujac
specyficznych objawow. Najbardziej rozpoznawalnym symptomem choroby jest
formowanie guzkéw podskornych. Z rozméw przeprowadzonych z lekarzami
weterynarii, dzigki ktorych uprzejmosci pozyskiwany byl material badawczy, wynika,
ze mimo lokalizacji dorostych osobnikow w tkankach podskornych, zjawisko to
wystgpowato niezwykle rzadko. Sporadycznie filarie byty odnajdywane roéwniez
w strukturach anatomicznych, takich jak powrdzek nasienny czy gruczot sutkowy.
Docelowe miejsce bytowania pasozyta jest prawdopodobnie zalezne od miejsca uktucia
komara. Co wiecej, pasozyty te wykazuja syndrom larwy migrujacej, tzn. zdolnos$¢ do
aktywnego przemieszczania si¢ migdzy tkankami. Innymi objawami wystepujacymi

w trakcie inwazji mogg by¢ zmiany skorne i $wigd 19,

Grozniejsza z punktu widzenia medycyny weterynaryjnej dirofilarioza sercowo-
ptucna prezentuje szerokie spektrum objawow nasilajacych si¢ w zaleznosci od stopnia
zaawansowania choroby oraz intensywnosci inwazji. Wyrdznia si¢ 4 klasy tej jednostki
chorobowej: klasa 1 - brak objawow, sporadyczny kaszel; klasa 2 - nietolerancja
wysitku fizycznego, nieprawidtowe odgtosy ptuc; klasa 3 - nieprawidtowe odglosy
serca, duszno$ci, utrata przytomnos$ci, hepatomegalia, wodobrzusze, klasa 4 -

najbardziej zaawansowane stadium choroby, okreslane mianem syndromu Caval'a,
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rozwija si¢ w wyniku umiejscowienia si¢ dorostych nicieni w prawej komorze serca,
prawym przedsionku oraz czgsto w zyle gtownej dolnej, co moze prowadzi¢ do
niewydolnosci serca oraz $mierci. Objawami towarzyszgcymi temu stanowi sg

zazwyczaj nagle ostabienie i letarg, hemoglobinemia czy hemoglobinuria 29,

Obydwa gatunki (D. repens i D. immitis) sa pasozytami kosmopolitycznymi,
szeroko rozprzestrzenionymi w Europie, Ameryce oraz czgsciowo w Azji, Australii
i Afryce I8 Co ciekawe, ostatnie badania wskazuja na ewoluujace wzorce
wystepowania gatunkéw Dirofilaria spp., w tym ich wykrycie na obszarach wcze$niej
nieobjetych zasiggiem, a w niektérych przypadkach na zmian¢ dominacji pomiedzy
gatunkami 114151 Dirofilarioza jest uwazana za jedng z  najszybciej
rozprzestrzeniajacych si¢ choréb wektorowych w Europie, a w zaleznos$ci od regionu
prewalencja moze wynosi¢ od kilku do nawet kilkudziesieciu procent w skali kraju
(11131 Jeszcze kilkanascie lat temu uwazana byla za chorobe raczej ,,egzotyczng”,
wystepujaca gtdéwnie w potudniowej czesci kontynentu, w krajach charakteryzujacych
si¢ cieplejszym klimatem. Obecnie obydwa gatunki rozszerzaja swoj zakres
wystepowania na terytorium kolejnych panstw. Bezposrednig przyczyna dynamiki
ekspansji sg zmiany klimatu, ktore prowadza do introdukcji nowych gatunkoéw
wektoréw kompetentnych do transmisji choroby, oraz dziatalnos¢ cztowieka, skupiajaca
si¢ na podrozach do krajow endemicznych z nieodpowiednio zabezpieczonymi

zwierzetami towarzyszacymi.

D. repens wystepuje endemicznie niemalze w catej Europie Srodkowej
i Wschodniej oraz stopniowo opanowuje kraje Battyckie [*318]. Zakres wystepowania
inwazji D. immitis jest mniejszy, jednak na przestrzeni ostatnich 10 lat mozna zauwazy¢
zmiany we wzorcach epidemiologicznych. Parazytoza rozprzestrzeniania si¢ w Europie
Srodkowej i Wschodniej, stwarzajac ryzyko endemizacji krajow takich jak Niemcy,
Austria, Czechy czy Stowacja 1% Co wigcej, najnowsze badania przeprowadzone
przez Jokelainen i wsp. (2024) donoszag o obecnoSci zaréwno rodzimych, jak
i importowanych przypadkéw dirofilariozy sercowo-ptucnej u pséw w Estonii 1),
Importowane przypadki dirofilariozy oraz obecno$¢ wektorow kompetentnych do
transmisji choroby byly rejestrowane nawet w krajach skandynawskich. W niektorych z
nich odnotowano miejscowo warto$§¢ graniczng niezbedng do rozwoju larw

inwazyjnych (130 HDU (Heartworm Development Unit), wykorzystywang
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w sezonowym modelu transmisji parazytozy, umozliwiajagcym przewidywanie jej

wystepowania 23],

Mimo podobienstw w biologii obu pasozytow, wspolnych gatunkow wektoréw
1 zywicieli ostatecznych, D. repens wydaje si¢ by¢ gatunkiem szybciej
rozprzestrzeniajgcym. Alsarraf i wsp. (2023) sugeruja, ze réznice w ekspansywnosci
gatunkow Dirofilaria moga by¢ uwarunkowane réznorodnosciag genetyczna, ktéra moze
by¢ kluczowa dla adaptacji 1 przetrwania pasozyta w nowych warunkach
srodowiskowych. Na przyktadzie kilku mitochondrialnych markerow genetycznych
wykazal, ze D. repens jest znacznie bardziej zréznicowana genetycznie niz D. immits,
wykrywajac odpowiednio 18 i 9 réznych haplotypoéw kazdego z gatunkéw. Zagadka
nadal jednak pozostaje, czy gatunki genetycznie konserwatywne, takie jak D. immitis,
sa mniej skuteczne w kolonizacji nowych obszar6w w poréwnaniu do gatunkow
bardziej zroznicowanych genetycznie, takich jak D. repens. By¢ moze alternatywnie
rozprzestrzenianiu si¢ gatunku na nowy obszar towarzyszy utrata réznorodnos$ci

genetycznej, z dominacja jednej, skutecznej linii genetycznej 819,

Pomimo opisywania kolejnych gatunkéw potencjalnych zywicieli D. repens
i D. immitis, najwazniejszym rezerwuarem choroby pozostaja psy, ktore pelnig
kluczowa role w transmisji choroby. Chociaz opisywano réwniez obecnos$¢ mikrofilarii
kazdego z gatunkéw Dirofilaria w krwiobiegu kotow [2%21 s3 one uwazane za mniej
kompetentnych zywicieli. Aktywna mikrofilaremia wystepuje jedynie u okoto 20%
zarazonych kotow 1 jest zazwyczaj krotkotrwala oraz charakteryzuje sie niskg
intensywnoécia ?%?2). Przyczyng jest fakt, ze jedynie niewielka liczba larw L3 rowija sie
do stadium dorostego 2% Co wiccej, szacuje si¢, ze 25% kotdw jest naturalnie

odpornych na zarazenie D. immitis 22,

W Polsce wystepowanie dirofilariozy jest zdominowane przez D. repens,
a pierwszy rodzimy przypadek inwazji u psa zostat opisany w 2009 roku 4. Od tego
czasu czestotliwos¢ wystepowania zarazen wydaje si¢ wzrastac. W 2014 roku ogdlna
prewalencja we wszystkich 16 wojewodztwach wynosita niemal 16% 21, natomiast
w 2016 roku w samym tylko Mazowszu odsetek zarazonych psow wynosit 38,3% [2°1,
W badaniu przeprowadzonym w latach 2017-2019 czgsto$¢ zarazen w Polsce wynosita
12% 1281 Inwazje D. immitis obserwowane sa sporadycznie. Do tej pory opisano jedynie

2 rodzime przypadki u pséw 2728 jednakze importowane inwazje zdarzajg si¢ coraz
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czesciej, szczegOlnie w przypadku psoéw importowanych lub podrézujacych poza
granice kraju. W s$wietle zmian klimatycznych oraz bezposredniego sgsiedztwa
z krajami uznawanymi za regiony pre-endemiczne (Niemcy) lub endemiczne (Stowacja,
Ukraina) dla D. immitis ¥l powinniémy by¢ przygotowani na zwiekszone ryzyko

rozwoju nowych ognisk w Polsce w najblizszych latach.

Szczegblnym zagrozeniem wydaja sie by¢ migracje zwierzat zza wschodniej
granicy Polski. Kryzys humanitarny wywotany zbrojng napasciag Rosji na Ukraing
eskaluje problem bezdomnych zwierzat w tym kraju. Od wybuchu wojny niemal 6,5
miliona obywateli Ukrainy opuscito kraj w celu poszukiwania schronienia, a ponad 3,5
miliona migrowato w jego obrebie . W wielu przypadkach wiazato si¢ to rowniez
z przemieszczaniem zwierzat lub pozostawieniem ich bez odpowiedniej opieki. Jeszcze
przed wybuchem wojny szacowano, ze w Ukrainie znajduje si¢ ponad 200 000
bezdomnych psow i prawdopodobnie jeszcze wigcej pozostajacych bez opieki kotow
(39, Mimo nielicznych opracowan, szczegdlnie anglojezycznych, na temat prewalencji
dirofilariozy, powszechnie wiadomo, ze obydwa gatunki (D. repens i D. immitis)
wystepujag w Ukrainie endemicznie. Jak donosza Bajer i wsp. (2023), od rozpoczecia
konfliktu prawdopodobnie ponad 10 000 zwierzat przekroczyto polsko-ukrainska
granice, a czg$¢ z nich zostata umieszczona w schroniskach. Wsrod 53 importowanych
psow przebywajacych w schronisku dla zwierzat w wojewddztwie mazowieckim,
18,9% byto zarazonych D. repens, 3,6% D. immitis, a u 2 z nich wykryto
wspolistniejace inwazje D. repens i D. immitis Y. Fakt ten podkresla wzmozona
potrzebe diagnostyki oraz profilaktyki zwierzat towarzyszacych przekraczajacych
granice kraju, ale rowniez stale monitorowanie obecnej sytuacji epidemiologicznej
w Ukrainie. Panujace warunki w potaczeniu z brakiem regularnej profilaktyki
przeciwpasozytniczej, zwigkszaja ryzyko zagrozenia biologicznego, W tym
niekontrolowanego rozprzestrzeniania si¢ chorob wektorowych oraz ich przeniesienia

na czlowieka.

Mimo ze gldwny rezerwuar choroby stanowig psy, nalezy podkresli¢, ze nicienie
Dirofilaria spp. wykazuja wysoki potencjal zoonotyczny, a liczba przypadkow
odnotowanych na calym $wiecie wynosi kilka tysigcy. Powszechnie uwaza si¢, ze
cztowiek jest jedynie zywicielem przypadkowym, jednak jak donosza Simon 1 wsp.
(2022), 42,95% nicieni pozyskanych w trakcie interwencji chirurgicznych byto

dojrzatych, a wigkszo$¢ z nich stanowily samice. Co wigcej, U 26,42% z nich
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stwierdzono macice wypetione mikrofilariami. Ponadto na przestrzeni lat odnotowano
réwniez kilka przypadkow ludzkiej dirofilariozy z aktywna mikrofilaremia, co moze
sugerowac o potencjalnej roli cztowieka jako rezerwuaru choroby. Co ciekawe, 72,22%
przypadkoéw zarazen u cztowieka wywotuje inwazja D. repens, a zaledwie 6,94%
D. immitis. W zalezno$ci od lokalizacji anatomicznej wyrézni¢ mozemy dirofilarioze

skorna/oczna, taczona gléownie z inwazjami D. repens i ptucng z D. immitis 321,

U znakomitej wigkszo$ci pacjentow dirofilarioza skorna objawia si¢ obecnoscia
guzka, ktoremu moze towarzyszy¢ zaczerwienienie, obrzek czy bolesnos¢.
W przypadku dirofilariozy ocznej filarie moga powodowa¢ guzki lub torbiele
zlokalizowane w spojowce, powiece lub innych czeSciach oka, co objawiaé si¢ moze
dyskomfortem, zaczerwienieniem, obrzgkiem, a czasami zaburzeniem widzenia.
Z kolei dirofilarioza ptucna moze powodowaé tagodne objawy ze strony uktadu
oddechowego - kaszel, bol w klatce piersiowej oraz tagodna goraczka, przez co moze

(910321 Co wigcej, pomimo zazwyczaj tagodnego

przypomina¢ zapalenie phuc
charakteru guzkow, ich odkrycie budzi niepokdj zwigzany z mozliwoscig zto§liwosci
takich zmian. To podejrzenie prowadzi do stosowania procedur chirurgicznych w celu
diagnozy i usunigcia, czasami w bardzo wrazliwych lub trudnodostgpnych lokalizacjach
anatomicznych, co moze mie¢ powazne konsekwencje dla zdrowia pacjenta. Nie nalezy
rowniez lekcewazyC stresu, jaki pacjent odczuwa w czasie od odkrycia guzka do
identyfikacji pasozytow, lub gdy wykrywane sa migrujace lub pojawiajace si¢ robaki
w krytycznych obszarach, takich jak oko, genitalia czy piers 2%, Na przestrzeni lat
pasozyty byly odnajdywane rowniez w miejscach takich jak wyrostek tokciowy [%,
$ciana jamy brzucha, wezet chtonny pachwinowy 81, wnetrze jamy ustnej 71, a nawet

jezyk (38],

W Polsce pierwszy przypadek zarazenia D. repens u czlowieka zostal
odnotowany w 2007 roku [94%  Jednakze, poniewaz pacjent kilka lat wczesniej
podrozowal do Grecji, istnialo podejrzenie o importowanym statusie inwazji. Za
pierwszy rodzimy przypadek uwaza si¢ zarazenie odnotowane w 2010 roku “1. Od
tamtego czasu opisano kilkanascie kolejnych przypadkow 5444w tym rowniez jeden
z pierwszych na $wiecie z aktywng mikrofilaremig [*°!. Nalezy jednak pamietaé, ze ze
wzgledu na niska §wiadomo$§¢ wsrdd lekarzy klinicystow, niespecyficzne objawy oraz
utrudniong diagnostyke, realna liczba zachorowan moze by¢ zdecydowanie wigksza.

W Ukrainie, ktora bezposrednio sgsiaduje z Polska, dirofilarioza jest chorobg
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podlegajaca obowigzkowi rejestracji. W latach 1997-2012 odnotowano tam 1465

przypadkow inwazji D. repens 81 oraz kilkanascie D. immitis [47]

Obecnie ,,ztotym standardem” w diagnostyce pozostaje metoda Knott'a oraz
uzupeltniajgca jg tancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction; PCR).
Obie metody bazujg jednak na wykrywaniu mikrofilarii w krwiobiegu, przez co sg
nieskuteczne w przypadku inwazji amikrofilaremicznych, (tj. nie manifestujacych
aktywnej mikrofilaremii), ktorych przyczyna moze by¢ obecno$¢ osobnikow tylko
jednej pici lub wywotana przez leki sterylnos¢ dorostych nicieni. Co wigcej, obie
metody pozostajg nieskuteczne w okresie prepatentnym, co w praktyce oznacza, ze
przez 6-9 miesigcy rozwijajaca si¢ inwazja nie moze by¢ wykryta. W przypadku
dirofilariozy sercowo-ptucnej, na rynku obecnych jest kilka testow opartych na
technikach serologicznych, umozliwiajacych wykrywanie antygendéw wydzielanych
przez doroste nicienie D. immitis, ktore osiagaja niemal 100% specyficznosci
w przypadkach inwazji obejmujacych wiecej niz jedna dorosta samice 18, Jednak
czuto$¢ 1 swoisto$¢ tych testOw moga znacznie si¢ rozni¢, szczegodlnie w przypadku

[49-51  Co wiecej, niektore opracowania przestrzegaja

niskiej intensywnos$ci inwazji
przed mozliwo$ciag wystepowania reakcji krzyzowych z antygenami innych pasozytow
psow, takich jak Angiostrongylus vasorum, Spirocerca lupi, Taenia taeniaeformis,
Toxocara canis, Toxocara cati, Dipylidium caninum czy D. repens 255 Na
skuteczno$¢ stosowanych testow moze wptywaé rdwniez sposob wstepnego
przygotowania badanej proby. Jak donosza Gruntmeir i wsp. (2021), uprzednia obrobka
termiczna probki surowicy (immune-complex dissociation; ICD), prowadzaca do

rozbicia wigzan w kompleksach immunologiczych oraz inaktywacji dopelniacza,

zwicksza czuto$¢ wykrywania zarazen D. immitis z 78% na 98% (51,

Mimo wyraznie zwigkszonej ekspansywnosci 0raz potencjalu zoonotycznego,
obecnie brak jest dostepnego testu wykrywajacego zarazenie D. repens. Fakt ten
podkresla, ze gatunek byl przez lata zaniedbywany zaréwno przez $rodowisko
akademickie, jak i medyczne, w szczeg6lno$ci w poréwnaniu do D. immitis. Ostatnimi
czasy coraz czesciej wykorzystywang metoda diagnostyczng w przypadku dirofilariozy
skornej jest test immunoenzymatyczny ELISA (eznyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) wykorzystujacy antygeny somatyczne dorostych nicieni do oceny poziomu
przeciwcial w surowicy pacjenta. Jak donoszg Ciuca i wsp. (2020), metoda ta

umozliwia wykrycie w surowicy zarazonych zwierzat przeciwciala specyficzne dla
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antygenéw pasozyta juz 121 dni od zarazenia [*°l, ale pozostaje rowniez skuteczna
w przypadku rozwinigtych inwazji amikrofilaremicznych B7l. Niestety, ze wzgledu na
wymagany staly dostep do materialu biologicznego (dorostych nicieni),
skomercjalizowanie metody wydaje si¢ niemozliwe. Dlatego priorytetem w kontekscie
zatrzymania rozprzestrzeniania si¢ dirofilariozy skornej jest opracowanie nowego
narzedzia diagnostycznego, ktore umozliwi szybka oraz skuteczng identyfikacje
zarazenia W dowolnym miejscu opieki. W tym celu niezbedne wydaje sie¢ zgl¢bianie
molekularnych mechanizméw i interakcji wystepujagcych miedzy pasozytem
i zywicielem, a takze charakterystyka zaangazowanych w te procesy antygenow.
Niestety, kolejnym dowodem na to, jak mato poznanym i stabo scharakteryzowanym
gatunkiem jest D. repens, moze by¢ liczba sekwencji DNA kodujacych biatka pasozyta
umieszczonych w bazach danych takich jak GenBank, ktora wynosi 13. Wszystkie
z nich sg autorstwa naszego zespolu i zostaly zdeponowane w trakcie realizacji

niniejszej rozprawy.

Dzigki czgsteczkom obecnym w antygenach somatycznych lub produktach
wydalniczo-wydzielniczych (excretory-secretory products; ES) uwalnianych podczas
inwazji, helminty sa jednymi z najskuteczniejszych organizméw w modulowaniu
uktadu odpornosciowego swojego zywiciela, co pozwala im z powodzeniem zarazaé
miliony ludzi i zwierzat na caltym §wiecie. Wywolywana odpowiedz jest zazwyczaj
ukierunkowana korzystnie zarowno dla pasozyta jak 1 zywiciela. Za typowa reakcje na
inwazje helmintow, w tym filarii, uwaza si¢ indukcj¢ odpowiedzi typu Th2
z zaangazowaniem limfocytow T CD4" regulatorowych (Treg). Odpowiednia
rownowaga Th2/Treg umozliwia pasozytom przetrwanie oraz rozwinigcie przewleklych
inwazji, jednoczes$nie zapobiegajac nadmiernemu stanowi zapalnemu i1 minimalizujgc

uszkodzenia tkanek zywiciela [

. Potencjal do wyciszania nadmiernej odpowiedzi
uktadu odporno$ciowego przez helminty, popierany przez hipoteze¢ higieny, zostat
rowniez dostrzezony w leczeniu chordb autoimmunizacyjncyh, ktore stanowig

wspotczesnie coraz wiekszy problem medyczny 59,

Ze wzglgdu na brak prowadzonych w tym kierunku badan, wiedza na temat
odpowiedzi immunologicznej wywotanej w trakcie zarazenia Dirofilaria repens
pozostaje znikoma. Podobienstw mozemy si¢ doszukiwa¢ na podstawie analogii

z blisko spokrewnionym gatunkiem D. immitis, w przypadku ktérego obserwuje si¢
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indukcje mieszanej odpowiedzi Thl/Th2 oraz towarzyszacej jej Wwydzielaniu
interleukiny (1L) 10 [60-631,

Rozwdj wilasciwej odpowiedzi swoistej zalezy od rozpoznania i reakcji na
czasteczki patogenu, a w jej ksztattowaniu gidwng rolg petnig profesjonalne komorki
prezentujgce antygen (antigen presenting cells; APC), takie jak komorki dendrytyczne
(dendritic cells; DCs) oraz makrofagi. Komorki te, szczegdlnie DCs, pelnig kluczowa
role w inicjacji i1 polaryzacji swoistej odpowiedzi uktadu odporno$ciowego zywiciela,
przez co s3 gléwnym celem helmintow w kontek$cie manipulacji odpowiedzi
immunologicznej ©4%¢, Manipulacja APC moze by¢ skutkiem zaangazowania
receptorow rozpoznajacych wzorce (pattern recognition receptor, PRR), identyfikujace
wzorce molekularne zwigzane z mikroorganizmami (microbe-associated molecular
patterns, MAMP), co uruchamia kaskade sygnalow prowadzaca do aktywacji komorek

oraz wydzielania cytokin polaryzujacych odpowiedz immunologiczna %81,

Jedna z najlepiej scharakteryzowanych czasteczek o wihasciwosciach
immunomodulacyjnych wydzielanych przez filarie jest ES-62 (glikoproteina
zawierajgca reszty fosforylocholiny) A. viteae oraz jej homolog (aminopeptydaza
leucynowa) u W. bancrofti i B. malayi. Antygeny te blokuja Sciezk¢ sygnatowg zalezna
od receptora Toll-podobnego (Toll-like receptor; TLR) 4, zatrzymujac dojrzewanie
komorek dendrytycznych, prezentacje antygenu w kontekscie biatek gléwnego uktadu
zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex; MHC) klasy Il oraz
wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak IL-6, IL-12p70 czy czynnik martwicy
nowotworow (tumor necrosis factor; TNF) a, tym samym hamujac polaryzacje
odpowiedzi w kierunku Thl. Kolejnym przyktadem dobrze poznanych antygenow
filarii moze by¢ reduktaza tioredoksyn (TrxR), ktora hamuje w makrofagach szlak
sygnatowy zalezny od TLR4/jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NF-kB), uniemozliwiajac
formowanie inflamasomu oraz polaryzujac makrofagi w kierunku M2. Procesowi temu
towarzyszy zwiekszenie syntezy I1L-10 i jednoczesne zahamowanie wydzielania cytokin

prozapalnych 671,

IL-10 jest kluczowa cytoking z punktu widzenia rozwoju przewleklej inwazji
pasozytniczej. Wydzielana przez komorki dendrytyczne i makrofagi M2 w odpowiedzi

na antygeny pasozyta promuje réznicowanie limfocytéw T w kierunku fenotypu Treg,
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ale rowniez bezposrednio hamuje aktywnos¢ efektorowych limfocytow T, redukuje
zapalenie i razem z transformujacym czynnikiem wzrostu (transforming growth factor;
TGF) B wspottworzy mikrosrodowisko cytokinowe sprzyjajgce rozwojowi odpowiedzi
tolerogennej. Pod wptywem IL-10 dochodzi m.in. do przetaczania klasy wydzielanych
przeciwcial przez limfocyty B na IgG4. Ze wzgledu na brak zdolno$ci aktywacji uktadu
dopelniacza oraz cytotoksycznos$ci zaleznej od przeciwciat (antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity; ADCC), uwaza si¢, ze pozytywna regulacja izotypu IgG4
umozliwia rozwoj patentnych, przewlektych inwazji. Co wigcej, dowiedziono, ze 1gG4
konkuruja o miejsce wigzania z IgE, ktore petnig istotng rolg w eliminacji helmintow.
W badaniach nad filariozami, takimi jak brugioza, wuchererioza czy onchocerkoza,
wykazano ze pacjenci z aktywng mikrofilaremia, ktoéra zapewnia sukces rozrodczy oraz
mozliwo$¢ dalszej transmisji parazytozy, sa zazwyczaj bezobjawowi. Inwazji
towarzyszy wysoki poziom IL-10 i 1gG4 oraz ekspansja populacji naturalnych Treg.
Przeciwnie, u pacjentoéw amikrofilaremicznych obserwowano silne objawy kliniczne

prowadzace do schorzen takich jak stoniowacizna [67-69,

Powszechnie wiadomo, ze helminty moga modulowaé¢ odpowiedz réwniez
dzigki mechanizmom niezaleznym od $ciezek sygnatowych zwigzanych z PRR.
Wydzielajac czasteczki o aktywnosci enzymatycznej/biologicznej, skutecznie
unieszkodliwiaja komorki uktadu odpornosciowego oraz neutralizujg wydzielane przez
nie biatka. Cystatyny (inhibitory proteaz cysteinowych) B. malayi hamujg aktywnos¢
proteaz cysteinowych zywiciela biorgcych udzial w formowaniu kompleksu
peptyd/MHC klasy II, uniemozliwiajac tym samym prezentowanie antygenu przez DCS
(58], Serpiny, biatka nalezace do rodziny inhibitoréw proteaz serynowych, wytwarzane
przez mikrofilarie tego pasozyta, hamuja dziatanie eleastazy czy katepsyny G
wydzielanych przez neutrofile zywiciela. Innymi biatkami wydzielanymi przez
mikrofilarie tego gatunku sa antygeny imitujace cytokiny zywiciela, takie jak TGF-B
czy prostglandyna E2 (prostglandin E2; PGE2), ktére chronig larwy przed eliminacja,
prowadzac do immunsupresji oraz rozwoju odpowiedzi zaleznej od Treg. Kolejnym
kluczowym antygenem obecnym we wszystkich stadiach rozwojowych jest
kalretikulina, ktéra wigzac sktadowa dopelniacza Clq uniemozliwia klasyczng
aktywacje drogi dopetniacza. Rownie wazng role w unikaniu mechanizmow obronnych
uktadu immunolgoczinego zywiciela pelnig antygeny powierzchniowe %4, Jak dowodza

Semnani i wsp. (2003), filarie majg zdolnos$¢ nie tylko do zmieniania funkcji DCs, ale
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réwniez do tworzenia agregatow z komorkami zywiciela, co moze prowadzi¢ do ich
$mierci na drodze apoptozy zaleznej od ligandu czynnika martwicy nowotworu

indukujacego apoptoze (TNF-related apoptosis-inducing ligand; TRAIL) i TNF-a 67,

Strategie takie jak zmienno$¢ czy mimikra antygenowa umozliwiaja pasozytom
skuteczng ucieczk¢ przed mechanizmami obronnymi zywiciela na kazdym etapie
inwazji. Larwy inwazyjne L3, bedac pierwszym stadium rozwojowym, ktoére ma
kontakt z ukladem odpornosciowym zywiciela, wydajg si¢ by¢ szczegdlnie
uprzywilejowane immunologicznie. Sukces inwazji zalezy od strategii unikania
mechanizmow odpornosciowych wykorzystywanych przez te larwy. W ciggu
pierwszych 24 godzin obecno$¢ migrujacych podskornie larw inicjuje wczesng ostra
odpowiedzZ zapalng z zaangazowaniem cytokin profilu Thl (interferon [IFN] vy, TNF-a,
IL-1a, ligand chemokiny CXC [C-X-C motif chemokine lignad; CXCL] 8 ). Jednak ze
wzgledu na znaczne i niepozadane uszkadzanie tkanek, siedem dni od rozpoczecia
inwazji, odpowiedz zostaje zdominowana przez 1L-10 oraz spolaryzowana w kierunku
Th2, charakteryzujaca si¢ dysfunkcja APC, zwigkszonym stezeniem cytokin
przeciwzapalnych, ekspansjg komorek Treg oraz polaryzacjag makrofagow w kierunku
M2 671,

W trakcie inwazji patogendow przez skorg, uszkodzone komorki zywiciela
wydzielajg alarminy (np. IL-25, IL-33, limfopoetyna zr¢bu grasicy [thymic stromal
lymphopoietin; TSLP]), ktore aktywuja nieswoiste komorki limfoidalne (innate
lymphoid cells, ILC) typu 2. Aktywowane ILC2 szybko wydzielajg cytokiny typu 2 (IL-
4, IL-5, IL-9, IL-13), ktore rekrutuja 1 aktywuja eozynofile, bazofile i komorki tuczne,
kluczowe dla eliminacji pasozytow. W przypadku larw inwazyjnych Brugia malayi nie
zaobserwowano zainicjowania odpowiedzi zaleznej od ILC2, a za jedna z przyczyn
uwaza sie brak aktywno$ci komorek Langerhansa (Langerhans cells; LC) oraz komoérek
dendrytycznych skory (demal dendritic cells; DDC). Cotton i wsp. (2015) w swoich
badaniach wykazali, ze larwy L3 nie zmienily profilu oraz stezenia syntetyzowanych
cytokin ani poziomu markerow powierzchniowych w DDC oraz LC, co sugeruje, ze
larwy te sprawnie unikaja wykrycia przez APC skory cztowieka [°1. Konkretne
czasteczki odpowiedzialne za wyciszenie odpowiedzi pozostaja jednak niezbadane. Ich
identyfikacja oraz charakterystyka stwarzajg szerokie perspektywy badawcze oraz moga

ktas¢ nowe swiatto na biologi¢ helmintow.
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Jedna z molekut specyficznych dla larw L3 jest antygen ALT (abundant larval
transcript). Na przestrzeni lat, biatka nalezace do tej rodziny zostaly zidentyfikowane
u kilku gatunkoéw filarii, jednak nigdy u D. repens "7, Ze wzgledu na udowodnione
zdolnosci do immunomodulacji, ALT B. malayi byt wykorzystywany w probach
leczenia chorob autoimmunizacyjnych, takich jak wrzodziejace zapalenie jelita grubego
[78] czy cukrzyca typu 1 7781, Co wigcej, mimo ze biologiczna aktywno$¢ antygenu oraz
jego doktadna rola w trakcie inwazji pozostaje zagadka, brak znanego homologa
u ssakoéw premiuje jego wybor jako wczesny marker diagnostyczny oraz potencjalny
kandydat szczepionkowy.

Niniejsza praca sktada si¢ z cyklu powiazanych tematycznie publikacji oraz
cze$ci wynikéw nieopublikowanych. Badania przedstawione w rozprawie skupiajg si¢
na nowopoznanym antygenie Dr20/22 D. repens - homologu antygenéw ALT.
W trakcie pracy podjeto probe poznania wlasciwosci immunomodulacyjnych Dr20/22
i wplywu na wybrane komorki uktadu odpornosciowego cztowieka oraz wykorzystania
go jako potencjalny marker dirofilariozy skoérnej. Dodatkowo podjeto probe
opracowania alternatywnej metody diagnostycznej w oparciu o metody serologiczne
i molekularne oraz jej dalsze wdrazanie potwierdzajac sStatus endemiczny nicieni

Dirofilaria spp. w Polsce i Ukrainie.
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2. Cele pracy

Molekularna charakterystyka Dr20/22 oraz proba wykorzystania go jako
marker diagnostyczny dirofilariozy skoérne;j.

Wytypowanie alternatywnego markera diagnostycznego dirofilariozy
skornej przy uzyciu technologii phage display.

Walidacja metody diagnostycznej umozliwiajacej molekularne
réznicowanie inwazji  Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis
I Acanthocheilonema reconditum oraz okre§lenie prewalencji
wymienionych w wybranych regionach Ukrainy.

Potwierdzenie obecnosci rodzimych inwazji D. immits oraz dyskusja na
temat skuteczno$éi stosowanych metod diagnostycznych oraz Kierunku

rozwoju dirofilariozy sercowo-ptucnej w Polsce.
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3. Artykuly opublikowane

Artykul 1

Pekacz M., Basalaj K., Mlocicki D., Kamaszewski M., Carreton E., Morchén R.,
Wisniewski M., Zawistowska-Deniziak, A. (2024). Molecular insights and antibody
response to Dr20/22 in dogs naturally infected with Dirofilaria repens. Scientific
reports, 14(1), 12979. https://doi.org/10.1038/s41598-024-63523-9

W pierwszym artykule wchodzgcym w sktad rozprawy wykonano molekularng
charakterystyke antygenu Dr20/22 D. repens oraz oszacowano jego potencjat

w diagnostyce dirofilariozy skorne;j.

W pierwszym etapie pracy opisano sklonowanie cDNA kodujacego Dr20/22.
Dr20/22 to nieopisany dotychczas w literaturze naukowej, homolog biatek z rodziny
ALT, charakterystyczny dla larw inwazyjnych (L3) wielu gatunkéw filarii. Co ciekawe,
pomimo widocznej ekspresji MRNA, przeprowadzona przy uzyciu metody Western
Blott oraz otrzymanej w myszy, poliklonalnej surowicy anty-Dr20/22, proba wykrycia
antygenu wsrdd natywnych biatek obu stadiow rozwojowych pasozyta nie powiodla sig.
Analiza ekspresji genu wykonana przy uzyciu Real-Time PCR wykazata ~3-krotnie
wyzsza ekspresj¢ w dorostym stadium rozwojowym niz w mikrofilariach. Fakt ten
w zestawieniu z literaturg wydaje si¢ potwierdza¢ specyficzno$¢ antygenu dla larw
inwazyjnych réwniez w przypadku D. repens. Za mechanizm odpowiedzialny za
regulacje¢ ekspresji genu pomiedzy stadiami rozwojowymi zaproponowano SLTS
(Spliced Leader Trans-Splicing). SL (Spliced Leader) to konserwatywna w obrebie
rodziny sekwencja liderowa, transkrybowana z innego miejsca w genomie oraz
dolaczana do 5' konca docelowego mRNA. Proces SLTS moze by¢ zalezny od
czynnikow srodowiskowych czy fizjologicznych, a obecno$¢ dodanej do transkryptu

sekwencji liderowej moze pozytywnie regulowac ekspresje docelowego genu.

Sklonowane cDNA dr20/22 wykorzystano do otrzymania rekombinowanego
antygenu w drozdzowym systemie ekspresji Pichia pastoris. rDr20/22 zostat
wykorzystany do proby poznania aktywnos$ci biochemicznej bialek z rodziny ALT.
Eksperymentalnie wykluczono potencjalng aktywnos$¢ fosfolipazy A2 (phospholipase
A2; PLA2), ktora byta sugerowana w kilku artykutach dotyczacych homologéw ALT
u filarii. Ze wzgledu na specyficznos¢ antygenow ALT dla larw inwazyjnych wielu

gatunkow filarii oraz potwierdzenie, przy uzyciu techniki Western Blot, obecnosci IgG
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specyficznych dla rDr20/22 w surowicach pséw zarazonych D. repens, antygen zostat
zaproponowany jako wczesny marker dirofilariozy skornej. Potencjat diagnostyczny
antygenu zostat okreslony przy uzyciu techniki ELISA, a skuteczno$¢ porownana do
wynikéw uzyskanych w ELISA z wykorzystaniem ekstraktu z antygenow
somatycznych dorostych nicieni (Dirofilaria repens somatic antigen; DrSA). Obecno$¢
przeciwcial anty-Dr20/22 w surowicach psoéw zarazonych, jak i zdrowych oraz
wystepowanie reakcji krzyzowych z surowicami psoéw zarazonych D. immitis

wykluczylta jego przydatno$¢ w diagnostyce inwazji D. repens.
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Artykul 2

Pekacz M., Basalaj K., Kalinowska A., Klockiewicz M., Stopka D., Baska P.,
Dlugosz E., Karabowicz J., Mlocicki, D., Wisniewski M., Zawistowska-Deniziak A.
(2022). Selection of new diagnostic markers for Dirofilaria repens infections with
the use of phage display technology. Scientific reports, 12(1), 2288.
https://doi.org/10.1038/s41598-022-06116-8

W drugim artykule stanowigcym czg$¢ rozprawy podjeto probe wytypowania
alternatywnego markera diagnostycznego dirofilariozy skornej, wykorzystujgc
technologie ,,phage display”. Biblioteke bakteriofagdw prezentujgcych na powierzchni
kapsydu 12-merowe peptydy przeszukano w celu wyslekecjnowania klonoéw
specyficznie reagujacych z IgG lub IgM obecnymi w surowicy psOw zarazonych
D. repens. Fagi wigzace si¢ specyficznie do przeciwcial zostaly namnozone
w bakteriach Escherichia coli, a caly proces przeszukiwania powtorzony 3-krotnie.
Potencjat diagnostyczny wytypowanych peptydow zostat okreslony przy uzyciu ,,phage

ELISA” oraz surowic pozyskanych od psow zdrowych oraz naturalnie zarazonych

D. repens.
TN e m/
fulg W.J
Yy v Py o vy Py sy

Biblioteka fagow jest
inkubowana z surowicami Fagi specyficznie wigzace sie z
ps6w zarazonych D. repens IgG lub IgM sg namnazane w
bakteriach i poddawane kolejnej
rundzie przeszukiwania.

L — ‘
'/A \AE‘ Po 4 rundach wytypowano

specyficzne bakteriofagi do
dalszych analiz diagnostycznych.

Rycina 2. Schemat przeszukiwania fagowej biblioteki peptydow.
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Wszystkie surowice uzyte w trakcie eksperymentow zostaty uprzednio poddane
diagnostyce w kierunku dirofilariozy z wykorzystaniem 3 technik: mikroskopowej -
metoda Knott'a, serologicznej - DrSA ELISA oraz molekularnej - Real-Time PCR.
Metoda molekularna umozliwita wykrycie 3 réznych fragmentéw cfDNA (cell-free
DNA) D. repens zarbwno w surowicy psow zarazonych z aktywng mikrofileremig jak
réowniez w przypadku psow, w ktorych krwiobiegu nie odnaleziono mikrofilarii, ale
poziom przeciwcial specyficznych dla DrSA wskazywal na obecng inwazje. Wykrycie
cfDNA okazata si¢ metodg szczegodlnie uzyteczng w diagnostyce ukrytych inwazji
(z ang. occult infections), w przypadku ktorych obecnie stosowane metody pozostaja

nieskuteczne.

Przeszukanie biblioteki umozliwilo wytypowanie Kilku potencjalnych
kandydatow diagnostycznych. Szczegdlnie obiecujace okazaty si¢ fagi prezentujace na
swojej powierzchni peptydy L10, C23 oraz HLS5, przeciwko ktérym poziom
specyficznych 1gG w surowicach pséw zarazonych byt wyzszy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (psoéw niezarazonych). Potencjalne reakcje krzyzowe miedzy IgG psow,
a powierzchniowymi antygenami fagéw zostaty wykluczone na podstawie poréwnania
reaktywnos$ci wytypowanych kandydatow diagnostycznych z fagiem o dzikim fenotypie
(nie prezentujacym na powierzchni kapsydu 12-merowego peptydu). Dodatkowo
specyficzno$¢ peptydow zostala potwierdzona przy uzyciu surowicy szczurdw

immunizowanych ekstraktem z dorostych nicieni oraz mikrofilarii D. repens.
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Artykul 3

Pe¢kacz M., Basalaj K., Miterpakova M., Rusiecki Z., Stopka D., Graczyk D.,
Zawistowska-Deniziak, A. (2024). An unexpected case of a dog from Poland
co-infected with Dirofilaria repens and Dirofilaria immitis. BMC veterinary
research, 20(1), 66. https://doi.org/10.1186/s12917-024-03921-3

Ostatnim artykulem sktadajacym si¢ na niniejszg rozprawg jest opis rodzimego
przypadku wspotistniejacej inwazji Dirofilaria repens i Dirofilaria immitis u psa, ktory

nigdy nie podrézowat poza granice Kraju.

W Polsce gatunkiem dominujgcym zaréwno wsrod zwierzat towarzyszacych jak
i dzikich jest D. repens. Inwazje D. immitis sg znacznie rzadsze, z zaledwie dwoma
rodzimymi przypadkami opisanymi na przestrzeni ostatnich 15 lat. Jednakze z rozmow
przeprowadzonych z lekarzami weterynarii wynika, ze coraz czesciej spotykajg sig
z problemem dirofilariozy sercowo-ptucnej. Obserwowane przypadki dotycza psOw
podrézujacych ze swoimi wiascicielami do krajow endemicznych dla D. immitis, jak
rowniez zwierzat importowanych na terytorium Polski pozbawionych przesiewowe;j
diagnostyki. W pracy przedyskutowano potencjalne czynniki wplywajace na
nickontrolowane rozprzestrzenianie si¢ diofilariozy, takie jak zmiany klimatu,
dzialalno$¢ cztowieka, udziat zwierzat dzikich, czy brak regularnego nadzoru
molekularnego. Wymienione czynniki ryzyka oraz fakt, ze dirofilarioza jest jedna
Z najszybciej rozprzestrzeniajacych si¢ chorob wektorowych w Europie, pozwalaja
sadzi¢, ze obecny status D. immitis w Polsce moze by¢ marginalizowany,
a w najblizszych latach mozna si¢ spodziewac coraz czestszego wystepowania, rowniez

rodzimych przypadkow.

Mimo rosngcej $wiadomosci klinicystow, kluczowym problemem pozostaje
diagnostyka dirofilariozy oraz interpretacja uzyskanych wynikow. Obecnie stosowane
metody diagnostyczne majg ograniczenia wynikajgce z biologii pasozyta, takie jak dtugi
okres prepatentny inwazji czy periodycznos¢ wystepowania mikrofilarii w krwiobiegu
zywiciela. Na skuteczno$¢ diagnozy wptywaé moze rowniez intensywno$¢ inwazji oraz
zwigzane z nig objawy manifestowane przez pacjenta. Opisany w artykule przypadek
inwazji mieszanej D. repens oraz D. immitis, zwraca uwage na potrzebe korzystania
z wigce] niz jednej metody diagnostycznej. Mimo negatywnego testu serologicznego

oraz nieudanej mikroskopowej identyfikacji mikrofilarii D. immitis, zastosowanie
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metody molekularnej umozliwilo wykrycie DNA obydwu gatunkéw. Skrupulatna
diagnostyka oparta na stosowaniu kilku metod diagnostycznych, zmniejsza ryzyko
btednej diagnozy wynikajacej z uzyskania fatszywie pozytywnych lub falszywie

negatywnych wynikéw.
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4. Wyniki nieopublikowane — czes¢ |

Badanie wlasciwosci immunomodulacyjnych antygenu Dr20/22 D. repens na
modelu komérek dendrytycznych pochodzenia monocytarnego wyizolowanych od

czlowieka

4. 1. Uzasadnienie podjecia badan

Ze wzgledu na wysoka ekspansywnos¢ oraz potencjal zoonotyczny inwazje
D. repens staty si¢ powaznym problem zaréwno dla medycyny weterynaryjnej jak
i cztowieka. Mimo to poziom wiedzy na temat biologii pasozyta oraz molekularnych
mechanizmow zaangazowanych w interakcje z zywicielem pozostaje znikomy. Jednym
z aspektow, ktory pozostaje zagadka jest to jak pasozyt moduluje odpowiedz
immunologiczng zywiciela na roznych etapach inwazji. Stadium szczegdlnie
uprzywilejowanym immunologicznie sg larwy L3. Antygeny wydzielane przez to
stadium rozwojowe nie tylko umozliwiajg skuteczng ucieczke przed odpowiedzig ze
strony ukladu immunologicznego zywiciela, ale réwniez biorg udziat w jej
modulowaniu w celu rozwinigcia przewleklych inwazji oraz zapewnienia sukcesu
rozrodczego. Jednym =z kluczowych antygenow charakterystycznych dla larw
inwazyjnych filarii jest rodzina biatek ALT, ktorej obecnos¢ udokumentowano m.in.

u filarii takich jak D. immitis, B. malayi, czy W. bancrofti.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej po raz pierwszy zidentyfikowano
oraz wstepnie scharakteryzowano molekularnie biatko ALT u D. repens - Dr20/22.
Ze wzgledu na to, ze Dr20/22 jest prawdopodobnie jednym z pierwszych antygenow
D. repens wchodzacych w interakcje z uktadem odporno$ciowym zywiciela, moze on
odgrywa¢ kluczowa role w inicjacji 1 modulacji odpowiedzi immunologiczne;.
Powszechnie wiadomo, ze jednym z glownych celow pasozytow i wydzielanych przez
nie antygenow W trakcie inwazji sa APC, a szczegolnie DCs, ktore stanowig "pomost"
pomiedzy rozwojem odpowiedzi nieswoistej i nabytej. Prowadzi to zazwyczaj do
rozwoju zrownowazonej odpowiedzi Th2/Treg, ktéra umozliwia pasozytom przetrwanie
przy jednoczesnym minimalizowaniu uszkodzen tkanek zywiciela. Wobec braku
znanych  homologow Dr20/22 u czlowieka, poznanie jego wlasciwosci
immunomodulacyjnych moze nie tylko przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia biologii

pasozyta, ale takze stanowi¢ pierwszy krok w opracowaniu skutecznych metod
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zapobiegania filariozom oraz potencjalnego wykorzystania w terapii chordb

autoimmunizacyjnych.

Celem pracy byto okre§lenie wptywu rekombinowanego Dr20/22 na
dojrzewanie oraz funkcjonalno$¢ komorek dendrytycznych. Ze wzgledu na wysoki
potencjal zoonotyczny D. repens, do badan wybrano model ludzkich komorek
dendrytycznych pochodzenia monocytarnego (ang. monocyte-derived dendritic cells;
moDC).
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4.2. Materialy i metody

4.2.1. 1zolacja jednojadrzastch komoérek krwi obwodowej czlowieka

Do izolacji jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (peripheral blood
mononuclear cell; PBMC) uzytych do przeprowadzonych eksperymentow opisanych
w manuskrypcie wykorzystano kozuszki leukocytarno-ptytkowe pozyskane od 10
dawcow z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Warszawie przy

ulicy Saskiej 63/75.

Do 4 probowek konikalnych 50 ml dodano po 12,5 ml koncentratu
leukocytarno-ptytkowego oraz uzupetliono do 40 ml jalowym zrownowazonym
roztworem soli Hanka (Hank’s balanced salt solution; HBSS; Biowest). W celu
oddzielenia PBMC od pozostatych sktadowych morfotycznych krwi na dno probowek
wprowadzone zostato 10 ml Gradisol L (AquaMed), a mieszaning odwirowano (25 min,
400 x g, RT, z wylaczonym hamowaniem). Interfaza zawierajagca PBMC zostala
ostroznie przeniesiona do nowych probowek uzupetnionych nastepnie do 40 ml HBSS
zawierajacym 1% ptodowej surowicy bydlecej (fetal bovine serum; FBS; Biowest). Po
odwirowaniu mieszaniny (20 min, 300 x g, RT) i usunigciu supernatantu, komorki
zostaly zawieszone w podtozu HBSS z dodatkiem 1% FBS rozdzielone do 2 probowek
oraz uzupetnione do 40 ml podtozem hodowlanym i odwirowane stosujgc takie same
warunki. Ostatnie ptukanie PBMC przeprowadzono w jednej proboéwce, zawieszajac
ponownie komoérki w 40 ml oraz wirujac 10 min (500 x g, RT). Ostatecznie komorki
zostaly zawieszone w 25 ml zimnego buforu MACS, a nast¢pnie rozcienczone
w stosunku 1:50 w odczynniku Tiirka oraz poddane ocenie liczebnosci w komorze

hematologicznej Nuebauer'a.

4.2.2. 1zolacja monocytow

Otrzymane w poprzednim etapie PBMC wykorzystano do izolacji monocytow,
ktorg przeprowadzono w oparciu o metode pozytywnej selekcji uzywajac separatora
magnetycznego oraz kulek magnetycznych koniugowanych z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko czasteczkom powierzchniowym CD14 (CD14 Micro Beads,
Miltenyi Biotec). PBMC zawieszono w stezeniu 10 komérek / 95 ul buforu MACS
oraz inkubowano 15 min w 4°C. Po zakonczeniu inkubacji do zawiesiny dodano 10 ml
zimnego buforu MACS, a nast¢pnie cato$¢ odwirowano (10 min, 300 x g, 4°C).

Uzyskany osad zawieszono w roztworze MACS, osiagajac stezenie 2 x 10°
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komorek/ml oraz przefiltrowano przez sito komoérkowe o wielkosci porow 70 uM (Cell
strainer 70uM, Corning®). Przygotowana zawiesina komoérek zostala nalozona na
kolumny umieszczone w separatorze magnetycznym (Miltenyi Biotec), ktore nastepnie
zostaly trzykrotnie przeptukane 3 ml MACS. W ostatnim etapie monocyty (CD14%)
zostaty dwukrotnie wyptukane z kolumny przy uzyciu pozywki hodowlanej RPMI 1640
(Gibco) z dodatkiem 10% FBS, antybiotykami (penicylina 100 U/ml, streptomycyna
100 pg/ml [Gibco] oraz 2 mM L-glutaming [Gibco], zliczone uzywajac odczynnika
Trypan Blue (Sigma Aldrich) i komory Nuebauer'a oraz zawieszone w stezeniu 5 x 10°

komorek/ml.

4.2.3. 1zolacja dziewiczych limfocytéw T CD4*

Uzyskane PBMC wykorzystano rowniez do izolacji dziewiczych limfocytow
T CD4*. W tym celu uzyto zestawu MojoSort™ Human CD4 Naive T Cell Isolation Kit
(BioLegend) oraz separatora magnetycznego (MojoSort™ Magnet, BiolLegend)
wykorzystujace zasade negatywnej selekcji. PBMC zawieszone w stezeniu 10°
komorek/ml w buforze MACS inkubowano 15 minut na lodzie z pigciokrotnie
rozcienczonym koktajlem przeciwciat znakowanych biotyng w stosunku 10 ul : 1 x 107
komorek. Po tym czasie komorki odwirowano (5 min, 300 x g, 4°C), zawieszono
ponownie w buforze MACS (warunki przedstawiono w pkt. 4.2.1.) oraz kolejno
inkubowano 15 min na lodzie z dziesigciokrotnie rozcienczonymi kulkami
magnetycznymi skoniugowanymi ze streptawidyna w stosunku 10 ul do 1 x 107
komorek. PBMC odwirowano (5 min; 300 x g; 4C), zawieszono w 500 ul buforu
MACS oraz przetrzymywano przez 5 min na lodzie w separatorze magnetycznym. Po
zakonczeniu inkubacji do probowki z komorkami dodano 3 ml MACS oraz
przeniesiono mieszaning do nowej probowki, odwirowano (5 min, 300 x g, 4°C) i

zawieszono w 10 ml podtoza hodowlanego RPMI.

4.2.4. Hodowla komérek dendrytycznych oraz stymulacja rDr20/22

Hodowlg monocytéw prowadzono W 6-dotkowych ptytkach hodowlanych
(Nunc™ Multidish 6 Nunclon Delta SI), Thermo Fisher Scientific) w stezeniu 5 x 10°
komorek/ml, w podtozu hodowlanym RPMI, w warunkach standardowych (37°C, 5%
CO2). Dodatkowo w celu réznicowania do komorek dendrytycznych pochodzenia
monocytarnego (moDC) do hodowli dodano GM-CSF (Recombinant Human
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, BioScource Life Technologies)
oraz IL-4 (Recombinant Human IL-4 Protein, R&D Systems), o stezeniu koncowym
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odpowiednio 10 ng/ml i 0,86 ng/ml. Po 72 h znad komorek usunig¢to potowe pozywki
hodowlanej i wymieniono na §wieza, zawierajgca dwukrotnie skoncentrowany GM-CSF
(20 ng/ml) oraz IL-4 (1,72 ng/ml). Po kolejnych 72 godzinach hodowli komorki
dendrytyczne mechanicznie oddzielono od podloza plastikowego, a zywotno$¢
oceniono stosujac test wychwytu biekitu trypanu. Po zliczeniu w komorze Neubauera,
komorkiwysiano na 24-dotkowe ptytki hodowlane (Nunc™ Multidish 24 Nunclon Delta
SI, Thermo Fisher Scientific) w liczbie 1 x 10° komérek na dotek i poddano stymulacji

antygenami.

Eksperyment obejmowal trzy grupy badawcze, traktowane jednocze$nie LPS
(Lipopolysaccharide from E. coli O111:B4 strain, InvivoGen) w stezeniu koncowym
100 ng/ml oraz rDr20/22 w st¢zeniach 10, 25 lub 50 pg/ml, a takze grupe kontrolng,
stymulowang wylacznie LPS (100 ng/ml). Stymulacje¢ zakonczono po uptywie 48 h.
Pozywke hodowlang zebrang znad komorek wykorzystano do okreslenia profilu
wydzielanych cytokin przy uzyciu techniki ELISA oraz Proteome Profiler XL. Komorki
zdrapano, a nastgpnie przeznaczono do analizy obecnosci i poziomu markerow
powierzchniowych oraz oceny zmian funkcjonalnych z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej lub do zatozenia hodowli mieszanej z dziewiczymii limfocytami T CD4*
(Rycina 3.).
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Rycina 3. Schemat metodyki badan.

4.2.5. Analiza stezenia wybranych cytokin

Oceny stgzenia wybranych  cytokin  prozapalnych  (TNF-a, IL-6)
I przeciwzapalnych (IL-10) w pozywce hodowlanej dokonano przy uzyciu
komercyjnych zestawow ELISA (Human IL-6 DuoSet ELISA, Human TNF-alpha
DuoSet, Human IL-10 DuoSet, R&D Systems) w oparciu o krzywa standardows,
zgodnie z procedura zapewniong przez producenta. Do do$wiadczenia wykorzystano
podtoze hodowlane z 10 niezaleznych eksperymentow (10 roznych dawcow). Uzyskane
wyniki zostaly wyrazone jako zmiana-krotnosci (,,fold change”) wartosci prob
badanych (LPS/rDr20/22) do wartosci otrzymanych dla grupy kontrolnej (LPS).

4.2.6. Analiza profilu cytokin przy uzyciu Human Proteome Profiler XL

Analize profilu cytokin wydzielanych przez DCs przeprowadzono przy uzyciu
zestawu Human Proteome Profiler XL (Bio-Techne). Do doswiadczenia wykorzystano
podtoze hodowlane z 5 niezaleznych eksperymentow (5 rdéznych dawcow) z grup
badanych traktowanych rDr20/22 o stg¢zeniu 50 pg/ml oraz grupy kontrolnej LPS.
Wszystkie procedury zostaly przeprowadzone zgodnie z instrukcjg producenta. Kliszg

zawierajgcg odcisk membran poddano analizie densytometrycznej wykorzystujac
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densytometr Bio-Rad GS800 oraz oprogramowanie Image Lab (Bio-Rad). Wyniki
analizy przedstawiono jako ,,fold change” wartosci uzyskanych dla grupy badawczej do
warto$ci uzyskanych dla grupy kontrolnej. Cytokiny ktérych warto$¢ ,,fold change”

zawierala si¢ w przedziale -0,1 - 0,1 zostaty odrzucone z dalszych rozwazan.

4.2.7. Analiza poziomu markeréw powierzchniowych przy uzyciu cytometrii
przeplywowej

Po zakonczeniu stymulacji antygenami komorki przeniesiono na stozkowo-
denng, 96-dotkowg konikalng ptytk¢ hodowlang (Nunc™ 96-Well Polystyrene Conical
Bottom MicroWell™ Plates, Thermo Fisher Scientific), odwirowano (5 min, 300 x g,
4°C), przeptukano 150 ul buforowanego roztworu soli fizjologicznej Dulbecco
(Dulbecco's phosphate buffered saline; DPBS; Biowest) i ponownie odwirowano
(5 min, 300 x g, 4°C). Nast¢pnie w celu okreslenia zywotnosci komorki zawieszono
w rozcienczonym 1:400 w DPBS odczynniku LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead
(Thermo Fisher Scientific) oraz inkubowano 15 min na lodzie bez dostepu do $wiatla.
Po tym czasie komorki zostaty odwirowane (5 min, 300 x g, 4°C), przeptukane w 150
ul DPBS oraz po ponownym odwirowaniu (5 min, 300 x g, 4°C) znakowane
rozcienczonymi w MACS przeciwcialami skierowanymi przeciwko wybranym
markerom powierzchniowym w dwoch niezaleznych panelach  (mieszaninach
wyznakowanych fluorescencyjnie przeciwcial). Szczegoty dotyczace wykrywanych
markerow, uzytych przeciwciat oraz uzytych rozcienczen zostaty przedstawione
w Tabeli 1. Po 40 min inkubacji na lodzie bez dostgpu do $wiatta, komorki przeptukano
w 150 ul MACS, odwirowano (5 min, 300 x g, 4°C) oraz zawieszono w 50 pul MACS.
Tak przygotowane komorki poddano analizie cytometrycznej (fluorescence-activated
cell sorting; FACS) przy uzyciu cytometru Northern Lights (Cytek Biosciences). Do
doswiadczenia wykorzystano komorki dendrytyczne z 10 niezaleznych eksperymentow
(10 roéznych dawcow). Wyniki analizy przedstawiono jako ,.fold change” wartosci
uzyskanych dla grupy badawczej (LPS/rDr20/22) do wartosci uzyskanych dla grupy
kontrolnej (LPS).
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Tabela 1. Charakterystyka przeciwcial uzytych do analizy poziomu markeréw powierzchniowych metodg FACS.

Symbol przeciwciala

Fluorochrom

Uzyte rozcienczenie

Nazwa produktu i producent

CD86 PECy7 1:500 PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD86, BD Pharmingen
CD83 PE 1:100 CDB83 Monoclonal Antibody (HB15e), PE, eBioscience
Panel 1 CD40 APC 1:50 APC Mouse Anti-Human CD40, BD Pharmingen
CD163 PerCPCy5.5 1:100 PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD163 Antibody, BioLegend
FcR BLOCK - 1:100 Fc Receptor Binding Inhibitor Polyclonal Antibody, eBioscience
CD103 PECy7 1:150 PE/Cyanine7 anti-human CD103 (Integrin aE) Antibody, BioLegend
ILT3 APC 1:400 APC anti-human CD85k (ILT3) Antibody, BioLegend
HLA-DR APCef780 1:250 HLA-DR Monoclonal Antibody (LN3), APC-eFluor™ 780, eBioscience
Panel 2 PD-L1 PE 1:2000 CD274 (PD-L1, B7-H1) Monoclonal Antibody (MIH1), PE, eBioscience
CD80 HV450 1:1000 V450 Mouse Anti-Human CD80, BD Biosciences
FcR BLOCK - 1:100

Fc Receptor Binding Inhibitor Polyclonal Antibody, eBioscience
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4.2.8. Badanie procesu pobierania wyznakowanych fluorescencyjnie
bioczasteczek E. coli przez DCs

Ocena zmian w procesie pobierania wyznakowanych fluorescencyjnie
bioczgsteczek E. coli przez komoérki dendrytyczne po stymulacji rDr20/22/LPS zostata
zbadana przy uzyciu zestawu pHrodo™ BioParticles™ Phagocytosis Kit for Flow
Cytometry (Invitrogen). Komorki dendrytczne wysiane w 96-dotkowych ptaskodennych
ptytkach (Nunc™ MicroWell™ 96-Well, Nunclon Delta-Treated, Flat-Bottom
Microplate, Thermo Fisher Scientific) w liczbie 10° hodowano oraz stymulowano
antygenami jak opisano w podrozdziale 4.2.4. Po 48 h z hodowli usuni¢to podtoze
1 zastgpiono je $wiezym, zawierajacym wyznakowane fluorescencyjnie bioczasteczki
E. coli rozcienczone w stosunku 1:10. Po 3 h inkubacji (37°C, 5% CO2) komorki
przeniesiono na konikalno-denna, 96-dotkowa ptytke hodowlana, a nastgpnie ptukano,
znakowano w celu okredlenia Zzywotno$ci oraz przygotowano do analizy
cytometrycznej, zgodnie z procedurg opisang we wczesniejszym rozdziale (4.2.7.). Do
doswiadczenia wykorzystano komorki dendrytyczne z 5 niezaleznych eksperymentow
(5 réznych dawcow). Wyniki analizy przedstawiono jako ,fold change” wartosci
uzyskanych dla grupy badawczej (LPS/rDr20/22) do wartosci uzyskanych dla grupy
kontrolnej (LPS). Jako pozytywna kontrole zahamowania procesu internalizacji
wykorzystano komorki stymulowane LPS, do ktorych na pot godziny przed inkubacja
z bioczasteczkami E.coli dodano inhibitor fagocytozy - cytochalazyne D (Sigma)

o koncowym stgzeniu wynoszacym 2 pg/ml.

4.2.9. Zalozenie kultury mieszanej DCs z dziewiczymi limfocytami CD4*
oraz analiza proliferacji

Dziewicze limfocyty T CD4" (wyizolowane jak opisano w podrozdziale 4.2.3.)
zawieszono w stezeniu 5 x 10° komorek/ml w DPBS zawierajacym 0,5 uM CFSE (5,6-
carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester, Sigma-Aldrich) oraz inkubowano
przez 30 min w 37°C bez dostepu do $wiatla. Po tym czasie, do zawiesiny dodano
pieciokrotng objetos¢ pozywki RPMI z dodatkiem 10% FBS i inkubowano przez
kolejne 10 minut. Nastepnie mieszaning odwirowano, a osad komorkowy zawieszono w
swiezej pozywce hodowlanej. Tak przygotowane komoérki wykorzystano do zatozenia
kultur mieszanych z DCs po 48 h stymulacji antygenami (rozdziat 4.2.4.). Hodowle
prowadzono w 96-dotkowych ptaskodennych ptytkach (Nunc™ MicroWell™ 96-Well,

Nunclon Delta-Treated, Flat-Bottom Microplate, Thermo Fisher Scientific) w czterech
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roznych warunkach, ktore roznily si¢ stosunkiem DCs do limfocytow T CD4™ (1:2, 1:4,
1:8 i 1:10), przy poczatkowej liczbie DCs wynoszacej 5 x 10° na dotek. Po 5 dniach
komorki zebrano, odwirowano (300 g x 5 min), przeptukano DPBS oraz zawieszono w

buforze MACS przygotowujac do analizy cytometryczne;j.

Eksperyment przeprowadzono 3-krotnie, wykorzystujgc komoérki dendrytyczne
pozyskane od 3 niezaleznych dawcow. Wyniki analizy przedstawiono jako ,.fold
change” wartosci uzyskanych dla grupy badawczej (LPS/rDr20/22) do wartoSci
uzyskanych dla grupy kontrolnej (LPS).

4.2.10. Analiza statystyczna

Wszystkie dane przedstawione sg jako S$rednia+btad standardowy (SEM).
Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca programu GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) przy uzyciu testu ANOVA do analizy danych
uzyskanych w ELISA oraz FACS. Réznice migdzy grupami uznawano za statystycznie

istotne przy p <0,05.
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4.3. Wyniki

4.3.1. Analiza profilu cytokin wydzielanych przez DCs stymulowane
rDr20/22

Analiza  ilosciowa (ELISA) wybranych cytokin  prozapalnych i
przeciwzapalnych obecnych w podtozu hodowlanym komorek dendrytycznych
stymulowanych rDr20/22 oraz LPS nie wykazata istotnego wptywu antygenu na ich
wydzielanie. Zadna z badanych dawek antygenu (10, 25 lub 50 pug/ml) nie wywotata
zauwazalnych zmian w syntezie IL-6. W grupach badawczych zaobserwowano wzrost
stezenia TNF-a w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, przy czym jego poziom zmniejszat
si¢ odwrotnie proporcjonalnie do zastosowanej dawki rDr20/22. W przypadku IL-10
zaobserwowano niewielki wzrost jej stezenia przy dawkach antygenu wynoszacych 10

i 50 pg/ml (Rycina 4).
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Rycina 4. Stezenie cytokin wydzielanych przez DCs stymulowanych LPS oraz réznymi dawkami
rDr20/22 (10, 25 i 50 ug/ml) przedstawione jako fold change w poréwnaniu do grupy kontrolnej

stymulowanej wylacznie LPS (linia przerywana). Analize statystyczng przeprowadzono stosujac test
ANOVA,; p* < 0,05.

Dalsza potilosciowa analiza profilu wydzielanych cytokin przeprowadzona
z uzyciem Human Proteome Profiler wykazata wptyw rDr20/22 na synteze kilkunastu
sposrod 105 czynnikéw obecnych na membranie. Najsilniejszy wzrost zaobserwowano
dla Dkk-1 i BAFF, natomiast wyraznemu obnizeniu ulegt m.in. poziom CXCL11 oraz
Cystatyny C (Rycina 5).
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Rycina 5. Poziom wydzielania cytokin pozytywnie (zaznaczone kolorem czerwonym) oraz negatywnie
(zaznaczone kolorem zielonym) regulowanych w DCs na skutek stymulacji rDr20/22 (50 pg/ml)

wyrazony jako fold change do grupy kontrolnej LPS.

4.3.2. Analiza poziomu markeréw powierzchniowych DCs stymulowanych
rDr20/22

Analiza obecnosci markeréw powierzchniowych zostata podzielona na 2 panele.
W zaleznosci od zastosowanej dawki antygenu zaobserowano spadek poziomu wsrod

wszystkich badanych markerow kostymulujacych oraz MHC klasy 11 (Panel 1).
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Wszystkie dawki antygenu istotnie wptynely na prezentowanie na powierzchni komorek
czasteczek CD40. Obecnos¢ CD80 oraz CD86 zostala istotnie obnizona przy st¢zeniu
rDr20/22 wynoszgcym odpowiednio 25 pug/ml oraz 10 i 25 pg/ml. Te same dawki

nieznacznie obnizyty roéwniez poziom czasteczek CD83 i HLA-DR (Rycina 6).

Analiza markeréw, ktore mogg wskazywac na fenotyp tolerogenny (Panel 2)
wykazata istotny spadek poziomu czasteczek PD-L1 oraz ILT3 po zastosowaniu
rDr20/22 o stgzeniu odpowiednio 25 pg/ml oraz 10 i 25 pg/ml. Zaobserwowano
réwniez nieznaczy wpltyw antygenu na zwigkszenie obecnosci CD163. Nie odnotowano

natomiast zauwazalnych zmian w poziomie markera CD103 (Rycina 6).

Panel 1 Panel 2
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Rycina 6. Poziom badanych kostymulujacych (Panell) oraz tolerogennych (Panel2) markerow komorek
dendrytycznych stymulowanych r6znymi dawkami rDr20/22 (10, 25 1 50 i 25 pg/ml) wyrazony jako fold
change do grupy kontrolnej LPS (linia przerywana). Analize statystyczng przeprowadzono stosujac test
ANOVA; p* < 0,05.

4.3.3. Analiza zmian funkcjonalnosci DCs stymulowanych rDr20/22

Analiza dziewiczych limfocytow T CD4" znakowanych CFSE wykazata
zmniejszong proliferacj¢ w kulturze mieszanej prowadzone] w obecnosci komorek
dendrytycznych w stosunkach DCs : CD4" wynoszacych 1:2, 1:4 oraz 1:8. Najsilniejsze
dziatanie zaobserwowano w przypadku DCs stymulowanych rDr20/22 o stezeniu
50 pg/ml (Rycina 7).
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Rycina 7. Wplyw komoérek dendrytycznych stymulowanych réznymi dawkami rDr20/22 (10, 25 i 50
ug/ml) na proliferacje dziewiczych limfocytoéw T CD4* znakowanych CFSE, wyrazony jako fold change

do grupy kontrolnej LPS (linia przerywana). Analizg statystyczng przeprowadzono stosujac test ANOVA,;
p* <0,05.

Komorki stymulowane rDr20/22 nie wykazaly znaczacych réznic w procesie

pobierania testowanych bioczasteczek wzgledem grupy kontrolnej LPS (Rycina 8.).
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Rycina 8. Wptyw rDr20/22 (10, 25 i 50 ug/ml) na proces pobierania bioczasteczek pHrodo™ Green
E. coli przez komorki dendrytyczne wyrazony jako fold change do grupy kontrolnej LPS (linia
przerywana). Jako kontrole wyhamowania procesu zastosowano cytochalazyne D (cytD) o stezeniu 2

pug/ml. Analize statystyczng przeprowadzono stosujgc test ANOVA; p* < 0,05.
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4.4. Dyskusja

Dr20/22 jest przedstawicielem rodziny bialek ALT, ktére na przestrzeni lat
zostaly opisane u wielu gatunkow filarii takich jak np. B. malayi 'Y, D. immitis [°],
W. bancrofti [l czy A. vitae [, Ze wzgledu na specyficzno$é dla larw inwazyjnych L3
oraz brak znanego homologa u ssakow, przez lata antygen cieszyl si¢ duzym
zainteresowaniem w kontek$cie opracowania skutecznej szczepionki ochronnej
przeciwko filariozom cztowieka [°®%. Gregory i wsp. (2000) w badaniach na
myszoskoczkach wykazali redukcj¢ przezywalnosci larw inwazyjnych B. malayi

w grupie immunizowanej ALT az o 76% [,

Co wigcej, badania serologiczne
wykazaly, ze obecnos¢ przeciwciat anty-ALT w surowicy ludzi zamieszkujacych tereny
endemiczne moze byé powigzane z nabywaniem odpornosci na filariozy 47, Niestety
pomimo licznych prob praktycznego wykorzystania antygenow ALT nadal nie zostala
zglebiona ich biologiczna funkcja oraz mechanizmy w ktorych uczestnicza w trakcie
inwazji. W ramach niniejszej pracy podjeto probe okreslenia  wplywu
rekombinowanego Dr20/22 D. repens na ludzkie komorki dendrytyczne pochodzenia

monocytarnego (moDC).

W trakcie przeprowadzonych badan zaobserwowano wzrost st¢zenia TNF-a
wydzielanego przez DC stymulowane rDr20/22, przy jednocze$nie zwigkszonej
syntezie IL-10. Bioragc pod uwage specyficzno$¢ antygenu dla larw inwazyjnych
wywotywana mieszana odpowiedz Th1/Th2 wydaje si¢ odnajdywaé¢ odzwierciedlenie
w biologii pasozyta. Proces inwazji rozpoczyna si¢ od indukcji odpowiedzi zapalnej
W wyniku penetracji larw L3 oraz uszkadzania tkanek, ktora juz w trakcie pierwszych
godzin/dni inwazji, pasozyty staraja si¢ zmieni¢ na swoja korzy$¢ polaryzujac ja
w kierunku Th2/Treg 7). Badania przeprowadzone na ludzkich PBMC wykazaly, ze
wczesna odpowiedZ immunologiczna wywotywana przez zywe larwy inwazyjne Brugia
malayi jest zdominowana przez odpowiedz prozapalng zwigzang ze zwigkszonym
wydzielaniem 1FN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-la czy CXCL8 [l Rozwijajaca sie
w Kkolejnych dniach odpowiedz przeciwzapalna charakteryzuje wiodacg rolg I1L-10 oraz
dysfunkcja APC 7], Obecnosé IL-10 w mikrosrodowisku nie tylko pozytywnie reguluje
odpowiedz w kierunku Th2, ale moze rowniez hamowac¢ wydzielanie cytokin
prozapalnych takich jak IFN-y, IL-12, czy TNF-o. 88, Co ciekawe podwyzszony poziom
wspoétczynnika IL-10/TNF-o zostal rowniez zaobserwowany w surowicach pacjentow

naturalnie zarazonych filariami takimi jak Loa loa czy Mansonella perstans [,
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Obecnie w literaturze brakuje informacji na temat wptywu antygenéw ALT na komorki
uktadu immunologicznego cztowieka, jednak zwickszone wydzielanie IL-10 na skutek
dziatania homologow ALT B. malayi i W. bancrofti zaobserwowano rdéwniez
w splenocytach myszy oraz suwaka mongolskiego (Meriones unguiculatus) [7477:78.901,
Niektore opracowania wskazuja rowniez wptyw antygenow na hamowanie wydzielania
cytokin prozapalnych takich jak TNF-o, IFN-y, IL-6, 1L-17 ['877], Co ciekawe, Aparnaa
i wsp. (2014) zaproponowali mechanizm w ktoérym dziatanie immunomodulacyjne ALT
towarzyszace dysregulacji TLR4 ma si¢ przyczynia¢c do rozwoju antygenowo-
specyficznej hiporeaktywnosci oraz rozwoju tolerancji immunologicznej zwigzanej ze

zwiekszonym wydzielaniem IL-10 [68],

Komorki dendrytyczne stanowig pomost pomiedzy rozwojem odpowiedzi
nieswoistej 1 nabytej, dlatego sa czestym celem pasozytow. Powszechnie wiadomo, ze
zwiazki wydzielane przez pasozyty moga wpltywaé na proces dojrzewania komoérek
dendrytycznych oraz prowadzi¢ do upo$ledzenia ich funkcji. W moDC traktowanych
rDr20/22 obecnos$¢ czasteczek kostymulujacych (CD40, CD80, CD83, CD86) oraz
MHC klasy 1l (HLA-DR) ulegta obnizeniu. Wszystkie z nich biorg bezposrednio lub
posrednio (jako sygnat kostymulujacy) udzial w procesie prezentacji antygenu i
aktywacji limfocytow T oraz charakteryzuja si¢ wysokim poziomem na dojrzatych DCs.
Przeciwnie, w przypadku niedojrzatych DCs poziom wymienionych czasteczek jest
niski, a komorki nie wykazuja zdolnosci do prezentacji antygenu, podczas gdy ich
gléwng funkcja pozostaje pobieranie antygenu 92, Co ciekawe mimo niedojrzatego
fenotypu badanych komorek, w przeprowadzonych badaniach nie zaobserwowano
wzrostu ich zdolno$ci do internalizacji znakowanych bioczasteczek E. coli. DCs
traktowane rDr20/20 o stezeniu 10 pg/ml wykazywaty nizsza aktywnos$¢ w poréwnaniu
do komorek z grupy kontrolnej (LPS). Zaburzony proces dojrzewania komorek
dendrytycznych ma rowniez bezposrednie konsekwencje w kontekscie aktywacji
limfocytow T. Przypuszczenia te potwierdza test z wykorzystaniem CFSE, w ktorym
odnotowano niewielki spadek proliferacji dziewiczych limfocytow T hodowanych w
obecnosci DCs stymulowanych rDr20/22.

Przeprowadzona w ramach rozprawy analiza cytometryczna obejmowata

réwniez Ocen¢ poziomu markerow powierzchniowych powszechnie okreslanych jako
tolerogenne, takich jak CD103, CD163, ILT3 oraz PD-L1. ILT3 oraz PD-L1 sg

kluczowymi czgsteczkami prezentowanymi przez tolerogenng populacje DC (Tol-DC).
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Obecnos¢ tych markerow umozliwia Tol-DC indukcj¢ anergii czy aktywacj¢ komorek

T regulatorowych [#3941,

Rozwo6j antygenowo-specyficznej tolerancji na skutek
nadekspresji genéw kodujacych wymienione markery zostat udowodniony w badaniach
nad Schistosoma mansoni 1 czy Trichinella spiralis 8. Whrew przewidywaniom,
rDr20/22 nie tylko nie zwigkszyt poziomu ILT3 i PD-L1, ale spowodowat ich istotny
spadek przy dawce antygenu wynoszacej 25 upg/ml, co mogloby $wiadczy¢
0 zachowaniu prozapalnego immunofenotypu DCs. Co ciekawe, niektore zrodia
donosza, ze ILT3 moze by¢ rowniez zaangazowany w proces pobierania antygenu 7],

Fakt ten moglby tworzy¢é powigzanie niskiej frekwencji markera ze zmniejszong

zdolnoscig komoérek do pobierania antygenu.

Wykonana analiza ujawnita rowniez niewielki wzrost poziomu markera
powierzchniowego CD163. Nalezacy do receptorow zmiataczy CD163 wigze krazace
kompleksy hemoglogina-haptoglobina (Hb-Hp) zapobiegajac stresowi oksydacyjnemu
oraz stanom zapalnym zwigzanym z pozakomorkowym metabolizmem hemoglobiny.
Interakcja kompleksu Hb-Hp/CD163 prowadzi do uwolnienia IL-10, ktéra dodatkowo
zwicksza ekspresje genu cd163, tworzac pozytywne sprzezenie zwrotne ¢, Wykazano
réwniez, ze zwigkszona frekwencja CD163 na ludzkich makrofagach wptywa na
bardziej efektywne gojenie ran %1% Mimo ze przez wiele lat uwazano, iz czasteczki
CD163 sa prezentowane glownie na makrofagach o immunofenotypie M2 [0
w badaniach nad moDC, Comi i wsp. (2019) wykazali, ze CD163 jest rowniez
markerem specyficznym dla tolerogennej subpopulacji komorek dendrytycznych,
znanych jako DC-10 1%, Wsrod populacji zaobserwowano dodatnia korelacje w
ekspresji genow kodujacych CD163 i IL-10, ale réwniez niski poziom czasteczek
kostymulujacych. Cechy te pozwalaja im wptywac¢ na mikrosrodowisko odgrywajac
istotng role w indukcji roznicowania limfocytow T regulatorowych typu 1 (type 1

regulatory cells; Tr1) [102-105],

Do lepszego zrozumienia obserwowanych mechanizméw niezbedne jest rowniez
zglebienie zmian W mikrosrodowisku oraz poznanie cytokin, czy szlakow sygnatowych
prowadzacych do zaburzenia funkcji efektorowych. Wykonana w tym celu analiza
proteomiczna (Human Proteome Profiler XL) umozliwita identyfikacje kilkunastu
cytokin, ktorych synteza przez moDC zmienita si¢ na skutek dziatania rDr20/22. Wéréd
nich szczegodlng uwagg nalezy zwrdci¢ na regulowane pozytywnie - BAFF i Dkk-1 oraz

negatywnie - CXCL11 oraz cystatyne C.
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Cystatyna C nalezy do rodziny inhibitoréw proteaz cysteinowych. Biatka te
petnig szereg funkcji immunomodulacyjnych w komérkach uktadu odpornosciowego,
rowniez W DCs, gdzie kontrolujg aktywnos$¢ proteaz cysteinowych zaangazowanych
W proces prezentacji antygenu. Ponadto cystatyny moga by¢ réwniez wydzielane
zewnatrzkomoérkowo, a w kontek$cie inwazji pasozytniczych odpowiedzialne za
neutralizacje aktywnych enzymatycznie antygendéw pasozyta [1%1. Do takich zwigzkow
mozna zaliczy¢ mi¢dzy innymi nalezgce do rodziny proteaz cysteinowych katepsyny L.
Bialtka te sg jednymi z najintensywniej uwalnianych antygenoéw przez larwy L3 filarii,
co dzigki ich zdolno$ci do rozktadu macierzy pozakomoérkowej umozliwia im wnikanie
oraz migracje miedzy tkankami zywiciela 191, Katepsyny L petnig réwniez kluczowa

role w remodelacji kutikuli podczas procesu linienia 2081,

CXCL11 jest czynnikiem chemotaktycznym indukowanym w odpowiedzi na
cytokiny prozapalne, szczeg6lnie IFN-y. Chemokina ta pelni kluczowa rolg
w organizowaniu odpowiedzi immunologicznej, odpowiadajac za rekrutacje do miejsc
inwazji lub zapalenia komodrek odpornosciowych, takich jak makrofagi, komorki
dendrytyczne, komorki NK czy limfocyty T CD4" subpopulacji Thl. Wysoki poziom
CXCL11 moze korelowa¢ z ciezkim stanem zapalnym i uszkodzeniem tkanek, co
przyczynia si¢ do wystagpienia objawoéw klinicznych obserwowanych w przypadku
rozwoju niektérych parazytoz %1, Niektore badania, jak te nad F. hepatica sugeruja, ze
antygeny helmintow mogg prowadzi¢ do zmniejszenia stezenia CXCL11 wydzielanej
przez moDC, tym samym regulujac $rodowisko prozapalne oraz marginalizujac
uszkodzenia tkanek zywiciela podczas rozwijajacej sie inwazji 1%, W literaturze brak
jest jednak jakichkolwiek informacji na temat, czy i jakie antygeny filarii wptywaja na
synteze¢ CXCL11 przez komorki uktadu odpornosciowego zywiciela. Z badan
dotyczacych inwazji Mansonella perstans wynika, ze u zarazonych ludzi
zaobserwowano obnizone st¢zenie, dzielagcych z CXCL11 wspdlny receptor (CXCR3),
CXCL9 oraz CXCL10 [,

BAFF jest nalezacym do ligandow czynnika martwicy nowotworow
transblonowym biatkiem wystepujagcym miedzy innymi na powierzchni makrofagow
czy DC, ktére moze by¢ jednak odcigte, generujac rozpuszczalny fragment biatkowy.
Oddzialujac z receptorami na powierzchni limfocytow B (BAFF-R, TACI, BCMA),
odgrywa kluczowg role w aktywacji 1 r6znicowaniu komorek plazmatycznych, a takze

przyczynia si¢ do ich przetrwania zapobiegajac apoptozie. Co wigcej BAFF moze
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uczestniczy¢ w przelaczaniu izotypdw Ig w sposdb niezalezny od sygnatu
kostymulujacego CD40 11271141 Proces przetaczania klas immunoglobulin, jest jednym
z najwazniejszych mechanizméw immunomodulacyjnych stosowanych przez filarie
w celu rozwinigcia przewleklej, patentnej inwazji. Helminty te premiuja wydzielanie
IgG4, ktore nie tylko nie wykazuja zdolnosci do aktywacji uktadu dopetniacza i ADCC,

ale rowniez konkuruja o miejsce wigzania z IgE.

Dkk-1 (Dickkopf-related protein 1) jest glownym inhibitorem szlaku
sygnatlowego Wnt/B-katenina odgrywajgcego istotng role w regulowaniu odpowiedzi
immunologicznej. Wnt wigzac si¢ z receptorami Fzd/LRP5/6 rozpoczyna klasyczng
aktywacje szlaku, ktory prowadzi do zwigkszonego poziomu B-kateniny
w cytoplazmie, a nastgpnie jej translokacji do jadra komorkowego, gdzie tworzac
kompleks z czynnikami transkrypcyjnymi z rodziny TCF/LEF aktywuje ekspresje
genéOw zaleznych od szlaku. Brak sygnalu pochodzacego od kompleksu
Wnt/Fzd/LRP5/6 prowadzi do fosforylacji B-kateniny, a nastgpnie do jej ubikwitynacji
oraz degradacji w proteasomie. W rezultacie kompleks TCF/LEF dziata jako represor
transkrypcji. Ze wzgledu na plejotropowa nature szlaku ciezko wskaza¢ jego doktadng
funkcjg. Jest on zaangazowany m. in. w dojrzewanie APC czy rdznicowanie oraz
proliferacje limfocytoéw T. Rodzaj odpowiedzi wywotanej poprzez jego aktywacje jest
prawdopodobnie dostosowany do specyficznej natury patogenu, co powoduje, ze moze
mie¢ wlasciwosci zarowno prozapalne jak i przeciwzapalne 5171 W mysim modelu
leishmaniozy wykazano, ze Dkk-1 indukuje polaryzacj¢ w kierunku Th2 i wzmacnia
wydzielanie IL-4 oraz IL-10, a jego wyhamowanie chroni zywiciela przed rozwojem
inwazji, znacznie redukujac przetrwanie pasozytow 8l Przeciwnie, w przypadku
inwazji T. cruzi zaobserwowano, ze zahamowanie szlaku Wnt/B-katenina prowadzi do
zwigkszonego wydzielania cytokin prozapalnych (IFN-y, IL-12, TNF-qa, IL-6) przy
jednoczesnym zahamowaniu uwalniania TGF-B %, Niektore opracowania wskazuja
rowniez na udzial szlaku Wnt (ktoérego glownym regulatorem jest Dkk-1) na

réznicowanie tolerogennych DCs oraz Treg 201,

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly, ze antygen rDr20/22
Dirofilaria repens moduluje proces dojrzewania moDC, prowadzac do powstania
immunofenotypu charakteryzujacego si¢ wspotwystepowaniem cech wiasciwych
zardbwno niedojrzalym, jak i dojrzalym DCs. Z jednej strony zaobserwowano cechy

typowe dla komorek niedojrzatych, takie jak obnizony poziom czasteczek
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kostymulujacych (CD40, CD80, CD83, CD86) i MHC Kklasy Il (HLA-DR) oraz
zmniejszong zdolno$¢ do indukcji proliferacji naiwnych limfocytow T. Z drugiej strony,
komorki wykazuja cechy charakterystyczne dla fenotypu prozapalnego, o czym
swiadczy wydzielanie TNF-a oraz obnizony poziom czasteczek immunoregulacyjnych
ILT3 i PD-L1. Dodatkowo, zachowana zdolno$¢ do pobierania bioczgsateczek na
poziomie porownywalnym z komorkami stymulowanymi LPS potwierdza cze§ciowo
dojrzaty charakter badanych komorek. Obrany fenotyp komorek mozna by zatem

okresli¢ jako ,,czesciowo dojrzaty”, z ang. ,,semi-mature”.

Taki zlozony fenotyp sugeruje, ze antygen rDr20/22 moze odgrywaé
specyficzng role w strategii przetrwania pasozyta. Zamiast indukcji pelnej tolerancji
immunologicznej, komorki dendrytyczne wydaja si¢ przejmowac funkcje zwigzane
z utrzymaniem homeostazy i kontrola miejscowego zapalenia. Obserwowany
nieznaczny wzrost wydzielania 1L-10 oraz wystgpowania CD163 moze sprzyjaé
procesom gojenia ran i regeneracji tkanek, ulatwiajac pasozytowi migracje miedzy
tkankami zywiciela oraz tworzac korzystne dla jego przetrwania mikrosrodowisko.
Mimo ze do pelnego zrozumienia roli Dr20/22 w trakcie inwazji D. repens niezbgdna
jest kontynuacja badan, a uzyskane wyniki otwieraja jednak nowe perspektywy
badawcze. Zréwnowazona odpowiedz Th1/Th2 wywotywana przez antygen wydaje si¢
by¢ szczegdlnie intersujaca w kontekscie opracowania potencjalnych, nowych metod

zapobiegania filariozom.
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5. Wyniki nieopublikowane - czes¢ 11

Wykorzystanie metody Real-Time PCR w wykrywaniu oraz réznicowaniu inwazji
Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis i Acanthocheilonema reconditum oraz
okreslenie prewalencji wsrod populacji bezdomnych psow i kotow

w wybranych regionach Ukrainy.

5.1 Uzasadnienie badan

Konflikt zbrojny wywolany inwazjg Rosji na Ukraing w lutym 2022 roku
zapoczatkowat kryzys humanitarny, w wyniku ktorego wedtug raportu Wysokiego
Komisarza Narodow Zjednoczonych ds. Uchodzcow (United Nations High
Commissioner for Refugees; UNHCR) z stycznia 2024 roku, ponad 6,3 miliona 0séb
opuscito Ukraing, a dodatkowe 3,7 miliona zostato przesiedlonych wewnatrz kraju 21,
Kryzys wptynat réwniez na znaczacy wzrost populacji bezdomnych zwierzat, ktorych
liczebnos$¢ przed wojng szacowana byta na okoto 200 000 bezdomnych psow oraz
prawdopodobnie jeszcze wigcej kotow 1?2, Pozbawione odpowiedniej opieki oraz
srodkdw zapobiegawczych bezdomne zwierzeta staja sie nosicielami wielu chordb,
W tym parazytoz, stanowigc realne zagrozenie biologiczne. Brak odpowiedniego
nadzoru w polaczeniu ze zmianami klimatu wptywa na ryzyko niekontrolowanego
rozprzestrzeniania si¢ chorob oraz ich przeniesienia na cztowieka. Niniejsze badania
skupiaja si¢ na dirofilariozie, ktéra jest obecnie jednag z najszybciej
rozprzestrzeniajacych si¢ chorob wektorowych w Europie oraz wykazujacej wysoKi
potencjat zoonotyczny. Dirofilarioza w Ukrainie ma status choroby podlegajacej
obowigzkowe] rejestracji, a tylko na przestrzeni lat 1995-2012 odnotowano 1465
zachorowan u ludzi 8. Mimo to wiedza na temat wystepowania tej parazytozy u
zwierzat towarzyszacych pozostaje ograniczona, a jej aktualny status epidemiologiczny
niepewny. W czasach kryzysu, takiego jak wojna, znaczenie przestrzegania koncepcji
,,One Health” - ktére uznaje wzajemne powigzanie zdrowia ludzi, zwierzat 1 sSrodowiska
- staje si¢ jeszcze bardziej kluczowe, zapewniajac kompleksowg strategi¢ zarzadzania

chorobami zoonotycznymi.

Celem pracy byt rozwdj i walidacja metody molekularnej Real-Time PCR
w kontekscie diagnozowania i rdéznicowania inwazji D. repens, D. immits
I A. reconditum oraz jej zastosowanie w prowadzeniu nadzoru epidemiologicznego

dirofilariozy ws$rdod populacji bezdomnych pséw i kotow w Ukrainie. Badania
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przeprowadzone zostalty we wspolpracy z Eurpejska Rada Konsultacyjng do spraw
Parazytoz Zwierzat Towarzyszacych (European Scientific Counsel Companion Animal
Parasites; ESCCAP) oraz Ukrainskimi organizacjami pozarzgdowymi (non-govermental
organization, NGO) w ramach narodowego programu sterylizacji oraz szczepien

bezdomnych zwierzat.
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5.2. Materialy i metody

5.2.1. Izolacja DNA genomowego i gPCR

Do badan wykorzystano probki krwi pobrane od 457 bezdomnych pséow
(n=233) 1 kotow (n = 224) w okresie od marca do grudnia 2023 roku z pi¢ciu obszaréw
miejskich  na  terenie  Ukrainy:  Charkowa  (49°59'33"N  36°13'52"E),
Sum (50°54'43"N 34°48'10"E), Zwieniogorodki (49°4'11"N 30°58'4"E), Berdyczowa
(49°54'0"N 28°34'0"E) oraz Lwowa (49°50'33"N 24°01'56"E). Odpowiednio 300 pl i
100 pl krwi od psow 1 kotow wykorzystano do izolacji DNA genomowego (gDNA)
przy uzyciu zestawu Blood Mini Kit (AA Biotechnology).

Na poczatku kazda probka zostat wykorzystana w Real-Time PCR
z oligonukleotydami namnazajacymi fragment genu LINE-1 u psow 2% oraz 28s rRNA
u kotow 24 petiacymi funkcje wewnetrznej kontroli pozytywnej potwierdzajacej
skuteczno$¢ procesu izolacji. Nastgpnie wszystkie izolaty zostaly poddane
dwuetapowemu procesowi wykrywania oraz rozrdzniania inwazji Dirofilaria spp.
W pierwszym etapie przeprowadzono reakcj¢ z oligonukleotydami namnazajacymi
konserwatywny dla rodziny Onchocercidae fragment genu coxl, pozwalajacymi na
wykrycie dowolnego gatunku filarii. Pozytywne probki zostaly poddane kolejnym
niezaleznym reakcjom z specyficznymi-gatunkowo oligonukleotydami
umozliwiajacymi identyfikacje oraz rozroznienie inwazji Dirofilaria repens, Dirofilaria

immitis i Acanthocheilonema reconditum (Rycina 9).
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RV

D. repens
V D. immitis

A. reconditum

Rycina 9. Schemat przeprowadzonego badania. Probki krwi pobrane od pséw i kotdéw z wybranych
regionow Ukrainy wykorzystano do izolacji DNA genomowego oraz wykrywania i r6znicowania inwazji
D. repens, D. immitis i A. reconditum przy uzyciu Real-Time PCR z gatunkowo-specyficznymi

oligonukleotydami.

Oligonukleotydy wykorzystane w reakcjach zostaly przedstawione w Tabeli 2.
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Tabela 2. Lista oligonukleotydow uzytych w Real-Time PCR.

Nazwa oligonukleotydu Sekwencja (5’ -> 3°) Gen/region | Gatunek/rodzina
For_LINE1 dog CAAATGCAATGAAACGCCGGGACA Canis lupus
LINE1
Rev_LINE1_ dog TCTTTCGTTGGACACCGAGGCTC familaris
For_28s_cat CGCTAATAGGGAATGTGAGCTAG
28S rRNA Felis catus
Rev_28s_cat TGTCTGAACCTCCAGTTTCTCTG
For_cox1_filariae GGGTAATCCTTTGTTGTATCAGCATTTG
cox1 Onchocercidae
Rev_cox1_filariae GCCAAACAAACGATCCTTATCAGTCAA
For_s16_Dr CTCCGGAGTTAACAGGGTTGTAGA
16S rRNA D. repens
Rev_s16 _Dr CAGTCTCAAAAAAAAAACAATCTCTCCTCC
For_CytB_Di CTATTCTTATTTGACCGGGTGCG
cytB D. immitis
Rev_CytB_Di GATAATCAGTAGGATAATACCCAGCT
For ITS Ar GTCAGGTGATGGTTTGATGTGC
ITS A. reconditum
Rev_ITS_Ar ATTGTGTGCCAACTGTATACTGCT

Kazda reakcje przeprowadzono w trzech powtdérzeniach z wykorzystaniem

aparatury Real-Time PCR QuantStudio 6 (Applied Biosystems) zgodnie z protokotem

PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), uwzgledniajac analize

krzywej topnienia. Sktad mieszaniny reakcyjnej zawierat 3 ul gDNA, 5 ul PowerUp

SYBR Green Master Mix Buffer (Applied Biosystems), mieszanine¢ oligonukleotydow o

koncowym stezeniu 0,6 pM oraz wode wolng od nukleaz uzupetniajaca objetosé

mieszaniny do 10 pl. Warunki reakcji zostaty przedstawione w Tabeli 3.

Tabela 3 Warunki Real-Time PCR.

Etap Temperatura (°C) Czas
Aktywacja uracylo-DNA )
] 50 2 min
glikozylazy
Denaturacja wstepna 95 2 min
Denaturacja 95 3s )
40 cykli
Przytaczanie/wydtuzanie 60 30s
Zgodnie z protokotem producenta
Krzywa topnienia PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix
(Applied Biosystems)
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5.2.2. Ocena czuloSci i specyficznosci reakceji

Czulo$¢ metody zostata okre§lona na podstawie limitu wykrycia pojedynczych
mikrofilarii obecnych w badanej probce. Jedna, trzy lub dziesie¢ zywych mikrofilarii
zostaly wyizolowane z kropli krwi, a nastgpnie przeniesione do probowek
zawierajacych 300 pl §wiezej krwi od niezarazonego psa. Kazdy z warunkow (1 mf, 3
mf, 10 mf) powtdrzono w trzech grupach biologicznych, wykorzystujac krew od trzech
roznych psow. 3 ul gDNA wyizolowanego z kazdej z probek zostaly uzyte
w gPCR z oligonukleotydami specyficznymi do konserwatywnego dla rodziny

Onchocercidae fragmentu genu cox1.

Specyficzno$¢ uzytych oligonukleotydéw zostala zbadana za pomoca analizy
krzywej topnienia produktéw PCR oraz poroéwnaniu z probkami referencyjnymi.
Analize te przeprowadzono zaréwno dla oligonukleotydow specyficznych dla rodziny
Onchocercidae jak i gatunkowo-specyficznych. Jako wzorce referencyjne wykorzystano
pochodzacy z wczesniejszych badan gDNA z mikrofilarii 1 dorostych nicieni D. repens
(n = 11) i D. immitis (n = 11) 1% ale réwniez dodatkowo gDNA wyizolowany z krwi
psow z wspoOlistniejagcymi inwazjami obu gatunkéw Dirofilaria (n = 10), a takze psow
zarazonych innymi filariami, takimi jak Acanthocheilonema reconditum (n = 2), Brugia
patei (n = 1) oraz Onchocerca lupi (n = 1). Dla ostatecznego potwierdzenia wybrane
produkty poddano sekwencjonowaniu Sangera. Reakcja sekwencjonowania zostata

zlecona zewnetrznej firmie Genomed S.A.

Wszystkie reakcje przeprowadzone w celu walidacji czutosci 1 specyficznos$ci
testu wykonano w trzech powtorzeniach, zgodnie z warunkami opisanymi w rozdziale
5.2.1.

5.2.3. Ocena ogolnej prewalencji oraz czynnikow ryzyka inwazji filarii u
psow

Ogolna prewalencja inwazji D. repens, D. immitis, A. reconditum oraz inwazji
mieszanych u psow 1 kotéw zostata przedstawiona jako udziat procentowy
z uwzglednieniem przedziatéw ufnosci (coinfidence intervals, CI) wynoszacymi 95%
na podstawie wynikow uzyskanych z molekularnej diagnostyki. Szczegétowa lista

zarazonych psow 1 kotow w wybranych regionach zostata przedstawiona w Tabeli 4.
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Tabela 4. Lista zarazonych pséw i kotow w regionach objetych badaniem. DR - D. repens;

DI - D .immitis; AR - A. reconditum.

Calkowita
Region Psy/koty DR DI AR DR+DI DR+AR DI+AR DR+DI+AR
liczba

Lwow Psy 1 - - - - - - 1
Berdyczow Psy 10 - - - - - - 10
Zwieniogorodka Psy 23 2 4 1 4 - 1 35
Sumy Psy - - - 1 2 - - 3
Koty 3 - - - - - 3
Charkow Psy 8 5 - 4 - - - 17
Koty 3 2 - - - - - 5

Dodatkowo populacja psow zostata podzielona na podgrupy na podstawie

parametrow takich jak ple¢ (samiec/samica), wiek (<3 lata; 3—10 lat; >10 lat) i masa

ciata (<10 kg; 10-25 kg; >25 kg) w celu przeprowadzana analizy czynnikow ryzyka

inwazji filarii. Z powodu niekompletnych danych dotyczacych wymienionych kryteriow

16 psow zostato wykluczonych z analizy. Zostaty jednak uwzglednione w okresleniu

ogolnej prewalencji. Szczegdly dotyczace liczby probek pobranych od psow/kotow z

wybranych regionow oraz ich klasyfikacja do podgrup ze wzgledu na pte¢, wiek i mase

ciata zostata przedstawiona w Tabeli 5.
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Tabela 5. Szczegétowa dystrybucja probek krwi psow i kotow w poszczegdlnych regionach,

sklasyfikowanych wedtug ptci, wieku i wagi. NA - nie poddane analizie.

Region Psy/koty Ple¢ Wiek (lata) Masa ciala (kg) Calkowita liczba
<3:1 <10: 2
Samce: 5
Lwow Psy 3-10:4 10-25: 2 11
Samice: 3
>10:3 >25:4

Brak informacji: 3

<3:11 <10:0
Samce: 9
Berdyczow Psy 3-10:16 10-25: 21 29
Samice: 20
>10:2 >25:8
<3:32 <10: 3
Samce: 22
Zwieniogorodka Psy 3-10:33 10-25: 64 70
Samice: 48
>10:5 >25:3
<3:0 <10:5
Samce: 5
Psy 3-10:11 10-25: 8 17
Samice: 12
>10:6 >25:4
Sumy <3:52
Samce: 17
3-10:37
Koty Samice: 80 NA 97
>10:7

Brak informacji: 1

<3 years: 53 <10: 33
Samce: 16
3-10 years: 38 10-25: 52
Psy Samice: 77 106
>10 years: 2 >25:8
Brak informacji: 13
Charkow
<3:79
Samce: 26
3-10:37
Koty Samice: 90 NA 127
>10:0

Brak informacji: 11
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5.2.4. Analiza statystyczna
Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca programu GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) przy uzyciu testu chi-kwadrat. Roznice

miedzy grupami uznawano za statystycznie istotne przy p <0,05.
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5.3. Wyniki

5.3.1. Ogolna prewalencja filarioz oraz analiza czynnikéw ryzyka u psow

We wszystkich probkach DNA wyizolowanych z krwi psoéw 1 kotow
z powodzeniem przeprowadzono wewnetrzng kontrole PCR, namnazajaca fragment
DNA specyficzny dla psa (LINE1) lub kota (28S rRNA), co potwierdzito skutecznosé
procesu izolacji oraz pozwolito na wykorzystanie w dalszej diagnostyce molekularne;j

filarioz (Rycina 10).

40
30
20

| e

0 1 I
Psy Koty
(LINE1) (28S rRNA)

Wartos¢ Ct

Rycina 10. Porownanie warto$ci Ct dla kontroli wewnetrznych PCR z wykorzystaniem oligonukleotydow

specyficznych dla fragmentu genu LINE1 u pséw oraz 28S rRNA u kotow.

Inwazje D. repens, D. immitis, A. reconditum lub inwazje mieszane
wymienionych gatunkéw wykryto w 66 z 233 probek od pséw co stanowi ogdlng
prewalencje wynoszaca 28,33% (95% CI = 22,92-34,42) (Rycina 11). NajczesSciej
wystepujacym gatunkiem filarii u psow byta D. repens, natomiast najnizsza
czestotliwos$¢ wystepowania odnotowano w przypadu A. reconditum (Rycina 11, Tabela
4).
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Psy

28.33% Niezarazone 71.67% [Cl 95% = 65.57-77.07]
DR 18.03% [Cl 95% = 13.62-23.47]

DI 3.00% [C1 95% = 1.46-6.07]

DI+DR 2.58% [CI 95% = 1.19-5.50]

AR 1.72% [CI 95% = 0.67-4.33]

DR+AR 2.58% [CI 95% 1/19-5.50]
DR+DI+AR 0.43% [Cl 95% 0.02-2.39]

mm Niezarazone 96.43% [Cl 95% 93.11-98.18]

= DR 2.68% [CI1.23-5.72]
B3 DI 0.89% [Cl 95% = 0.16-3.20]

ooooDoDman

N =233 N =224

Koty zarazone

Psy zarazone

B DR 75% [Cl 95% = 40.92-95.55]
Em DI 25% [Cl 95% = 4.44-58.07]

DR 63.64% [C| 95% = 51.58-74.19]
DI 10.61% [CI 95% = 5.23-20.31]
DI+DR 9.09% [Cl 95% = 4.23-18.45]
AR 6.06% [Cl 95% = 2.38-14.57]
DR+AR 9.09 [Cl 95% = 4.23-18.45]
DR+DI+AR 1.52 [CI 95% = 0.08-8.10]

Rycina 11. Prewalencja inwazji Dirofilaria i Acanthocheilonema u pséw i kotow. (A) Udziat procentowy
inwazji wywotywanych przez jeden lub wiecej gatunkéw filarii u pséow i kotow w pordéwnaniu do
zwierzat zdrowych (niezarazonych). (B) Udziatl procentowy typow inwazji wsrdd zarazonych psow

i kotéw. DR - D. repens; DI - D. immitis; AR - A. reconditum.

Ze wzgledu na podzial geograficzny, najwyzsza prewalencje (50%) wsrod psow,
znaczaco przewyzszajaca inne lokalizacje, odnotowano w regionie Zwieniogorodka

(Rycina 12).
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Q

Berdychiv

Zvenyhorodka
Q Kharkiv
Q Sumy

Rycina 12 Prewalencja filarioz u psow i kotow w wybranych regionach Ukrainy. Obszary
administracyjne, w ktorych przeprowadzono badanie zostaly oznaczone réznymi odcieniami czerwieni,

odzwierciedlajacymi czgstotliwos¢ wystgpowania zachorowan.

W regionie tym zaobserwowano réwniez najszersze spektrum typodw zarazenia,
stwierdzajac zarowno inwazje kazdego z badanych gatunkow osobno, jak i inwazje
mieszane D. repens i D. immitis, D. repens i A. reconditum, a takze pojedynczy
przypadek D. repens, D. immitis i A. reconditum. W Berdyczowie czestotliwos¢
wystgpowania wynosita 34,38% a wszystkie zachorowania byty wywotane inwazja
D. repens, podobnie jak we Lwowie, w ktorym zachorowania odnotowano u 9,09%
psow. Charkow i Sumy wykazaty zblizone wskazniki prewalencji, odpowiednio 16,03%
i 17,65%, przy czym w Sumach obserwowano jedynie inwazje mieszane (Rycina 12,

Rycina 13).
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Berdyczow Lwow

Em 100.00% DR B 100.00% DR

Zwieniogorodka Charkow
B 65.71% DR B 47.06% DR
B 5.71% DI mm 29.41% DI
B 11.43% AR 3 23.53% DI+DR
=3 2.86% DI+DR
= 11.43% DR+AR
[ 2.86% DR+DI+AR

Sumy

3 33.33% DI+DR
3 66.67% DR+AR

Rycina 13 Udzial procentowy gatunkéw odpowiedzialnych za inwazje u zarazanych pséw w regionach

objetym badaniem. DR - D. repens; DI - D. immitis; AR - A. reconditum.

Analiza czynnikow ryzyka wystepowania filarioz u psow wykazata istotne

réznice w prewalencji w zalezno$ci od pici, masy ciata oraz wieku (Rycina 14).
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Rycina 14. Analiza prewalencji filarii u psow w zaleznosci od pici (samiec/samica), masy ciata (<10 kg;
10-25 kg; >25 kg) oraz wieku (<10 kg; 10-25 kg; >25 kg). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono stosujac
test chi-kwadrat; p* < 0,05.

U samcéw dochodzito do zarazenia niemal dwukrotnie czeSciej, inwazje
stwierdzono u 42,10% z nich, podczas gdy u samic odsetek ten wynosit 25%. Masa
ciata rowniez wptywala na czgsto$¢ wystgpowania inwazji — psy z wyzszych kategorii
wagowych (10-25 kg oraz >25 kg) charakteryzowaly si¢ wyzsza prewalencja,
osiggajaca odpowiednio 33,33% 1 37,03%, w poréwnaniu do najlzejszej grupy (<10 kg),
w ktorej wyniosta ona jedynie 11,62%. Najwyzszy odsetek zachorowan zaobserwowano
w grupie wiekowej 3-10 lat, podczas gdy w grupic najmlodszych (<3 lata)
i najstarszych (>10 lat) psoéw prewalencja byta zblizona i wynosita odpowiednio 21,64%
1 27,77%.

5.3.2. Ogolna prewalencja filarioz u kotow

Wsrod 224 badanych probek pochodzacych od kotow, w 8 wykryto DNA
D. repens lub D. immitis, co odpowiada ogolnej prewalencji wynoszacej 3,57%
(95% CI = 1,82-6,88). Czestos¢ wystgpowania zarazen byla zblizona w obu
analizowanych regionach, udzial procentowy zarazonych zwierzat wynosit 3,94%
w Charkowie 1 3,09% w Sumach (Rycina 11). Wséréd zarazonych kotow 75%
przypadkow stanowity inwazje D. repens, a 25% D. immitis. Dirofilarioze stwierdzono
u osobnikow w przedziale wiekowym od 10 miesiecy do 10 lat, a 75% wszystkich

inwazji obserwowano u samic.

5.3.3 Ocena czulosci i specyficznosci reakcji
Zastosowanie oligonukleotydow specyficznych dla fragmentow genu coxl

pozwolito na wykrycie DNA filarii we wszystkich badanych warunkach (1 mf, 3 mf,
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10 mf), co potwierdzilo ich przydatno§¢ w molekularnej diagnostyce filarioz oraz

ustalito granice wykrywalno$ci na poziomie 1 mf w 300 pl petnej krwi (Rycina 15).

Czulosé reakcji

40

30 ol BT
5 T
@
320
- .
©
=

10

0 1 1
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Rycina 15. Analiza czuto$ci Real-Time PCR z wykorzystaniem oligonukleotydow namnazajacych
konserwatywny dla rodziny Onchocercidae fragment genu coxl. Do testu uzyto gDNA wyizolowany z
krwi psa zawierajacej 1 (1mf), 3 (3mf) lub 10 (10mf) mikrofilarii. Reakcje przeprowadzono w trzech

powtdrzeniach dla trzech grup biologicznych.

Specyficznos¢ dla rodziny Onchocercidae zostala potwierdzona poprzez
namnozanie fragmentu DNA wszystkich analizowanych gatunkach filarii, tj. D. repens,
D. immitis, A. reconditum, B. patei oraz O. lupi. Wykorzystanie DNA wymienionych
gatunkow dodatkowo potwierdzito rowniez specyficznos¢ oligonukleotydow uzytych
do roznicowania inwazji, wykazujgc brak krzyzowego namnazania mig¢dzy

wymienionymi filariami (Rycina 16).
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Rycina 16. Analiza krzywej topnienia produktow PCR namnazanych przy uzyciu oligonukleotydow

specyficznych dla rodziny Onchocercidae - gen cox1 (A); D. repens - gen 16S rRNA (B); D. immitis - gen

cytB (C) i A. reconditum - region ITS (D). Do oceny specyficznosci uzyto DNA genomowy wyizolowany

z krwi psoéw zarazonych D. repens (niebieski), D. immitis (czerwony) i A. reconditum (fioletowy),

B. patei (czarny) oraz O. lupi (szary). NTC (zielony) oznacza kontrol¢ negatywna.
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5.4 Dyskusja

Niniejsza  rozprawa  przedstawia  wyniki  molekularnego  nadzoru
epidemiologicznego dirofilariozy w populacjach bezdomnych pséw i kotdw na terenie
Ukrainy. Dotychczasowe dane na temat wystgpowania nicieni Dirofilaria spp. w tym
regionie s3 ograniczone, a ich analiza jest utrudniona przez niewielka dostgpnosé
literatury, szczegoOlnie w jezyku angielskim. Co wiecej, dirofilarioza u kotow
nigdy wczeéniej nie byla przedmiotem systematycznych badan w Ukrainie. Uzyskane
wyniki nie tylko potwierdzily endemiczny charakter inwazji D. repens i D. immitis
w Ukrainie, ale réwniez uwidocznity ztozono$¢ chordb przenoszonych przez wektory
w tym regionie, poprzez identyfikacje pierwszych przypadkoéw pséw zarazonych
A. reconditum. Ogolna prewalencja filarioz wsréd psow z pigciu objetych badaniem
regiondw wynosita 28,33%. Najbardziej dominujacym gatunkiem byta D. repens, ktéra
wykryto u 18,3% z ps6w, natomiast po uwzglednieniu inwazji mieszanych udziat
procentowy wynosit 23,62%. Dirofilarioz¢ sercowo-ptucng, wywolywang przez
zarazenie D. immitis odnotowano u 3%, a wliczajac w to inwazje mieszane u 6,01%
psow. Uzyskane wyniki znajduja odzwierciedlenie w literaturze. Bajer i wsp. (2023)
w swoich badaniach wykazali, ze wsrod psow przemieszczonych z Ukrainy do Polski
w trakcie trwajacego konfliktu zbrojnego, 18,9% 1 3,8% bylo zarazonych odpowiednio

D. repens i D. immitis. Ponadto u dwoch pséw wykryto inwazje obu gatunkow B4,

Na przestrzeni lat badania nad dirofilariozg w Ukrainie skupiaty si¢ gtdéwnie na
obwodzie charkowskim, w ktorym wykazano obecno$§¢ zaréwno D. repens
jak i D. immitis. W badaniach prowadzonych w latach 2009-2019, odsetek zarazonych
pséw wynosit 37%, z czego dirofilarioza skorna stanowita 97,35% wszystkich
zachorowan, natomiast dirofilarioza sercowo-plucna zaledwie 2,86% 1?6, W latach
2018 1 2019, w kolejnych badaniach, dirofilarioz¢ zdiagnozowano u 24 z 120 pséw
(21,4%) oraz co cickawe zaobserwowano znacznie wigkszy udzial inwazji D. immitis -
14 przypadkéw, w poréwnaniu do 10 D. repens 112 Ponadto, podczas zimowego
sezonu towieckiego 2019/2020, D. immitis wykryto rowniez w badaniu posmiertnym
u 6z 27 (22,2%) lisow rudych z regionu 28, W 11 rejonach obwodu charkowskiego
nadzoér molekularny wykazal rowniez obecnos¢ komarow zarazonych Dirofilaria spp.

[126]

z odsetkiem zarazen na poziomie 4,46% Wyniki badan przeprowadzonych

w ramach rozprawy wykazaty, ze calkowity wspotczynnik prewalencji dirofilariozy
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u psow w Charkowie wynosi 16,03%. W analizowanej populacji dominowata inwazja
D. repens (47,06%), podczas gdy D. immitis stanowita 29,41% przypadkoéw. Ponadto

u 23,53% psow stwierdzono jednoczesne zarazenie obydwoma gatunkami pasozytow.

W kolejnym regionie objetym badaniem - Sumach - odsetek zachorowan
wynosit 17,65%, a wszystkie zidentyfikowane przypadki stanowily inwazje mieszane.
Sposrod 17 przebadanych prob, u jednego psa wykryto jednoczesng inwazje D. repens
i D. immitis (33,33%), natomiast u dwoch psow D. repens i A. reconditum (66,67%).
Wedtug dostepne;j literatury, w regionie tym w latach 2010-2018 wykazano prewalencje
na poziomie 9,4%, z czego 94,8% psow bylo zarazonych D. repens 1?1, Dodatkowo,
nadzor epidemiologiczny komaréw wykazal obecno$¢ Dirofilaria spp. w 0,43%

przebadanych owadow 3%,

W Berdyczowie oraz Zwieniogorodce, potozonych w centralnej czg$ci kraju,
stwierdzono znacznie wyzszg prewalencje¢, odpowiednio 34,38% i 50%, w poréwnaniu
do obwodow wschodnich (Sumy; Charkow). Co ciekawe, mimo stosunkowo niewielkiej
odleglo$ci geograficznej miedzy tymi dwoma miastami, zaobserwowano znaczng
zmienno$¢ w profilu wystepujacych inwazji. W Berdyczowie wszystkie przypadki
dirofilariozy byly spowodowane przez D. repens, natomiast w Zwieniogorodce
odnotowano inwazje kazdego z uwzglednionych w badaniu gatunkéw (D. repens -
65,71%; D. immitis - 5,71%; A. reconditum -11,43%) jak rowniez inwazje mieszane
D. repens i D. immitis (2,86%) lub D. repens i A. reconditum (11,43%), a takze
pojedynczy przypadek wszystkich trzech gatunkow (2,86%). Niestety, w literaturze
zarowno w jezyku angielskim, jak i1 ukrainskim brak jest publikacji dotyczacych
problematyki dirofilariozy psow w badanych regionach. Jedyng wzmianke
o dirofilariozie w regionie zytomierskim (Berdyczéw) mozna odnalez¢ w pracy z 2016
roku, w ktorej analizowano zmiany hematologiczne u 10 zarazonych psoéw, jednakze
gatunki odpowiedzialne za inwazje nie zostaly rozréznione MU, W graniczacym
z obwodem zytomierskim (Berdyczow) i obwodem czerkaskim (Zwieniogorodka)
Kijowie, oddalonym o okoto 150 kilometréw od obu miast w linii prostej, wsrod 23
probek zbadanych w 2011 roku, w 2 (9%) wykryto D. repens, a w 1 (4%) D. immitis
[132] W Biatej Cerkwi, najwigckszym miescie obwodu kijowskiego, 9% psow byto
zarazonych Dirofilaria, jednak nie sprecyzowano gatunkéw 13 W Kamiencu

Podolskim (sgsiadujagcym z obwodem Zzytomierskim) oraz w Winnicy (graniczacej

73



zarowno z obwodem czerkaskim, jak i zytomierskim), w badaniach przeprowadzonych
w latach 2017-2019, Alsarraf i wsp. (2021) wykazali, ze 3,8% psoéw sposrod 155 byto

zarazonych wylacznie D. repens 6],

W ostatnim badanym regionie, wysunietym najbardziej na zachod Lwowie
zaobserwowano najnizsza prewalencje wynoszaca 9,09%. Niestety, w literaturze brak
jest jakichkolwiek doniesien dotyczacych dirofilariozy w tym oraz znajdujacych sie

w bezposrednim sasiedztwie obwodach.

W niniejszej pracy po raz pierwszy na terenie Ukrainy wykryto inwazje
Acanthocheilonema reconditum u psow. A. reconditum (wcze$niej znana jako
Dipetalonema reconditum) jest pasozytem psowatych, przenoszonym przez stawonogi,
takie jak pchty, wszy i kleszcze. Cho¢ inwazje A. reconditum sg zazwyczaj uznawane za
niepatogenne, moga prowadzi¢ do objawoéw klinicznych, takich jak niedokrwistos¢,
zmiany skorne czy niewydolno$¢ oddechowa 34131 3 takze do zmian w obrazie
hematologicznym (np. leukocytoza, eozynofilia, monocytoza) oraz biochemicznym (np.
podwyzszony poziom calkowitego biatka surowicy, albumin i globulin) krwi [3%],
Mimo niskiej istotnosci klinicznej, rosngca czgsto$¢ wystepowania A. reconditum
w populacjach pséw w okreslonych regionach 1341361 a takze opisanie w ostatnich

latach Kilku przypadkow zarazenia u ludzi [137:1%€]

, podkreslaja rosnace znaczenie tego
nicienia dla zdrowia publicznego. Inwazje A. reconditum wystepuja w réznych
regionach geograficznych na calym $wiecie, w tym w basenie Morza Srodziemnego, na
Bliskim Wschodzie, w Afryce Poludniowej, Ameryce Potudniowej i Oceanii 137,
W przeprowadzonym badaniu obecnos¢ A. reconditum stwierdzono w dwoch regionach
Ukrainy (Sumy i Zwieniogorodka), a ogdlna prewalencja uwzgledniajgca inwazje

mieszane z innymi gatunkami filarii wynosita 4,73%.

W ramach niniejszej rozprawy, przeanalizowane zostaly rowniez czynniki
ryzyka wystepowania filarioz u psow, takie jak pte¢, wiek 1 masa ciata. Powszechnie
wiadomo, ze inwazje helmintow sg zalezne od pftci, a u samcoOw wystepuja czgsciej oraz
maja wicksza intensywno$¢ niz u samic. Roéznice te wynikaja z aspektow
ekologicznych, behawioralnych i fizjologicznych, w tym interakcji hormonow
ptciowych, mikrobiomu oraz uktadu odpornosciowego 3%, Wszystkie wykryte gatunki
filarii wystgpowaly istotnie czesciej u samcoéw (42,1%) niz u samic (25%), co jest

zgodne z wynikami innych badan dotyczacych Dirofilaria i Acanthocheilonema
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[16.127.134,140.141] " yzyskane wyniki wskazuja, ze ryzyko zachorowania u psow rosnie

wraz ze zwickszajaca si¢ masa ciata, co potwierdzaja réwniez inne badania (127142,
Chociaz powdd nie jest w pelni zrozumiany, korelacja ta moze wynika¢ z rdéznic
behawioralnych wigkszych psow, ktore majg tendencje do eksplorowania szerszych
obszarow, co zwigksza prawdopodobienstwo kontaktu z zarazonymi komarami. Wiek
réwniez wptywal na czestos¢ wystepowania inwazji filarii. Wigkszo§¢ badan wskazuje
na najnizsza prewalencj¢ Dirofilaria/Acanthocheilonema w najmtodszych grupach
wiekowych [16127.1401 " ¢ prawdopodobnie wynika z diugiego okresu prepatentnego,
ktory utrudnia wykrycie inwazji, a takze ze zwickszonej ekspozycji starszych zwierzat
na uklucia komaréw. W ramach niniejszej rozprawy najwyzsza prewalencje
zaobserwowano u psow w przedziale wiekowym 3-10 lat (37,25%), natomiast
najnizsza u psow powyzej 10 roku zycia (21,64%). Co interesujace, wbrew
oczekiwaniom, najmlodsza grupa psoéw (ponizej 3 lat) nie wykazata najnizszej
prewalencji, ktora wynosita 27,77%. Podobne wyniki przedstawili Ciuca i wsp. (2023),
ktérzy nie zaobserwowali znaczacych rdézni¢ w odsetku zachorowan u psow
w przedziatach wiekowych 1-3 lata oraz 4-6 lat, wynoszacych odpowiednio 64,5% i
68% 1411,

Niniejsza rozprawa obejmuje réwniez molekularny nadzor epidemiologiczny
dirofilariozy u kotow. Przypadki dirofilariozy u kotow, cho¢ rzadziej niz u psow, sa
obserwowane na catym $wiecie Y. Do tej pory w Ukrainie udokumentowano jedynie
jeden przypadek dirofilariozy u kota - w 2003 roku w Kijowie, gdy doroste osobniki
D. repens usunigto chirurgicznie z moszny i powrdzka nasiennego 43, W ninigjszym
badaniu prewalencja dirofilariozy wyniosta 3,57%, z czego 2,68% stanowily inwazje
D. repens, a 0,89% — D. immitis. Wyniki te sa zgodne z danymi z innych krajow, gdzie
czegsto$¢ wystepowania waha si¢ od mniej niz jednego procenta do kilku procent,
w zaleznosci od regionu i zastosowanych metod diagnostycznych Y. Zaden z badanych
kotow nie byt zarazony A. reconditum. Chociaz udowodniono, ze stadium inwazyjne
A. reconditum moze rozwijaé si¢ w pchle kociej Ctenocephalides felis felis, inwazje
u kotow sa niezwykle rzadkie, a jedyne przypadki opisano w Tajlandii 4. Niemniej
jednak, biorac pod uwage, Zze ramach przeprowadzonych badan do diagnozy
wykorzystano wylacznie qPCR, ktory wykrywa DNA pasozyta we Krwi, istnieje
mozliwos¢, ze realna prewalencja moze by¢ wyzsza. Koty sa uwazane za mniej

podatnych zywicieli dla Dirofilaria w poréwnaniu do psow, a okoto 25% a znich jest
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naturalnie odpornych na inwazje D. immitis %21, U kotéw jedynie niewielka cze$é larw
L3 rozwija si¢ do stadium dorostego [1**l. Chociaz opisywano przypadki aktywnej

mikrofilaremii dla obu gatunkéw Dirofilaria 292!

, jest ona zazwyczaj krotkotrwala,
charakteryzuje si¢ niska intensywnoscig 1 wystepuje jedynie u okoto 20% zarazonych
kotow 29221 W diagnostyce dirofilariozy u kotéw za ,,ztoty standard” czesto uznaje sic
testy serologiczne, ktore sa szczeg6lnie przydatne w przypadku inwazji utajonych lub
1 bezobjawowych, jednakze nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na prawdopodobienstwo
wynikéw falszywie dodatnich na skutek utrzymywania si¢ po zarazeniu przeciwciat
specyficznych dla Dirofilaria lub antygenemii 2. Co wigcej, obecnie brak jest
dostepnych testow komercyjnych dedykowanych D. repens. Nieliczne badania
koncentrowaly si¢ na wykrywaniu cfDNA jako markera diagnostycznego dirofilariozy
u psow (1231461 co mogloby byé szczegdlnie przydatne w przypadku inwazji utajonych.
Niestety, brak jest jakichkolwiek badan nad cfDNA pochodzacym od Dirofilaria

u kotow.

Podsumowujac, przeprowadzone badania dostarczaja aktualnych danych na
temat epidemiologii dirofilariozy w Ukrainie, dotychczas niedostatecznie poznanej ze
wzgledu na ograniczong liczbe¢ badan oraz ich utrudniong dostepno$¢ wynikajaca
z bariery jezykowej. Analiza probek od psow i kotow z zastosowaniem Real-Time PCR
potwierdzita endemiczny charakter wystgpowania D. repens i D. immitis w tym
regionie. Wykrycie inwazji A. reconditum, mimo jej niskiej chorobotworczosci
I ograniczonego ryzyka zoonotycznego, podkresla ztozono$¢ chordb przenoszonych
przez wektory w tym regionie. Obecna sytuacja humanitarna zwigzana z trwajacym
konfliktem zbrojnym zwigksza ryzyko rozprzestrzeniania si¢ oraz endemizacji nowych
gatunkoéw pasozytow, co moze stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego. Wyniki te
podkreslaja  kluczowa role koncepcji ,,One Health” w zarzadzaniu chorobami
odzwierzgcymi. Wdrozenie skutecznych strategii kontroli wektorow i monitorowania
zdrowia zwierzat towarzyszacych jest niezbedne do ograniczenia ryzyka transmisji

patogenow na ludzi.
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. Whnioski koncowe

Dr20/22, podobnie jak homologi ALT u innych gatunkéw filarii, nie jest obecny
u dorostych nicieni ani mikrofilarii, co wskazuje na jego specyficzno$¢ dla
stadium larwy inwazyjnej L3.

Brak sekwencji liderowej w mRNA dr20/22 u dorostych nicieni i mikrofilarii
wskazuje na udzial mechanizmu trans-splicingu zaleznego od sekwencji
liderowej (SLTS) w regulacji ekspresji gendw w réznych stadiach rozwojowych
D. repens.

rDr20/22 wplywa na proces dojrzewania komoérek dendrytycznych cziowieka,
potencjalnie uczestniczac w procesie inwazji i migracji przez tkanki zywiciela.
Pomimo obecnosci specyficznych przeciwciat przeciwko rDr20/22 w surowicy
zarazonych psow, jego zastosowanie nie pozwala na skuteczng diagnoze inwazji
D. repens.

Peptydy wytypowane przy uzyciu technologii phage display stanowig skuteczna,
alternatywng metode¢ diagnostyczng inwazji D. repens.

Zastosowanie Real-Time PCR i gatunkowo specyficznych oligonukleotydéw
umozliwia rozréznienie migdzy inwazjami D. repens, D. immitis oraz
A. reconditum.

Detekcja cfDNA w surowicy umozliwia diagnostyke zaro6wno u psow
mikrofilaremicznych, jak i amikrofilaremicznych.

Stosowanie  kompleksowego podejscia  diagnostycznego, obejmujgcego
réznorodne metody, zapewnia skuteczne wykrywanie oraz prawidlowa
identyfikacje¢ inwazji Dirofilaria spp.

W Polsce wystepuja rodzime inwazje mieszane D. repens i D. immitis.

Inwazje D. repens, D. immitis oraz A. reconditum sg endemiczne ws$rod

populacji bezdomnych psow 1 kotow w Ukrainie.
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Molecular insights and antibody
response to Dr20/22 in dogs
naturally infected with Dirofilaria
repens

Mateusz Pekacz?!, Katarzyna Basataj?, Daniel Mtocicki®, Maciej Kamaszewski*,
Elena Carretén®, Rodrigo Morchén®, Marcin Wisniewski'® & Anna Zawistowska-Deniziak”:2**

Subcutaneous dirofilariasis, caused by the parasitic nematode Dirofilaria repens, is a growing concern
in Europe, affecting both dogs and humans. This study focused on D. repens Dr20/22, a protein
encoded by an alt (abundant larval transcript) gene family. While well-documented in L3 larvae of
other filariae species, this gene family had not been explored in dirofilariasis. The research involved
cloning Dr20/22 cDNA, molecular characterization, and evaluating its potential application in the
diagnosis of dirofilariasis. Although Real-Time analysis revealed mRNA expression in both adult worms
and microfilariae, the native protein remained undetected in lysates from both developmental stages.
This suggests the protein’s specificity for L3 larvae and may be related to a process called SLTS (spliced
leader trans-splicing), contributing to stage-specific gene expression. The specificity of the antigen for
invasive larvae positions it as a promising early marker for dirofilariasis. However, ELISA tests using
sera from infected and uninfected dogs indicated limited diagnostic utility. While further research

is required, our findings contribute to a deeper understanding of the molecular and immunological
aspects of host-parasite interactions and could offer insights into the parasite’s strategies for evading
the immune system.

Subcutaneous dirofilariasis is a vector-borne disease caused by a parasitic nematode Dirofilaria repens. Owing
to climate changes and anthropogenic activities, dirofilariasis has expanded its distribution across nearly all
European countries'. Consequently, it has emerged as one of the most rapidly spreading parasitoses in the Old
World. While the primary hosts of the disease are carnivores, notably dogs, it exhibits considerable zoonotic
potential, thereby constituting a significant concern in both medical and veterinary fields. However, due to the
predominantly asymptomatic or mildly symptomatic nature of D. repens infections?, this zoonosis has often been
overlooked, particularly when compared to other filariasis such as pulmonary dirofilariasis or lymphatic filariasis.
As a result, research efforts aimed at mitigating invasions, such as early infection detection or development of
potential vaccines, have been substantially impeded, given the limited understanding of the parasite’s biology
and the molecular interactions it established with the hosts.

Throughout the protracted co-evolution between hosts and parasites, helminths have evolved diverse strate-
gies to evade host immune responses at various stages of their life cycle’-°. Notably, the filariae L3 larvae adeptly
evade and down-modulate the host’s immune system within the cutaneous tissues, playing a pivotal role in both
the parasite’s establishment and the development of host immunity’. These immunomodulatory properties are
primarily attributed to the surface and secreted antigens displayed by the larvae. As the initial molecules that
engage the definitive host’s immune system, these antigens hold promise as potential early markers of infection.
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Moreover, the presence of antibodies against L3 larvae is hypothesized to suppress larval development and cor-
relate with resistance to new infections®. However, despite the critical roles, the specific molecules underlying
immune modulation in D. repens remain elusive. Thus, an in-depth investigation into stage-specific antigens,
along with their molecular and immunological characterization, may offer novel insights into the development
of prospective vaccines or diagnostic tools.

In light of this, the present study focused on a singular L3-specific D. repens 20/22 kDa protein (GenBank:
QHR84804.1) known as Dr20/22, which was produced in recombinant form. Dr20/22 is encoded by a gene
belonging to the alt (abundant larval transcript) family, a group well documented in numerous filarial nema-
todes including Brugia malayi'®!, Onchocerca volvulus'?, Acanthocheilonema viteae'®, Wuchereria bancrofti**
and Dirofilaria immitis'>'°. The ALTs being abundantly expressed in invasive larvae and mammals are devoid of
known homologues. Given this, the proteins represent highly attractive vaccine candidates for filarial infections.
While the precise biological function of these antigens remains obscure, extensive research has been conducted
to explore their prophylactic potential, particularly in human lymphatic filariasis caused by B. malayi and W.
bancrofti'>'*174_ Intriguingly, however, no investigations have yet delved into this antigen in the context of
subcutaneous dirofilariasis. Thus, the D. repens homologue of ALT might hold central importance in the inva-
sion process, and its comprehensive molecular and immunological characterization could represent a critical
milestone in advancing our understanding of the intricate host-parasite interactions.

This study entailed the cloning of cDNA encoding the D. repens homologue of ALT (Dr20/22), followed by
its meticulous molecular characterization. Subsequently, the recombinant antigen was evaluated for its potential
application as an early diagnostic marker for subcutaneous dirofilariasis and used to discern antibody responses
in dogs naturally infected with D. repens in comparison to non-infected individuals.

Results

Cloning and characterization of cDNA and gDNA of the Dr20/22 gene in D. repens

The cDNA cloning of the dr20/22 gene yielded a 417 bp product. The complete coding sequence of the D. repens
alt gene homologue in its adult stage was submitted to GenBank under accession number MN706526.1. No D.
repens-specific SL sequence was found in either the adult stage or the microfilariae stage cDNA. Additionally, the
gDNA cloning of almost the entire gene (from the start codon to the stop codon) resulted in a 1048 bp product
(Supplementary Fig. 1).

Comparative analysis of nucleotide and amino acid sequences of ALT cDNAs from related filar-
iae reveals phylogenetic relationships and structural characteristics of Dr20/22 protein
Comparison of nucleotide sequences of ALT cDNAs from related filariae using Blast showed 82.12% identity
to D. immitis (U29459.1), 76.19% to Loa loa (XM_003148107), 60.92% to O. volvulus (U29576.1), 78.52% to A.
viteae (U47545.2), 77.29% to W. bancrofti (AF285860.1), and 72.98% to B. malayi (U84723.1). A comparison of
cDNA and gDNA encoding Dr20/22 revealed that the gene consists of 4 exons (1-78 bp; 296-422 bp; 665-755 bp;
928-1048 bp) and 3 introns (Supplementary Fig. 1).

Comparison of amino acid sequences showed 75.69% (MCP9263779.1) and 72.85% (AAC47031.1) iden-
tity to D. immitis, 55.48% to A. viteae (AAB03902.2), 46.81% to O. volvulus (AAA84910.1), 64.10% to L. loa
(XP_003148155.1), 56.62% to W. bancrofti (EJW81953.1), and 53.68% to B. malayi (AAB41884.1).

Analysis of the putative amino acid sequence revealed the presence of a 21 amino acid signal peptide, fol-
lowed by a protein with a theoretical molecular mass of 13.82 kDa and pI 4.93. NetOGlyc and NetNGlyc biotools
determined six potential O-glycosylation sites (in positions 27, 29, 33, 36, 53, 60) and no N-glycosylation sites.
NetPhos revealed 18 potential sites of phosphorylation: serine (23, 27, 29, 33, 36, 67, 97, 107, 118, 125, 128), thre-
onine (53, 60), tyrosine (37, 41, 58, 81, 126). InterProScan identified a Chromadorea ALT domain (IPR008451)
in position 62-135 characteristic of a vast family of filariae. The Phyre? program constructed the most probable
3D structure based on bee-venom phospholipase A2 from Apis mellifera (PMID: 2274788). However, only 28%
of the protein could be modeled, and the confidence level of this model was estimated at just 3.8%.

Real-time PCR analysis of D. repens alt gene expression
Gene expression analysis showed 3.32 times higher expression levels of the D. repens alt gene in the adult stage
than in microfilariae (Fig. 1).

Expression and characterization of Dr20/22 recombinant protein

SDS-PAGE and Western blot analyses displayed the purified protein as a double band within the 20-22 kDa range
(Fig. 2). Glycoprotein staining did not indicate the presence of any glycan residues (Fig. 3). Interestingly, when
the gel was overloaded with the protein, smaller fragments of the protein were detected, implying a propensity
of the protein to undergo collapse. This observation was further confirmed in subsequent Western blot analyses
using frozen protein.

PLA, assay has shown no activity of the rDr20/22

As PLA, activity was not detected, we conducted tests to explore the protein stability and the potential impact
of freezing on antigen activity. Both fresh protein (used immediately after purification) and protein subjected to
a freeze-thaw cycle were examined. The rationale behind this testing approach was to ensure that if the protein
did possess PLA, activity, it could be assessed for any potential loss or changes in activity resulting from the
freezing process.
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Figure 1. Analysis of the expression levels of dr20/22 in microfilariae and the adult stage of D. repens. The
result shows the number of gene copies per ug of cDNA. The bars show mean + SEM. The statistically significant
differences between examined groups are marked with asterisks: *p <0.05.

Lack of Dr20/22 detection in D. repens lysates from adult and microfilariae stages
The Western blot analysis confirmed the presence of antibodies targeting the recombinant Dr20/22 epitopes in
the anti-Dr20/22 serum, while no specific antibodies were detected in the serum of non-immunized mice. It was
previously mentioned that the freeze—thaw cycle resulted in the observation of smaller protein fragments (Fig. 4).
Native Dr20/22 was not detected in any of the tested D. repens lysates, including adult female worm, E/S
fraction (data not shown), and microfilariae (data not shown). Some unintended bands were detected in each
condition (1b, 2b, 3b) as a result of the non-specific binding of anti-mouse IgG with residual dog IgG present in
the worm lysate (Fig. 4). However, specific localization of the protein in cross-sections of the adult female worm
(Fig. 5) was not achieved. The anti-Dr20/22 serum showed a strong immunolabeling almost throughout the entire
histological section, while a weak immunolabeling was also observed with the serum from non-immunized mice,
suggesting the possibility of cross-reactions (Fig. 6).

Recognition of rDr20/22 by antibodies in sera from naturally infected dogs with D. repens
Western blot analysis revealed the presence of specific IgG antibodies against rDr20/22 in sera from dogs infected
with D. repens, while no such antibodies were detected in dogs infected with D. immitis (Fig. 7).

ELISA with rDr20/22 reveals IgG response in both infected and negative groups

ELISA, utilizing adult somatic antigen (DrSA) facilitated the classification of dogs without active microfilaremia
into amicrofilaremic (Mf—; N=297) and uninfected (Neg; N =379). Interestingly, within the microfilaremic
group, several low responders were identified, showing antibody levels comparable to those in non-infected dogs
(Fig. 8). This step was critical in further examination of the diagnostic potential of rDr20/22. All sera utilized
in the experiment were from leftover blood samples obtained from both pet dogs and shelter dogs. Due to the
lack of complete medical histories, we were unaware of any past infections with Dirofilaria or other parasites,
as well as their current clinical status. By comparing the results to DrSA, we could more accurately assess the
usefulness of the individual antigen.

Subsequently, we explored the IgM class in the dogs based on this classification, yet found no significant
differences between the infected and non-infected groups (Fig. 9). As a result, we decided to exclude the IgM
class from further investigations.

When tested the same panel of sera, rDr20/22 demonstrated elevated IgG levels in both infected groups;
however, a notable proportion of uninfected dogs also exhibited heightened antibody levels.

Moreover, cross-reactivity in IgG was observed between dogs infected with D. repens and D. immitis, using
crude antigens from adult worms of both species (DrSA/DiSA), as well as rDr20/22 (Fig. 10).

Discussion

In the present study, we successfully cloned cDNA and gDNA encoding the D. repens homologue of ALT, which
we named Dr20/22. The predicted molecular weight was significantly lower than the actual size observed on
the gel, similar to its orthologs in other filariae (15.1-15.8 kDa)'>"*. The observed double band on the gel may
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Figure 2. SDS PAGE (A) and Western blot (B) analysis of purified rDr20/22. The Western blot analysis
employed the Anti-polyHistidine-Peroxidase antibody. The cropped gel and blot are used in the figure. Lane
M—molecular weight marker (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Scientific); lane
1A—5 pg of the rDr20/22; lane 2A—15 pg of the rDr20/22; lane 1B—0.25 pg of the rDr20/22. Original gel and
blot are presented in Supplementary Fig. 3.

result from posttranslational modifications, such as glycosylation and phosphorylation. A double band was also
observed for Brugia ALT obtained in Pichia pastoris due to the glycosylation process'’. Despite the presence
of potential O-glycosylation sites, glycan residues were not confirmed by PAS staining in our study. Computa-
tional analyses predicted 18 phosphorylation sites for Dr20/22, with phosphorylation events potentially adding
almost 1.5 kDa*, which may explain the upper band. Genomic cloning revealed that the dr20/22 gene consists
of 4 exons and 3 introns (Supplementary Fig. 1), consistent with data from research on B. malayi alt genes®. In
most species, there are at least two transcription variants (alt-1 and alt-2). Each variant has been identified as
high stage-specific protein and is among the most abundant proteins in L3 larvae of several filariae species!'*-!¢.

In our study, we demonstrated that the expression level of dr20/22 mRNAs was approximately three times
higher in the adult stage compared to microfilariae. However, surprisingly, we did not detect native protein in any
of the tested D. repens lysates (female adult worm, adult worm E/S, microfilariae), indicating potential specificity
of the antigen for L3 larvae. In case of B. malayi alt-1 expression is terminated abruptly just after injection into
the mammalian host tissues, but alt-2 expression is less rigorously controlled, and trace levels of the transcripts
were observed in all life cycle stages. At the protein level, both variants of B. malayi ALTs are L3 specific, similar
to its orthologs in D. immitis (Di20/22)'"1516, The antigens are stockpiled in the glandular esophagus in the form
of inclusion bodies during larval growth in the mosquito and are later secreted via pseudocoelom and cuticle
upon entry into the definitive host tissues, triggered by an increase in temperature! 2,

Furthermore, in immunohistochemistry, we observed a strong immunolabeling across almost the entire
female cross-section, suggesting that the obtained anti-Dr20/22 serum may react non-specifically with other
D. repens antigens, similar to what has been reported in the case of O. volvulus'>?’. Although we were unable to
directly compare the Dr20/22 expression level to L3 larvae due to the unavailability of L3 samples, our findings,
in combination with available literature, lead us to propose that Dr20/22, like its orthologues, is specific to the
infective larvae stage.

There are several potential explanations for why we were not able to detect the antigen in the studied stages.
Firstly, it is possible that the expression level was too low to be detected using the described techniques. However,
we reject this possibility, as in our previous study, we successfully identified Dre33 in microfilariae lysate, which
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Figure 3. Staining of glycosylated proteins. The cropped blot is used in the figure. Lane M—weight marker
(PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Scientific); lane 1—5 ug of the rDr20/22; lane
2—10 pg of the rDr20/22-; P—positive control (horseradish peroxidase); N—negative control (soybean tripsin
inhibitor). Both positive and negative controls were provided by the manufacturer. Original blot is presented in
Supplementary Fig. 3.
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Figure 4. Western blot analysis of the specificity of anti-Dr20/22 antibodies to recombinant Dr20/22 (a) and
native protein (b) in adult D. repens homogenate using mouse anti-Dr20/22 serum (1), and sera from non-
immunized mice (2 and 3). The cropped blot is used in the figure. The nitrocellulose membrane was cut after
an electrotransfer of the polyacrylamide gel. Lane M—molecular weight marker (PageRuler Prestained Protein
Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Scientific). Original blot is presented in Supplementary Fig. 3.
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Figure 5. Morphological details of a D. repens female transverse section stained with H&E. ELR external
longitudinal ridges, CL cuticular layer, LC lateral chord, M longitudinal muscles, I intestine, U uterus containing
microfilariae.

Figure 6. Immunohistochemistry staining of a D. repens female transverse sections with anti-Dr20/22 serum
(A) and non-immunized mouse serum (B).

Figure 7. Western blot analysis of the presence of IgG specific to rDr20/22 in sera from dogs infected with D.
immitis (1-3), D. repens (4, 5, 7) and negative dog (6). The cropped blot is used in the figure. The nitrocellulose
membrane was cut after an electrotransfer of the polyacrylamide gel. Lane M—molecular weight marker
(PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Scientific). Original blots are presented in
Supplementary Fig. 3.
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Figure 8. Diagnostic efficiency of rDr20/22 was assessed based on sera from dogs classified using D. repens
somatic antigen (DrSA) ELISA: microfilaremic (Mf+; N =174), amicrofilaremic (Mf—; N=297) and negative
(Neg; N=379). The IgG response to rDr20/22 was demonstrated in both infected (Mf+, Mf-) and uninfected
dogs. The statistically significant differences between examined groups are marked with an asterisk: *p <0.05.
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Figure 9. D. repens somatic antigen (DrSA) ELISA did not show statistically significant differences in IgM level
between infected and non-infected groups. The IgM response to crude antigen from adult worms (DrSA) was
evaluated in groups of dogs classified based on IgG level: microfilaremic (red; N = 174); amicrofilaremic (blue;
N =297), negative (green; N=379).

presented a similar mRNA expression level to Dr20/22%. The second, more plausible scenario involves molecular
mechanisms responsible for the regulation of gene expression during larvae development. This phenomenon has
been observed in research on A. viteae ES-62 antigen, where despite mRNA being expressed across the worm’s life
cycle, the protein is only secreted by L4 and adult worms and has never been detected in the filarial stages. The
authors considered the possibility of different mRNA stability, but they ruled it out as the 3’ UTRs were found
to be identical in all stages”. Additionally, various regulatory elements, both constructed and unconstructed
(linear), play a leading role in translation and are located in the 5" UTR™.

One such regulatory element is the spliced leader (SL) sequence, a short RNA containing a hypermodified
5'-cap structure that is transcribed from a different genomic location and transferred to the 5’ end of designated
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Figure 10. ELISA with crude antigen from adult worms of both species (DrSA/DiSA), as well as rDr20/22,
showed cross-reactivity of IgG from dogs infected with either D. repens (red; N=9) or D. immitis (blue; N=9).
The dashed line indicates uninfected (negative) dogs (N =3-5).

mRNAs in a process known as spliced leader trans-splicing (SLTS)*'. SLTS was first described in 1982 in African
trypanosomes in mRNAs encoding variant surface glycoproteins®”. It has since been observed in several other
phyla, including cestodes, trematodes, and nematodes®*~*. In nematodes like Ascaris lumbricoides and Caeno-
rhabditis elegans, the overall frequency of trans-spliced mRNAs ranges from 50% to even 90% depending on the
source®*. The exact mechanism of SLTS remains puzzling, but several distinct functions have been proposed,
including providing a 5'-cap structure for protein-coding RNAs, resolving polycistronic into individual capped,
monocistronic mRNAs, enhancing mRNA translational efficiency through the hypermodified cap structure and/
or leader sequence, and trimming and sanitizing 5' UTRs of the pre-mRNAs’!.

In most research on filarial ALTs, the antigens were cloned using an L3-derived RNA template and primers
specific for the spliced leader (SL) sequence!®'>!3, However, in the present study, we did not detect the SL in
dr20/22 (D. repens homologue of alt) in any of the examined stages. Given the fact that we previously identified
the same SL sequence (specific for all nematodes) in adult worm mRNA encoding the ES62 antigen, known to
be an adult stage-specific antigen, we considered whether the SLTS in D. repens may be differently regulated
throughout the parasite’s life cycle. Several studies suggest that leader sequence-containing transcripts may be
stage-specific or developmentally regulated, which might account for differential protein levels and protein rep-
ertories in different stages**~*. As the parasite’s development is usually related to changes in the host/habitat, the
involvement of environmental and physiological factors in controlling translation via SLTS cannot be excluded.
For example, it has been shown that heat shock can inhibit the SLTS process in selected genes of trypanosomes*.
In the study on the marine chordate Oikopleura dioica, it was observed that some of the SLs contain a TOP-like
motif that may enable nutrient-dependent translation control of the trans-spliced mRNAs in response to changes
in physiological and environmental conditions**. Similar trans-spliced TOP mRNAs have also been presented
in C. elegans, suggesting that this phenomenon may occur in other species as well*.

Despite the enigmatic nature of the precise mechanism of SLTS, it has been demonstrated that the process
impacts translation efficiency*’~*. For instance, a study on A. lumbricoides showed that the SL sequence and its
hypermethylated cap enhance translational efficiency, especially at the initiation of protein synthesis®. Further-
more, Lall et al.*’ suggested that both structures may impact translation initiation of the trans-spliced transcripts
due to trimming of primary transcripts that are non-optimal for translation. Interestingly, in the study on trypa-
nosomes, the authors suggested that omitting SLTS/polyadenylation sites during polycistronic RNA processing
may lead to the generation of RNAs in a “translational latency state”, which can be stored for further processing
into a mature transcript when required by the cell*’.

To summarize, based on our findings and available data, we propose that D. repens dr20/22 gene expression
may be developmentally controlled by the SLTS. We hypothesize that in vertebrate-specific stages (mf, adult),
the gene is transcribed into non-functional mRNAs, which contain problematic elements in the 5" UTR that
prevent efficient translation. However, after the mosquito ingests microfilariae and the molting process starts,
environmental or physiological changes promote SLTS events that sanitize alt’s 5 UTR and add a modified cap
structure, resulting in effective translation. After injection of L3 into the definitive host tissues, the temperature
seems to signal abrupt secretion of the antigen and SLTS inhibition at once, leading to the presence of only
“latent” transcripts in the adult stage. For a better understanding of the gene expression pattern and detailed
mechanism, further study should be conducted using D. repens L3 larvae.
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Although ALT proteins were identified over 20 years ago, their biological activity and processes in which
they are involved are still unknown. Some studies have reported a weak similarity to phospholipase A2 enzymes
(PLA,), which may be implicated in membrane homeostasis, remodeling, migration through host tissues, or
signal transduction'®'". In the present study, we excluded this hypothetical activity of Dr20/22 using a com-
mercially available phospholipase A2 assay kit.

The second part of the study examined the diagnostic potential of the antigen. Despite its unknown biological
function, the prophylactic potential of the antigen has been widely investigated, especially in human lymphatic
filariasis caused by B. malayi and W. bancrofti*>'*171820, Given the apparent specificity of Dr20/22 for invasive
larvae, similar to other ALT homologues, and fact that Western blot successfully detected rDr20/22-specific anti-
bodies only in sera from dogs infected with D. repens, we opted to evaluate the antigen’s in diagnostic potential.
We hypothesized that it may facilitate early diagnosis of dirofilariasis within a short period after infection. ELISA
with Dr20/22 revealed the presence of specific IgG in both infected (Mf+, Mf-) and non-infected (negative)
groups, similar to the findings in other filarial ALTs'"'>!*1718_Qur findings subsequently unveiled a degree of
cross-reactivity of the antigen with sera from both D. repens and D. immitis, thereby challenging its specificity
and, by extension, its diagnostic value. A high genetic similarity between both species could explain the observed
cross-reactions in both ELISA experiments with crude extracts and rDr20/22. Dr20/22 shares approximately
70% of sequence identity with its counterpart in D. immitis (Supplementary Fig. 2).

Interestingly, some research indicates that resistance to filarial diseases might be facilitated by antibodies that
target ALT proteins!®®2. Studies have demonstrated a significant reduction in the sera’s capacity from individu-
als living in endemic areas (referred to as endemic normals EN) to contribute to the elimination of B. malayi
L3 larvae in ADCC assay when ALT-specific antibodies are removed®. This underscores the potential role of
ALT-specific antibodies in mediating resistance to filarial infections. Given that ALT proteins are abundantly
expressed in invasive larvae and lack mammalian homologues, they emerge as particularly promising candidates
for vaccine development against filarial diseases. Depending on the study and adopted vaccine strategy (single
molecule vs. cocktail of molecules), the protection efficacy ranges from 30 to 96% and 70% to 80% using only
alt DNA and alt DNA mixed with other constructs, respectively?’~*. In the case of protein-based vaccines, the
mean reduction of the alive larval burden reached 69% to 76% when using B. malayi ALTs'1-23 and 49.82% to
62.26% based on W. bancrofti recombinant ALT or ALT mutants (e.g. protein without acidic domain or signal
peptide)'. These antigens provided better protection than any other previously tested filarial protein and reached
efficacy that rivals vaccination with radiation-attenuated larvae®.

In conclusion, our study provides valuable insights into the expression pattern and potential specificity of
Dr20/22 in D. repens. It also highlights the role of SLTS in gene expression regulation during the parasite’s life
cycle. However, further research with L3 larvae is needed for a better understanding of the gene expression
pattern and its mechanisms. Additionally, the biological activity and processes involving ALT proteins remain
unknown, and more studies are required to explore their potential role in vaccination and immunity against
filarial infections.

Materials and methods

Dr20o/22 cloning and recombinant protein production

Total RNA was extracted from adult D. repens worms and microfilariae using the Total RNA Mini Kit (A&A
Biotechnology), following the manufacturer’s protocol. The adult worms were manually homogenized in phe-
nozol solution, while the microfilariae were isolated from blood using 5 pm filters (Whatman), suspended in
phenozol solution, and homogenized in TissueLyser LT (QIAGEN, Hilden, NRW, Germany). Each RNA sample
(1 pg) was subjected to DNase treatment and cDNA synthesis using the RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermo Fisher Scientific) as per the manufacturer’s instructions, with the PTX primer (5' GAA CTA GTC
TCGAGT TTTTTTTTTTTTTTTTTT 3') replacing oligo (dT) . The adult worm cDNA mixture was used as
a template in PCR with PTX and gene-specific ForDr20/22 (5' ATG AAC AAA CTTYTM ATARTY YTY GGC
3') primers to amplify the sequence encoding the D. repens homologue of the ALT (Dr20/22). The gene-specific
primer was designed based on homologous genes from closely related filariae species (GenBank: U29459.1,
U47545.2, AF285860.1). The PCR reaction was performed under the following conditions: 3 min at 95 °C, 35
cycles of 95 °C for 30 s, 53 °C for 45 s, and 72 °C for 30 s, with a final extension step of 10 min at 72 °C. The
full-length cDNA was ligated into the pGEM T-Easy vector (Promega) and sequenced using Sanger’s method to
confirm the specificity of the product. Additionally, PCR was performed with ForDrSL (5" GTT TTA ATT ACC
CAA GTT TGA GG 3') and gene-specific RevDr20/22cds (5" ATC ATA TGA GCA CTG CCA GTC 3') primers
to test if the mature adult and microfilariae mRNAs are enriched with the spliced leader (SL) sequence specific
for D. repens, as detected in a previous study (GenBank: MT071086.1). The reaction conditions were the same
as described above.

Subsequently, cDNA encoding the mature protein (without the signal peptide) was amplified using gene-
specific primers incorporating restriction enzyme sites and subcloned into the pPICZa A vector (Invitrogen)
using EcoRI and Xbal enzymes and T4 ligase (Thermo Fisher Scientific). The resulting construct (10 pg) was
linearized with Sacl enzyme and used for electrotransformation of the P. pastoris X33 strain. Transfected cells
were spread on YPDS plates with increasing concentrations of zeocin (100, 500, 1000 pg/ml) to select multi-copy
recombinants. A single colony positive in PCR with 5A0X1 (5" GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC 3') and
3A0XI1 (5" GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC 3') primers was used for expression in BMMY medium con-
taining 0.5% methanol at 29.8 °C for 72 h. All yeast transformation, culture, transformant analysis, and protein
expression procedures were performed according to the EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen) protocols.

The protein was purified under native conditions using the Protino Ni-NTA Agarose for His-tag protein
purification Kit (MACHEREY-NAGEL) with the gravity flow method, following the manufacturer’s protocol.
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Eluted fractions were concentrated and dialyzed against PBS using Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units
with a 3 kDa MWCO (Merck Millipore). Endotoxins were removed using High Capacity Endotoxin Removal
Spin Columns (Pierce), and the purified rDr20/22 protein was filtered through 0.22 uM syringe filters (Millex,
Merck Millipore). The protein concentration was determined using the BCA Protein Kit Assay (Pierce). The
presence of purified Dr20/22 was confirmed by SDS-PAGE and Western blotting using the Anti-polyHistidine
Peroxidase antibody (Merck Millipore). The occurrence of potential glycosylation sites was assessed using the
Glycoprotein Staining Kit (Pierce).

Cloning of Dr20/22 gDNA

Adult D. repens worms were manually homogenized in Tris buffer, and genomic DNA (gDNA) was isolated using
the Genomic Mini Kit (A&A Biotechnology) following the manufacturer’s protocol. The isolated gDNA was
utilized as a template in PCR with primers designed to target the start (ForDr20/22cds 5’ ATG AAC AAA CTT
TTC ATA GTT CTT GGC 3') and stop (RevDr20/22cds 5" ATC ATA TGA GCA CTG CCA GTC 3’) codons of
the coding sequence. This PCR amplification aimed to capture the full-length gene, including both exons and
introns. The reaction conditions involved an initial denaturation at 95 °C for 3 min, followed by 35 cycles of
denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 52 °C for 45 s, and extension at 72 °C for 2 min, with a final extension
step of 10 min at 72 °C. The amplified product was then cloned into the pGEM T-Easy Vector (Promega) and
subjected to Sanger sequencing. The obtained sequence data were subsequently used for the prediction of the
gene structure, including the determination of the number of exons and introns.

Analysis of gene expression level
Gene expression levels were assessed using Real-Time PCR. Total RNA isolation, DNase treatment, and cDNA
synthesis were performed following the previously described methods. PCR reactions were conducted in tripli-
cates, employing a two-step fast cycle protocol with PowerUp SYBR Green Master Mix from Applied Biosystems.
The melt curve step was carried out in a QuantStudio 6 Real-Time PCR system (Applied Biosystems). The PCR
process involved UDG (Uracil-DNA Glycosylase) activation for 2 min at 50 °C, followed by initial denaturation
for 2 min at 95 °C. Subsequently, 40 amplification cycles were executed, comprising 3 s at 95 °C and 30 s at 60 °C.
The reaction mixture included 10 ng of cDNA from each life cycle stage (adult D. repens worm and microfilariae),
5 pl of PowerUp SYBR Green Master Mix (2X), forward (ForDr20/22RT 5’ CAG CGA CGA AAG TTA TGC
AGA AGA C 3') and reverse (RevDr20/22RT 5’ AAT ATG CAC CAC GAT TGC GGT TCA C 3') primers at a
final concentration of 0.6 UM, and sterile water to reach a final volume of 10 pul. The absolute copy number of
the dr20/22 gene was determined based on a standard curve ranging from one billion to ten copies per reaction,
utilizing the data collected during the anneal/extension step.

Statistically significant differences between different life cycle stages were analyzed using the Student’s t-test.

Bioinformatics analysis and structural prediction of D. repens Dr20/22 protein

Comparison of the nucleotide sequences of alt from closely related filariae in the GenBank database was per-
formed using the Basic Local Alignment Search Tool (Blast) available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
Blast.cgi. The amino acid sequence was obtained using the Translate tool available at http://web.expasy.org/trans
late/. Nucleotide and amino acid alignments, incorporating the novel D. repens Dr20/22 sequence and homolo-
gous sequences from related filariae, were constructed using Multalin accessible at http://multalin.toulouse.
inra.fr/multalin/. The theoretical molecular weight and isoelectric point were estimated using the Compute pl/
Mw tool (https://web.expasy.org/compute_pi/). The signal peptide was determined using the SignalP 5.0 server
available at https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/. For the determination of N-glycosylation,
O-glycosylation, and phosphorylation sites, NetOGlyc, NetNGlyc, and NetPhos, respectively, were employed
and accessed at https://www.cbs.dtu.dk/services. The identification of characteristic domains was carried out
using the InterProScan Sequence Search available at https://www.ebi.ac.uk/interpro/. Lastly, the probable three-
dimensional structure of D. repens Dr20/22 was obtained and visualized using Phyre?, accessible at http://www.
sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/.

Dirofilaria E/S collection and tissue lysates preparation
Briefly, to collect D. repens excretory/secretory (E/S) products, several live worms obtained during surgical pro-
cedures were washed in PBS and then incubated in RPMI 1640 supplemented with penicillin (100 U/ml) and
streptomycin (100 ug/ml) at 37 °C for 16 h. Fresh medium was replaced every 2 h, and the collected medium was
stored at —70 °C until further analyses. Subsequently, the collected medium was centrifuged (8000xg, 10 min,
4 °C), concentrated, and dialyzed against cold sterile PBS using an Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit with
a 3 kDa MWCO (Merck Millipore). The resulting product was then passed through a 0.22 uM filter.

For adult worm (D. repens and D. immitis) and microfilariae lysates, the procedures described in our previous
studies were followed?®**. Protein concentration in the lysates was determined by BCA assay (Pierce).

Preparation of mouse anti-Dr20/22 serum and western blotting analysis of D. repens proteins
Antiserum against recombinant Dr20/22 was generated through subcutaneous immunization of a BALB/c mouse
with 100 pg of the recombinant protein, followed by three booster doses of 75, 50, and 25 ug on days 14, 28,
and 42, respectively. Each dose was mixed with Imject Alum Adjuvant (Thermo Fisher Scientific) in a 1:3 ratio.
On day 49, the mouse was euthanized, and blood was collected in tubes, incubated for 2 h at 37 °C, followed by
overnight incubation at 4 °C. The next day, the blood was centrifuged for 10 min at 500xg, and the serum was
stored at —70 °C until further analyses. All experiments were conducted following relevant guidelines and regu-
lations, and ethical approval was obtained from the 2nd Local Ethics Committee for Animal Experimentation,
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Warsaw University of Life Sciences-SGGW, Poland (approval number: WAW?2/82/2019). The manuscript report-
ing adheres to the recommendations in the ARRIVE guidelines®.

To determine the presence of antibodies recognizing recombinant Dr20/22 epitopes in the mouse serum and
to detect native protein in adult worm lysate, excretory/secretory (ES) products, and microfilariae lysate, Western
blot analysis was performed. 0.25 g of the recombinant protein and 10 pg of each lysate were separated on a 15%
polyacrylamide gel during SDS-PAGE and subsequently transferred to a nitrocellulose membrane. The membrane
was blocked for 2 h at room temperature using SuperBlock T20 (Thermo Fisher Scientific) and then incubated
overnight at 4 °C with mouse anti-Dr20/22 serum or serum from non-immunized mice, both diluted 1:1000
in the blocking buffer. The following day, the membrane was thoroughly washed with PBS containing 0.05%
Tween-20 (0.05% PBS-T) and then incubated for 1 h at room temperature with Anti-Mouse IgG HRP-conjugated
antibodies (R&D Systems), diluted 1:1000 in the blocking buffer. After washing with 0.05% PBS-T (3 x 10 min),
the membrane was visualized by chemiluminescence using SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate (Thermo Fisher Scientific) in a ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad).

Immunohistochemical detection of Dr20/22 protein in adult female D. repens worm

Detection of the Dr20/22 protein in adult female D. repens worms was carried out using immunohistochemistry
staining. The worms were fixed in 4% buffered formalin, embedded in paraffin, and cross-sectioned to a thickness
of 5 um using a Leica RM2025 microtome (Leica Microsystems, Germany). The obtained histological sections
were initially subjected to topographic staining using the hematoxylin—eosin (H/E) standard protocol to assess
the morphology of the adult nematode.

For the immunohistochemistry staining, the histological slides were deparaffinized in xylene, rehydrated
through a gradient of ethanol (from absolute alcohol to 70%), and then subjected to antigen retrieval by incuba-
tion for 5 min at 82 °C in 10 mM citric acid (pH 6). Endogenous peroxidase was blocked using 5% hydrogen
peroxide, and to reduce non-specific antibody binding, the slides were blocked with Protein Blocker (Novocastra
Peroxidase Detection System, Leica) and 5% skim milk, each step lasting 30 min at 37 °C. Subsequently, the slides
were incubated with polyclonal anti-Dr20/22 mouse serum, diluted 1:100 in PBS, overnight at 4 °C. The following
day, incubation with secondary antibodies and visualization were performed according to the manufacturer’s
protocol (Novocastra Peroxidase Detection System, Leica). After each step, the slides were rinsed in Tris buffer
(pH 8.0, Merck Millipore). Finally, the slides were counterstained with Harris hematoxylin solution, differenti-
ated with 1% acid alcohol, dehydrated, rinsed in xylene, and mounted in DPX Mountant for histology (Merck
Millipore). For the negative control test, sera from non-immunized mice were used.

Immunological analysis of Dr20/22 antibodies in dogs infected with D. repens or D. immitis
Western blot analysis was performed to determine the presence of antibodies specific for rDr20/22 in sera from
dogs infected with D. repens or D. immitis. The membrane was incubated with sera from infected or healthy
(uninfected) dogs, diluted 1:400 in the blocking buffer, overnight at 4 °C. Subsequently, secondary anti-dog
IgG-HRP antibodies (Abcam) were incubated for 1 h at room temperature in a 1:25,000 dilution. The remaining
procedure steps, including protein separation on the gel, washing, and visualization, were conducted as described
in section “Preparation of mouse anti-Dr20/22 serum and western blotting analysis of D. repens proteins”

Overview of study design and diagnostic evaluation
The aim of our study was to compare the diagnostic efficiency of rDr20/22 to DrSA ELISA. We analyzed sera from
850 dogs, comprising 174 with active microfilaremia and 676 individuals without active microfilaremia—negative
in PCR or Knott’s test. Considering the possibility of occult/amicrofilaremic infections, we categorized the dogs
using DrSA ELISA into three groups: microfilaremic (Mf+), amicrofilaremic (Mf-), and negative (Neg), based
on the calculated cut-off value, which was determined as the mean OD plus 3 standard deviations (SD) from 35
dogs known to be negative in Knott, gPCR, and ELISA, as detailed in our previous study>!. Additionally, we exam-
ined the IgM response among each group and the IgG response against rDr20/22 using the same panel of sera.
Recognizing the high genetic similarity between D. repens and D. immitis, we conducted separate experiments
to explore the potential occurrence of cross-reactions between both species. This investigation included the use of
ELISA with extracts of adult worms (DrSA/DiSA) as well as rDr20/22. For these experiments, we utilized smaller
groups of dogs, consisting of those infected with D. repens (N=9), D. immitis (N =9), and negative (N =3-5).

Comparative diagnostic evaluation of rDr20/22 ELISA and crude adult worm antigens in
canine dirofilariasis
The Nunc MaxiSorp C-shaped Plates (Thermo Fisher) were coated with 2.5 pg/ml of DrSA/DiSA in 0.1 M
sodium carbonate buffer (pH 9.5) and incubated overnight at 4 °C. Subsequently, the plates were blocked with
0.1 M NaHCO; (pH 8.6) and 0.5% BSA for 1.5 h at room temperature. Plasma samples, collected during previous
studies®, were analyzed in a dilution of 1:1600 in the blocking buffer for 1.5 h at room temperature. The anti-dog
peroxidase-conjugated IgG and IgM (Abcam) were diluted to 1:50,000 in 0.1 M NaHCO; (pH 8.6) and 0.5% BSA
and then incubated for 1 h at room temperature. After each step, the plates were washed three times with PBS
containing 0.05% Tween-20. TMB substrate solution was added to the wells, developed at room temperature,
and the reaction was stopped after 30 min with 2 M H,SO,. Optical densities were measured at 450 nm using a
microplate reader (Synergy HT, BioTek).

The ELISA with rDr20/22 was conducted similarly, all procedures were performed as described above, with
the exception of the dogs’ sera, which were used in a dilution of 1:400.

Scientific Reports |

(2024) 14:12979 | https://doi.org/10.1038/s41598-024-63523-9 nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

Evaluating the phospholipase A2 (PLA,) activity of rDr20/22
The potential phospholipase A2 (PLA,) activity of rDr20/22 was evaluated using the EnzChek Phospholipase
A2 Assay Kit (Invitrogen). Fresh or frozen (stored at — 80 °C) protein was utilized in two-fold dilutions ranging
from 100 pg per reaction to 0.2 pg per reaction. Additionally, the ability of rDr20/22 to inhibit PLA, activity was
investigated. Each well was supplemented with 1.25 U/ml of PLA,, which was pre-incubated for 20 min with
serial dilutions of rDr20/22 (ranging from 100 to 0.2 pg per reaction) before the substrate-liposome mix was
added. All reactions were conducted in a 96-Well Black Polystyrene Microplate (Costar) following the manu-
facturer’s protocol.

The fluorescence was measured with excitation at ~485/20 nm and fluorescence emission at ~528/20 nm
using a microplate reader (Synergy HT, BioTek). The PLA, activity was determined based on a standard curve
ranging from 5 to 0.2 U/ml

Statistical analysis

All data are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis was performed using
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) with unpaired -test for gene expression analysis
and Kruskal-Wallis test for data produced in ELISA. Differences between groups were considered statistically
significant at p <0.05.

Data availability
Sequence data that support the findings of this study have been deposited in the GenBank repository with the

accession number MN706526.1. Other data is provided within the manuscript or supplementary information
files.
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Selection of new diagnostic
markers for Dirofilaria repens
infections with the use of phage
display technology

Mateusz Pekacz!?, Katarzyna Basataj?, Alicja Kalinowska?, Maciej Klockiewicz?,
Diana Stopka3, Piotr Baska*, Ewa Dlugosz?, Justyna Karabowicz?, Daniel Miocicki'*,
Marcin Wisniewski? & Anna Zawistowska-Deniziak'™*

Dirofilaria repens is a parasitic nematode causing vector-borne disease (dirofilariasis), considered an
emerging problem in veterinary and human medicine. Although main hosts are carnivores, particularly
dogs, D. repens shows high zoonotic potential. The disease spreads uncontrollably, affecting new
areas. Since there is no vaccine against dirofilariasis, the only way to limit disease transmission is an
early diagnosis. Currently, diagnosis depends on the detection of microfilariae in the host bloodstream
using modified Knott’s test or multiplex PCR. However, the efficacy of tests relying on microfilariae
detection is limited by microfilariae periodic occurrence. Therefore, a new reliable diagnostic test is
required. Our study aimed to select new diagnostic markers for dirofilariasis with potential application
in diagnostics. We focused on single epitopes to ensure high specificity of diagnosis and avoid cross-
reactivity with the other parasite infections common in dogs. Using phage display technology and
12-mer peptides library, we selected epitopes highly reactive with IgG from sera of infected dogs.
Additionally, our study presents the possibility of detecting D. repens specific cell-free DNA in dogs
with no microfilaria but high IgG and IgM antibody levels against parasite somatic antigen.

Dirofilaria repens is a causative agent of subcutaneous dirofilariasis —a widespread mosquito-borne zoonosis.
Infections occur prevalently in Europe, Southeastern Asia and occasionally in Africa. In recent years, disease
spread primarily through Central and Eastern Europe countries: Poland, Slovakia or Ukraine!. According to the
newest data, dirofilariasis reaches Northern Europe and Baltic countries, mainly Lithuania and Latvia. Autochtho-
nous cases were also reported in Estonia and Finland', while the first imported case was described in Denmark?.
The spread of the disease depends on climate changes due to the introduction of more mosquitoes species able to
transmit filariae. Also, human activity like travelling with pets increases the risk of transmission to new regions
and contributes to the emergence of new endemic areas'.

Although main hosts are carnivores, especially dogs, parasites show high zoonotic potential. Human infec-
tions are described more frequently all over Europe® and in rare non-endemic locations like Tanzania and other
African countries*. Human infections were initially considered incomplete in the parasite life cycle; however,
several patients with active microfilaremia were reported®=. In the twenty-first century, over 70% of described
human dirofilariasis cases were caused by D. repens, and 42.95% of recovered worms were mature, mainly females,
and 26.42% contained microfilariae in the uterus®. These reports suggest that humans should also be considered
as a potential reservoir of subcutaneous dirofilariasis.

Since no vaccine is available against D. repens infections, the only way to limit disease transmission is an
early diagnosis. Currently, diagnosis depends on the detection of microfilariae in the host bloodstream using
modified Knott’s test or multiplex PCR'*!!. Histochemical staining of acid phosphatase may complement Knott’s
method, enabling microfilariae differentiation'>!*. However, available methods are ineffective in prepatent or
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Dogs |s16 |drpa |coxl |ODIgG | ODIgM
1 - - + 1.13 0.62
2 - + + 1.51 0.85
3 - + - 0.90 0.63
4 + + + 0.84 0.89
5 + + + 1.54 0.47
6 + - + 0.60 0.35
7 + - + 0.98 0.24
8 + + - 0.97 0.62
9 - - + 1.27 0.41
10 + + + 113 0.54
11 + + + 0.83 0.45
12 - + - 1.47 0.97
13 - + + 0.80 0.32
14 + - + 1.36 0.90
15 + - N/A | 1.35 0.52
16 - + - 0.57 0.59
17 + + N/A | 1.08 0.64
18 + + N/A | 1.49 1.38
19 + + + 1.04 0.32

Table 1. Amplification pattern of targeted D. repens specific cfDNA fragments and OD values obtained in
DrSA ELISA in microfilaremic (italic) and amicrofilaremic (bold) dogs. “+” detected; “~” not detected; “N/A”
not analyzed.

occult (amicrofilaremic) infections and need specialized personnel and equipment, making them less widely
accessible. The disease control is even more challenging as, in most cases, the infections are asymptomatic'*'>
and may remain undiagnosed for years, being parasite reservoirs. Diagnosis of closely related Dirofilaria immitis
is much easier since several diagnostic tests are available on the market'® and based on serological techniques
detecting molecules secreted by parasites. However, knowledge about their specificity is inconsistent. Numerous
researchers report cross-reactions with other dogs parasites despite indicated high specificity, e.g. Angiostron-
gylus vasorum, Spirocerca lupi, Taenia taeniaeformis, Toxocara canis, Toxocara cati, Dipylidium caninum and
D. repens'’~?%; whereas some indicate their high specificity*!. Furthermore, worm burden and sex of the parasites
impact test sensitivity?>~2*, making it ineffective in prepatent and occult infections.

Our study aimed to select new diagnostic markers for subcutaneous dirofilariasis with potential application
in the diagnostic test. We focused on single epitopes to provide high specificity of diagnosis and avoid cross-
reactivity with other parasite infections common in dogs. Using phage display technology and 12-mer peptides
library, we selected epitopes highly reactive with IgG and IgM antibodies from sera of infected dogs. Additionally,
our study presents the possibility of detecting D. repens specific cell-free DNA in dogs with no microfilaria but
high IgG and IgM antibody levels against parasite somatic antigen.

Results

Diagnostic examination. The first step in dogs classification was Knott’s test. Based on this method, dogs
were initially distinguished as positive or negative. Then, sera from both positive and negative dogs were used
in DrSA ELISA to evaluate IgG and IgM antibody response. Interestingly, despite the lack of microfilariae in the
bloodstream, several dogs considered as non-infected showed high levels of IgG or IgM, which indicated false-
negative results. We developed a new molecular detection method based on cell-free DNA presence detected by
Real-Time PCR to confirm ELISA results. As cfDNA is known to degrade, we targeted three Dirofilaria genes
(168 rRNA, coxI and drpa). Our approach enabled us to verify dogs negative in Knott’s test but with high OD in
DrSA ELISA as positive but amicrofilaremic.

Interestingly, one dog was positive in the molecular test, although IgG and IgM levels were low. Targeted DNA
fragments were amplified randomly and differed among examined individuals (Table 1). Fragments of internal
control genes (linel, gapdh) were amplified in all analysed dogs sera samples (data not shown). The primers
specificity was confirmed by reactions with genomic DNA isolated from common canine parasites (Table S1).

Finally, based on summarized results (Knott’s test, DrSA ELISA, Real-Time PCR), dogs were classified into
three groups:

Microfilaremic (MF +)—dogs with microfilariae detected in the bloodstream using Knott’s test.
Amicrofilaremic (MF— DNA +)—dogs with no clear presence of microfilariae in the bloodstream but positive
in Real-Time PCR analysis.

3. Non-infected (MF- DNA —)—dogs negative in both tests.

N =
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Figure 1. D. repens somatic antigen (DrSA) ELISA enables to detect infections in microfilaremic and
amicrofilaremic dogs. The IgG and IgM levels were analyzed in dogs sera against DrSA. Plates were coated with
2.5 ug/ml of DrSA in carbonate buffer. The blocking step was performed with PBS containing 5% skimmed
milk. Dog sera and secondary anti-dog IgG/IgM-HRP antibodies were used in 1:1,600 and 1:50,000 dilution,
respectively. The statistically significant differences between examined groups are marked with an asterisk:
*p<0.05.

D. repens somatic antigen (DrSA) ELISA enables to detect infection in microfilaremic and
amicrofilaremic dogs. To analyze the IgG and IgM levels in dogs sera, we performed ELISA with adult
somatic antigen (DrSA). Microfilaremic (MF +) and amicrofilaremic dogs (MF— DNA +) sera showed signifi-
cantly higher IgG and IgM levels when compared to non-infected dogs (Fig. 1). However, in both positive groups
(microfilaremic, amicrofilaremic), we identified several low responders with antibody levels comparable to non-
infected dogs. Interestingly, there was no correlation between antibodies level and intensity of infection (number
of microfilariae per ml of blood) (Figure S1 and S2).

Screening of phage display peptide library enabled selection of 12 clones specific for both
D. repens 1gG and IgM antibodies. Phage display technology was used to select new potential diagnostic
markers for subcutaneous dirofilariasis. Briefly, technology is based on modified bacteriophages displaying short
12-mer peptides fused with coat protein. Biopanning of phage display peptide library was performed using IgG
and IgM from dogs naturally infected with D. repens as a target. We added prescreening steps to reject non-
specific clones and avoid cross-reactions with antibodies against other parasites molecules. First prescreening
step was performed using sera from dogs free from D. repens infection, followed by sera from dogs infected with
T. leonina, U. stenocephala and mice infected with T. canis (Fig. 2).

Our approach enabled us to select 12-mer peptides specific for D. repens IgG and IgM antibodies. After four
rounds of biopanning with IgG and three rounds with IgM, 96 and 48 clones, respectively, were picked from
individual plaques, and DNA sequences were analyzed. After rejecting TUPs (Target Unrelated Peptides), the
most abundant clones were selected: 6 clones potentially specific for IgG (C23, C25, LH10, HL5, Y16, HH12)
and 6 clones potentially specific for IgM (M1, M2, M3, M5, M11, M13). Two peptides specific for IgG, C23 and
LH10, appeared in 47/96 (~49%) and 26/96 (~27%) of screened clones, respectively. Selected clones were then
tested in phage ELISA with sera from dogs infected with D. repens. The OD values of IgM clones were lower than
IgG and were not considered in the experiments that followed (Fig. 3), while the three most reactive IgG clones
(C23, HL5 and LH10) were further analyzed.

LH10 clone revealed the highest diagnostic potential among examined clones. Phage ELISA
confirmed the diagnostic potential of C23, HL5 and LH10 clones with sera from D. repens microfilaremic, ami-
crofilaremic and non-infected dogs. Significantly higher levels of IgG from positive (MF +) dogs were observed
for LH10 clone compared to non-infected (MF— DNA-) dogs. There were no statistically significant differ-
ences for clones C23 and HL5, despite increased IgG levels in the microfilaremic group. Additionally, neither
of the peptides showed a significant difference between amicrofilaremic (MF— DNA +) and non-infected (MF-
DNA-) dogs. Moreover, similarly to DrSA ELISA results, several individuals had IgG levels comparable to non-
infected dogs (Fig. 4).

LH10, C23 and HL5 clones are more reactive with microfilariae extract specificIgG. The speci-
ficity of C23, HL5 and LH10 clones was confirmed in phage ELISA with sera from rats immunized with extracts
from D. repens adult worm and microfilariae and lysis buffer as a control. Higher OD values were observed for
all of the selected clones in microfilaria extract immunized rats (Fig. 5).
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Figure 2. Screening of phage display peptide library enabled selection of 12 clones specific for both

Dirofilaria repens IgG and IgM antibodies. Before actual biopanning, screening steps with sera from D. repens
non-infected dogs, dogs infected with T. leonina and U. stenocephala and mice infected with T. canis were
performed. After 3-4 rounds of actual biopanning with D. repens positive dogs sera 6 clones specific for IgG and
6 specific for IgM were selected. Figure created with BioRender.com.
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Figure 3. Clones specific for IgG showed higher reactivity with sera from dogs infected with D. repens than
IgM-specific clones. To perform phage ELISA plates were coated with 1.46 x 10'! pfu/well of selected clones

in TBS. The blocking step was performed with 0.1 M NaHCO;, 0.5% BSA and washed three times. Dogs sera
were used in 1:800 dilution in blocking buffer, and secondary anti-dog IgG/IgM-HRP antibodies were diluted
1:50,000 in blocking buffer. The statistically significant differences between examined groups are marked with an
asterisk: *p <0.05.

“Wild type” vs. LH10 ELISA showed presence of IgG specific for LH10 peptide in sera from
dogs infected with D. repens. Based on the results obtained so far, the LH10 was identified as the most
reactive and promising peptide. To exclude potential non-specific reaction of tested sera with native phage pro-
teins, we designed phage ELISA with LH10 phage clone versus “wild” M13 phage (a clone with no library insert
sequence). The OD values of IgG observed for LH10 clone were significantly higher than those observed for
“wild” phage, suggesting the occurrence of antibodies specific for displayed peptides (Fig. 6).
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Figure 4. Phage ELISA showed that LH10 clone has the highest diagnostic potential among examined clones.
The IgG responses to selected clones was evaluated in microfilaremic (MF +), amicrofilaremic (MF—- DNA +)
and negative (MF— DNA -) groups of dogs. Plates were coated with 1.46 x 10'! pfu/well of LH10/C23/HL5
clones in TBS. Plates were blocked with 0.1 M NaHCOj3, 0.5% BSA and washed three times. Dogs sera were
used in 1:800 dilution in blocking buffer. After six washes, secondary anti-dog IgG-HRP antibodies were used
in a dilution of 1:50,000 in blocking buffer. The statistically significant differences between examined groups are
marked with an asterisk: *p <0.05.
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Figure 5. LH10, C23 and HL5 clones are more reactive with microfilariae extract specific IgG. IgG responses

to selected clones were analyzed with the use of sera from rats immunized with D. repens adult worm (AD)

and microfilariae (MF) extracts. Results are expressed as fold change IgG responses compared to control rat’s
serum (dashed line). Plates were coated with 1.46 x 10" pfu/well of LH10/C23/HLS5 clones in TBS. Blocking step
was performed in 0.1 M NaHCO;, 0.5% BSA and plates were washed three times. Rats sera were used in 1:800
dilution in blocking buffer. After six washes, secondary anti-rat IgG-HRP antibodies were used in a dilution of
1:5,000 in blocking buffer. The bars show mean + SEM. The statistically significant differences between examined
groups are marked with an asterisk: *p <0.05.

Discussion

Subcutaneous dirofilariasis is an emerging problem of human and veterinary medicine. Since there is no vaccine
and current diagnostic methods are insufficient, zoonosis spread uncontrollably over the world. Developing a
new reliable diagnostic tool, which could be applied not only by specialists but also by practitioners in every
point of care like veterinary clinics, shelters could help control infections.

We selected epitopes highly reactive with IgG from the serum of dogs infected with D. repens. In addition,
we demonstrated the possibility of detecting specific cell-free DNA in dogs with no microfilariae presence but
with high IgG and IgM antibody levels against DrSA. First, using the DrSA ELISA test, we demonstrated that
both IgG and IgM antibodies might be successfully used to diagnose both microfilaremic and amicrofilaremic/
occult D. repens infections. This method allowed us to consider few individuals with no microfilariae in the
bloodstream as a positive for D. repens, following additional confirmation by molecular approach. Such cases
might indicate occult or prepatent infections.
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Figure 6. “Wild type” vs. LH10 ELISA showed the presence of IgG specific for LH10 peptide in sera from dogs
infected with Dirofilaria repens. Levels of LH10-specific IgG in D. repens infected (red) and non-infected (green)
dogs sera were compared to “wild type” M13 bacteriophage (dashed line). Plates were coated with 1.46 x 10
pfu/well of LH10/“wild type” clones in TBS. The blocking step was performed in 0.1 M NaHCO;, 0.5% BSA

and plates were washed three times. Dogs sera were used in 1:800 dilution in blocking buffer. After six washes,
secondary anti-dog IgG-HRP antibodies were used in a dilution of 1:50,000 in blocking buffer. The bars show
mean + SEM. The statistically significant differences between examined groups are marked with an asterisk:
*p<0.05.

Dirofilaria somatic antigens ELISA were successfully used in several previous studies®® %%, and we showed it

might be applied to diagnose cases without presence of microfilariae in the blood. The length of prepatent period
varies depending on the study. Petry et al.?’ reported that in experimentally infected dogs, prepatency lasts 169 to
even 256 days post infection (dpi). In contrast, the others report patency beginning at 220-281 dpi, confirmed by
molecular method and at 245-288 dpi established by Knott’s test?®. Thus, in the first 5-9 months of infection, both
described methods (Knott’s and PCR tests) are ineffective. The use of serodiagnostics might be a better choice as
antibody response starts in prepatent period and IgG levels constantly increase with the infection progress*%.

In DrSA ELISA we identified several microfilaremic dogs with IgG and IgM antibody levels comparable to
non-infected dogs. Interestingly, there was no correlation between the intensity of infection (number of micro-
filariae in the bloodstream) and levels of IgG and IgM. The explanation for low antibody titer is unclear, but we
can hypothesize that it might be associated with the stage of infection and general medical condition of the host.
In heartworm infections, stronger IgG response was showed in microfilaremic dogs than in amicrofilaremic™®,
however no evident correlation between antibody levels and number of microfilariae or adult worms was
observed®!. Simon et al.** suggest relationship between IgG levels and hosts clinical status. A recent study shows
that D. repens infection leads to anemia and a state of chronic stress response that likely affects antibodies’
production®. It has also been reported that high microfilaremia develops in dogs with immunodeficiency-related
conditions®. On the contrary, in dogs infected with Brugia pahangi, the IgG levels specific for adult worm extract
were highest in amicrofilaremic dogs®*. Similar trend was observed in human bancroftian filariasis, antibodies
specific for sheath molecules were present in amicrofilaremic patients, with no response detected in patients
with active microfilaremia®. The same significant inverse association was observed in Brugiosis®*® and bovine
filariae Setaria digitata®.

Our study aimed to select highly specific and immunoreactive markers of D. repens infections. To minimize
the possibility of cross-reactions with antibodies against other parasite molecules, we focused on the short pep-
tides using phage display technology. We screened the peptides library to select 12-mer epitopes reactive with
D. repens I1gG and IgM. Among all examined clones, LH10 had the highest diagnostic potential in the phage
ELISA test. Evaluation of the “wild type” phage ELISA confirmed specificity to IgG antibodies present in infected
dogs and analyses with rat sera indicated higher peptide reactivity with IgG against microfilariae extract. Results
from phage ELISA shown a similar pattern to those from DrSA ELISA. Interestingly, several dogs still had low
OD values for IgG levels comparable to non-infected dogs, which might be a limitation of the developed marker.
However, further experiments with synthetic peptides will reduce the non-specific interaction of IgG with phage
coat proteins which might increase the intensity of the signal.

Phage display is a high-throughput molecular screening technique used in multiple applications: epitope
mapping®®?¥, searching for new ligands to target proteins*® or selection of antimicrobial/viral peptides*"*2.
Researchers recently successfully applied this technology in the parasitology field to select diagnostic markers,
vaccine candidates, drug targets and to study general host-parasite interactions**-*.

The most challenging problem associated with serological diagnostic is cross-reactivity. Consequently,
our limitation was the exclusion of the possible concomitant diseases or coinfections with other parasites. To
reduce the risk of cross-reactivity, we performed additional prescreening steps with sera from dogs infected with
T. leonina and U. stenocephala and mice experimentally infected with T. canis. Cross-reactions between molecules
of the Dirofilaria genus were widely described in commercially available diagnostic tests and non-commercial
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ELISA tests. We plan to evaluate the cross-reactivity of selected peptides with the serum of D. immitis infected
dogs in future studies.

In the present study, we identified specific D. repens cell-free DNA in sera samples from dogs naturally
infected with D. repens and individuals with no microfilariae in the bloodstream. Analysis of 3 different genes
revealed random amplification of targeted DNA fragments in both microfilaremic and amicrofilaremic individu-
als. Our results suggest that the pattern of released cell-free DNA may differ for each examined individual. The
suggestion of random pattern release was previously reported by Ji et al.*’ after sequencing of total plasma cfDNA
from pooled 23 patients infected with Echinococcus spp. Parasite derived DNA was applied before in molecular
detection of Plasmodium, Leishmania, Schistosoma, Taenia and Wuchereria*®->2.

Cell-free DNA occurs in many body fluids like serum/plasma, urine or saliva, but might degrade quickly™.
The knowledge about the source and kinetics of cfDNA remains puzzling. The mean half-time of circulating
fetal DNA in maternal blood was established at 16.3 min (62) but may last several hours®*. In the rabbit model
of S. japonicum, depend on the monosexual or mixed sexual infections model, cfDNA was detectable in animals
serum 3 and 7 weeks post infection, respectively. Nucleic acids release from inactive eggs lasted for more than 16
weeks™. Two mechanisms for release of cfDNA are possible: 1) passive—cfDNA derived from collapsed parasites
tissues or cellular necrosis/apoptosis; 2) active—cfDNA is released directly from parasite or in excretory-secretory
products®. According to Oi m. et al.”’, in D. immitis infections cfDNA is derived mainly from microfilariae,
whereas adult worms may be minor contributors. In research on Brugia malayi, cell-free DNA was detected
in serum from jirds infected with B. malayi 56 days post infection®, which indicate that L3/L4 larvae may be
considered as a main source of cfDNA during prepatent period. Despite some limitations caused by the physi-
ological kinetics of cfDNA our technique may be regarded as a significant complement for serological diagnosis
of subcutaneous dirofilariasis.

The present study demonstrated that DrSA ELISA might be an alternative diagnostic method for subcuta-
neous dirofilariasis infections. However, it requires constant access to D. repens parasites making it impossible
to commercialize. We successfully implemented phage display technology to select new diagnostic markers.
Our approach enabled us to search highly immunoreactive peptides with IgG from D. repens infected dogs. We
consider LH10 peptide as a new diagnostic marker for subcutaneous dirofilariosis. However, further studies on
synthetic peptides and a larger group of animals are required. Additionally, our study presents the possibility
of detecting D. repens specific cell-free DNA in dogs with no microfilaria but high IgG and IgM antibody levels
against parasite somatic antigen.

Materials and methods

Blood sample collection. All blood samples were collected in EDTA tubes from domestic and shelter
dogs. One ml of blood was used in Knott’s test, and remains were used to obtain plasma by centrifuging (15 min,
800 x g, 4 °C). Plasma samples were filtered through 0.22 uM syringe filters (Millex) to dispose of microfilariae
and stored at—70 °C until further analyses. All analyses were performed on the leftovers of blood samples col-
lected during routine checkups or the diagnosis process by veterinarians in veterinary clinics or shelters in
accordance with relevant guidelines and regulations.

D. repens tissue lysates preparation. Adult D. repens worms were obtained from dogs scrotum during
castration operations in veterinary clinics; microfilariae were isolated from blood using 5 uM filters (Whatman)
and washed with PBS.

Adult and microfilariae lysates were prepared as we previously described®. Adult worms were washed with
PBS to remove debris and homogenized manually in lysis buffer (8 M Urea, 40 mM Tris, 4% CHAPS). Approxi-
mately 160,000 microfilariae were suspended in lysis buffer and homogenized in TissueLyser (Qiagen, Hilden,
NRW, Germany). Prepared homogenates were centrifuged for 15 min at 10,000 x g. The protein concentration
in the supernatants was determined using BCA Protein Assay Kit (Pierce). The extract obtained from the adult
parasite was termed D. repens Somatic Antigen (DrSA) and applied in the ELISA test with dog sera.

Rat immunization and blood collection. Three-month-old male Wistar rats were immunized with
an extract from Dirofilaria repens adult worms and microfilariae. Rats were subcutaneously administered with
100 pg of extract, followed by three doses of the booster: 75, 50 and 25 pg given on days 14, 28 and 42, respec-
tively. Additionally, one rat was immunized with lysis buffer as a control group. Each of the doses was mixed
in a 1:3 ratio with Imject™ Alum Adjuvant (Thermo Fisher Scientific). On day 49, rats were euthanized, and
blood was collected in tubes with a clot activator. Blood tubes were centrifuged (15 min, 800x g, 4 °C), and
serum samples were stored at—70 °C until further analyses. All experiments were performed in accordance
with relevant guidelines and regulations. Ethical approval for this study was obtained from the 2nd Local Ethics
Committee for Animal Experimentation, Warsaw University of Life Sciences-SGGW, Poland (approval number:
WAW2/080/2019). The reporting in the manuscript follows the recommendations in the ARRIVE guidelines®.

Dogs classification.  All blood samples were tested with the use of Knott's test, DrSA ELISA and/or molecu-
lar method—Real-Time PCR. Based on summarized results, dogs were classified as microfilaremic, amicro-
filaremic and negative.

Modified Knott’s test. One ml of blood was mixed with 9 ml of 2% formalin and centrifuged 10 min at
500 x g. The supernatant was discarded, and the pellet was stained with 1% methylene blue. One drop was placed
on a microscope slide, covered with slip glass and observed under a light microscope. In positive samples num-
ber of microfilariae was counted and expressed in mf/ml.
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Molecular detection. Real-Time PCR was used to detect D. repens cell-free DNA (cfDNA) in plasma sam-
ples. cfDNA was isolated from 1 ml of filtered plasma using QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen).
Primers targeted at D. repens drpa (For_drpa 5 CGG AGG AAA TCA GAA TGA AAG TCG AAG 3’; Rev_drpa
5 CGT GCA TTC ATT GCC GCA TAG ATT TTA C 3°), 16S rRNA (For_s16 5 GTG TGC TGC GCT ACA
TCG ATG TT 3’ Rev_s16 5 ATA AAC CGC TCT GTC TCA CGA CG 3’) and cox1 (For_coxl 5 GTA GGT
ATT GGT TCT TTG TTG GGT GCT A 3’; Rev_cox1 5 GTA ACA GCA GTA GAA CGC ATA TTC TGA GTA
3’) genes were designed and used in qPCR reactions with isolated DNA as a template. Additionally, two pairs
of primers specific for dogs linel (For_LINE1 5 C AAA TGC AAT GAA ACG CCG GG ACA 3’; Rev_LINE1
5 TCT TTC GTT GGA CAC CGA GG CTC 3")*! and gapdh (For_GAPDH 5 CAT GTT CCA GTA TGA TTC
TAC CCA CG 3’; Rev_GAPDH 5 GGA GAT GGG ATT TCC ATT GAT GAC AAG 3°)** genes were used as a
positive internal control. Reactions were performed according to a two-step procedure, including the dissocia-
tion curve step (Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix, high rox; Thermo Fisher Scientific) in a Quant-
Studio6 Real-Time PCR system (AppliedBiosystems) according to manufacturer’s protocol. After incubation
for 2 min at 50 °C (Uracil-DNA Glycosylase pre-treatment) and 10 min denaturation step at 95 °C, 40 cycles of
two-step amplification (15 s at 95 °C, 60 s at 60 °C) were performed. Data were collected during the annealing/
extension step. The reaction volume of 10 pl contained 5 pl of 2 x Master Mix, 10 ng of isolated DNA and both
forward and reverse primers in final concentration of 0.3 uM.

In addition, to confirm the specificity of primers targeted at D. repens DNA, the qPCR with 5 ng of genomic
DNA isolated from common canine parasites (Toxocara canis, Uncinaria stenocephala, Dipylidium caninum,
Taenia krebbei, Mesocestoides litteratus) was performed. Reactions conditions were as described above.

D. repens somatic antigen ELISA.  96-well half-area microplates (Corning) were coated with 2.5 pg/ml of
DrSA in 0.1 M sodium carbonate buffer (pH 9.5) and incubated overnight at 4 °C. The plates were blocked with
PBS containing 5% skimmed milk for 1.5 h at RT. All plasma samples were analyzed in dilution 1:1,600 in PBS,
1.5 h at RT. Anti-dog peroxidase-conjugated IgG and IgM (abcam, Table S2) were diluted 1:50,000 in PBS and
incubated 1 h at RT. After every step, plates were washed three times with PBS containing 0.05% Tween-20. TMB
substrate solution was added to the wells, developed at RT and stopped after 30 min with 2 M H,SO,. Optical
densities were measured at 450 nm in a microplate reader (Synergy HT, BioTek).

Biopanning with dog sera. Before each round of panning, five prescreening steps were undertaken.
Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library (New England Biolabs) was first added to an empty well (1 h, RT)
to eliminate polystyrene surface-binding peptides (PSBPs). Unbound phages were then transferred to subse-
quent wells for 1 h, RT: precoated with streptavidin (Pierce); coated with pooled sera from mice (diluted 1:100)
infected with Toxocara canis®; coated with pooled dog sera (diluted 1:100) free from Dirofilaria infection and
lastly, coated with 1:100 diluted serum from a dog infected with Uncinaria stenocephala and Toxascaris leonina
(serum received from the Small Animal Hospital, Warsaw University of Life Sciences-SGGW). Unbound phages
were collected from the last prescreening well and used for the actual biopanning.

The actual biopanning was conducted in a 96-well plate precoated with streptavidin (Pierce). Firstly, wells
were washed 3 times with TBS, 0.5% Tween-20 (TBST) and coated overnight at 4 °C with 10 ug/ml biotin-SP
anti-dog Fc IgG (Jackson ImmunoResearch) in 0.1 M NaHCO;. After 6 washes with TBST, wells were coated
overnight at 4 °C with pooled sera in 1:100 dilution from dogs termed “low responders”. “Low responders” were
microfilaremic dogs which sera, similarly to non-infected dogs had OD <0.7 in DrSA ELISA test).

After 6 washes with TBST, wells were blocked with 0.1 M NaHCO,, 3% BSA at 4 °C for two hours, followed
by incubation with prescreened phages (overnight, 4 °C). After 10 washes with TBST, bound phages were eluted
with 100 pl 0.2 M glycine-HCI pH 2.2 (15 min, RT with gentle agitation) and neutralized with 15 pl of 1 M
Tris-HCl pH 9.1.

Amplification of phages for the next round was performed in Escherichia coli strain ER2738 (1:100 dilution of
overnight culture with tetracycline) for 4.5 h, at 37 °C with shaking (250 rpm). The precipitation of phages from
the supernatants was carried out overnight at 4 °C in the new tube in 1/6 volume of 20% PEG/2.5 M NaCl. After
spinning the next day, the phage pellet was suspended in 1 ml of TBS and centrifuged again to pellet residual
cells. The supernatant was transferred to a new tube, and the PEG/NaCl precipitation was repeated on ice for
30 min. After the last spin, the pellet was resuspended in 50 pl TBS and phage concentration was measured by
titration and spectrophotometrically with the use of the following equation:

(Azg0 — Aszzp) x 6 x 1018
7222

pfu/ml =

The amplified eluate was used in the next round of panning after prescreening steps. In the second round,
instead of overnight incubation at 4 °C, 2 x 10! of phages were incubated on a plate for 1 h at RT and in the third
and fourth round for 30 min. For rounds 1 and 3, blocking buffer with BSA was used (0.1 M NaHCO;, 3% BSA),
and for rounds 2 and 4, 0.1 M NaHCO;, 3% non-fat dry milk was used.

For the fourth and last round of biopanning, pooled dog sera in 1:100 dilution defined as “high responders”
were used. “High responders” were microfilaremic dogs which sera had OD > 1.4 in DrSA ELISA test. In rounds
1-3 “low responders” sera were used to provide a high sensitivity of selected peptides and their usefulness in
diagnosing dogs with low antibodies level against D. repens molecules. The use of “high responders” sera in the
fourth round of biopanning was to confirm the specificity of screened peptides and select the most reactive ones.
After elution of bound phages and neutralization, the phages were plated on LB/IPTG/X-gal plates for titering
and plaques formation.
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Approximately 100 blue plaques were picked for amplification and sequencing according to the manufacturer’s
protocol. SAROTUP software (http://i.uestc.edu.cn/sarotup3/index.html) was used for bioinformatic evaluation
of obtained sequences to reject TUP (Target Unrelated Peptides) clones.

Additionally, we performed three rounds of biopanning with IgM antibodies from dogs infected with D. repens
as a target in a separate experiment. As was shown in DrSA ELISA, IgM antibodies were less reactive than IgG
(Fig. 1). Therefore, all three rounds of panning were undertaken using pooled sera in 1:100 dilution only from
dogs with a high level of IgM antibodies (OD > 0.8 in DrSA ELISA).

Prescreening, blocking (1 and 3 round: 0.1 M NaHCOj;, 3% BSA; 2 round: 0.1 M NaHCO;, 3% non-fat dry
milk) and washing steps, elution and amplification conditions and incubation times were the same as in the IgG
screening experiment.

In contrast to previous actual biopanning, 96-well plate precoated with streptavidin (Pierce) was coated
with goat anti-dog IgM Fc specific, Biotin conjugated (Agrisera) diluted 1:100 in 0.1 M NaHCO,. After three
rounds of screening, eluted phages were plated, and 48 plaques were picked for amplification, sequencing and
bioinformatic evaluation.

Phage ELISA with dogs sera.  According to NEB’s protocol, selected phage clones were amplified in E. coli
strain ER2738 and purified by PEG/NaCl precipitation method described above.

The 96-well half-area microplates (Costar) were coated with 1.46 x 10'! pfu/well in TBS of selected phage
clone and incubated O/N at 4 °C with gentle agitation. The next day, plates were blocked with 0.1 M NaHCOs,
0.5% BSA for 2 h at 4 °C with gentle agitation and washed 3 times with TBST. The plates were incubated with
dog serum samples in 1:800 and 1:1,600 dilutions in blocking buffer for 2 h at RT with gentle agitation. After 6
washes with TBST, the plates were incubated with goat anti-dog IgG/IgM-HRP antibodies (abcam) 1:50,000 in
blocking buffer for 1 h at RT with gentle agitation. After 6 washes with TBST, 50 pul of TMB solution was added
to the wells and plates were developed for 30 min. Optical densities were measured at 450 nm in a microplate
reader (Synergy HT, BioTek).

Additionally, a “wild type” clone was amplified and included in the experiment to determine levels of anti-
bodies that react with native phage molecules. Extra microplates were coated with 1.46 x 10" pfu/well in TBS
of “wild type” clone and incubated with dogs serum samples. All procedures were conducted as was described
above. “Wild type” was a clone of M13 bacteriophage selected from peptide library (NEB) which did not display
a 12-mer peptide fused to its coat protein.

Phage ELISA with rats sera. To confirm the specificity of clones (C23, HL5, LH10), an ELISA test was
performed with sera from rats immunized with extracts from D. repens adult worm, microfilariae and lysis buffer
as control. All ELISA procedures were performed as was described in Sect. 2.9. Rats sera and secondary goat
anti-rat IgG-HRP (Sigma) antibodies were used in 1:800 and 1:5,000 dilutions, respectively. Each sample was
tested in triple technical repeats.

Statistical analysis. All data are presented as mean * standard error of the mean (SEM). Statistical analy-
sis was performed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) with unpaired t-test or
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s post-hoc test. Differences between groups were
considered statistically significant at p <0.05. Outliers were identified according to the two-standard deviation
method. Spearman’s correlation coeflicient was performed using R Statistical Software (R Foundation for Statis-
tical Computing, Vienna, Austria) to analyze associations between number of microfilariae in the bloodstream
and IgG/IgM levels.

Data availability
The data presented in this study are available on request from the corresponding author.
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An unexpected case of a dog from Poland co-
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Abstract

Background Dirofilariasis is a vector-borne disease caused by parasitic nematodes of the genus Dirofilaria spp.,
considered an emerging concern in both veterinary and human medicine. Climate changes and human activities,
such as pet travel, contribute to the spread of diseases to new non-endemic regions. Poland is dominated by
subcutaneous dirofilariasis caused by D. repens infections. Cardiopulmonary dirofilariasis, also known as a heartworm
disease is much more rare with only single autochthonous cases reported so far. Also, imported infections are
observed sporadically in dogs traveling to endemic countries. In this study, we report the first case of a dog in Poland,
never having traveled abroad, co-infected with Dirofilaria repens and Dirofilaria immitis.

Case presentation A 14-year-old mixed breed, an intact male dog with fever, lightly pale mucosal membranes,
moderate abdominal pain, and a mild cough was presented in a veterinary clinic in Warsaw, Poland. The examination
of the blood sample collected for complete morphology and biochemistry revealed the presence of live microfilariae.
Presence of the DNA of both microfilariae species was detected using Real-Time PCR with species-specific primers.

Conclusions Since the remaining diagnostic methods like Knott's test, antigen test or echocardiography did

not reveal the presence of D. immitis, we discussed the impact of microfilariae periodicity and low worm burden
infections on the limited efficiency of these technigques. We strongly recommend using a mixed diagnostic approach
for the most sensitive and specific diagnosis since the ideal diagnostic method does not exist, and several factors
may contribute to misdiagnosis. Furthermore, we considered factors that contribute to the uncontrolled spread of
dirofilariasis such as climate changes, introduction of new species of mosquitoes competent for the transmission

of the disease, and wildlife animals as an important reservoir of this parasitosis. Given that Poland shares borders
with countries classified as endemic and pre-endemic for D. immitis, such as Slovakia and Ukraine, it is reasonable to
anticipate a rise in autochthonous heartworm infections and shifts in the epidemiological pattern of dirofilariasis in
the coming years.

Keywords Dirofilariasis, Co-infection, Diagnostics, Real-time PCR

*Correspondence:
Mateusz Pekacz
pekaczmateusz@gmail.com

Full list of author information is available at the end of the article

©The Author(s) 2024. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use,
sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and
the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this

article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included
in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will
need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/. The
Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available
in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s12917-024-03921-3&domain=pdf&date_stamp=2024-2-20

Pekacz et al. BMC Veterinary Research (2024) 20:66

Background

Dirofilariasis is a vector-borne disease caused by para-
sites from the genus Dirofilaria spp. Dirofilaria repens is
a causative agent of subcutaneous dirofilariasis whereas
D. immitis causes cardiopulmonary dirofilariasis, also
known as heartworm disease [1]. While the primary
hosts are carnivores, both parasites exhibit zoonotic
potential and can infect humans. The disease is spreading
worldwide, gradually expanding into new non-endemic
areas year after year. Direct causes of spreading the dis-
ease are climate changes, which lead to the introduc-
tion of new species of mosquitoes competent for disease
transmission. Additionally, increased movement of pets,
especially those lacking sufficient protection, contributes
to the spread [2].

Both Dirofilaria species are widespread in Europe, but
their distribution in specific regions differs. D. repens
infections are prevalent across Europe and endemic in
many countries of both Southern and Central Europe.
Moreover, the risk of new endemic regions emerges in
North Europe and Baltic countries, where infections have
occurred more frequently in recent years [3, 4]. Heart-
worm infections have predominantly been observed
in Southern Europe, particularly in the hyper-endemic
Mediterranean region. In the rest of Europe, especially in
the central part, infections have been reported only occa-
sionally. However, according to Morchén et al. [5], the
epidemiological situation is constantly changing. Over
the last 10 years, the prevalence of the disease not only
increased in previously endemic areas but also spread
across new non-endemic regions. Single imported cases
or occurrences of infected mosquitoes were reported
even in Northern Europe countries like Norway [6] and
Denmark [2].

Near Poland, Slovakia is a region that can be consid-
ered endemic. Over the years, D. immitis infections have
become more and more frequent in the regions that up to
this time were dominated by D. repens [7, 8]. Currently,
heartworm disease, both in mono-infection and co-
infection with D. repens, represents 45% of all dirofilar-
ial infections in Slovakia. Between 2017 and 2021 mixed
infections of D. repens and D. immitis represented 22.5%
of all diagnosed cases of canine dirofilariasis in endemic
regions of Slovakia [8]. Moreover, in 2022 an autochtho-
nous case of human heartworm infection was confirmed
in this area [9]. Interestingly, in the bordering Czech
Republic, only imported cases have been identified so far
[10]. A significant number of D. immitis infections have
been detected in Germany in recent years, all of which
were associated with imported or traveling dogs. In addi-
tion, in some regions of the country D. immitis DNA was
identified in a pool of mosquitoes competent for trans-
mission of the heartworm disease [11]. Based on these
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reports, Germany may be considered a pre-endemic area
[5].

Beyond Poland’s eastern border, in Lithuania, a single
imported case of canine cardiopulmonary dirofilariasis
was identified [12] and in Belarus, D. immitis DNA was
detected in a pool of competent mosquitoes [13]. In the
case of Ukraine, data on prevalence in dogs are limited,
but 1465 cases of human infections caused by D. repens
were reported in the years 1997-2012 [14] and in the
other study among 102 cases, a few were identified as D.
immitis [15]. Based on these findings Ukraine is consid-
ered endemic for both species [16].

Poland is dominated by subcutaneous dirofilaria-
sis. The first case of D. repens infection in Poland was
reported in humans in 2007 [17, 18], but the patient
traveled to Greece a few years earlier so invasion might
have been imported. The first autochthonous infection in
humans was reported in 2010 [19], with subsequent cases
described in the following years [19-23]. The first case
of canine dirofilariasis was described in 2009 [24, 25],
and since then the prevalence of infected dogs has been
increasing steadily. In 2014, the overall prevalence of
infected dogs across all 16 provinces reached almost 16%
[26], whereas in 2016 only in the Mazovia district the
percentage of infected dogs was 38.3% [27]. In a recent
study conducted in 2017-2019, the prevalence in Poland
was 12% [3].

The first case of a dog infected with D. immitis was
described in 2012 in Gdynia [28] based on the SNAP
test (IDEXX) detecting adult female antigens and has
been suspected to be autochthonous. Despite this, only
one additional autochthonous case was described in
Silesia in 2014 [29]. Importantly, physicians sporadically
observe imported infections in dogs that have traveled to
endemic countries (data unpublished, based on personal
communication). In light of climate changes and Poland’s
proximity to countries where D. immitis is endemic (Slo-
vakia, Ukraine) and pre-endemic (Germany), we have
every reason to expect an increase in autochthonous
infections shortly.

Here we report a case of a dog from Poland co-infected
with Dirofilaria repens and D. immitis, that has never
traveled abroad. To our best knowledge, this is the first
confirmed case of autochthonous D. immitis infection in
a dog from Poland using molecular methods.

Case presentation

Case report

In autumn 2022, a 14-year-old mixed breed, an intact
male dog was brought to a veterinary clinic in Warsaw,
Poland, for an evaluation due to general lameness. Clini-
cal signs included: fever (39.5 C), lightly pale mucosal
membranes, moderate abdominal pain, and mild cough.
No lymphadenopathy of the peripheral lymph nodes and
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no deviations from the standard image in the ultrasound
examination of the abdominal cavity were observed. A
blood sample was collected to complete morphology and
biochemistry tests, and then anti-inflammatory and anti-
emetic drugs were implemented. The results are showed
in the Table 1.

Because of lowered PLT the CaniV-4 rapid test was
performed (One-step Canine Heartworm Antigen and
Ehrlichia canis; Borrelia burgdorferi; Anaplasma phago-
cytophilum Antibody Test, Vetexpert). The test was posi-
tive on Anaplasma antibodies and antibiotic treatment
with doxycycline at a dose of 10 mg/per kilo/day, for 7
days was implemented. After a week of treatment, the
dog’s health status did not show any noticeable improve-
ment. A follow-up blood sample was obtained for a con-
trol morphology blood test and blood smear. While no
Anaplasma was observed in the smear, live microfilariae
were detected in the native blood sample. Molecular
analyzes confirmed the presence of microfilariae from
both D. repens and D. immitis, with a higher quantity of
D. repens indicated Ct (cycle threshold) values obtained
through Real-Time PCR. The dog had no lumps in the
skin and the control echocardiography showed no vis-
ible adult forms of Dirofilaria spp. in the heart. The con-
trol radiography of the thorax in dorsoventral and lateral
projections showed no deviations. Based on information
from the owner, the dog has never traveled abroad but
it lived in the vicinity of dogs traveling outside Poland’s
borders.

The dog was treated with a combination of imidaclo-
prid 250 mg and moxidectin 62.5 mg in spot-on drops
(Advocate, Bayer) according to the following treatment
schedule: four doses of the drug administrated at four-
week intervals. Additionally, doxycycline (10 mg/kg/
day) was continued for a total of one month due to Ana-
plasma sp. and Wolbachia. After 2 months the follow-up
blood test showed no microfilariae in the bloodstream
and all the blood and biochemistry parameters were in
the correct ranges. During the following months, the dog
was under constant medical care.

Knott’s test

One ml of blood was mixed with 9 ml of 4% formalin
and centrifuged for 10 min at 500 X g. The supernatant
was discarded and the pellet was stained with 1% methy-
lene blue. One drop was deposited on the glass slide and
examined under the light microscope at 10x and 40x
magnification. The Knott’s test revealed the presence
of microfilariae, displaying features typical of D. repens,
including a blunt-end head with a short cephalic space,
a distinct pair of nuclei, and a hooked tail. The average
length and width of the presented microfilariae were
measured at 364,3 um and 6,2 pm, respectively (Fig. 1).
These distinctive characteristics collectively confirm
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the identification of the microfilariae as belonging to
D. repens [30, 31]. No microfilariae of D. immitis were
detected. However, given the low intensity of microfila-
remia (200 mf/ml of whole blood) and the observation
of only single microfilariae on the slide, it is possible that
they were omitted during the examination.There was no
opportunity to repeat the examination of microfilariae
as the next blood samples were collected already at a
check-up visit one month after the treatment has been
implemented.

Molecular detection

300 ul of blood was used for the isolation of genomic
DNA using Blood Mini Kit (AA Biotechnology) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. The isolated gDNA
was used as a template in Real-Time PCR reaction
with primers targeted at the D. repens 16s rRNA gene
described in our previous study [32] and newly designed
species-specific primers for D. immitis (ForDI 5° ACT
GATGTTATTATTCTATGTGTTTGGG 3’; RevDI 5
TTCAAAGAATCCCACTCTAAAAACCTC 3’). 'The
novel primers targeted the small fragment of mtDNA
located between tRNA and ND6 genes (starts at 3960 bp
and ends at position 4109 bp), were designed based on
the reference mitochondrial genomes of D. immitis
(NC_005305.1) and D. repens (NC_029975.1) so that 3’
mismatches would discriminate and would not amplify
D. repens DNA fragments.

Reactions were performed in triplicate according to
the two-step fast cycling protocol (PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix, Applied Biosystems™), followed by
the melt curve step in a QuantStudio 6 Real-Time PCR
system (Applied Biosystems) according to the manufac-
turer’s protocol. After the UDG (Uracil-DNA Glycosyl-
ase) activation step (2 min at 50 °C) followed by initial
denaturation (2 min, 95 °C), 40 cycles of amplification
were performed (3 s at 95 °C, 30 s at 60 °C). The reaction
volume was 10 pl and consisted of 5 ul of 2x Master mix,
3 pl of the isolated DNA, 1 pl of each primer in a final
concentration of 0.6 uM. Data were collected during the
annealing/extension step.

The specificity of the amplified products was confirmed
based on the melt curve peaks compared to the refer-
ence samples and Sanger’s sequencing. Reference sam-
ples were as follows: gDNA isolated from adult D. repens
(N=1) and D. immitis worm (N=1); gDNA isolated from
the blood of dogs infected with D. repens (N=10) and D.
immitis (N=10); gDNA isolated from the blood of dogs
co-infected with both species (N=5). All samples related
to D. immitis were derived from Slovakia.

The specificity of the designed primers was con-
firmed in all reference samples. Melt curve analysis
revealed peaks specific for D. immitis and D. repens with
Tm~71 °C (Fig. 2) and ~72 °C, respectively. The novel
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Fig. 1 Microfilaria of Dirofilaria repens identified in Knott’s test during examination of a dog’s blood sample observed under 40x magnification

primers specific for D. immitis amplified only D. immi-
tis gDNA (microfilariae or adult). No amplification was
observed in reactions with D. repens gDNA (microfilariae
or adult).

Both genes of interest were amplified with the gDNA
isolated from the blood of the described dog which indi-
cates co-infection. Tm of melt curves were consistent
with reference samples and sequencing of the amplified
DNA fragments showed almost 100% similarity to s16
rDNA and “DI fragment” for D. repens and D. immi-
tis, respectively. The sequencing of the amplicons was
outsourced to Genomed S.A., where each sample was
bidirectionally sequenced using the same gene-specific
primers employed in our real-time PCR analysis.

Interestingly, the product specific for D. immitis pre-
sented a much higher Ct value (Ct~35), than the one
specific for D. repens (Ct~29). That indicates the pre-
dominance of D. repens in the bloodstream and seems
to correspond to the Knott’s test result, where D. immi-
tis microfilariae have not been even detected. We assume

that the number of D. immitis microfilariae was too low
to be noticeable in Knott’s test. There may be a few expla-
nations for this phenomenon related to the biology of the
parasite.

Discussion and conclusions

Mixed infections of both species are not uncommon
and have already been reported in several countries [10,
33-35] with a relatively high prevalence. For example,
in Romania’s 2015 report, mixed infections represented
23.91% of all positive samples [36]. Interestingly, the pre-
dominance of microfilariae of one of the species over the
other has also been frequently observed, e.g. 7780 mf/
ml and 427 mf/ml of D. immitis and D. repens, respec-
tively [34, 37]. A similar scenario has been observed in
naturally co-infected dogs in Slovakia (personal commu-
nication, prof. Martina Miterpdkovd). Genchi et al. [38]
observed this phenomenon in experimentally infected
dogs and suggested that the interaction of both species
may disrupt the progress of each other and pointed out



Pekacz et al. BMC Veterinary Research (2024) 20:66 Page 5 of 9

A Melt Curve Plot

07 “‘ 1

73 “ “
= 1
A e
g 1
& !
% 03 [ !
H =

02 ‘J‘

0 = /"

B —
85.0 700_ %0 800 850 00 %0
' Temperature (°C)

B Melt Curve Plot

Derivative Reporter (-Rn’)

Temperature (°C)

e
M Acuit i [ Aduitor [l vroi [l mror [l nTe [l sample

Fig. 2 Melt curve analysis of products amplified using gene-specific primers for D. immitis: (A) reveals a distinct peak with a specific melting temperature
(Tm) corresponding to the amplicon obtained from the tested sample; (B) demonstrates primer specificity assessed with genomic DNA isolated from
adult D.immitis (Adult Di) and D. repens (Adult Dr) worms, blood from dogs infected with D. immitis (Mf Di), and D. repens (Mf Dr). NTC implies “no target

control”

that it may impact the further distribution of dirofilaria-
sis in different regions. Periodic fluctuations in microfi-
lariae levels, influenced by factors like host behavior and
environmental conditions, can impact the effectiveness
of standard morphological/molecular examinations.
Studies suggest a link between microfilaremia dynam-
ics and host habits, as well as vector activity in specific
regions [37]. Seasonal variation in microfilaremia is evi-
dent, peaking during summer [39-41]. Although limited,
research on mixed infections in dogs reveals a shared
circadian rhythm between parasites, with peripheral
microfilaremia highest at 1 am and lowest between 5 and
8 am. Intriguingly some cases showed zero microfilariae
of one species between 9 and 11 am [37], supporting the
assumption that during low-count phases, microfilariae
concentrate in lung vessels [42].

These findings appear consistent with our situation,
as the blood sample for differentiating the infection col-
lected at 10.30 am corresponds to a period of low periph-
eral microfilaremia (200 mf/ml), possibly contributing to
the absence of D. immitis in the Knott’s test. However, we
recognize that sampling at a single time point is a limi-
tation and may not definitively conclude the absence of
D. immitis due to time of day. Regrettably, additional

sampling at varied time points was not feasible in this
case.

In addition, a negative result of the antigen test and
no sign of adult worms may indicate low worm burden
infection [43], which also complies with AHS (American
Heartworm Society) [44] and ESDA (European Soci-
ety of Dirofilariosis and Angiostrongylosis) [45] direc-
tives. While echocardiography is crucial for assessing the
severity of the infection, it may also be misleading, par-
ticularly in lightly infected dogs, where worms could be
beyond the field of view. Sporadically, D. immitis worms
have also been reported in various atypical locations [46,
47]. As described, the patient did not show any specific
heartworm symptoms, only occasional coughing and
general lameness were observed. The infection should be
considered “mild” and “Class 1 with low risk of throm-
boembolic complications’, according to AHS and ESDA
directives, respectively [44, 45].

Here, we report the first case of a naturally co-infected
dog with both D. repens and D. immitis in Poland, mark-
ing the third documented case of heartworm infection
in the country overall. While the country is not consid-
ered pre-endemic, we believe heartworm disease may be
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Table 1 Hematological and biochemical parameters of the
investigated dog at the time of the initial presentation in the
veterinary clinic. Bold font is used to indicate increased or
lowered parameters

Results Unit Reference
intervals
Morphology
Leukocytes 11.10 G/l 6.00-12.00
Erythrocytes 5.23 T/1 5.50-8.00
Hemoglobin 7.70 mmol/l  745-11.17
Hematocrit 0.37 I/l 0.37-0.55
MCV 71 FI 60-77
MCH 147 Fmol 1.18-1.49
MCHC 20.8 mmol/l  19.8-22.3
RDW 14 % 13-19
Platelets 41 G/l 200-580
Manual Blood Smear
Banded neutrophils 3 % 0-3
Segmented neutrophils 92 % 60-77
Lymphocytes 5 % 12-30
Biochemistry
AST (aspartate aminotransferase) 54.0 U/l 3.0-45.0
ALT (alanine aminotransferase 280.0 U/ 5.0-60.0
AP (alkaline phosphatase) 1415.0 U/l 5.0-155.0
Glucose 106.0 mg/dl 70.0-120.0
Creatinine 0.7 mg/dl 0.8-1.7
Urea 18.0 mg/dl - 20.0-50.0
Total protein 74.0 g/l 55.0-75.0
Bilirubin 0.4 mg/ml  0.2-0.9
Albumins 380 g/l 29.0-43.0
GGT (gamma-glutamyl transferase) 33.0 u/l 5.0-250
Calcium 10.0 mg/ml  84-115
Phosphorus 2.7 mg/ml  2.5-6.3
Magnesium 1.8 mg/ml 1.7-29
Total cholesterol 2390 mg/ml 1280-
360.0
LDH (lactate dehydrogenase) 149.0 U/l 80.0—
1683.0
CK (creatine kinase) 78.0 U/l 5.0-467.0
Triglycerides 720 mg/dl 18.0-115.0
Sodium 151.8 mmol/l  139.1-
156.5
Potassium 4.8 mmol/l  4.1-54

underestimated, leading to potential undiagnosed or mis-
diagnosed cases.

Climate changes introduce vectors competent for
transmission and extend the exposure time to infection,
allowing more Dirofilaria generations in a season. Mos-
quito larval development, influenced by temperature,
shows the fastest progress at 28—-30 °C, taking 8-9 days
for D. immitis and 9-13 for D. repens, with a threshold
of 14 °C below which Dirofilaria will not evolve [48].
This information led to the creation of a seasonal heart-
worm (HW) transmission model, enabling the predic-
tion of Dirofilaria occurrences [49—51]. Recently, suitable
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conditions were occasionally observed in Northern Euro-
pean countries such as Sweden, Norway, Finland, and
Denmark [2]. Human activities are also crucial for the
transmission of the disease to non-endemic regions.
Traveling with insufficiently protected and/or not prop-
erly examined pets contribute to the appearance of new
outbreaks of the disease, that within a short period may
lead to the endemization in new areas. According to
Fuehrer et al. [2], more than 30% of dogs in Poland are
kept outside overnight, placing them at an increased risk
of mosquito bites.

Although the awareness of dirofilariasis increased in
recent years and epidemiological data is being updated
locally, still there are some research areas where the data
is limited. One of them is molecular xenomonitoring
which recently was improved in many European coun-
tries and several protocols have been described [52-54].
In Poland, only two studies have been conducted in this
field, [55, 56] and provided estimates of the infection rate
(EIR) at 1.57% for D. repens in the Central part of Poland.
Neither D. immitis, nor D. repens DNA was detected in
vectors collected from Southern West part of Poland.
Although examining hundreds or even thousands of
mosquitoes for a single infected individual might seem
economically questionable, xenomonitoring offers valu-
able insights into transmission risk and the actual epide-
miological status.

Unfortunately, the ongoing neglect of infections in
free-living carnivores remains a significant contributing
factor to the uncontrolled spread of dirofilariasis. Foxes,
jackals, wolves, and raccoon dogs in Europe have been
identified with infections from both Dirofilaria species.
Recent findings in beech martens [57] and European bad-
gers [58] suggest a potentially broader natural host range,
prompting discussions on their roles as reservoir hosts.
In a recent study, Alsarraf et al. [59] reported that the
overall prevalence in Poland reached 3.13%, which corre-
sponds with similar studies conducted in other European
countries [60-62]. Interestingly, in neighboring Slova-
kia, D. repens infections were detected in 54.97-57.4%
of examined foxes [63, 64]. Moreover, only in the Tatry
region (the natural borderline between Poland and Slo-
vakia), the prevalence in foxes reached 24.6% [65]. In
light of possible patent infections and the absence of pre-
ventive or therapeutic interventions in fox populations,
these animals could facilitate access to microfilariae for
new mosquito genera, particularly given their nocturnal
habits and proximity to human habitats. Foxes’ nomadic
tendencies and capacity for long-distance travel further
amplify the risk of disease spread. Nonetheless, the infre-
quent occurrence of microfilaremia and the inconsis-
tency in available data mean that the true impact of foxes
as reservoirs is still subject to debate.
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As Poland is surrounded by at least two endemic (Slo-
vakia, Ukraine) and one pre-endemic (Germany) coun-
try, we suppose that subsequent cases of both imported
and autochthonous infections will be reported more fre-
quently in the following years. Interestingly, in a recent
study, Alsarraf et al. demonstrated that genetic diversity
among populations of dogs infected with both D. repens
and D. immitis appears to be linked to their geographi-
cal origin [16, 66]. The ongoing cultivation of this field of
study could significantly contribute to understanding the
origin of infections and monitoring the potential migra-
tion between populations.

In summary, following the OneHealth approach, it is
essential to rigorously monitor the epidemiological situa-
tion not just in dogs but also in humans, wildlife animals,
and insects. Our case supports the thesis that a mixed
diagnostic approach based on morphological, molecular,
and serological techniques provides the most sensitive
and specific diagnosis.
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