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Abstract 

Reports in the literature indicate that species of Hepatozoon canis blood parasites are 

common in Iranian dog populations. In this study, we aimed to investigate the 

prevalence of H. canis infections and their phylogenetic relationships in dogs from an 

animal shelter in Guilan province using polymerase chain reaction (PCR) and sequence 

analysis.A total of 20 blood samples were subjected to PCR to amplify a fragment of 

562 bp from the 18S rRNA gene of Hepatozoonspp. The PCR results showed that the 

Hepatozoon infection rate in the dogs was 10%. (2/20). Sequence analysis revealed that 

the H. canis found in this study was 100% matched to H. canisin in the NCBI GenBank 

database, which originated from a dog in Tehran (accession number KX880505) and a 

golden jackal in Romania (accession number KX712126). In the phylogenetic analysis, 

these three sequences are grouped in the same clade. This was the first study of dogs 

from Guilan province using molecular phylogenetic methods. There is a need for more 

comprehensive studies to determine the infection status in Iran. 
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در سگ های ولگرد  Hepatozoon canisمطالعه فیلوژنتیکی انگل خونی 

 استان گیلان

 

 
 .1، م.هادوی، 1*.جوان بخت، ح  ،1 .رحيمي، ز ،1.ر ،ملک

 16/12/1402پذيرش:        09/02/1402 :دريافت

 

 خلاصه

ده است. در شسگ های  ايران گزارش -به طور معمول در جمعيت  ت  متعدددر گزارشا Hepatozoon canis انگل خوني 
گيلان توسط واکنش زنجيره  از يک پناهگاه حيوانات در استان H. canisاين مطالعه شيوع و روابط فيلوژنتيک آلودگي به انگل 

  18SrRNAاز ژن  وکلئوتيدین 600ه ی و آناليز توالي، مورد بررسي قرار گرفت.  به اين منظور، تکثير قطع (PCR)ای پليمراز 
د. آناليز توالي های مثبت بو PCRدرصد نمونه ها نتايج واکنش  10استخراج شده از خون انجام شد و در DNAنمونه  20در 

سگ در تهران )شماره  کيبدست آمده از  H. canisدرصد همانندی با توالي های  100بدست آمده در اين مطالعه نشان داد که 
لوژنتيکي اين سه  ( وجود دارد. در آناليز فيKX712126و شغال طلايي از روماني )شماره دسترسي  (KX880505سي دستر

بود. بررسي های جامع  در سگ های استان گيلان H. canisتوالي در يک کلاد قرار گرفتند. اين نخستين بررسي فيلوژنتيکي 
 يران مورد نياز است.بيشتری برای شناسايي وضعيت آلودگي در استان های ا

 .کمپلکسا، سگ، کنه، انگل يآپ ستا،يپروت: های کلیدیواژه
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 مقدمه

 

ی خوني مهره داران در سه گروه مهم قرار مي انگل ها
گيرند: انگل های خوني تاژکدار، آپي کمپلکسا و نماتد های 

چند ميزبانه دارند دو يا فيلاريايي که همه آنها سيکل زندگي 
(Davies  وJohnston ،2000) . پاتوژنهايي که توسط

کنه ها منتقل مي شوند به طور گسترده ای در دنيا، 
اطي که شرايط مناسب برای تکوين و چرخه بخصوص در نق

 ,.Amblyomma sppزندگي کنه هايي مانند 

Dermacentor spp., Haemaphysalis spp., 

Ixodes spp.,  و Rhipicephalus spp.   وجود
دارد توزيع شده است.  اين کنه ها مي توانند انسان و ساير 
 جانوران را در معرض گونه های مختلف انگل های خوني

 (. 2022و همکاران،  Almazanقرار دهند )

انگل های خوني تک  Hepatozoon sppگونه های 
ياخته ای از شاخه آپي کمپلکسا خانواده  

Hepatozooidae  هستند که طيف وسيعي از مهره
داران از دوزيستان تا پستانداران را آلوده مي کنند. تا کنون 

 46است که  گونه از اين انگل ها توصيف شده 300بيش از 
گونه از آنها برای پستانداران بيماريزا محسوب مي شوند 

(Aydin  ،2015و همکاران .)Hepatozoon canis 
انگل خوني طيف وسيعي از گوشتخوران وحشي و خانگي را 

(. 2015و همکاران،  Rubibiدر دنيا محسوب مي شود )
اين انگل در پستاندران گلبول های سفيد خوني بخصوص 

ل و مونوسيت ها را آلوده مي کند. مرحله تکثير غير نوتروفي
جنسي اين انگل در بافت های پارانشيم  کبد، کليه و طحال 

 .H(. 2003و همکاران،  Banethانجام مي گيرد )

canis  در درجه اول توسط کنه های قهوه ای سگ از
و بعد از خورده شدن اتفاقي کنه  R.sanguineusگونه 

های آلوده به اووسيت های  توسط سگ، طي هضم کنه
رسيده انگل يا اسپورزوئيت های انگل به سگ ها انتقال مي 
يابد. هر چند گونه های ديگری از کنه برای انتقال اين انگل 

(. هپاتوزونوزيز سگ Aktas ،2014پيشنهاد شده است )
ممکن است با شدت آلودگي پايين ، کاملا بدون علامت 

بيماری با علايمي -ه انگل،باشد و با شدت آلودگي بالا ب

مانند تب، کم خوني، بي اشتهايي، اسهال و حتي مرگ  
 (. 2011و همکاران،  Otrantoظاهر مي شود )

ه رفتگدر ايران مطالعاتي بر روی سگ ها و گربه ها صورت 
ه رحلاست که بيشتر اين مطالعات شناسايي مورفولوژيکي م

 ينوگوني اگامونت در گلبول سفيد، يا مرحله تکثير شيز
روش های بافت   انگل در بافت های پارانشيمي توسط

.، 2022و همکاران، Zeinali شناسي بوده است )
Khoshnegah  ،با توسعه روش های 2009و همکاران .)

نگل ر امولکولي، مطالعات ژنتيکي نيز جهت شناسايي دقيق ت
. (Dalimi  ،2018و Soltani ها بکار گرفته شده است )

ين ادت اينکه يکي از مهمترين عوامل شيوع و ش با توجه به
 د وانگل به پراکنش و فرکانس جمعيت ناقلين بستگي دار
 يوعشتفاوت های آب و هوايي و منطقه ای باعث تفاوت در 

 ( مطالعه ی2011و همکاران،  Otrantoناقلين است  )
ي مپراکنش اين انگل در نقاط مختلف کشور ضروری بنظر 

ل اضر حضور و شناسايي مولکولي انگرسد. در مطالعه ح
در جمعيتي از سگ های ولگرد در  Hepatozoonخوني 

سي يک پناهگاه حيوانات در شرق استان گيلان مورد برر
ين ي اقرار گرفته است و همچنين مقايسه وضعيت فيلوژنتيک

ه گزارش شد H. canisانگل و ارتباط با ساير انگل های 
 است. در ايران هدف اين مطالعه بوده

 

 مواد و روش کار 

قلاده  سگ از يک پناهگاه در   20نمونه برداری از 
لاهيجان، استان گيلان انجام گرفت. در سگ ها علايم 
کلينيکي خاصي ديده نمي شد. از هر سگ چند قطره خون 
در اتانول مطلق برای مطالعات مولکولي اخذ گرديد. 

نمونه های خون توسط بافر دترجنت  DNAاستخراج 
(Triton X- 100)  انجام شد. توالي پرايمر بر اساس

در نواحي   rRNA 18مطالعات قبلي قطعه ای از ژن 
Hep300 (5′-GTT TCT GAC CTA TCA 

GCT TTC GACG-3′)  وHep900 (5′-

CAA ATC TAA GAA TTT CACCTC 

TGA C-3′)   جفت  600تعيين شد که  محصول تقريبا
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و Ujvari کند ) را رونويسي مي 18SrRNAباز از ژن 
ميکروليتر محلول  25در  PCR(. واکنش 2004همکاران، 
  DNAميکروگرم  1ميکروليتر مسترميکس،  5/12حاوی 
ميکرومولار از هر پرايمر انجام شد.  5/0غلظت نهايي  الگو و
درجه سانتي  95دقيقه در دمای  4شامل   PCRواکنش 

سيکل  30، در پي آن DNAگراد جدا شدن دو رشته 
درجه  92ثانيه در دمای  45مل جدا شدن دو رشته در شا

درجه  58ثانيه اتصال پرايمر در دمای  45سانتي گراد، 
درجه  72سانتي گراد و ساخته شدن رشته مکمل در دمای 

ثانيه و در نهايت اتصال نهايي رشته  90سانتي گراد به مدت 
دقيقه بود.  نتايج  10درجه به مدت  72های مکمل در دما 

PCR  درصد  با نور  1.2در ژل آگارزUV  .مشاهده شد
توالي يابي محصول نهايي، توسط شرکت سينا کلون تهران 

 انجام شد. 

ميتوکندريايي با استفاده از  18SrDNAتوالي  
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov)  تعيين

 BioEdit (v7. 2)هويت شد و با استفاده از برنامه 
ژنتيک، توالي پيدا شده در اين . برای آناليز فيلوويرايش شد

آزمايش با  توالي های دانلود شده در بانک ژني با الويت 
فاصله ژنتيکي نمونه های ايران مورد استفاده قرار گرفت. 

 .v5توسط برنامه مگا  ) NCBIتوالي جديد با  با نتايج 

( محاسبه شد . برای دقت بالاتر، درخت فيلوژنتيکي با  10
و همچنين Bayesian (1 .2 .3)تم استفاده از الگوري

و مدل  PhyMl (v2.4.3s) حداکثر احتمال با نرم افزار
TrN+G  توسط نرم افزارJmodel test (v2. 1. 

به عنوان بهترين مدل تکاملي تعيين شد، انجام گرفت.  (10
 .FigTree (v1. 3 (1درخت فيلوژنتيک توسط نرم افزار

 رسم شد.
 

 نتایج

نمونه  2ن تهيه شده از سگ ها، نمونه خو 20از مجموع 
داشتند   Hepatoozonمثبت برای انگل  PCRواکنش 

درصد محاسبه شد. با بررسي  10و ميزان آلودگي، برابر 
توالي  بدست آمده در اين مطالعه  2بين    فاصله ژنتيکي

مشخص شد  توالي هر دو نمونه يکسان و متعلق به يک 
کي توالي های فوق با هاپلوتايپ بودند. مقايسه فاصله ژنتي

ساير توالي های بانک ژني نشان داد که انگل از گونه 
Hepatozoon canis   مي باشد. اين انگل با هاپلوتايپ

H. canis  يک سگ در تهران )شماره دسترسي
KX880505 و همچنين با هاپلوتايپي در شغال طلايي )

شباهت  100%( KX712126روماني )شماره دسترسي 
. بررسي روابط فيلوژنتيکي هاپلوتايپ انگل ژنتيکي داشت

شناسايي شده  با آناليز فيلوژنتيکي و آناليز بيسين، توپولوژی 
تقريبا يکساني را نشان دادند.  به طوری که هاپلوتايپ 

 H. canis شناسايي شده در کنار دو  توالي از هاپلوتايپ
بدست آمده از تهران و روماني در يک کلاد قرار گرفتند 

(. اين سه توالي مشابه به عنوان گروه خواهری با 1ل)شک
 هاپلوتايپ های ديگر قرار گرفتند.
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با استفاده از  H. canisبررسي شده در مطالعه حاضر در درخت فيلوژنتيکي انگل  srRNA  18رسم جايگاه توالي  .1شکل 

 FigTreeنرم افزار 
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 بحث

، های آپیي کمپلکسیا يکي از دلايل اهميت مطالعه ی انگل
وجود برخي بيماری های ناشي از آن هاسیت کیه گاهیا بیه 
ني صورت اپيدمي بروز پيدا کرده و بر سلامت جمعيیت انسیا
گرچه اتاثير مي گذارند و مانع توسعه ی اقتصادی مي شوند، 

 خطر بيماری و مرگ مي تواند با تست های تشخيصي دقيق
 Liپيدا کند ) و مقرون به صرفه به طرز چشم گيری کاهش

 آزمیايش خیون يیابا (. تشخيص، معمولا 2020و همکاران، 
انگیل  DNAساير مايعات بدن بیرای آنتیي بیادی هیا يیا 

(Srisutham  ،همچنییين از طريییق 2017و همکییاران ،)
ون مشاهدات مستقيم انگل ها در بخشي از بافت ، اسمير خی

و  Sevillaيییا سییاير مییواد بيوپسییي را شییامل مییي شییود )
 (. 2018ن، همکارا

پي انه آيافته ها بيان داشته اند که انگل های خوني چندميزب
نید کمپلکسا، تنوع زيادی در انتخاب ميزبیان هیای خیود دار

(Maia  ،ايیین مطلییب نشییان دهنییده 2011و همکییاران .)
ليیل دميزبان ويژگي پايين اين انگل ها مي باشد؛ به همين 

ب في انتخیااست که مي توانند به سادگي ميزبان های مختل
ونه گکنند. در مطالعات ديگری نشان داده شده که بعضي از 

ميزبان ويژگي بالايي از خود نشیان  Hepatozoonهای 
بیه طیوری کیه نشیان داده شیده اسیت جینس  .مي دهنید

Hepatozoon عليرغم اينکه تمام گروه های مهره دار را 
 ه هیایآلوده مي کنند ولي به طور خاص، با شيوع بالا و گون

زيییاد در خزنییدگان و پسییتانداران گییزارش شییده اسییت 
(Valkiunas  ،در مطالعیییه حاضیییر 2016و همکیییاران .)

در  هاپلوتايپ بدست آمده با دو ميزبیان از رده سیگ سیانان
ر نقاط قاره های مختلف از جمله يک نمونه بررسیي شیده د
م کاستان تهران مشابهت داشت که نشان از ميزبان ويژگي 

ن ع ناقل يیا نیاقلين احتمیالي و همچنیيانگل، پراکنش وسي
ن بالای ايین هاپلوتايیپ از انگیل در جهیا و شيوع پراکنش
 دارد. 

يییک مطالعییه انجییام شییده  در برزيییل، بییر طبییق مشییاهده 
%  5/0گامتوسيت ها در اسمير خون، شيوع آلودگي متغيیر از 

(. در ايران 1998و همکاران،  Gondim% نشان داد ) 3تا 
کیه در  H.canisمولکیولي  بیرآوردهیدف اولين مطالعه با 

در اسیییتان اردبيیییل صیییورت گرفیییت، کیییه  2017سیییال 
 ( گیییزارش شییید104از  24) H.canis   %7/23شیییيوع

(Dalimi  ،در مطالعیه ی ديگیر، نیر  2017و همکاران .)
 %57/1در ايران  Hepatozoonشيوع عفونت گونه های 

در  .(2012و همکیاران،  Amoli( بدست آمید )254از  4)
( از طريیق رديیابي 2018مطالعه ديگیر سیلطاني و دليمیي )

از نمونه های سگ در تهران آلوده  %22ژنتيکي نشان دادن 
 AWDs در مطالعه ای که بر رویبودند.  H. canisبه 

)پییار   KNP )سییگ هییای وحشییي آفريقییايي آزاد( از
( در آفريقای جنوبي صورت گرفت، گامونیت  Krugerملي
از  H. canis   7/89 ( %26 يهشب Hepatozoonهای 
و  Netherlands( نمونه های اسمير خیون گیزارش )29

 Hepatozoon(. شيوع بالای گونه های 2021همکاران، 
آزاد در جاهای ديگر نيز گزارش شده است. در  AWDs در

و همکیاران،  Peirce( نمونه ها )16از  13% ) 5/81تانزانيا 
 ( نمونیییییه هیییییا11از  6% ) 55و در زامبيیییییا   (.1995
(Williams  ،2014و همکاران)   آلوده بودنید. در مطالعیه

 18Sحاضر، پس از بررسي ژنتيکي به کمک بخشي از ژن 

rRNA  Hepatozoon sp.  شناسايي که با توجیه بیه
 H. canisبررسي های صورت گرفتیه بیه عنیوان انگیل 

انگل با توجه بیه آنیاليز  آلودگي بهتشخيص داده شد. ميزان 
 H. canisتفاوت ها در شیيوع  درصد برآورد شد. 20ژني 

مي تواند به عواملي چون شیرايط بیدني ميزبیان مهیره دار، 
زيستگاه ميزبیان بیي مهیره، شیرايط آب و هیوايي منطقیه، 
احتمال تقابل ميزبان مهره دار و بي مهره آلوده بیه انگیل و 
همچنين ارتباط ميزبان های مهره دار بیا يکیديگر بسیتگي 

شد. هر يک از اين عوامل مي تواند به نوبه ی خیود داشته با
 در تثبيیییت و انتقیییال عفونیییت انگلیییي میییوثر باشییید

(Netherlands  ،2021و همکاران.)  شباهت صددرصدی
توالي به دست آمده با توالي اين انگل و نيز منطقیه ی آن و 
نزديکي به کشور، نشان دهنده ی فرآيندهای تکاملي انگیل 

ان متمادی با توجه به شرايط اقليمي و و ميزبان در طي سالي
جغرافيايي ست. بررسي های بعدی مي تواند بیا پرايمرهیای 

را میورد  18S rRNAاختصاصي تر، طول بيشیتری از ژن 
 ارزيابي قرار دهد.
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 نتیجه گیری

 

 

مطالعه حاضر، اولين بررسي مولکولي بر روی انگل های 
استان در  Hepatozoonجنس خوني پستانداران از 

گيلان مي باشد. بنظر مي رسد مناطق مختلف ايران از 
جمله استان گيلان به دليل شرايط مناسبي که برای ناقلين 
آپي کمپلکسا و به طور کلي ساير انگل های خوني دارد  

پتانسيل بالايي در گنجايش عفونت های انگلي دارد. لذا اين 
موجود در مطالعه با هدف بررسي و مقايسه گونه های انگلي 

به افزايش اطلاعات ما در مورد اين انگل منطقه، مي تواند 
 در کشور کمک کند.
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