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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

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

 

 خلاصه

سگ های  ايران گزارش شده است. در اين  -به طور معمول در جمعيت   در گزارشات  متعدد Hepatozoon canis انگل خوني  
از يک پناهگاه حيوانات در استان گيلان توسط واکنش زنجيره ای    H. canisمطالعه شيوع و روابط فيلوژنتيک آلودگي به انگل  

در     18SrRNAاز ژن   نوکلئوتيدی  600.  به اين منظور، تکثير قطعه ی  و آناليز توالي، مورد بررسي قرار گرفت  (PCR)پليمراز  
مثبت بود. آناليز توالي های بدست    PCRدرصد نمونه ها نتايج واکنش    10استخراج شده از خون انجام شد و در  DNAنمونه    20

سگ در تهران )شماره دسترسي   يکبدست آمده از    H. canisدرصد همانندی با توالي های    100آمده در اين مطالعه نشان داد که  
KX880505)    شماره دسترسي( و شغال طلايي از رومانيKX712126  وجود دارد. در آناليز فيلوژنتيکي اين سه  توالي در )

در سگ های استان گيلان بود. بررسي های جامع بيشتری برای    H. canisيک کلاد قرار گرفتند. اين نخستين بررسي فيلوژنتيکي  
 ضعيت آلودگي در استان های ايران مورد نياز است. شناسايي و

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

 

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

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

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

 Amblyomma spp., Dermacentorهايي مانند  

spp., Haemaphysalis spp., Ixodes spp.,   و 
Rhipicephalus spp.      .است شده  توزيع  دارد  وجود 

نه ها مي توانند انسان و ساير جانوران را در معرض گونه  اين ک
خوني  های  انگل  مختلف  )  های  دهند  و   Almazanقرار 

 (.  2022همکاران، 

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

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

گونه از    46گونه از اين انگل ها توصيف شده است که    300
و    Aydinآنها برای پستانداران بيماريزا محسوب مي شوند )

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

(. اين انگل  2015و همکاران،    Rubibiمحسوب مي شود )
در پستاندران گلبول های سفيد خوني بخصوص نوتروفيل و  
مونوسيت ها را آلوده مي کند. مرحله تکثير غير جنسي اين 
انگل در بافت های پارانشيم  کبد، کليه و طحال انجام مي  

در درجه    H. canis(.  2003و همکاران،    Banethگيرد )
قهوه های  کنه  توسط  گونه    اول  از  سگ  ای 

R.sanguineus    و بعد از خورده شدن اتفاقي کنه توسط
سگ، طي هضم کنه های آلوده به اووسيت های رسيده انگل  
يا اسپورزوئيت های انگل به سگ ها انتقال مي يابد. هر چند  
گونه های ديگری از کنه برای انتقال اين انگل پيشنهاد شده 

( س Aktas  ،2014است  هپاتوزونوزيز  با  (.  است  ممکن  گ 
با شدت   و  باشد  بدون علامت  کاملا   ، پايين  آلودگي  شدت 

بيماری با علايمي مانند تب، کم خوني،  -آلودگي بالا به انگل،

 Otrantoبي اشتهايي، اسهال و حتي مرگ  ظاهر مي شود )
 (.  2011و همکاران، 

در ايران مطالعاتي بر روی سگ ها و گربه ها صورت گرفته  
ا بيشتر  ين مطالعات شناسايي مورفولوژيکي مرحله  است که 

گامونت در گلبول سفيد، يا مرحله تکثير شيزوگوني اين انگل  
روش های بافت شناسي بوده    در بافت های پارانشيمي توسط

و    Khoshnegah.،  2022و همکاران،  Zeinali است )
مطالعات 2009همکاران،   مولکولي،  های  روش  توسعه  با   .)

سايي دقيق تر انگل ها بکار گرفته شده ژنتيکي نيز جهت شنا
(. با توجه به اينکه يکي  Dalimi    ،2018و  Soltani است )

و   پراکنش  به  انگل  اين  شدت  و  شيوع  عوامل  مهمترين  از 
و   آب  های  تفاوت  و  دارد  بستگي  ناقلين  جمعيت  فرکانس 
است    ناقلين  شيوع  در  تفاوت  باعث  ای  منطقه  و  هوايي 

(Otranto    ،مطالعه ی پراکنش اين انگل  2011و همکاران )
مطالعه  در  رسد.  مي  بنظر  ضروری  کشور  مختلف  نقاط  در 
خوني   انگل  مولکولي  شناسايي  و  حضور  حاضر 

Hepatozoon    يک در  ولگرد  های  از سگ  جمعيتي  در 
قرار   بررسي  مورد  گيلان  استان  شرق  در  حيوانات  پناهگاه 
نگل  گرفته است و همچنين مقايسه وضعيت فيلوژنتيکي اين ا

گزارش شده در ايران    H. canisو ارتباط با ساير انگل های  
 هدف اين مطالعه بوده است. 

 

 مواد و روش کار 

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

نمونه    DNAبرای مطالعات مولکولي اخذ گرديد. استخراج  
انجام   (Triton X- 100)های خون توسط بافر دترجنت 

 18د. توالي پرايمر بر اساس مطالعات قبلي قطعه ای از ژن  ش

rRNA     نواحي  Hep300 (5′-GTT TCTدر 

GAC CTA TCA GCT TTC GACG-3′)   و
Hep900 (5′-CAA ATC TAA GAA TTT 

CACCTC TGA C-3′)    محصول که   شد  تعيين 
را رونويسي مي کند    18SrRNAجفت باز از ژن    600تقريبا  
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( Ujvari،همکاران واکنش  2004  و   .)PCR    25در  
حاوی   محلول  مسترميکس،    5/12ميکروليتر   1ميکروليتر 

ميکرومولار از   5/0غلظت نهايي    الگو و   DNAميکروگرم  
دقيقه در دمای   4شامل     PCRهر پرايمر انجام شد. واکنش  

، در پي آن  DNAدرجه سانتي گراد جدا شدن دو رشته    95
  92ثانيه در دمای    45سيکل شامل جدا شدن دو رشته در    30

درجه   58ثانيه اتصال پرايمر در دمای    45درجه سانتي 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    آگارز ژل  نور  درصد     1.2در  شد.    UVبا  مشاهده 
توالي يابي محصول نهايي، توسط شرکت سينا کلون تهران 

 انجام شد.  

 BLASTميتوکندريايي با استفاده از    18SrDNAتوالي   

(www.ncbi.nlm.nih.gov)    با و  شد  هويت  تعيين 
برنامه   از  برای  ويرايش شد  BioEdit (v7. 2)استفاده   .

آناليز فيلوژنتيک، توالي پيدا شده در اين آزمايش با  توالي های  
مورد   ايران  های  نمونه  الويت  با  ژني  بانک  در  شده  دانلود 

گرفت.   قرار  نتايج  استفاده  با  با   توالي جديد  ژنتيکي  فاصله 
NCBI  (  توسط برنامه مگاv5. 10    محاسبه شد . برای )

 .2 .3)استفاده از الگوريتم    دقت بالاتر، درخت فيلوژنتيکي با

1)  Bayesianافزار نرم  با  احتمال  حداکثر  همچنين   و 

(v2.4.3s) PhyMl    و مدلTrN+G    توسط نرم افزار

Jmodel test (v2. 1. 10)   مدل بهترين  عنوان  به 
تکاملي تعيين شد، انجام گرفت. درخت فيلوژنتيک توسط نرم  

 رسم شد.  .FigTree (v1. 3 (1افزار
 

 نتایج 

ها،    20مجموع    از سگ  از  شده  تهيه  خون  نمونه    2نمونه 
داشتند  و   Hepatoozonمثبت برای انگل    PCRواکنش  

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

به يک هاپلوتايپ  نمونه يکسان و متعلق  توالي هر دو  شد  
مقايسه فاصله ژنتيکي توالي های فوق با ساير توالي    بودند.

 Hepatozoonهای بانک ژني نشان داد که انگل از گونه  

canis     مي باشد. اين انگل با هاپلوتايپH. canis    يک
( و همچنين  KX880505سگ در تهران )شماره دسترسي  

دسترسي   )شماره  روماني  طلايي  شغال  در  هاپلوتايپي  با 
KX712126  )100%    بررسي داشت.  ژنتيکي  شباهت 

آناليز  با  شده   شناسايي  انگل  هاپلوتايپ  فيلوژنتيکي  روابط 
فيلوژنتيکي و آناليز بيسين، توپولوژی تقريبا يکساني را نشان  
دادند.  به طوری که هاپلوتايپ شناسايي شده در کنار دو  توالي 

بدست آمده از تهران و روماني در    H. canis از هاپلوتايپ
(. اين سه توالي مشابه به عنوان  1د قرار گرفتند )شکليک کلا

 گروه خواهری با 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

انگتل های آپي کمپلکستتتا، يکي از دلايل اهميتت مطتالعته ی 
وجود برخي بيماری های ناشتتتي از آن هاستتتت که گاها به  
صتورت اپيدمي بروز پيدا کرده و بر ستلامت جمعيت انستاني 
تاثير مي گذارند و مانع توستعه ی اقتصتادی مي شتوند، اگرچه 
خطر بيماری و مرگ مي تواند با تستت های تشتخيصتي دقيق 

 Liکاهش پيدا کند )و مقرون به صترفه به طرز چشتم گيری 
آزمتايش خون يتا بتا  (. تشتتتخيص، معمولا  2020و همکتاران،  

انگتل    DNAستتتاير متايعتات بتدن برای آنتي بتادی هتا يتا  
(Srisutham    ،هتمتکتتاران طتريتق  2017و  از  هتمتچتنتيتن   ،)

مشتاهدات مستتقيم انگل ها در بخشتي از بافت ، استمير خون 
و  Sevillaيا ستتاير مواد بيوپستتي را شتتامل مي شتتود )

 (. 2018کاران، هم

يافته ها بيان داشتته اند که انگل های خوني چندميزبانه آپي 
کمپلکستتتا، تنوع زيتادی در انتختاب ميزبتان هتای خود دارنتد  

(Maia   ،اين مطلب نشان دهنده ميزبان  2011و همکاران .)
ويژگي پايين اين انگل ها مي باشتد  به همين دليل استت که 

مختلفي انتخاب کنند. در مي توانند به ستتادگي ميزبان های 
مطالعات ديگری نشتتان داده شتتده که بعضتتي از گونه های 

Hepatozoon   ميزبتان ويژگي بتالايي از خود نشتتتان مي
بته طوری کته نشتتتان داده شتتتده استتتت جنس   .دهنتد

Hepatozoon    عليرغم اينکته تمتام گروه هتای مهره دار را
های آلوده مي کنند ولي به طور خاص، با شتتيوع بالا و گونه 

زيتاد در خزنتدگتان و پستتتتتانتداران گزارش شتتتده استتتت  
(Valkiunas    ،در مطتالعته حتاضتتتر 2016و همکتاران .)

هاپلوتايپ بدستتت آمده با دو ميزبان از رده ستتگ ستتانان در 
نقاط قاره های مختلف از جمله يک نمونه بررستتي شتتده در 
استتان تهران مشتابهت داشتت که نشتان از ميزبان ويژگي کم 

وستتتيع نتاقتل يتا نتاقلين احتمتالي و همچنين   انگتل، پراکنش
 بالای اين هاپلوتايپ از انگل در جهان دارد.  و شيوع پراکنش

يتک مطتالعته انجتام شتتتده  در برزيتل، بر طبق مشتتتاهتده 
%  5/0گامتوستيت ها در استمير خون، شتيوع آلودگي متغير از  

(. در ايران 1998ن،  و همکارا Gondim% نشتان داد )  3تا 
کته در   H.canisمولکولي    برآورداولين مطتالعته بتا هتدف  

اردبيتل صتتتورت گرفتت، کته   2017ستتتتال   در استتتتتان 

 ( گزارش شتتتتد104از    24)  H.canis    %7/23شتتتيوع
(Dalimi    ،در مطتالعته ی ديگر، نر   2017و همکتاران .)

 %57/1در ايران   Hepatozoonشتيوع عفونت گونه های  
در   .(2012و همکتاران،   Amoliت آمتد )( بتدستتت254از   4)

( از طريق رديتابي 2018مطتالعته ديگر ستتتلطتاني و دليمي )
از نمونه های ستگ در تهران آلوده   %22ژنتيکي نشتان دادن 

 AWDs در مطتالعته ای که بر رویبودند.   H. canisبه  

از )پتار    KNP  )ستتتگ هتای وحشتتتي آفريقتايي آزاد( 
گرفت، گامونت   ( در آفريقای جنوبي صتتورت Krugerملي
از   H. canis    7/89  ( %26 شتبيه Hepatozoonهای 
و    Netherlands( نمونته هتای استتتمير خون گزارش )29

 Hepatozoon(. شتيوع بالای گونه های 2021همکاران،  
آزاد در جاهای ديگر نيز گزارش شتده استت. در  AWDs در

و همکتاران،    Peirce( نمونته هتا )16از    13% )  5/81تتانزانيتا 
 Williams) ( نمونه ها11از   6% ) 55و در زامبيا    (.1995

آلوده بودنتد. در مطتالعته حتاضتتتر، پس از    (2014و همکتاران،  
  18S rRNAبررستتتي ژنتيکي بته کمتک بخشتتتي از ژن  

Hepatozoon sp.   شتناستايي که با توجه به بررستي های
تشتتخيص داده  H. canisصتتورت گرفته به عنوان انگل 

درصتد  20انگل با توجه به آناليز ژني   آلودگي بهميزان  شتد.  
مي تواند به   H. canisتفاوت ها در شتتتيوع   برآورد شتتتد.

عواملي چون شترايط بدني ميزبان مهره دار، زيستتگاه ميزبان 
بي مهره، شتترايط آب و هوايي منطقه، احتمال تقابل ميزبان 

ميزبتان مهره دار و بي مهره آلوده بته انگتل و همچنين ارتبتاط 
های مهره دار با يکديگر بستتگي داشتته باشتد. هر يک از اين 
عوامتل مي توانتد بته نوبته ی خود در تثبيتت و انتقتال عفونتت  

 (.2021و همکتاران،    Netherlands)  انگلي موثر بتاشتتتد
شتباهت صتددرصتدی توالي به دستت آمده با توالي اين انگل و 
ی   نيز منطقته ی آن و نزديکي بته کشتتتور، نشتتتان دهنتده

فرآيندهای تکاملي انگل و ميزبان در طي ستاليان متمادی با 
توجه به شترايط اقليمي و جغرافيايي ستت. بررستي های بعدی 
مي تواند با پرايمرهای اختصتاصتي تر، طول بيشتتری از ژن 

18S rRNA .را مورد ارزيابي قرار دهد 
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 نتیجه گیری

 

 

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

استان   جمله  از  ايران  مختلف  مناطق  رسد  مي  بنظر  باشد. 
گيلان به دليل شرايط مناسبي که برای ناقلين آپي کمپلکسا 

ي در  و به طور کلي ساير انگل های خوني دارد  پتانسيل بالاي
هدف   با  مطالعه  اين  لذا  دارد.  انگلي  های  عفونت  گنجايش 
بررسي و مقايسه گونه های انگلي موجود در منطقه، مي تواند  
 به افزايش اطلاعات ما در مورد اين انگل در کشور کمک کند.
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