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صفار بنیس، ا.1، سلیمی بجستانی، م . ر.2*،  استاجی، ح.2 ، رسولی، م.2.

1. دانش آموخته کارشناسی ارشد انگل شناسی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه سمنان، سمنان، ایران. 

2. گروه پاتوبیولوژی دانشکده دامپزشکی دانشگاه سمنان، سمنان، ایران.

msalimi@semnan.ac.ir :نویسنده مسؤول*

خلاصه 
طی سال های اخیر، اهمیت نسبت به تحقیق در مورد خانواده آناپلاسماتاسه1  افزایش یافته است. در این خانواده جنس ارلیشا2  قرار دارد که 
باکتری های اجباری داخل سلولی و زئونوتیک می باشند. ناقلین اصلی این باکتری ها کنه ها می باشند که گونه های رایج کنه های سخت که 
عمدتا در همه جای دنیا نیز وجود دارند مانند کنه های  ایکسودس3 ، درماسنتور 4 ، ریپیسفالوس 5  و آمبلیوما 6  مهم ترند. هدف از این پژوهش 
ردیابی مولکولی ارلیشیا اوینجی 7  در سگ های ارجاعی به کلینیک های دامپزشکی شهر سمنان بوده است. در این مطالعه از 134 قلاده سگ 
به صورت کاملا تصادفی به میزان 5-4 سی سی خون اخذ شد و جهت استخراج DNA  از نمونه ها از روش فنول-کلروفورم استفاده گردید. 
در ادامه با کمک پرایمرهای آناپلاسماتاسه، ژن مورد نظر ردیابی گردید و موراد مثبت ثبت شد و سپس موارد مثبت به لحاظ حضور ارلیشیا 
مورد بررسی قرار گرفتند. براساس نتایج از کل تعداد نمونه های ارجاعی تعداد 35 نمونه از نظر آناپلاسماتاسه مثبت بودند که  21 نمونه نر و 

14 نمونه ماده بودند ولی در ردیابی ژنوم مربوط به جنس ارلیشیا هیچ نمونه ایی مثبت تعیین نشد.
واژه های کلیدی: ارلیشیا اوینجی ، آناپلاسماتاسه، سگ، سمنان.

دریافت: 1398/05/08        پذیرش: 1399/11/12  

1.Anaplasmataceae
2.Ehrlichia
3.Ixodes
4.Dermacentor

5.Rhipicephalus
6.Ambelyoma
7.Ehrlichia ewingii
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مقدمه
آناپلاسماتاسه(  خانواده  به  )متعلق  ارلیشیا  جنس  های  باکتری 
شکل  کروی  منفی،  گرم  سلولی،  داخل  اجباری  های  انگل  جزء 
های  واکوئول  درون  میزیان  سلول  در  که  هستند  متحرک  غیر  و 
تشکیل  باعث  امر  این  شوند.  می  تکثیر  و  قرارگرفته  سیتوپلاسمی 
تجمعی از باکتری ها به نام مورولا در سلول های آلوده می گردد 
و باکتری ها بواسطه ی رنگ های رومانوفسکی به رنگ آبی تیره 
تا کنون 5   .)2003 ،Childs و   Paddock( مشاهده می شوند 
گونه در جنس ارلیشیا شامل ارلیشیا کنیس 8 ، ارلیشیا اوینجی، ارلیشیا 
چافنسیس 9 ، ارلیشیا رومینانتوم 10  و ارلیشیا موریس 11  شناسایی 
William L Nich� ;2018 ،و همکاران Karlsen )شده اند 

اسب،  قبیل سگ،  از  مختلفی  های  میزبان  در  و   )2018  ،olson
ارلیشیا  نمایند.  می  ایجاد  آلودگی  انسان  و  گربه  نشخوارکنندگان، 
اوینجی برای اولین بار در سال 1992 در امریکا تشخیص داده شد 
)Anderson و همکاران، 1992( و پس از آن از آفریقا و برزیل 
 Ndip ;2009 ،و همکاران Oliveira( هم گزارش گردیده است
و همکاران، 2005(. گوزن دم سفید نیز به عنوان مخزن و نگهدارنده 
 ،Yabsley و Paddock( این باکتری در طبیعت مطرح می باشد
2007(. ارلیشیا اوینجی عامل ایجاد بیماری ارلیشیوز گرانولوسیتی در 
سگ و انسان بوده و توسط کنه های جنس آمبلیوما به میزبان های 
مهره دار منتقل می شود و به عنوان شایع ترین گونه جنس ارلیشیا 
در سگ ها در برخی مناطق جغرافیایی مانند برخی کشورهای قاره 
آمریکا مطرح می باشد )Oliveira و همکاران، 2009(. همچنین 
باکتری در آسیا و آفریقا در سگ ها وجود  این  از شیوع  گزارشاتی 
ارلیشیا اوینجی در سگ عموما فرم  از  دارد. در عفونت های ناشی 
حاد بیماری در میزبان مشاهده شده و در بدن میزبان نوتروفیل ها 
باکتری در سگ  این  با  گیرند. عفونت  قرار می  باکتری  این  هدف 
علائم بالینی از قبیل تب، بی اشتهایی، ترومبوسایتوپنی، پلی آرتریت 
 Starkey( و اختلالات سیستم اعصاب مرکزی را ایجاد می نماید
 INOKUMA  ;2001 ،و همکاران Gusa  ;2015 ،و همکاران
با  ارلیشیا اوینجی در خون کامل  و همکاران، 2001(. ردیابی ژنوم 
استفاده از روش PCR در مقایسه با روش های سرم شناسی بسیار 
حساسیت و ویژگی بالایی دارد و می توان عفونت های فعال ناشی 
از این پاتوژن را سریعا تشخیص داد و به درمان آن ها اقدام نمود زیرا 
قابلیت ردیابی انگل در آزمایش PCR، 4 روز پس از آغاز عفونت 
انجام مطالعه  از  )Yabsley و همکاران، 2011(. هدف  باشد  می 
در سگ  اوینجی  ارلیشیا  گونه  یا عدم حضور  بررسی حضور  حاضر 

های ارجاعی به کلینیک های دامپزشکی شهر سمنان می باشد. 

مواد و روش کار
ماهه   3 دوران  یک  طی  حاضر  مطالعه  در  ها  نمونه  آوری  جمع 
از سگ  خون  نمونه   134 تعداد  پذیرفت.  انجام   1399 تابستان  در 
های ارجاعی به کلینیک های دامپزشکی شهر سمنان پس از ثبت 
اطلاعات آنها به صورت تصادفی اخذ گردید و در لوله های حاوی 
دانشکده  به  یخ  کنار  در  و  آوری  جمع   EDTA انعقاد   ضد  ماده 
از  ژنوم  استخراج  سپس  شدند.  منتقل  سمنان  دانشگاه  دامپزشکی 
نمونه های اخذ شده به روش فنول-کلروفرم )Abedi و همکاران، 
استخراج   DNA انجام شده و  12  آن ها  بافی کوت  از  و   )2018
شده تا زمان انجام بررسی های مولکولی در فریزر20- سانتی گراد 

نگهداری شدند. 
 DNA های  نمونه  در  اوینجی  ارلیشیا  گونه  ردیابی  جهت 
به  آناپلاسماتاسه  خانواده  اعضای  ژنوم  حضور  ابتدا  شده  استخراج 
 :EEM2F پرایمرهای                            واسطه 
  GGAGCTAAAATAGAAGATAATC -5
GTGCCAAAAGGTAATA�-5  :EEM1R  و    

CAT  مورد بررسی قرار گرفتند. به این ترتیب که 1 میکرولیتر از 
DNA استخراج شده به همراه 0/5 میکرولیتر از هر پرایمر با 12/5 
 )Jena Bioscience, Germany( مسترمیکس  میکرولیتر 
مخلوط شده و 10/5 میکرولیتر آب مقطر استریل برای رساندن حجم 
میکروتیوب به 25 میکرولیتر اضافه می شد و سپس میکروتیوب ها 
 BIOER( در شرایط دمایی زیر جهت تکثیر در دستگاه ترموسایکلر
سانتی  درجه   95 شدند:  می  داده  قرار   )XP Cycler, China
گراد به مدت 2 دقیقه، پس از آن 40 سیکل متشکل از 94 درجه 
سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، 55 درجه سانتی گراد 30 ثانیه و 72 
درجه سانتیگراد به مدت 60 ثانیه و در پایان یک چرخه نهایی 72 
درجه سانتیگراد به مدت 5 دقیقه )Wen و همکاران، 1997(. قابل 
ذکر است که پرایمرهای فوق قطعه ای از ژنوم مشترک در خانواده 
نمایند. در  باز تکثیر می  اندازه bp1400 جفت  با  را  آناپلاسماتاسه 
الکتروفورز   %  1/5 آگارز  ژل  در  تکثیر شده  بعد محصولات  مرحله 
شده و پس از رنگ آمیزی با رنگ اتیدیوم بروماید زیر دستگاه ژل 
داک )Nanolytik™, England( مورد بررسی قرار می رفتند. 
متعلق  ژنی  قطعه  حضور  لحاظ  از  که  هایی  نمونه  بعد  مرحله  در 
به خانواده آناپلاسماتاسه مثبت تشخیص داده می شدند با استفاده 
  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG های  پرایمر  از 
EHR16SR: TGACACTCATCGTT� fd1:  و      

TACAGCبه لحاظ حضور آلودگی به باکتری های جنس ارلیشیا 
مورد  همکاران  و   Inokuma توسط  شده  ارائه  پروتکل  مطابق 
بررسی قرار می گرفتند )Inokuma و همکاران، 2003(. در این 
8.Ehrlichia canis
 9.Ehrlichia chaeffensis
 10.Ehrlichia ruminantum

11.Ehrlichia muris
12.Buffy coat
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مرحله از PCR یک قطعه ژنی به اندازه 769 جفت باز مشترک بین 
گونه های جنس ارلیشیا مورد ردیابی قرار می گرفت. قابل ذکر است 
که شرایط دمایی مورد استفاده در آزمون PCR پس از طی مراحل 
بهینه سازی دمای اتصال پرایمرها تعیین شد. مقایسه شیوع آماری 
های  گروه  بین  اوینجی  ارلیشیا  گونه  و  آناپلاسماتاسه  مثبت  موارد 
 Exact مختلف براساس سن و جنس با استفاده از نرم افزار آماری
مورد   )0,05  <  P(  %  95 اطمینان  ضریب  و   Fisher’s Test

تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

نتایج
پس از استخراج DNA از بافی کوت خون سگهای مورد مطالعه و 
جستجوي قطعه ي مورد نظر )با طول تقریبی 1400 جفت باز متعلق 
آناپلاسماتاسه  خانواده  مختلف  اعضاء   16S rRNA ي  ناحیه  به 
از  134 قلاده سگ مورد مطالعه  به روش PCR ، در 35 قلاده 

)26/11 %( آلودگی به اعضاء خانواده آناپلاسماتاسه مشاهده گردید 
بودند  ماده  نمونه سگ   14 و  نر  نمونه سگ   21 آنها  میان  در  که 

)شکل 1(. 
نشان  ماده  و  نر  های  بین سگ  مثبت  موارد  شیوع  آماری  مقایسه 
 .)0,05 > P( داد که اختلاف بین این دو جنس معنی دار نمی باشد
های  نمونه  پراکنش  میزان  که  داد  نشان  آماری  مقایسه  همچنین 
نسبت  سال   5 بالای  سنی  گروه  در  آناپلاسماتاسه  لحاظ  به  مثبت 
سایر گروه های سنی )زیر 5 سال( بصورت معنی داری بیشتر می 

 .)0,05 < P( باشد
ردیابی قطعه ژنوم اختصاصی متعلق به جنس ارلیشیا در نمونه های 
از  آناپلاسماتاسه مشخص نمود که هیچ کدام  از لحاظ  مثبت شده 
ارلیشیا  ارلیشیا و به تبع آن  از لحاظ حضور اعضاء جنس  نمونه ها 

اوینجی مثبت نبودند )شکل 2(.

 

 

شکل 1. تصویر محصولات الکتروفورز شده مربوط به ردیابی قطعه اختصاصی خانواده آناپلاسماتاسه. M: مارکر با اندازه قطعات 100 جفت باز، C+: شاهد مثبت ) 

آناپلاسما پلتیس 13 (، 1-18 : نمونه های خون سگ مورد بررسی در مطالعه حاضر.

شکل 2. تصویر محصولات الکتروفورز شده مربوط به ردیابی قطعه اختصاصی جنس ارلیشیا. M: مارکر با اندازه قطعات 100 جفت باز، 1- 12: نمونه شاهد مثبت تکثیر 

شده جهت بهینه سازی آزموت PCR، 13: یکی از نمونه های مورد بررسی در مطالعه حاضر.
13. Anaplasma platys
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بحث
خانواده آناپلاسماتاسه در راسته باکتری های ریکتزیاله 14 قرار داشته 
آنها جزء  بین  باشد که دو جنس در  باکتری می  و شامل 5 جنس 
باکتری های  از  داخل سلولی هستند. 4 جنس  اجباری  انگل های 
نئوارلیشیا  و   15 نئوریکتزیا  ارلیشیا،  آناپلاسما،  قبیل  از  خانواده  این 
 William L.( باشند  می  انسان  در  عفونت  ایجاد  به  قادر   16

بواسطه  زئونوز  باکتری های  از  گروه  این   .)2018 ،Nicholson
ناقلین غیرمهره دار منتقل شده و در انسان و حیوانات گاها منجر به 
ایجاد بیماری های کشنده ایی می شوند )Starkey و همکاران، 
Anderson ;2015 و همکاران، 1992(. چرخه طبیعی این گروه 
از باکتری ها توسط ناقلین بندپا و درمیان گونه های حیات وحش یا 
دام های اهلی صورت می گیرد. پنج گونه در جنس ارلیشیا و چهار 
انسان  بیماری در  ایجاد عفونت و  توانایی  آناپلاسما  گونه در جنس 
را دارا بوده و چندین گونه تا به امروز از کودکان و افراد بالغ و بیمار 
گزارش شده اند. سالانه هزاران مورد بیماری ناشی از اعضاء خانواده 
گزارش  آمریکا  متحده  ایالات  در  ویژه  به  انسان  در  آناپلاسماتاسه 
)Starkey و همکاران، 2015(. قابل ذکر است که در  می شوند 
در  غالب  های  گونه  متحده  ایالات  مانند  جغرافیایی  مناطق  برخی 
ایجاد عفونت ها ارلیشیا چافنسیس، ارلیشیا اوینجی، ارلیشیا موریس 
 Elhamiani Khatat( و آناپلاسما فاگوسایتوفیلوم 17 می باشند
از گاهی  . هر  Liddell و همکاران، 2003(  و همکاران، 2017; 
که گونه جدیدی از آناپلاسماتاسه از انسان یا حیوانات جداسازی و 
تشخیص داده می شود توانایی ایجاد عفونت بواسطه سایر گونه ها 
میزان  حاضر  مطالع  در  گیرد.  می  قوت  خانواده  این  های  و جنس 
 PCR شیوع باکتری های خانواده آناپلاسماتاسه با استفاده از روش
در سگ های مورد مطالعه 26/11 % تعیین شد، اما ژنوم ارلیشیا در 
این  احتمالا  و  نداشته  وجود  بررسی  مورد  های  نمونه  از  هیچکدام 
امر به دلیل حضور اجرام متعلق به سایر جنس های این خانواده در 
نمونه های مورد بررسی می باشد و این حالت در سایر مطالعات نیز 
 Hamidinejat ;1997 ،و همکاران Jafari( مشاهده شده است
و همکاران، 2019(. قابل ذکر است که تاکنون هیچ گونه گزارشی 
از گونه ارلیشیا اوینجی و از هیچ گونه میزبانی در ایران وجود ندارد. 
تشخیص  های  روش  و  شیوع  مورد  در  زیادی  مطالعات  تاکنون  
جنس های مختلف آناپلاسماتاسه در ایران و سایر نقاط جهان انجام 
پذیرفته است. برای مثال درخصوص ردیابی گونه ارلیشیا کنیس در 
سگ های مناطق مختلف در ایران توسط محققان مختلف، شیوع 
– 9/44 % گزارش شده است و مطالعات  بازه 26/8  این گونه در 
مذکور با استفاده از روش های مختلفی شامل بررسی گسترش های 

علائم   ،  19 ایمنوکروماتوگرافی   ،)IFA(  18 ایمنوفلورسانس  خونی، 
 PCR مانند  مولکولی  های  روش  و  ترومبوسایتوپنی  مانند  بالینی 
Baha� ;2015 ،و همکاران Akhtardanesh )انجام شده اند 

همکاران، 1997;  و   Jafari همکاران، 2018;  و   rieh Yazdi
همکاران، 2015(  و   Ansari-Mood  ;2010 ،Razi Jalali
هم چنین ارلیشیا کنیس در ایران از کنه  ریپی سفالوس  هم جدا 
در   .)2016 همکاران،  و   Motaghipisheh( است  شده  سازی 
مطالعه حاضر باتوجه به اینکه در مرحله دوم PCR هیچگونه مورد 
مثبتی به لحاظ ارلیشیا در سگ های مورد بررسی مشاهده نشد می 
توان نتیجه گرفت که شیوع ارلیشیا در سگ های منطقه بویژه سگ 
های خانگی بسیار پایین و احتمالا صفر می باشد. همچنین باتوجه 
به اینکه کنه آمبلیوما آمریکانوم 20 به عنوان ناقل اصلی گونه ارلیشیا 
اوینجی معرفی شده است و تاکنون گزارشی از حضور این کنه در 
آلودگی  احتمال وجود  نتیجه گرفت که  ندارد می توان  ایران وجود 

سگ ها به این پاتوژن در کشور ایران بسیار پایین می باشد. 
مطالعات مختلفی تاکنون درخصوص ردیابی گونه های آناپلاسما در 
به عنوان  را  بندپایانی که سگ  نمونه های خون سگ و همچنین 
میزبان انتخاب می نمایند در ایران انجام شده و نتایج این گروه از 
بررسی ها حاکی از وجود بندپایان مستعد انتقال آناپلاسما به سگ ها 
در ایران می باشد و همچنین گونه آناپلاسما فاگوسایتوفیلوم با درصد 
های شیوع متفاوت از 2 % تا 57 % در سگ های مناطق مختلف 
Hami� ;2016 ،و همکاران Tajedin )ایران گزارش شده است  

 ;2019 همکاران،  و   Yousefi  ;2019 همکاران،  و   dinejat
Latta و همکاران، 2021(. در مطالعه حاضر ردیابی ژنوم متعلق به 
خانواده آناپلاسماتاسه در نمونه خون سگ های مورد بررسی و عدم 
ردیابی ژنوم باکتری های جنس ارلیشیا می تواند نشان دهنده حضور 
آلودگی به باکتری های جنس آناپلاسما در سگ های منطقه باشد 
و نتایج مطالعه حاضر اهمیت بررسی بیشتر و دقیق تر حضور پاتوژن 
های خونی منتقله توسط بندپایان را در سگ های منطقه سمنان به 
نشان می دهد.  را  آناپلاسماتاسه  خانواده  ویژه جنس های مختلف 
در  اوینجی  ارلیشیا  ردیابی  عدم  علل  ترین  اصلی  از  یکی  احتمالا 
به  ارجاعی  سگهای  انتخاب  توان  می  را  بررسی  مورد  های  نمونه 
و  پاک هستند  ها  کنه  لوث حضور  از  اکثرا  که  دانست  ها  کلینیک 
بعنوان پیشنهاد برای کارهای تکمیلی انتخاب سگهای پناهگاه ها و 

سگ های ولگرد برای مطالعات بعدی توصیه می گردد.

14. Rikettsiales
15. Neorikettsia
16.NeoEhrlichia
17.Anaplasma phagocytophilum

18.Immunoflourescence Assay
19.Immunochromatography
20.Ambelyoma americanum
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Abstract
In recent years, there has been a growing interest in research into the Anaplasmataceae family. 
In this family, there is the genus Ehrlichia, which is a compulsive intracellular and zoonotic 
bacterium. The main carriers of these bacteria are mites, the most common species of hard ticks 
that are found mainly in all parts of the world, such as Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus and 
Amblyomma. The aim of this study was to track the molecular detection of Ehrlichia ewingii 
among referred dogs referred to the veterinary clinic of Semnan University. In this study, 134 
dogs were randomly assigned to each of them in the amount of 4�5ml of blood and they were 
used to extract DNA using phenol-chloroform method. Subsequently, with the help of Anaplas�
mataceae primers, the desired gene was traced and positive cases were recorded. Based on the 
results, out of the total number of reference samples, 35 samples were positive, of which 21 
were male and 14 were female but none of them were Ehrlichia positive after the second round 
of PCR.
Key words: Ehrlichia ewingii, Anaplasmataceae, Dog, Semnan.
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