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                                                                                                                 چکیده

 

ها از اهمیت قابل توجهی برخوردارند و شناسایی صحیح اند که در این میان ککهای خارجی از سگ گزارش شدههای مختلفی از انگلتاکنون گونه :زمینۀ مطالعه

 . کندتواند به لحاظ بهداشتی ما را در کنترل این انگل خارجی یاری ها میآن

 به دو روش مورفولوژیکی و مولکولی شده است.  کتنوسفالیدسهای ها، در مطالعه حاضر سعی در شناسایی ککبا توجه به عدم شناسایی دقیق کک: هدف

های شناسایی ککهای ارجاع شده به بیمارستان دامپزشکی دانشگاه تهران مورد بررسی قرار گرفتند، سپس نسبت به جمع آوری و ابتدا سگ مطالعه حاضردر : کارروش

و تکثیر ژن  PCRهای تشخیصی انجام شد و مطالعه مولکولی با استفاده از روش ها اقدام شد. شناسایی مورفولوژیک توسط میکروسکوپ و کلیدجدا شده از سگ

COX1 انجام شد. در مرحله بعد شناسایی با استفاده از آزمایش  کتنوسفالیدسهای ککRFLP ت گرفت. و تعیین ترادف بازی صور 

 کنیس کتنوسفالیدس، کتنوسفالیدس فلیسعدد کک جداسازی شد. در مطالعات مورفولوژیک، سه گونه  605قلاده سگ آلوده به کک،  20از مطالعه حاضردر  :نتایج

. پس از شدتکثیر و روی ژل ظاهر  کتنوسفالیدسهای کک COX1 جفت بازی از ژن 552ای به طول شناسایی گردید. از لحاظ مولکولی نیز قطعه پولکس ایریتانس و

-PCRدرصد مشابهت وجود دارد. در آزمایش  99 وکتنوسفالیدس کنیس کتنوسفالیدس فلیس، دو گونه COX1تعیین توالی، مشخص گردید که در توالی جایگاه ژنی 

RFLP  که از آنزیمTaq1  .برای تفکیک دو گونه استفاده شد، نتایج برای هر دو گونه مشابه بود 

 زیآمتیموفق COX1 یهاها با استفاده از ژنآن یمولکول صیتشخ یول باشندیم کیقابل تفک یدو گونه کک سگ از لحاظ مورفولوژ نیگرچه ا: نهایی گیرینتیجه

 نبوده است. 

 COX1 سگ، ژن، ،کتنوسفالیدس فلیس ،کتنوسفالیدس کنیس :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ
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مقدمه

توانند میزبان اصلی و در برخی موارد میزبان اتفاقی میها سگ

توانند از های مهمی که میها باشند. از بیماریانواع زئونوز

های ها و بیماریها به انسان انتقال یابند، انواع آلودگیسگ

های ها، انگلتوان نام برد. یک دسته مهم از آلودگیانگلی را می

ال داری و انتقهمی در نگهخارجی هستند. سگ سانان نقش م

ذا شناسایی این عوامل بر روی کنند. لاین بندپایان ایفا می

ها که در مجاورت انسان میزبانان مختلف و به خصوص سگ

تواند ما را در جهت آگاهی از احتمال وقوع د مینکنزندگی می

ها ها و نیز کنترل آنهای منتقله از سگو انتشار بیماری

های مهم نماید. در این راستا یکی از راستهمساعدت بیشتری 
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دارند راسته  انگلی زندگی پوست حشرات که روی

Siphonapera ترین ها از متداولکک .باشندها مییا کک

ها را در سرتاسر گربه ها وهای خارجی هستند که سگانگل

بسیار مهم  یکنند و از لحاظ بیماریزایجهان آلوده می

ها و ها علاوه بر ایجاد آزار و اذیت در سگکک(. 3) باشندمی

های باکتریایی، توانند سبب انتقال انواع بیماریحتی انسان می

توانند میزبان واسط قارچی و ویروسی شوند. به علاوه می

و  Dipylidium caninumهای پهنی چون کرم

Hymenolepis diminuta تواند ها میشوند. خونخواری کک

اثرات وسیع مخرب مانند التهاب، کم خونی و ای از دامنه

های غالبی ککاز  .(13) خارش در حیوان میزبان داشته باشد

 توان به سه گونهشوند میکه روی میزبان سگ یافت می
Ctenocephalides canis  وCtenocephalides felis  و

Pulex irritans (2) اشاره کرد.  

از آنجایی که دو گونه کک سگ و کک گربه متعلق به 

دارای شباهت بسیاری با هم  هستند لذا کتنوسفالیدسجنس 

های گونه تاکنون از روش باشند. برای شناسایی این دومی

متفاوتی از جمله مطالعه مورفولوژیک و مطالعه مولکولی 

هایی ویژگی شده است. در مطالعات مورفولوژیک استفاده

ای و اندازه خارهای شانه شیب سر، نحوه قرارگیری و همچون

. در مطالعه باشندیمتعداد خار روی ساق پا قابل بررسی 

مختلفی همچون های مولکولی نیز تا کنون در جهان از ژن

ITS2, ITS1 و COX2  استفاده شده است. به عنوان مثال

Vobis  های اقدام به شناسایی ایزوله 2004و همکاران در سال

felis Ctenocephalides  های مرتبط با آن را براساس گونهو

 ییشناسا 16S rDNA ،ITS2, ITS1های های ژنآنالیز توالی

 .(12) کردند

تر قیای را دقگونه نیاختلاف ب یمطالعات مولکول معمولاً

جهت امروزه  نیهمه دهند. بینشان م کیرفولوژواز مطالعات م

در است.  یمولکول روش یمبنابر  یلوژنیمطالعات ف شتریب

اختلاف نظر بین محققین  تشخیص مولکولی این دو گونه کک،

 هایبا استفاده از ژن نیمحقق یکه برخ بیترت نیوجود دارد بد

COX1 و ITS1 اند را از هم متمایز دانستهدو گونه  نای

(. لذا 1) انددیگر تفاوتی مشاهده نکرده(. ولی برخی 8،10)

تفاوت  نیصحت و سقم ا، بررسی مطالعه حاضرهدف از انجام 

 است. های مورفولوژیکی و مولکولی بودهبا روش

  روش کار مواد و

های کوچک دانشکده ابتدا با مراجعه به بیمارستان دام

سگ  50حدود  1394دانشگاه تهران در سال  ،دامپزشکی تهران

ولگرد ارجاع شده به بیمارستان دامپزشکی از لحاظ آلودگی به 

قلاده  20کک مورد بررسی قرار گرفتند، که در این میان تنها 

های حاوی ها در شیشهسگ به کک آلوده بودند. سپس نمونه

درصد منتقل شدند. آنگاه به منظور مطالعه  70الکل 

ها با استفاده از لاکتوفنول، شفاف و روی لام ژیک، نمونهمورفولو

مونت موقت گردیدند. در مرحله بعد با استفاده از کلید 

ها با توجه به تشخیصی معتبر شناسایی مورفولوژیک، نمونه

 کاراکترهای مربوطه، تشخیص داده شدند.

، کتنوسفالیدسجنس های کک DNAبه منظور استخراج 

گونه . از هر (5به کار گرفته شد ) Ish-horwizروش استخراج 

کک نر و ماده به نسبت مساوی انتخاب و نسبت به  20تعداد 

کک جداگانه شد. بدین نحو که هر  ها اقدامآن DNA استخراج

و با استفاده از پستل  افتیانتقال درون میکروتیوب استریل 

ژنومی استخراج گردید و در  DNAاستریل خرد شد. سپس 

 داری شد.گراد نگهدرجه سانتی -20دمای 

از پرایمرهای به کار گرفته شده در  مطالعه حاضر،در 

برای تکثیر ( 8) 2015و همکاران در سال  Lawrenceaمطالعه 

بدین صورت  استفاده شد.COX1 جفت بازی ناحیه 552 قطعه

پایین دست ت و های بالا دسپرایمر به ترتیب PCR1که برای

 زیر استفاده شد.

LCO1490: 5'- 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG  و  

HCO2198: 5'-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

به ترتیب پرایمرهای زیر مورد استفاده قرار  PCR2برای  

 گرفتند.

Cff-F [S0367]: 5'- AGAATTAGGTCAACCAGGA  و  

Cff-R[S0368]: 5'-GAAGGGTCAAAGAATGATG  

میکرولیتر از  15با حجم کل  -PCR Nestedواکنش 

Master mix (آمپلیکون )برای هر دو مرحله انجام  دانمارک

 استخراج شده و در DNAمیکرولیتر از  PCR1 5/5 شد. در
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PCR2  1 میکرولیتر از محصول PCR1  به عنوانTemplete 

DNA استفاده شد.  

در دستگاه ترموسایکلر  COX1 تکثیر ژنمراحل برنامه 

درجه  95 دمای در تنظیم و ثبت گردید. واسرشت اولیه

چرخه  35دقیقه انجام شد، پس از آن  5 مدت به گرادسانتی

به  گراددرجه سانتی 95 شامل سه مرحله انکوباسیون در

 گراددرجه سانتی 5/61دمای  در پرایمر اتصال ثانیه، 30مدت

 30مدت به PCR2برای  گراددرجه سانتی 5/53و PCR1  برای

 به گراددرجه سانتی 72 دمای در (extension)بسط  و ثانیه

 دمای در نهایی بسط مرحله نهایت در شد. انجام ثانیه 30 مدت

گرفت. پس از  صورت دقیقه 10مدت  به گراددرجه سانتی 72

میکرولیتر  5 های ذکر شده در دستگاه ترموسایکلر،طی سیکل

 1درصد حاوی  1آگاروز  ژل در یافته، تکثیر نمونه از هر

 دقیقه با ولتاژ 40 مدت به TAEدر بافر Safestainمیکرولیتر 

های حاصل، به کمک تعیین هویت باند شدند. الکتروفورز 80

جفت باز انجام شد. تهیه  100مقایسه با مارکر وزن مولکولی

اورت در مج عکس از ژل، با استفاده از دستگاه ترانس لامیناتور

توسط  PCR در انتها محصولنور ماورای بنفش صورت گرفت. 

و  خالص PCR Purification Kit (Bioneer, Korea) کیت

 .فرستاده شد پیشگامبرای توالی یابی به شرکت 

جفت بازی برای  552با توجه به حصول باندهای مشابه 

در آزمایش فوق، تصمیم به  Ct. canisو Ct. felisگونه  هر دو

 Taq1 از آنزیم RFLPگردید. در  RFLP–PCR انجام آزمایش

استفاده  Ct. canis و Ct. felis به منظور شناسایی دو گونه

 گردید.

طبق دستورالعمل شرکت سازنده آنزیم،  RFLPبرای  

 Xمیکرولیتر از بافر PCR  ،2میکرولیتر از محصول  10مقدار 

میکرولیتر آب مقطر  17و  Taq1میکرولیتر آنزیم  1آنزیم،  10

میکرولیتر  30استریل اضافه شد تا حجم نهایی واکنش به 

 Safestain درصد حاوی رنگ 2در مرحله بعد ژل آگارز  برسد.

ها، به صورت بدون آنزیم نمونه PCRتهیه شد. سپس محصول 

ها کنار هم در سمت کاتد لود و به مدت و دارای آنزیم در چاهک

ولت الکتروفورز شدند. سپس از باندها  80 دقیقه با ولتاژ 60

 ها مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفتند. عکس برداری شد و باند

 از PCR محصول دو تعداد بازی، ترادف تعیین جهت

 ارسال پیشگام شرکت به و انتخاب به صورت تصادفی هاایزوله

 کک این هایایزوله میان در ژنتیکی تنوع ارزیابی برای. گردید

( GenBank) ژن اطلاعات بانک در هایی کهایزوله با طالعهم

 نرم با و انجام شد Multiple alignmentبود،  شده ثبت قبلاً

 درخت Maximum Likelihood الگوریتم با MEGA6 افزار

 .گردید ترسیم فیلوژنی

 نتایج

قلاده  9قلاده سگ آلوده به کک،  20از  مطالعه حاضردر 

درصد( به جنس  55) قلاده دیگر 11 درصد( به جنس نر و 45)

های جدا شده از ماده تعلق داشتند. مطالعات مورفولوژیک کک

 های ولگرد تهران بر اساس کلید تشخیص معتبرسگ

Rothschild  وSchlein  که  ( نشان داد11) 1986در سال

 Pulicidae های صید شده در این مطالعه به خانوادههمه کک

  تعلق دارند.

 .Pنمونه به گونه  374کک جمع آوری شده  605از 

irritans، 222  نمونه به گونهCt. canis  نمونه به گونه  9و

Ct. felis  تعلق داشتند. پس از انجام محاسبات آماری مشخص

ترین درصد فراوان 8/61با فراوانی  P. irritansگردید که گونه 

و  ر مرتبه دومددرصد  6/36با فراوانی  Ct. canisگونه، گونه 

 .بود در مرتبه سوم درصد 84/1با فراوانی  Ct. felisگونه 

، ابتدا Ct. canisو  Ct felis دو گونهدر مطالعه مورفولوژیکی 

 های متعددی چون مقدار خمیدگی سر، تعداد خار بیناز ویژگی

Apical setae  وPostmidian setaeهای ، تصویر کلاسپر در گونه

در  Ct. canisهای دیگر استفاده شد. سر در کک نر و سایر ویژگی

 .Ctقسمت بالایی و قدامی خمیدگی تندتری دارد ولی در گونه 

felis ( 1 ریتصواین خمیدگی شیب کندتری دارد  .)الف و ب

تواند این دو گونه را از هم جدا کند مهم دیگری که می اتیخصوص

 Postmidian setae و Apical setaeتعداد خارهای بین خارهای 

بین جفت  کتنوسفالیدس کنیسروی ساق پای عقب است. در گونه 

شود ولی تر مشاهده میخار انتهای ساق پای عقب دو خار کوچک

ا یک خار کوچک در گونه فلیس بین دو جفت خار ذکر شده تنه

 (.ج و د 1تصویر شود )مشاهده می

در خصوص مطالعه مولکولی، نتایج بدست آمده از 

تکثیر شده در هر  COX1قطعه ژن  PCRالکتروفورز محصول 

نشان داد که دو گونه مذکور  Ct. canisو  Ct. felis دو گونه

 (. 2تصویر اند )جفت بازی بوده 552دارای باند مشابه 
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setae  خارهایتعداد خار بین : Ct. felis  .C گونه شانه. از خار اولین طول ازهاند و سر وضعیت: Ct. canis .Bطول اولین خار از شانه گونه ازه اند : وضعیت سر وA. 1 تصویر

Apical و Postmidian setae  روی ساق پای عقب در گونهCt. canis. D: خارهای  بین خار تعدادApical setae و Postmidian setae گونه  در عقب پای ساق رویCt. felis. 

  

 
جفت بازی  552 که در آن قطعه 1COXژن  PCRالکتروفورز محصول . 2تصویر

 .Ctگونه  8و  7شماره  ،Ct. canisگونه  6تا  1تکثیر شده است. لاین شماره 

felis. 

 

  

 

جفت بازی با  552 که در آن قطعه 1COXالکتروفورز محصول ژن . 3تصویر

، Ct. felisگونه  2و1های برش داده شده است. نمونه 1Taq استفاده از آنزیم

 . .canisCtگونه  8تا  3های نمونه
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های این مطالعه با * مشخص ایزوله که در این تصویر ژنوتیپ Ct. felisو  Ct.caniهای کک 1Cox ژن Maximum Likelihoodالگوریتم  از حاصل فیلوژنی درخت .4تصویر 

شده است.

 

نشان داد،  Taq1آنزیم  با استفاده از RFLPنتایج حاصل از 

که این دو گونه تفاوتی با هم ندارند. بدین ترتیب که آنزیم فوق 

را برش میزند و سبب  COX1از قطعه ژن تکثیر شده  252جایگاه 

 .Ct و  Ct. felisجفت بازی در 131، 169، 252 هایباند ایجاد

canis (.3تصویر) شودیم 

 Maximum الگوریتم از حاصل فیلوژنی درخت

Likelihood ژن Cox1 هایکک Ct.cani و Ct.felis در 

 (.4تصویر)است  شده داده نشان 4 تصویر

 بحث

های ترین انگلمتداولها از مطالعه حاضر نشان داد که کک

مطالعات انجام  روند. تقریباً در تمامه شمار میها بخارجی سگ

اند. برای ها گزارش شدههای خارجی سگ، ککشده روی انگل

ای جهت در شیراز مطالعه 2008و همکاران در سال  Jafariمثال 

انجام دادند. این مطالعه بر  قلاده سگهای خارجی انگلبررسی 

  انجام شد و طی آن دو گونه کک شامل لاده سگق 160روی 

Pulex irrtans, C. canis و تعدادی مایت تشخیص داده شد

و همکاران در سال  Jamshidi که توسطای دیگر (. در مطالعه6)

های شهر تهران انجام شد، سگهای خارجی انگلبر روی  2012

 Rhipicephalusو کنه  Ct. felis، Ct. canisهای گونه کک

bursa ( 7شناسایی شدند .) در مطالعه حاضر، بر اساس نتایج

 .Ct. felis، Ct گونه 3آوری شده، های جمعمورفولوژیک کک

canis  وP. irritans گونه که ،تشخیص داده شدند P. 

irritans  نسبت به دوگونه  درصد 8/61با درصد فراوانیCt. 

felis وCt. canis و گونه  فراوانی بیشترCt. felis  دارای کمترین

 فراوانی بود.

با این حال در مطالعات مختلف، آمار متفاوتی از مقایسه 

 P. irritans و Ct. felis، Ct. canisدرصد فراوانی سه گونه 

ای که ها بدست آمده است. برای مثال در مطالعهجدا شده از سگ

های جمع بر روی کک 2016در سال  و همکاران Azarmتوسط 
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 هایهای شهرستان مشکین شهر انجام شد، گونهه از سگآوری شد

Ct. canis، Ct. felis  وP. irritans به ترتیب با فراوانی 

 .(1) اندهشد گزارش درصد 28/3و  درصد 23/1درصد،  48/95

های گذشته مطالعات مورفولوژیک زیادی بر روی در طی سال

های سگ در مناطق مختلف ایران و همچنین کشورهای کک

ای توسط برای مثال مطالعهمختلف دنیا انجام گرفته است. 

Linardi  بر روی تمایز مورفولوژیکی  2012و همکاران در سال

ورفولوژیک های مدو گونه کک سگ و گربه با استفاده از کاراکتر

در  و همکاران Linardi(. در این خصوص مطالعه 9انجام شد )

نشان داد در برخی موارد بعضی خصوصیات  2012سال 

مورفولوژیک همچون کتوتاکسی ساق پای عقب از کلید تشخیصی 

کند و در نهایت این نتیجه مربوط به گونه مورد نظر تبعیت نمی

 مامنظر گرفتن ت حاصل شد که در تشخیص مورفولوژیک با در

م اندازه خار اول ودو کاراکترهای تشخیصی )از جمله تصویر سر،

، تعداد گره در ساق پا، LMAخار روی ای، تعدادشانه گونه

ضه کتوتاکسی پا، تعداد خار در ناحیه پشتی پای عقبی، تصویر قب

. (9) داشتگیری مطمئن و صحیح تصمیم توانمیکلاسپر و...( 

های ، ککCOX1در مطالعه مولکولی با استفاده از ژن 

جنس کتنوسفالیدس شناسایی شدند، با این حال علیرغم 

 2015 و همکاران در سال Lawrenceaای که توسط مطالعه

 با استفاده از Ct. canis و Ct. felisمبنی بر تفکیک دو گونه 

ین جنس های ا(، در مطالعه حاضر بین گونه8) شدژن مذکور انجام 

های به دست آمده نشان داد توالی تفکیکی حاصل نشد و توالی

 درصد مشابه 99در این جایگاه ژنی به احتمال  Ct. felis گونه

 است.  Ct. canis گونه

 یکه بر رو 2018در سال  و همکاران Hornokدر مطالعه 

 یطی، جوندگان، انسان و محیو وحش یگوشتخواران اهل یهاکک

در  یادیشباهت ز ،شده از پنج کشور جهان انجام شد یآورجمع

و  PCR یهاشیمختلف در هر دو گونه بر اساس آزما یهاژن

و همکاران در سال  Marrugal (.4) مشاهده شد یترادف باز

های ها و زیرگونهای برای بررسی و جدا سازی گونهمطالعه 2013

های مورفولوژیک و مولکولی انجام های سگ و گربه با روشکک

از سه کشور ایران،  یابیارزهای مورد دادند. در این مطالعه کک

های تشخیص داده شده در این جنوبی و اسپانیا بود. گونهآفریقای

 RFLPدند که به روش بو  Ct. felis و Ct. canisشامل  مطالعه

از همدیگر تفکیک شدند  HaeIIIو آنزیم  ITS1با استفاده از ژن

حال در  نیبا ا (.10) ها مشخص گردیدهای آنو سپس زیر گونه

 یبرا 2016و همکاران در سال  Azarmای که توسط مطالعه

 ITS1 استفاده از ژنبا  Ct. felis و Ct. canis دو گونه کیتفک
و  Marrugalبر خلاف مطالعه  .انجام شد HaeIII میو آنز

ژن قابل  نیدو گونه با استفاده از ا نیا 2013در سال همکاران 

در  یتوال نییاز تع صلحا جیاز هم نبودند، به علاوه نتا کیتفک

 گونه دو دادندنشان  2016 در سال و همکاران Azarmمطالعه 

Ct. canis و Ct. felis مشابه هم  درصد 99ی کیبه لحاظ ژنت

ترین مطالعه مولکولی بر روی ترین و کاملبزرگ (.1،10) بودند

 انجام گرفت 2008همکاران در سال  و Whitingها توسط کک

ها ها به بررسی ارتباطات فیلوژنتیکی در میان کک(. آن14)

با گونه کک از سراسر جهان  128آوری پرداختند و پس از جمع

ها را شناسایی آن 18SrDNA و 28SrDNA هایاستفاده از ژن

 خانواده قرار دادند. 16مولکولی کرده و در 

 و: به طور کلی با توجه به نتایج مطالعه حاضر نتیجه گیری

، گرچه این دو گونه 2016و همکاران در سال  Azarmمطالعه 

کک سگ از لحاظ مورفولوژی قابل تفکیک هستند ولی تشخیص 

در ایران  COX1و  ITS1های ها با استفاده از ژنولکولی آنم

فکیک تموفقیت آمیز نبوده است. شاید این دو ژن کارایی لازم برای 

های دیگری در این دو گونه را نداشته باشند و لازم است که از ژن

 این خصوص استفاده شود. 
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Abstract 
BACKGROUND: Various flea species have already been reported from dogs, among which the most important ones 

include Ct. felis, Ct. canis, and P. irritans. Fleas can cause annoyance in dogs and human and transmit a variety of 

bacterial, fungal, and viral agents to the host. In addition, they could function as an intermediate host of Dipylidium 

caninum and Hymenolepis diminuta.   

OBJECTIVES: Due to the lack of molecular species-associated identification data, we conducted the current study to 

differentiate Ct. felis and Ct. canis with molecular assay. 
METHODS: In the present study, 605 fleas were primarily collected from the dogs referred to Tehran Veterinary Faculty 

hospital. Subsequently, the flea species were identified under a microscope with morphological keys. Afterwards, 

COX1 genes of Ct. felis and Ct. canis were amplified via PCR and the locus was finally compared utilizing RFLP and 

sequencing. 

RESULTS: Totally, 605 fleas were isolated from 20 dogs. In morphological studies, three species were identified: 

Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis, Pulex irritans. Pulex irritans had the highest frequency (61.8 %). In 

molecular study, 552 bp fragment of COX1 gene in two species was amplified and seen on agarose gel. After 

sequencing, it was seen that two species sequences in COX1 locus had a similarity of 99 % and all of them depended 

on Ct. canis. In PCR-RFLP, in which Taq1 enzyme was used for differentiation of two species, the same result was 

obtained. 
CONCLUSIONS: Even though these two species of dog flea are distinct morphologically, their molecular differentiation 

using COX1 genes was not successful. 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. A: Position of head and length of the first spiny bristle from the comb in Ct. canis. B: Position of head and length of the 

first spiny bristle from the comb in Ct. felis. C: Number of spines between Apical Setae and Postmidian setae on the back leg in Ct. 

canis. D: Number of spines between Apical Setae and Postmidian setae on the back leg in Ct. felis.  

Figure 2. PCR product electrophoresis of the COX1 gene of fleas, in which the 552 bp fragment was amplified. Lanes 1 to 6 of Ct. 

canis, 7 and 8 of Ct. felis. 

Figure 3. Electrophoresis of the PCR product of the COX1 gene of fleas, in which a fragment of 552 bp was cut using the Taq1 

enzyme. Lanes 1 and 2 of Ct. felis, 3 to 8 of Ct. canis. 
Figure 4. The phylogeny tree derived from the Maximum Likelihood algorithm of the Cox1 gene for Ct.cani and Ct. felis, in which 

genotypes of isolates of this study is shown by *. 
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