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 چکیده  
زمینه مطالعه: هموپروتئوس یک تک یاخته انگلی است که بالغ بر ١٢٠ گونه از آن به طور عمده از پرندگان وحشی آبزی،کبوتر سانان و سایر 
راسته های پرندگان گزارش شده است. تاکنون هیچ گونه مطالعه ای در خصوص تعیین گونه های این تک یاخته در شمال کشور صورت نگرفته 
است. هدف: هدف از این مطالعه بررسی ملکولی و ساختاری تک یاخته هموپروتئوس در خون کبوترهای آلوده در استان مازندران بود. روش  کار: در 
این مطالعه به بر رسی مولکولی هموپروتئوس در کبوتران خانگی استان مازندران پرداخته شده است. به این منظور از ١۵٠ کبوتر خانگی بصورت 
تصادفی از نقاط مختلف استان نمونه گیری انجام شد. در ابتدا نمونه های خون از نظر حضور گامتوسیت تک یاخته هموپروتئوس به روش گیمسا 
مورد رنگ آمیزی قرار گرفتند. سپس نمونه هایی که در گسترش خون رنگ آمیزی شده به روش گیمسا مثبت تشخیص داده شدند با پرایمرهای 
مربوط به ژن سیتوکروم b تحت واکنش زنجیره ای پلیمراز (PCR) قرار گرفتند. نتایج: نتایج بدست آمده پس از بررسی ریخت شناسی، بیان گر 
١٧ نمونه مثبت بود که نشان دهنده ١١/٣٣ ٪ آلودگی می باشد. بررسی های مولکولی و آنالیز محصولات PCR، نشان دادند که تمامی نمونه های 
هموپروتئوس از گونه کولمبه بوده اند. نتیجه گیری نهایی: آشنایی دقیق با این قبیل تک یاخته ها و گونه های آن سبب دوری از بسیاری از اشتباهات 
شده و به تشخیص تفریقی گونه های مختلف آن  کمک  می کند. طی این مطالعه نشان داده شد که رایجترین  هموپروتئوس در کبوترهای استان 

مازندران گونه کولمبه می باشد.

PCR ،واژه های کلیدی: هموپروتئوس کولمبه، کبوتران خانگی، فیلوژنی

مقدمه
انگل های پرندگان مدت زمان زیادی اســت که شــناخته شده اند و بخش 
مهمــی از بیماری هــای پرندگان را تشــکیل  می دهند و جزو شــایع ترین 
عفونت ها در پرندگان هســتند (١٧). تک یاخته های انگلی،گروه عظیمی را 
در بر می گیرند که برخی از آن ها قادرند بیماری های خطرناک و کشنده ای 
را بــه وجــود آورند (١٧). کبوتر یکی از پرندگان اهلی اســت که از دیرباز با 
انســان قرابت داشته و در زمان های دور به عنوان قاصد و امروزه به عنوان 
پرنده زینتی مطرح اســت که گاهی نقش تغذیه ای و یا سرگرمی و ورزشی 
نیز می یابد. علاوه بر این کبوتر در زمینه انتقال بیماری ها به طیور صنعتی 
حائز اهمیت می باشــد. با ایــن وجود تحقیقات انجــام گرفته در خصوص 
بیماری های انگلی این پرنده بسیار ناچیز است(١۴). هموپروتئوس جزء تک 
یاخته های انگلی اســت که از پرندگان، خزندگان و دوزیستان جدا می شود 
. نام هموپروتئوس برای اولین بار توســط شخصی به نام Cruise در سال 
١٨٩٠ مــورد اســتفاده قرار گرفت و چون این تک یاختــه را از خون کبوتر 
جــدا کرد بنابراین آن را هموپروتئــوس کولمبه نامید (١۴). چرخه زندگی و 
مورفولوژی انگل هموپروتئوس توسط Beynon و همکاران در سال ١٩٩۶ 
Heidenreich ،(۵) و همــکاران در ســال ١٩٩٧ (١١) و Apanius و 
همکاران در ســال ٢٠٠٠ (٣) شــرح داده شد.گونه های انگل هموپروتئوس 

اغلــب انگل های خونــی پرنــدگان وحشــی اند(٧). البته غیــر از پرندگان 
وحشــی، مرغان آبزی و سایر پرندگان را آلوده می کنند. گونه های کمی از 
 columbae و H. meleagridis، H. nettionis هموپروتئوس نظیــر
Heamoproteus بــه ترتیب در بوقلمــون، اردک و قاز، کبوتر و قمری 
گزارش شده که می توانند بیماری بالینی و کلینیکی ایجاد کنند (٧،٨) .بیش 
از ١۴٠ گونه هموپروتئوس پرندگان شناســایی شــده است (١٢)که توسط 
پشه های ریز گزنده کولیکوئیده  و حشرات هیپوبوسیده  انتقال می یابند(٢۴).  
هم چنین بیان شده که بسیاری از گونه های انگل هموپروتئوس را، پشه های 
ریز گزنده ســراتوپوگونیده  و گونه های کمی را حشرات هیپوبوسیده انتقال 
می دهند (١٨). در سیر تکاملی تک یاخته هموپروتئوس، اسپوروزوآیت های  
انگل طی خون خواری پشه به پرنده منتقل می شود. سپس شیزونت  های 
نسل اول و دوم در بدن میزبان ایجاد می شود. هم چنین باید به این مطلب 
اشاره کرد که شیزونت نسل دوم انگل هموپروتئوس در طحال، کبد و ریه 
تشکیل شده و گامتوسیت ها در داخل گلبول های قرمز ایجاد می شود پرنده 
آلوده به این تک یاخته با دهان باز نفس کشیده و دچار ضعف، بی اشتهایی و 
لاغری مفرط می شود در کالبد گشایی پرندهای تلف شده در اثر بیماری نیز 
ذات الریه و هپاتومگالی مشاهده می شود(۵). به طور کلی تکامل غیر جنسی 
انگل هموپروتئوس در خون محیطی پرندگان و تکامل جنســی در ناقلین 
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خون خوار انجام می شود(۴). از نظر پراکندگی جغرافیایی، بیشتر گونه های 
انگل هموپروتئوس پرندگان در زیستگاه هایی با آب و هوای گرمسیری یا 
نیمه گرمسیری پراکنده شــده اند (١۶). درجه شیوع و میزان آلودگی انگلی 
در گونه های مختلف پرندگان، فصل های ســال و در زیستگاه های مختلف 
متغیر است(٢٢). مطالعات مختلفی در زمینه بررسی تک یاخته هموپروتئوس 
در نقاط مختلف جهان انجام گرفته اســت ولی در کشــور ما بخصوص در 
مناطق شمالی کشــور تاکنون هیچگونه مطالعه ملکولی بر روی این تک 
یاخته صورت نگرفته اســت . در این مطالعه ســعی بر آن بوده است که به 
بررســی  این تک یاخته انگلی با دو روش مشــاهده مورفولوژیک و روش 
مولکولی پرداخته شــود تا گونه هموپروتئوس آلوده کننده کبوتران خانگی 

استان مازندان به طور دقیق مشخص شود.  

مواد و روش کار 
 Columba livia) جمع آوری نمونه: تعداد ١۵٠ قطعه کبوتر خانگی
domestica) بصورت تصادفی طی ماه های دی ١٣٩٣ تا تیر سال ١٣٩۴ 
از نقاط مختلف استان مازندران انتخاب شدند و از آن ها خون گیری به عمل 
آمد. خون از ورید زیر بال کبوترها با سرنگ انسولین به میزان cc ١ گرفته 
شد. یک قطره از خون بمنظور تهیه گسترش خونی مورد استفاده قرار گرفت 
و مابقــی خون بلافاصله به دو ظرف میکروتیــوپ cc ١/۵ هر کدام حاوی  
cc ٠/۵ خون انتقال داده شد و به سطح بالای خون برای جلوگیری از قارچ 
زدگی الکل اتانول اضافه شــد و پــس از درج کد مربوطه نمونه ها به فریزر 

C̊ ٢٠- انتقال داده شدند.
بررسی های میکروسکوپیک: گسترش های خون تهیه شده با استفاده 

از متانول، به مدت ٣ دقیقه تثبیت گردید سپس بوسیله محلول رنگ گیمسا 
(شرکت مرک) به مدت ٢۵-٢٠ دقیقه رنگ آمیزی شدند و پس از شستشو با 
آب و خشک شدن در جریان هوا به وسیله میکروسکوپ نوری مورد مشاهده 

و بررسی دقیق قرار گرفتند.
بررســی های مولکولــی: در ایــن مطالعه تعداد ١٧ نمونــه خون کبوتر 
آلوده به تک یاخته هموپروتئوس بمنظور انجام بررسی های مولکولی مورد 
استفاده قرار گرفتند. لازم به ذکر است که کبوتر هایی که مورد بررسی قرار 

گرفتند فاقد علایم بالینی بودند. 
 Roche,) اRoche ژنومیــک با اســتفاده از کیــت اســتخراج DNA
Mannheim, Germany) بــا توجه به پروتکل موجود در کیت مذکور 
از نمونه های مربوطه اســتخراج گردید. سپس نمونه های DNA ژنومیک 
جهت تکثیر بخشی از ژن سیتوکروم b میتوکندریایی با اندازه تقریبی ۵٣٠ 
جفت باز بوسیله پرایمرهای اختصاصی که در جدول ١ نشان داده شده مورد 

استفاده قرار گرفت.  
 dNTPs ٢٠٠  از μM۵٠ با حضور μl تکثیر قطعه مورد نظر در حجم
ا، ۵ mM/١ nM،MgCl٢  ٢٠٠ از هــر یــک از پرایمرهای اختصاصی، 

 DNA انجام شــد. شــرایط تکثیر Taq DNA polymerase ١/۵ واحد
در ترموســایکلر C˚ ٩۴ سه دقیقه، سپس ٣۵ سیکل در C˚ ٩۴  یک دقیقه  
،C˚ ۵٣ بــه مــدت ۴۵ ثانیــه، C˚ ٧٢ به مدت ۴۵ ثانیه و نهایتــاًً C˚٧٢ به 
مــدت١٠ دقیقه بوده اســت.  محصــولات حاصــل از روش PCR بمنظور 
صحت انجام واکنش با استفاده از روش الکتروفورز بر روی ژل آگاروز ۵/١ 
٪ بررســی شــدند و پس از اطمینان از صحت انجام واکنش ، محصولات 
حاصلــه جهت تعیین توالی یک طرفه با اســتفاده از پرایمر (:Forward)ا   
ATGGTGCTTTCGATATATGCATGبه شرکت bioneer ارسال 
گردیدنــد. پس از تعیین توالی کروماتوگرام توالی ها با اســتفاده از نرم افزار 
chromas version ٣٫١ تجزیه و تحلیل گردیده و ســپس با اســتفاده 
 (BLAST) ا Basic Local Alignment Search Tool از نــرم افــزار
با دیگر توالی های موجود در بانک ژن مقایســه شــدند. پس از آن توالیها با 
استفاده از روش clustalW از نرم افزار Mega۵ هم تراز شده و آنالیزهای 
فیلوژنتیکی با استفاده از روش Maximum Likelihood صورت گرفت. 
از توالــی نوکلئوتیــدی Plasmodium reichenowا(AF٠۶٩۶١٠) به 

عنوان گروه خارجی (Out group) استفاده شد.

نتایج 
طی بررسی های انجام شده با روش میکروسکوپی، نتایج نشان می دهد 
که از ١۵٠ نمونه خون جمع آوری شده از کبوتران خانگی استان مازندران، 
تعــداد ١٧ عدد از آن هــا آلوده به تک یاخته هموپروتئــوس بودند و درصد 
آلودگی ١١/٣٣ ٪ می باشد و بر اساس کلید تشخیصی Levine و همکاران 
در ســال ١٩٧٣ (١۴) همگی هموپروتئوس کولمبه تشــخیص داده شــدند 

(تصویر ١).
پس از تکثیر بخشی از ژن سیتوکروم b  توسط واکنش زنجیره ای پلی 
مراز و تأیید قطعه مورد نظر (تصویر ٢) تعداد ١٧ نمونه تعیین توالی گردید 
که همه نمونه ها توالی مشابه داشتند. باتعیین توالی یک طرفه تقریباً ۴۵٠ 
نوکلئوتید به طور صحیح مورد خوانش قرار گرفت.  توالی های مربوطه تشابه 
زیادی را با هموپروتئوس کولمبه (Haemoproteus columbae) نشان 

دادند. 
ارتباط فیلوژنتیکی بین توالی های جدا شــده و ژنوتیپ های مختلف از 
هموپروتئوس بر اساس ژن سیتوکروم b و نتایج درختچه فیلوژنیک نشان 
می دهــد گونه مطالعه شــده از لحاظ فیلوژنتیکی قرابــت نزدیکی با دیگر 
گونه هــای Haemoproteus columbae ثبــت شــده دارد. در جدول 
٢ میــزان اختلاف بین گونه هموپروتؤس مطالعه شــده و دیگر توالی های 

 b جــدول ١. توالــی پرایمرهــای اختصاصــی جهــت تکثیر بخشــی از ژن ســیتوکروم
میتوکندریایی هموپروتئوس کولومبه.

(٣´-۵´) SequencePrimer

ATGGTGCTTTCGATATATGCATGForward

CATTATCTGGATGTGATGTGATAATGReverse
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Haemoproteus columbae  آورده شده است. نتایج حاصل از توالی 
سیتوکروم b  که از کبوتران خانگی در استان مازندران به دست آمده دربانک 
ژنی با شــماره دسترسی KU٩۶٣٢١٢ ثبت شــده است. بررسی توالی های 
الگوی هدف و برخی از توالی های ثبت شده در بانک ژنی با استفاده از نرم 
افزار Mega۵ و آنالیز فیلوژنتیکی نشان داده که توالیهای جدا شده در این 
مطالعه قرابت نزدیکی با توالیهای ثبت شده دیگر گونه های هموپروتئوس در 
 AY٧١۴١٩٣ ، KM٠۵۶۴٢٣ ، KU١٣١۵٨۵ بانک ژنی با شماره دسترسی

، KJ۴٨٨٨٠٣ ،JQ٩٨٨٧٢٩ ، JQ٩٨٨۶٨٣ و KU١٣١۵٨۴ نشان می دهد.

بحث
در شــمال کشور ایران بعلت شــرایط و اقلیم مناسب برای پرندگان و 
همچنیــن ازدیاد ناقلین این انگل ، انجام تحقیقات در ارتباط با تک یاخته 
هموپروتئوس می تواند حائز اهمیت باشد (٨). مطالعات مختلفی در خصوص 
بررسی مورفولوژیک تک یاخته هموپروتئوس در کبوتران و سایر گونه های 
پرندگان از سراسر نقاط دنیا انجام گرفته است. در ایران مطالعات مختلفی از 
نقاط مختلف کشور انجام گرفته است که نتایج نشان می دهد میزان شیوع 
آلودگی هموپروتئوس در کبوتران خانگی شــمال کشور ایران (١٠،٢٢) در 

بررسی مولکولی انگل هموپروتئوس کبوتران خانگی

جدول ٢. میزان اختلاف بین توالی ژن سیتوکروم اکسیداز b هموپروتؤس کولمبه در این مطالعه (KU٩۶٣٢١٢) و دیگر گونه های هموپروتئوس موجود در بانک ژن.

١٩١٨١٧١۶١۵١۴١٣١٢١١١٠٩٨٧۶۵۴٣٢١

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠ KU٩۶٣٢١٢.١

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١AF۴٩۵۵۵۴.٢

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٢AY٧١۴١٩٣.٣

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٢٠٫٠٢JQ٩٨٨۶٨٣.۴

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢JQ٩٨٨٧٢٩.۵

٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١ ٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠ ٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠ ٠٫٠٢٠٫٠٠KF۵٣٧٣١۴.۶

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١KJ١۵٢۶٣٩.٧

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١KJ۴٨٨٨٠٣.٨

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١KM٠۵۶۴٢٣.٩

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١KT٢٩٠٩٢٢.١٠

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١KT٢٩٠٩٢٣.١١

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠١KT٢٩٠٩٢۴.١٢

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٢KT٢٩٠٩٢۵.١٣

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٢٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠۴٠٫٠۴٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٣KT٢٩٠٩٢۶.١۴

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠۴٠٫٠۴٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٣KT٢٩٠٩٢٧.١۵

٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠٠٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١KU١٣١۵٨٣.١۶

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠٠KU١٣١۵٨۴.١٧

٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٣٠٫٠٣٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٠٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠٢٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١٠٫٠١KU١٣١۵٨۵.١٨

٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢١٠٫٢٠٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٣٠٫٢٢٠٫٢٢٠٫٢٢AF٠۶٩۶١٠P..١٩
reichenow

تصویر ١. میکرو و ماکرو گامتوسایت  هموپروتئوس کولمبه در گسترش خون کبوتر 
آلوده.

 : M نمونه های هموپروتئــوس (١، ٢ و ٣: نمونه PCR تصویــر ٢. الکتروفــورز محصول
مارکر).
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مطالعات قبلی که روی کبوترهای اهلی و وحشی گیلان، مازندران، گلستان 
و ســمنان  انجام گرفته بین  ١٧/۴٧٪- ٣٠ ٪ و در سایر نقاط کشور میزان 
شیوع بین ١٢/۵٪- ٨٨٪ در کبوتران وحشی و سایر گونه های پرندگان بوده 
است (٢،١۵). در برزیل (١،١۵) و نیجریه (٢) مطالعات انجام گرفته بیان گر 
میزان شیوع آلودگی بین ۶/۵٪-١٠٠٪ در کبوتران وحشی بوده است (٢٠). 
در مطالعه حاضر چناچه در نتایج نشــان داده شده است از تعداد ١۵٠ قطعه 
کبوتر دســت آموز استان مازندران، تعداد ١٧ (١١/٣٣٪) عدد آن ها آلوده به 
تک یاخته هموپروتئوس بودند که پس از بررسی دقیق گونه هموپروتئوس 
کولمبه تشخیص داده شدند. مطالعات قبلی نگارنده و همکاران در مقایسه 
با مطالعه حاضر نتایج نشــان می دهد که  میزان آلودگی کبوتران بررســی 
شــده در این مطالعه مشــابه میزان آلودگی کبوتران در سایر مناطق شمال 
کشــور بوده که این میزان بیان گر تقریباً یکســان بودن میزان آلودگی در 
خطه شمال ایران است. همچنین در سایر مطالعات مقایسه ای انجام گرفته 
، نتایج بیان گر این است که میزان شیوع آلودگی هموپروتئوس در کبوتران 
اهلی نســبت به کبوتران با کبوتران وحشــی از میزان پائین تری برخوردار 
اســت و می تــوان اینگونه نتیجه گیری کــرد که در کبوتــران اهلی بدلیل 
رعایت مســائل بهداشتی و اســتفاده از سموم حشره کش کمتر در معرض 
گــزش میزبان ناقل قرار می گیرند و انتقــال آلودگی کمتر صورت می گیرد 
بنابراین میزان شــیوع آلودگی کمتری را نســبت به کبوتران با زندگی آزاد 
و یا کبوتران وحشــی خواهند داشــت (۶،٧). طی بررسی مطالعات قبلی در 
ارتباط با تشخیص مولکولی تک یاخته هموپروتئوس در پرندگان این مطلب 
  b حائز اهمیت است که در مطالعات مولکولی انجام شده ، ناحیه سیتوکروم
توالی ژنی هموپروتئوس به عنوان هدف مورد مطالعه بوده است و از دلایل 
عمده استفاده از ژن های میتوکندریایی این است که در این ژن ها به علت 
زیاد بودن تعداد نسخه های مضاعف هموژن، کار کردن با آن ها در مقایسه 
با ژن های هسته ای تک نسخه ای ساده تر بوده و وراثت مادری دقیق آن ها 
بویژه در سطح درون گونه ای مفید بوده است . از این رو ژن های سیتوکروم 
معمولاً تنها به صورت درون گونه ای یا برای گونه های مرتبط نزدیک به هم 
استفاده می شوند. طبق مطالب بیان شده ، در مطالعه  حاضر PCR بر روی 
ناحیه ی سیتوکروم b ژن میتوکندریایی تک یاخته هموپروتئوس انجام شد. 
نتایج حاصل از تعیین هر نمونه نشان می دهد که قطعاتی به طول تقریبی 
۴۵٠ جفت باز  جداسازی شده اند. طی این مطالعه توالی های حاصل از تکثیر 
ناحیه ســیتوکروم b ژن هموپروتئوس با توالی های یکسانی از NCBI هم 
 blastn ردیف شدند و مورد مقایسه قرار گرفتندکه در نهایت پس از انجام
، مشــخص شــد که توالی های الگوی هدف در این آنالیز بیشترین میزان 
شباهت را به ژنوم سیتوکروم b هموپروتئوس کولمبه (٩٧٪-١٠٠٪) داده اند.

نتیجه گیری: می توان اینگونه نتیجه گیری کرد که گونه تک یاخته ی 
هموپروتئــوس آلوده کننده کبوتران اســتان مازندران از نوع هموپروتئوس 
کولمبه می باشــد. همانگونه که قبلاًً نیز اشاره شــد بیش از ١٢٠ گونه این 

تک یاخته تاکنون در قسمتهای مختلف دنیا و در میزبانان گوناگون گزارش 
شده است. بنابراین مطالعات مولکولی روش مطمئنی جهت شناسایی گونه 

و بررسی های فیلوژنتیکی می باشد.

تشکر و قدر دانی
در پایان از کارشناس محترم انگل شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 
بابل جناب آقای نورالدین سلیمانی برای همکاری در این طرح کمال تشکر 

و قدر دانی به عمل می آید.
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Abstract:
BACKGROUND: Haemoproteus is a parasitic protozoa, of which over 120 species 

have been reported from wild aquatic birds, sparrows and other birds orders. So far, no 
study has been performed to determine the species of this protozoa in the north of Iran.                                                                                                                      
OBJECTIVES: The aim of this study was to investigate the molecular and structural properties of 
Heamoproteus protozoa in the blood of infected pigeons in Mazandaran province. METHODS: In 
the present study molecular investigation of Haemoproteus infection was carried out in 
domestic pigeons of Mazandaran province. For this purpose, samples were obtained ran-
domly from 150 pigeons in different regions of Mazandaran. At first, blood samples were 
stained with Gimsa stain and examined for presence of Haemoproteus gametocytes. Then, 
positive samples were used for PCR by Cytochrome b genes. RESULTS: Obtained results 
after morphological survey showed that 17 samples were positive indicating infection rate 
of 11.33%. Molecular investigation and analysis of PCR products showed that all of the 
samples belonged to Haemoproteus columbae species. CONCLUSIONS: Being precisely 
familiar with this kind of protozoan and its species can prevent many mistakes and be 
helpful in differential diagnosis of different species. This study has revealed that the most 
common species of Haemoproteus in Mazanadran province is Haemoproteus columbae.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Sequence specific primers for amplification of mitochondrial cytochrome b gene  of Haemoproteous columbae.

Table 2. The difference between   the sequence of Haemoproteus columbae (cytb gene)  in this study and other Haemoproteus spe-
cies in Genbank.
Figure 1. Micro and Macro gametocyte Haemoproteus columbae in Columbia livia blood smear.

Figure 2. Electrophoresis of  PCR products of Haemoproteus samples ( 1, 2 and 3: samples M: marker).


