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بررسی مولکولی انگل هموپروتئوس در کبک های 
حیات وحش استان مازندران

bb

چكيد ه 

Haemoproteus spp. تک یاخته داخل سلولی ماکیان می باشد که گلبول های هسته دار پرندگان را آلوده می کند. بالغ بر 140 گونه از آن شناخته 
 Hipoboscidae شده است، که به طور عمده از پرندگان وحشی و سایر راسته های پرندگان گزارش شده است. ناقل گونه های آن مگس های
و پشه های Culicidae می باشند. در پرندگانی که ضعف سیستم ایمنی دارند، هموپروتئوزیس می تواند، منجر به  آنمی همولایتیک، انورکسی 
و مرگ شود. هدف از این مطالعه بررسی مولکولی تک یاخته Haemoproteus. spp در کبک های حیات وحش استان مازندران و شناسایی 
گونه های موجود در منطقه می باشد. نخست از تعداد 12 قطعه کبک های وحشی که با تله گذاری در طبیعت تهیه گردید پس از نمونه برداری 
از بال حیوان گسترش های خون رنگ آمیزی شده با گیمسا جهت شناسایی ماکرو و میکروگامت های Haemoproteus. spp در گلبول های قرمز 
پرندگان به عنوان نمونه مثبت در نظر گرفته شدند. سپس نمونه های خون تهیه شده از این کبک ها به منظور انجام آزمایش PCR، بر روی ژن 
سیتوکروم b، مورد ارزیابی قرار گرفتند. بررسی لام خون محیطی بیان گر 5 نمونه مثبت از 12 قطعه کبک مورد بررسی بود. انجام آزمایش 
PCR و بررسی توالی نوکلئوتیدی الگو با نرم افزار BLASTn، آلودگی انگل Haemoproteus. spp را در نمونه های مثبت تاییدکرد. مقایسه 
توالی نوکلئوتیدی الگو با توالی نوکلئوتیدی گونه های دیگر انگل Haemoproteus. spp نشان داد، شباهت کمی بین توالی نوکلئوتیدی الگو با 
توالی های نوکلئوتیدی مذکور وجود دارد. تجزیه و تحلیل داده ها نشان داد، گونه ی شناسایی شده انگل Haemoproteus. spp در این مطالعه 

گونه ای جدید می باشد، که Haemoproteus. partridage نامیده شد. 

 Hipoboscidae ، PCR ،کبک ، .Haemoproteus spp :کلمات کلیدی
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Haemoproteus. spp., infactly is a protozoan parasite. Over than 140 species of that have been known that generally it 
is reported among wild birds and other birds categories. Its species vector is Hippoboscidae fly and colicoidae mos-
quito. In birds who involved in weakness of immune system, Haemoproteus. spp. may result in Hemolytic anemia, 
anorexia and death.  The aim of this study, Molecular study on Haemoproteus. spp. parasite in wildlife Partridge 
of Mazandaran province and identifying new species of parasite. First, 12 Pieces of wild partridges were sampled 
with trapping in nature. Then smears of colored bloods by giemsa studied to identify macro- and micro-gametes of 
Haemoproteus spp. in birds red blood cells, then positive samples, were studied in order to perform PCR method, 
on cytochrome b like gene. Morphology study in this research demonstrate 5 positive of 12 samples. Infection of 
Haemoproteus spp. in Positive samples were confirmed by study with PCR method and investigating sample nucleo-
tide sequence using “BLAST” software. Comparing sample nucleotide sequence with nucleotide sequence of other 
species of Haemoproteus spp. parasite showed that similarity between sample nucleotide sequences with mentioned 
nucleotide sequences is low. Data analysis showed that identified species of Haemoproteous parasite in this study is 
a new species called “Haemoproteus. partridage”.

Key words: Haemoproteus. spp., partridge, Hippoboscidae, PCR

مقدمه
را  پرندگان  بیماری های  از  مهمی  بخش  پرندگان  در  انگلی  آلودگی های 
تشکیل می دهند و جزء شایع ترین عفونت ها می باشند، که در این میان 
قادرند  که  هستند،  عفونت ها  ازاین  عظیمی  گروه  انگلی  تک یاخته های 
بیماری های خطرناک و کشنده ای را به وجود آورند. از این تک یاخته های 
انگل  کرد)12(.  اشاره   Haemoproteus. spp انگل  به  می توان  انگلی 
خونی Haemoproteus. spp در شاخه آپی کمپلکسا، رده اسپورزوا، زیر 
پلاسمودیده  خانواده  در  و  هموسپورینا  راسته ی  در  کوکسیدیاها،  رده 
شامل:  پرندگان  هموسپوریدین  انگل های  جنس های  می گیرد)5(.  جای 
 Falicia و   Haemoproteus. spp. ،Plasmodium ،Leucocytozoon
به  شبیه  بسیار  که  آن  جهت  به   .Haemoproteus. spp انگل  می باشد. 
می شود)12(.  نامیده  کاذب  مالاریای  است،  مالاریا  بیماری  مولد  عامل 
 Haemoproteus. spp به دوتحت جنس .Haemoproteus. spp تک یاخته
 140 از  بیش  که  است،  شده  طبقه بندی   Haemoproteus. spp Para و 
گونه از انگل Haemoproteus. spp  در پرندگان شناسایی شده است. این 
گونه ها اغلب انگل های خونی پرندگان وحشی اند. البته  غیر از پرندگان  

وحشی، مرغان  آبزی و دیگر خانواده  پرندگان  را  آلوده می کنند)4(.
دوزیستان  خزندگان،  پرندگان،  بر   علاوه   Haemoproteus. spp انگل  
  Haemoproteus. spp تک یاخته  می کند.  آلوده  را  پستاندران  حتی  و  

می دهند.  انتقال  هیپوبوسیده  مگس های  و  کولیکوئیده  پشه های  را 
Haemoproteus. spp همچنین بیان شده، که بسیاری از گونه های انگل 

را مگس های هیپوبوسیده  گونه های کمی  و  پشه های سراتوپوگونیده  را 
 ،Haemoproteus. spp تک یاخته  زندگی  چرخه  در  می دهند.  انتقال 
اسپوروزوآیت های انگل طی خون خواری پشه)ناقل( به پرنده )میزبان( 
منتقل می شود. شیزونت ها در سلول های اندوتلیال عروق خونی ریه دیده 
می شوند، شاید شیزونت ها در کبد، طحال وکلیه یافت شوند و ماکرو و 

میکروگامت ها در داخل گلبول های قرمز میزبان ایجاد می شوند)11(. 
خون  در   Haemoproteus. spp انگل  غیرجنسی  چرخه  کلی  طور  به 
می شود.  انجام  خون خوار  ناقلین  در  جنسی  چرخه  و  پرندگان  محیطی 
  .Haemoproteus. spp از نظر پراکندگی جغرافیایی بیشتر گونه های انگل
گرمسیری  نیمه  و  گرمسیری  هوای  و  آب  با  زیستگاه هایی  در  پرندگان 
در  )پارازیتمی(  انگلی  آلودگی  میزان  و  شیوع  درجه  شده اند.  پراکنده 
مختلف  زیستگاه های  در  و  سال  فصل های  پرندگان،  مختلف  گونه های 
اغلب   .Haemoproteus. spp تک یاخته  که  این  به  توجه  با  است.  متغیر 
انگل های خونی پرنده های وحشی اند، اما نشانه های بالینی مشخصی از 
از پرندگان وحشی دیده نشده  انگل در جمعیت زیادی  این  آلودگی به 
است)2(. ولی مطالعه این انگل بر روی پرندگان خانگی و اگزوتیک نشان 
داده، بیماری زایی آن معمولاً کم و نسبتاً ملایم است. هم چنین مطالعه ای 
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در جمعیت پرندگانی که به هر علت تحت استرس یا ضعف سیستم ایمنی  
بودند، نشان داد که هموپروتئوزیس منجر به بیماری سخت می شود که 

نتیجه آن آنمی همولایتیک، آنورکسی، افسردگی و حتی مرگ است)7(. 
کردند،  بیان  خود   مطالعه  در   ،2010 سال  در  همکاران  و  احمد   
در  هموپروتئوزیس  برای  مناسب  درمانی  متوپریم  وتری  سولفادیازین 
برای کنترل  ناقل  بر علیه حشرات  گله های کبوتر است و سم کومافوس 
 Haemoproteus عفونت در کبوتر موثر است. اغلب مطالعات روی انگل
گسترش های  اساس  بر  انگلی  آلودگی  شیوع  میزان  شناسایی  برای   .spp

خونی و آزمایشات میکروسکوپی بوده است)1(. 
انگل  شناسایی  برای  جهان  در  مختلفی  مولکولی  مطالعات  همچنین 
به  کبوتر  در  هموپروتئوزیس  مطالعه  شد.  انجام   Haemoproteus. spp
جهت بروز علایم بیماری و نقشی که کبوتر به عنوان پرنده دست آموز در 
انتقال بیماری به انسان و حیوانات خانگی، خصوصاً در ارتباط با پرورش 
طیور دارد، این مطالعات را حائز اهمیت کرده است)10(. همان طور که 
اشاره شد حشرات ناقل انگل Haemoproteus. spp اند و به علت تنوع 
حشرات ناقل و اندازه بسیار کوچک آن ها بررسی های زیادی در رابطه با 
ناقلین این تک یاخته صورت نگرفته است. ضرورت تحقیق درباره انگل 
Haemoproteus. spp بدین علت است، که این انگل دارای تنوع گونه ای 
بسیار فراوانی است و از سوی دیگر این گونه ها عمدتا میزبان پرندگان 
در   Haemoproteus. spp عفونت  ردیابی  بنابراین  مطالب  وحشی اند. 
 Haemoproteus نمونه های خون کبک های حیات وحش و مقایسه آن با
spp. های حیوانات دست آموز و خانگی و تشابه یا قرابت آن ها می تواند 

از اهمیت بالایی برخوردار باشد.

مواد و روش ها 
پرنده های مورد مطالعه کبک های حیات وحش بودند، که از زیستگاه های 
جمع آوری   1398 سال  در  مازندران  استان  در  وحش  حیات  کوهستانی 
به  پرنده ها  سپس  شرقی(.   ′20′11°52 شمالی   ′21′52°35( شدند 
آزمایشگاه تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی واحد بابل بخش انگل شناسی 
منتقل شدند. خون گیری از 12 قطعه پرنده با استفاده از سرنگ های یک 
میلی لیتر، از ورید بال انجام شد. سپس نمونه های خون گرفته شده به داخل 
میکروتیوپ های دارای ماده ضد انعقاد EDTA و بدون ضد انعقاد ریخته 
لوله ها ثبت شد. سپس نمونه  این  بر روی  از نمونه ها  شد و کد هر یک 
خون در میکروتیوپ های بدون ضد انعقاد را سانتریفیوژ کرده و سرم را 
با استفاده از سمپلر جدا و متناسب با حجم باقی مانده  نمونه خون در 

میکروتیوپ، اتانول 96% اضافه گردید. یک قطره خون  از میکروتیوپ های 
حاوی ماده ضد انعقاد را بر روی لام تمیز قرار داده ، گسترش خونی نازک 
تهیه شد. سپس گسترش های خونی در مجاورت هوا قرار داده گرفته و 
کد مربوط به هر نمونه را متناسب با کد درج شده در روی لوله ها در 
خشک  از  بعد  خونی  گسترش های  شدند.  ثبت  خونی  گسترش های  کنار 
شدن با الکل متانول تثبیت شدند. سپس گسترش های خونی به مدت 20-

با  از رنگ آمیزی لام ها  با رنگ گیمسا رنگ آمیزی شدند، پس  25 دقیقه 
میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 100 مورد بررسی و مطالعه قرار گرفتند.

 DNA سپس  شد.  استفاده  کره   Bioneer کیت  از   ،DNA استخراج  برای 
استخراج شده در دمای 20- درجه سانتی گراد ذخیره گردید. برای آنالیز 
میتوکندریایی  ژن  از  قطعه ای  تا  شد،  استفاده   PCR تکنیک  از  ژنتیکی 
بر  بررسی های مولکولی  یابد.  تکثیر   .b Haemoproteus. spp سیتوکروم 
 Haemoproteus یاخته  تک  میتوکندریایی  ژن   b سیتوکروم  ناحیه  روی 
ژن ها  این  در  که  است،  این  میتوکندریایی  ژن  از  استفاده  علل  از   .spp
به علت زیاد بودن تعداد نسخه های مضاعف هموژن کار کردن با آن ها 
وراثت  و  ساده تر  نسخه ای اند  تک  که  هسته ای  ژن های  با  مقایسه  در 
می باشد. مفید  گونه ای  درون  سطح  در  خصوص  به  آن ها  دقیق  مادری 

وجود  با  می شود،  پروتئین ها  تولید  به  منجر  ژن ها  این  بیان  سوی  از 
ساختار  تغییر  به  منجر  می دهد،  رخ  آن ها  در  که  فراوانی  جهش ها 
گونه  شناسایی  جهت   PCR واکنش  انجام  برای  نمی شود.  پروتئین ها 
ساخت  معکوس  و  مستقیم  پرایمرهای  از   Haemoproteus. spp انگل 
شرکت Bioneer استفاده شد. توالی پرایمر استفاده شده برای تشخیص  
است. شده  آورده   1 جدول  در   Haemoproteus. spp گونه  شناسایی  و 
 250  µM حضور  با  میکرولیتر   5٠ حجم  در  نظر  مورد  قطعه  تکثیر 
پرایمرهای اختصاصی  از  از هر یک   dNTPs ،Mgcl2 1/2mM ،nM 200
در   PCR واکنش  شد.  انجام   Taq DNA polymerase واحد   1/5 و 
سه  سانتی گراد  درجه   ٩4 شرایط  تحت   Techne ترموسایکلر  دستگاه 
درجه   5٧ دقیقه،  یک  سانتی گراد  درجه   ٩4 در  سیکل   ٣5 سپس  دقیقه، 
 45 مدت  به  سانتی گراد  درجه   ٧٢ ثانیــه،   45 مــدت   بــه  سانتی گراد 
انجام گرفت. دقیقه  مــدت ١٠  به  نهایتــا ٧٢ درجه سانتی گراد  و  ثانیه 

بعد   %1/5 آگارز  ژل  روی  بر  الکترفورز  از  استفاده،  با   PCR محصولات 
UV مشاهده و عکس برداری  اتیدیوم بروماید زیر نور  با  از رنگ آمیزی 
 Bioneer جهت تعیین توالی به شرکت PCR انجام شد. سپس محصولات
از  اســتفاده  با  توالی ها  توالی کروماتوگرام  تعیین  از  ارسال گردید. پس 
 Basic Local بررسی و ســپس با اســتفاده از نرم افزار chromas نرم افزار

بررسی مولکولی انگل هموپروتئوس در  ...

جدول 1- پرایمر های استفاده شده برای بررسی تک یاخته هموپروتئوس در کبک های حیات وحش.

پرایمرتوالی

-5ATGGTGCTTTCGATATATGCATG3-Forward

-5CATTATCTGGATGTGATGTGATAATG3-Reverse
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شکل1- محصولات PCR دو نمونه Haemoproteus partridage در مقایسه با مارکر بر روی ژل آگارز.

Alignment Search Tool (BLAST( با دیگر توالی های موجود در بانک 
ژن مقایســه شــدند. پس ازآن توالی ها با استفاده از روش clustalW از 
نرم افزار Mega7 هم تراز شده و آنالیزهای فیلوژنتیکی با استفاده از روش 
 Plasmodium صورت گرفت. از توالــی نوکلئوتیــدی Neighbor-Joining
reichenow )AF069610( به عنوان گروه خارجی )Outgroup( استفاده شد.

نتایج 
انگل شناسی بررسی نمونه های خونی 12 قطعه کبک های حیات  مطالعه 
 Haemoproteus انگل  به  آلوده  آن ها  از  نمونه   5 که  داد،  نشان  وحش 
b توسط  از ژن سیتوکروم  از تکثیر بخشی  spp. )شکل 2( بوده اند. پس 
 5 تعداد   )1 نظر) شکل  مورد  قطعه  تأیید  و  پلی مراز  زنجیر های  واکنش 
با  بانک جهانی ژن  این تک یاخته در  توالی  و  توالی گردید  تعیین  نمونه 
فیلوژنتیکی  ارتباط  است.  گردیده  ثبت   )KJ634468.1( دسترسی  شماره 
بر  هموپروتئوس  از  مختلف  ژنوتیپ های  و  شده  جدا  توالی های  بین 
لحاظ  از  شده  مطالعه  گونه  می دهد  نشان   b سیتوکروم  ژن  اساس 
 Haemoproteus. spp گونه های  دیگر  با  اندکی  قرابت  فیلوژنتیکی 
 Haemoproteus گونه  که  معناست  بدان  این  و  دارد.  شده  ثبت 
باشد. جدید  گونه ای  می تواند  منطقه  کبک های  از  شده  جداسازی    .sp

بحث 
میزبانی  به  باتوجه  معمولاً   Haemoproteus. spp مختلف  گونه های 

و  موووسفر  شده اند  نام گذاری  است،  شده  مشاهده  آن  در  که 
آلودگی  شیوع  میزان  که  کردند  مشاهده   2010 سال  در  همکاران 
است. ملاحظه  قابل  بالغین  حیوانات  در   Haemoproteus columbae

5 برابر جوجه ها مشاهده می گردد و نشان دادند  که در بالغین حدوداً 
در  مناسبی  نسبتا  ایمنی  دچار  می گردند  آلودگی  دچار  که  پرندگانی 
سال  در  همکاران  و  والداستروم  می کنند)8(.  پیدا  بعدی  آلودگی های 
سیتوکروم  ژن  برروی  ملکولی  روش های  از  استفاده  با  توانستند   2002
Haemoproteus. spp تک یاخته  ژنی  توالی   Haemoproteus. spp    b

گونه  که  دهند  نشان  و  کنند  آفریقا جدا  آواز خوان  پرندگان  از خون  را 
Haemoproteus columbae می باشد)15(.  گونه  پرندگان  این  در  موجود 
پرنده   472 روی  بر  را  مطالعه ای   2009 سال  در  همکاران  و  والکوناس 
دو روش  با  آمریکا  و شمال  آفریقا  اروپا،  نقاط مختلف جهان شامل:  از 
بررسی میکروسکوپی و بررسی ملکولی بر روی ژن سیتوکروم  b براساس 
بررسی های  در  که  دادند  نشان  و  دادند  انجام  اختصاصی  پرایمرهای 
مثبت  پرندگان  این  از   %  22 ملکولی  بررسی  در  و   %  21 میکروسکوپی 
ملکولی  روش های  که  داشتند  اذعان  ایشان  همچنین  گردیدند.  گزارش 
روش دقیق تری بخصوص برای مطالعات تاکسونومی به شمار می رود)14(.

لواین و همکاران در سال 2011 با استفاده از تکنیک PCR بر روی نمونه های 
جداسازی  و  شناسایی  را   Haemoproteus aivara آلوده،  پرندگان  خون 
کردند. Haemoproteus aivara میزبان پرندگان شکاری و برخی پرندگان 
مطالعه خود  در   2013 سال  در  و همکاران  پالیناسکاس  است)6(.  آبزی 
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Alignment کردن  از  بین 826-848 می باشد. پس   .Haemoproteus spp
نتایج بدست آمده در این بررسی و مقایسه الگوی ژنی بدست آمده با 
ژن های ثبت شده در بانک جهانی ژن می توان ادعا کرد گونه مشاهده شده 
 Haemoproteus استان مازندران می تواند یک گونه جدید  در کبک های 
نام  با  ٱن  نامگذاری  به  نویسندگان  پیشنهاد  و  آمده  حساب  به   .spp
partridge Haemoproteus می باشد که این پیشنهاد به بانک جهانی ژن 
نیز داده شده است همانطور که قبلًا نیز اشاره شده بود این ژن با شماره 
)GenBank: KJ634468.1( در حال بررسی برای نام گذاری فوق می باشد.

خود  نوع  در  که  می باشد  اهمیت  حائز  نگاه  این  از  اخیر  مطالعه 
  Haemoproteus. spp انگل  بررسی  با  رابطه  در  تحقیق  نخستین 
کبک های  در  مولکولی  هم  و  میکروسکوپی  مطالعه  جنبه  از  هم 
بررسی  با  توانسته  و  است.  ایران  شمال  منطقه  در  خصوص  به  وحشی 
 Haemoproteus انگل  از  جدیدی  گونه  ژنتیکی  آنالیز  و  مولکولی 
کند.  شناسایی  مازندران  استان  وحش  حیات  کبک های  در  را   .spp
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