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چکیده
 يهدف از مطالعه. با بیماري تنفسی، کاهش رشد، تلفات و کاهش تولید تخم مرغ مرتبط است اورنیتو باکتریوم رینوتراکئال باکتري

در این . مراز بودبه روش واکنش زنجیره پلیاورنیتوباکتریوم رینوتراکئالتعیین میزان شیوع، جداسازي و تشخیص مولکولیحاضر
زا جستجوي پادتن اختصاصی به روش الای جینتا.آوري شدگوشتی جمع يگله 20از  یسوآب نای 200وسرم  نمونه355مطالعه تعداد

از سوآب  اورنیتو باکتریوم رینوتراکئال. باشندمثبت می رینوتراکئالاورنیتوباکتریومنسبت به ) درصد 75(گله  15نشان داد که تعداد 
40(گله  8مراز از پلی يبا استفاده از پرایمرهاي اختصاصی در واکنش زنجیرهشد وکشت جدا يبه وسیله) درصد 25(گله5ناي 

آماري بین میزان عیار گله و داراختلاف معنی.قرار داشت، تکثیر یافت srRNA16ژنجفت باز که بر روي 784، قطعه )درصد
ي گوشتی ها گلهدر  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالنتایج این مطالعه نشان داد که شیوع عفونت ).<05/0P(جداسازي باکتري وجود نداشت 

.باشدیم اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالبراي تشخیص  یمراز روش مناسبپلی يبوده و واکنش زنجیرهشهرستان ارومیه بالا

ماکیان، ارومیه،زایالا،PCR،اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال  :کلیديکلمات 

مقدمه
یی است ها عفونتیکی از  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال    .

-تنفسی نقش بسیار مهمی ایفاء می يها کمپلکسر که د

است و از تعدادي از کشورها جدا شده نماید
)Vandamme et al. باکتري گرم منفی، غیر نیا).1994

اي شکل و بدون هاگ مورف، میلهالعاده پلیمتحرك، فوق
در سراسر جهان از تعداد زیادي از  اورنیتوباکتریوم. است

انواع پرندگان شامل ماکیان، کبک، کبک خاکستري، غاز، 
مرغ شاخدار، مرغ نوروزي، شترمرغ، قرقاول، کبوتر، 
. بلدرچین، کلاغ سیاه و بوقلمون جدا شده است

این بیماري شامل افسردگی، کاهش  يي اولیهها نشانه
ی، سرفه، مصرف دان و آب، کاهش وزن، آبریزش بین

عطسه و سینوزیت بوده و در خیلی از موارد متعاقب آن 
گیر شدن و اختلالات شدید تنفسی، تنگی نفس و زمین

Chin(گرددیمسپس تلفات مشاهده  et al. 2003 .(

منابع طبیعی گیلان، رشت استادیار بخش دامپزشکی مرکز تحقیقات کشاورزي و*1
ي دامپزشکی، دانشگاه آزاداسلامی واحد ارومیهاستادیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده2
مربی پژوهشی بخش دامپزشکی مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی گیلان، رشت3

سبب مرگ ناگهانی به  تواندیمرینوتراکئال ومیتوباکتریاورن
مغز یی در ها عفونتدر پرندگان جوان با  درصد 20میزان 

تنفسی و یا  يکه ممکن است با نشانهجمجمه شودو
همراه با  ORTيها عفونتگرچه غالباً .بدون نشانه باشد

ي تنفسی است ولی گاهی اوقات این هايماریبدیگر 
. ي بدون نشانه نیز جدا نمودها گلهاز  توانیمعفونت را 

بالینیيگاهی موکوس خون آلود دهان نیز یک یافته
از طریق  اورنیتوباکتریوم). van Empel 2002(باشدیم

-ي مسنها جوجهتورم مفصل، اوستئیت و استئومیلیت در 

 Chin et al. 2003, van Empel(شودیمتر باعث فلجی 

ي اقتصادي ناشی از افزایش موارد ها خسارت).2002
 يدرصد بوده که تورم کیسه 5-10یکشتارگاهحذف 

ویژه در ه که گاهی اوقات ب باشدیمهوایی یک یافته غالب 
گزارش شده است درصد نیز 90فصل زمستان تا 

E-mail: yasadpour@yahoo.com)ي مسئولنویسنده(
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)van Veen et al. 2000 .(اورنیتوباکتریوم تشخیص قطعی
ي ها افتهو ی بالینیيبر اساس نشانه رینوتراکئال

کالبدگشایی مشکل بوده و باید براساس جداسازي و 
 van Empel and(شناسایی و یا تشخیص پادتن باشد 

Hafez 1999, Chin et al.  با توجه به گزارش.)2003
کشور و استان دراخیر  يچند ساله سرولوژي در

 اورنیتوباکتریومابل توجهشیوع قبرمبنی آذربایجان غربی 
گردید  سعیاین تحقیقدر،گوشتیي هايمرغداردر

گوشتی،  يها میزان شیوع آلودگی گلهضمن بررسی
 تشخیص دییجهت تأها نیز انجام وجدایه يجداساز
.شودنیز استفاده  PCRاز روش  عفونت

کار مواد و روش
گوشتی  يگله 20نمونه خون از ورید بال  355تعداد 

از هر گله همزمان . آوري شدهفتگی جمع 4-6سنین در
ي هاسوآبپرنده گرفته شد و  10ازنایی سوآب  10تعداد 

 BHI)Brain Heartمحیط حاويي هر گله به یک لوله

Infusion Broth ( سرم خون پس از . ندمنتقل شد
 -20جداسازي و تا زمان آزمایش سرولوژي در فریزر 

بعد از تکان دادن . گراد نگهداري شدسانتی يدرجه
در محیط آگار ها، از نمونههاو خارج کردن سوآب ها لوله

هر  يبه ازامیکروگرم  5و درصد خون گوسفند 5حاوي 
 24-48لیتر جنتامایسین کشت داده شد و به مدتمیلی

هاي از پرگنه. نگهداري گردید CO2ساعت در انکوباتور 
از نظر تر ریز و شبنمی شکل بوده ومشکوك که بیش

داشتند، مجدداً به کمک آنس  ORTمرفولوژي شباهت به 
محیط کشت آگار  سازي درشد و جهت خالصبرداشت 

صورت خطی کشت داده ه حاوي جنتامایسین بدار خون
ها نمونهکه جهت تشخیص قطعی، با توجه به این. شد
شیمیایی ، تنها دو خصوصیت مهم بیوشدندیمPCRباید

آمیزي گرم باکتري مورد بررسی اکسیداز و کاتالاز و رنگ
.قرار گرفت

هاي خون از نظر وجود پادتن در روش سرولوژي سرم
به روش الیزا  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالاختصاصی ضد 

,Flock Check®IDEXX(با استفاده از کیت تجاري 

Switzerland (سازنده  يبراساس دستورالعمل کارخانه
ي نوري نمونه به تهیدانسنسبت . مورد بررسی قرار گرفت

عنوان منفی ه ب 4/0تر و یا مساوي با کم)S/P(مثبتکنترل 
عنوان ه ب) 844تیترهاي بالاتر از (4/0از تلقی شده و بیش 
.مثبت ارزیابی شد

ي سوآب ها نمونهسی از سی 5/0در روش ملکولی، 
میکرولیتر  5/1بعد از قرار دادن در شیکر به میکروتیوب 

سانتریفوژ rpm13000دقیقه در 15منتقل شد و به مدت 
مانده با گردید؛ سپس محلول رویی تخلیه و رسوب باقی

-میلی 10محلول تریس (میکرولیتر بافر لیز کننده 100

 200و  SDSدرصد  EDTA ،1مولار میلی 1، مولار
خوبی ه ب )pH=8با  Kلیتر پروتئیناز میکروگرم در میلی

گراد سانتی يدرجه 56ماري ساعت در بن 4مخلوط و 
هم حجم آن محلول فنل اشباع اضافه و . قرار داده شد

دقیقه در دور  15به مدت نمونه، . گردیدکاملاً مخلوط 
rpm13000 سانتریفوژ شد و فنل از فاز آبی جدا گردید .

محلول فنل و کلروفرم با حجم مساوي، به مایع رویی 
پس از مخلوط کردن و تکان دادن، در دوراضافه گردید و

rpm13000  دقیقه سانتریفوژ شد و فاز رویی  15به مدت
منتقل و هم حجم با فاز رویی، به میکروتیوب جدید 

کاملاً مخلوط گردید و سپس  نمونه.کلروفرم اضافه شد
.سانتریفوژ گردید rpm13000دقیقه در دور 5به مدت 

مولار به فاز رویی اضافه  3حجم، استات سدیم  1/0مقدار
شد و پس از مخلوط کردن به میزان دو برابر حجم نمونه 

به مدت در ادامه نمونه .دبه آن اتانول مطلق اضافه گردی
گراد قرار داده سانتی يدرجه -20دقیقه در سرماي  20
دقیقه  15پس از انکوباسیون در سرما، نمونه به مدت . شد

غیر محلول  DNAسانتریفوژ گردید تا  rpm13000در دور 
در . کاملاً تخلیه گردید روئیسپس محلول  ،رسوب نماید

 70رسوب داده شده، با اتانول  DNAبعدييمرحله
 200گردید، این مرحله با اضافه نمودن درجه شستشو

درجه به رسوب، سر و ته کردن لوله و  70میکرولیتر الکل 
انجام  rpm13000دقیقه در  5سپس سانتریفوژ به مدت 
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سپس میکروتیوب، کاملاً تخلیه و تکان محکمی داده . شد
یکروتیوب در محیط شد تا محتویات خارج شود و بعد م

. تا خشک شود شد صورت وارونه قرار دادهه آزمایشگاه ب
 شدمیکرولیتر آب مقطر استریل اضافه  50مقدار  DNAبه 

.و تا زمان آزمایش در داخل یخچال نگهداري گردید
PCR5هاي اختصاصیبا استفاده از پرایمر'-GAG AAT 

TAA TTT ACG GAT TAAG-3' 5و'- TTC GCT 

TGG TCT CCG AAG AT -3'يوسیلهه طراحی شده ب
van Empel and Hafez 1999 ، تریکرولیم25در حجم

، MgCl2مولمیلی PCR 10X ،5/1میکرولیتر بافر  5/2(
DNTPتریلمیکرو 5/0 10mM ،5/0 آنزیم  رمیکرولیتTaq 

والگو  DNAمیکرولیتر  4پیکومول پرایمر،  1+1مراز، پلی
ه ب PCRو با مراحل ) میکرولیتر آب مقطر استریل 14

گراد به مدت سانتی يدرجه 94صورت واسرشت ابتدایی 
 يدرجه 94در سیکل اصلی با واسرشت 40دقیقه،  7

53در دماي 53ثانیه، اتصال  30گراد به مدت سانتی

درجه  72در دقیقه، ساخت 1گراد به مدت سانتی يدرجه
 7درجه به مدت  72در دقیقه و بسط انتهایی 2به مدت 

-تجزیه و تحلیل آماري با استفاده از نرم.دقیقه انجام شد

.و آزمون مربع کاي صورت گرفت SPSSافزار

نتایج
از ) درصد75(گله15گله مرغ گوشتی، تعداد  20از 

مثبت  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالضدپادتننظر عیار
 20از ) درصد25(گله  5باکتري از). 1جدول(بودند

مثبت وي جدا شده اکسیدازهايباکتر. گله جدا شد
20از) درصد40(گله8سوآبدر.کاتالاز منفی بودند

سایرجفت باز باند تشکیل شد و در 784قطعه، گله
آزمون مربع ). 1شکل(نشدها هیچ باندي مشاهده نمونه
ضد  پادتناریعوسازي باکتري اجدکه بین نشان دادکاي، 

).<05/0P(داري وجود ندارد ارتباط معنی اورنیتوباکتریوم

PCRآن با کشت و  ياکیان گوشتی شهرستان ارومیه به روش الیزا و رابطهمدر  رینوتراکئال اورنیتوباکتریوم ضد عیار پادتن: 1جدول 

سرم مثبتتعداد سرمگله
میانگین عیار 

پادتن
/PCRمیانگین عیار پادتنسرم مثبتتعداد سرمگلهکشت/PCRکشت

1F16581+ / +11F18337/ +-
2F18-169-/-12F17365+ / +
3F1781120+ / +13F19-142-/-
4F166189-/-14F17-85/ +-
5F1872470-/-15F185194-/-
6F17382-/-16F1691551-/-
7F19395+ / +17F198920-/-
8F18101823+ / +18F20-65/ +-
9F20-211-/-19F19241-/-
10F166239-/-20F17582-/-
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آمیزي بر روي ژل آگارز یک درصد، رنگرینوتراکئالاورنیتوباکتریومجستجوي ژن اختصاصی PCRفورز محصول والکتر: 2شکل 
؛ 11ي منفی، ها نمونه؛ 10-9، اورنیتوباکتریومهاي ؛ جدایه1-8جفت باز،  100؛ مارکر با وزن ملکولی M.  شده با اتیدیوم بروماید

.؛ آب مقطر12کنترل مثبت، 

بحث 
عنوان یک ه آزمایش سرولوژي براي پایش گله یا ب

 van(باشدیممفید  ORTکمکی جهت تشخیص  يوسیله

Empel 2002, Chin et al. حاضر يدر مطالعه).2003
هاي گوشتی در آزمایش الایزا از نظر پادتن درصد گله 75

از باکتري امامثبت بودند  رینوتراکئالاورنیتوباکتریومضد 
در  توانمی باکتري را. جداسازي شددرصد گله25

درصد هرچند که ،جداسازي نمودمراحل اولیه عفونت 
عفونت شیوع گر میزان دقیق تواند نشانجداسازي نمی

هفته  4تا  1حدود اورنیتوباکتریومضد عیار پادتن . باشد
 van Empel and(رسدپس از آلودگی به اوج خود می

Hafez 1999(به  بنابراینیابد، بعد از آن کاهش میو
 در سرم خون، اورنیتوباکتریومعلت جستجوي پادتن ضد 

.قابل توجیه استدر روش الایزا درصد آلودگی بالا بودن 
 يگله50سرم از  463دیگري بر روي یبررسدر

 41،الیزاآیدکس گوشتی استان آذربایجان غربی با کیت 
) درصد2/44(سرم  205و ) درصد 82(گوشتی  يگله

 48نمونه از  864در  ).Allymehr 2006(ه استبودمثبت
شیوع سرمی عفونت  گوشتی استان تهران، يگله

 48نمونه اخذ شده از  864دراورنیتوباکتریوم رینوتراکئال 
عیار) درصد50(گله  24،گوشتی استان تهران يگله

عیار سرمی مشکوك ) درصد8/20(گله10سرمی مثبت،
اندعیار سرمی منفی داشته) درصد2/29(گله  14و
نمونه سرمی  211از. )1387و همکارانخوشخو حقیقی(

ازو ) درصد63/97(نمونه 206هاي گوشتی مشهد، گله

از ) درصد23/98(نمونه  334مرغ مادر  يگلهنمونه  340
کلیدري و همکاران (اند مثبت بوده ORTپادتننظر

شهرستان  نمونه کشتارگاهی 254در بررسی.)1387
نمونه میدانی  200و از ) درصد66/8(مورد 22اهواز،

نمونه ارجاعی  29و از ) درصد 1(مورد  2) هايمرغدار(
اورنیتوباکتریوم ) درصد 79/13(مورد 4به بخش طیور 

).1387جمشیدیان و میاحی(شده استجدا  رینوتراکئال
تحقیقاتی قبل و بعد از يدو مطالعه نیز استان گیلاندر

 460ي مادر انجام شده است که تعداد ها گلهواکسیناسیون 
-جمع مادر گوشتی غیر واکسینه يگله 22نمونه سرم از 

درصد آلودگی  100يدهندهنشان آوري شده که نتایج
در مجموع  وبوده  اورنیتوباکتریوممرغ مادر به  يگله
اندمنفی بوده درصد14/25ها مثبت و نمونه درصد83/62

)Asadpour et al. ي دیگري که بر در مطالعه).2008
مرغ گوشتی کشتاري  يگله 29نمونه سرم از  460روي 

5صورت گرفته است، ي مادر ها گلهبعد از واکسیناسیون 
 اورنیتوباکتریومنسبت به عفونت ) درصد2/17(گله 

-ها مثبت بودهنمونه درصد21/5در مجموع و رینوتراکئال

 29(سوآب ناي  290تعداد ي یاد شده ازدر مطالعه. اند
گله  3از سوآب ناي تنهاORTعامل عفونت ) نمونه

در ) سوآب ناي 290از  درصد 03/1یا  درصد 3/10(
Asadpour(ه استکشت جدا شد et al.  -نیک). 2011

هاي گوشتی گلهآلودگی1390در سال پیران و همکاران 
-فیوضی ،درصد2/72را به اورنیتویاکتریوم استان اردبیل
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. . . آلودگی ماکیان گوشتی شهرستان ارومیه به 

13959، تابستان 2مجله دامپزشکی ایران، دوره دوازدهم، شماره 

58استان گلستاندر 1392در سال  و همکاران یوسفی
 9/13در ژاپن 2000در سال  و همکاران Sakai،درصد
جنوب برزیل  در 2003در سال  همکاران وCanal،درصد

در شرق  2004در سال  و همکارانOzbey، درصد83/63
در  2010در سال و همکاران Uriarte،درصد2/10ترکیه

 2005در سال  و همکاران Refaei،درصد6/62آرژانتین 
با کیت آیدکس و درصد3/20با کیت بیوچک  در مصر

.اندگزارش کردهدرصد5/77الیزا
حاضر با مطالعات انجام شده در  ينتایج مطالعه

خوانی بوده و اختلاف کشورها و نقاط مختلف داراي هم
و احتمالاًها گلهتفاوت سنی تواند ناشی از موجود نیز می

.اختلاف زمانی مطالعات مختلف باشد
ه ب توانیم اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالتشخیص  در

مراز استفاده نمود پلی يصورت مستقیم از واکنش زنجیره
)van Empel and Hafez 1999(.Ozbey  2004در سال 

نمونه شش و ناي مربوط به  250در شرق ترکیه از تعداد 
و هم از ) درصد 5/1(جوجه  5تجاري از ناي  يگله 10

ه ژنوم باکتري ب) درصد 04/0(ناي و شش یک جوجه 
و  Canal.تشخیص داده شده است PCRيوسیله

ي ها گلهدر برزیل، از سوآب ناي  2005در سال همکاران 

ها را تأیید تمام جدایه PCRجدایه را جدا و با  4گوشتی 
 220از تعداد  1388و همکاران در سال  اسدپور. اندکرده

 82/31(گله 7درگله مرغ مادر،  22سوآب ناي مربوط به 
کشت و . انداعلام نموده رابه باکتري  گیآلود )درصد
PCR  گله کشت منفی ولی در  2گله مثبت و در  5در
PCR اورنیتوباکتریوم تشخیص داده شده استباکتري .

آلوده به باکتري از يگله 8نیز شناسائی در تحقیق حاضر
،گله 5تنها در و جداسازي باکتري  PCRگله در  20

گیري از سوآب ناي مرغان تلف نمونه مربوط به احتمالاً
ردیابی گردیده و به  PCRباکتري در  DNAشده بوده که 

به  ها نمونهدر حین انتقال  باکتري تري نیزاحتمال ضعیف
این . آزمایشگاه فعالیت حیاتی خود را از دست داده باشند

که شیوع عفونت اورنیتوباکتریوم بررسی نشان داد
بوده ي گوشتی شهرستان ارومیه بالاها گلهرینوتراکئال در 

براي  تريمراز روش مناسبپلی يو واکنش زنجیره
به دلیل .باشدیماورنیتوباکتریوم رینوتراکئالتشخیص 

،هاي کمپلکس تنفسیاهمیت اقتصادي عفونت در بیماري
هاي استان نیز از نظر این عفونت سایر گله ضروري است

.پایش گردند

منابع
 ،پوربخش؛ محمدحسن ،فردبزرگمهري؛ یداله،اسدپور

. )1388(دیسع،چرخکارمنصور و ،بنانی؛ سیدعلی
ي مرغ ها گلهدر  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالتشخیص 

مجله .PCRمادر گوشتی استان گیلان به روش 
- 63صفحات ، 4، دوره پنجم، شماره دامپزشکی ایران

59.

 يجداساز .)1387(منصور  ،میاحیمحمود و ،جمشیدیان
از ماکیان گوشتی شهرستان اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال

، 4شماره ، دوره چهارم، ، مجله دامپزشکی ایراناهواز
.29- 36صفحات

هرامش،امیريگیتا و ،آزاداکبري ؛پیام ،خوشخوحقیقی
اورنیتوباکتریوم بررسی شیوع سرمی عفونت ). 1387(

ي گوشتی استان تهران،ها جوجهدر  رینوتراکئال
هاي طیور چهارمین سمپوزیوم ملی بهداشت و بیماري

مرداد  29-31،شهرکرددانشکده دامپزشکی، دانشگاه 
.10-13صفحات ماه،

 ،بنانیسیدعلی و ،پوربخش ؛احمدعلی ،یوسفیفیوضی
جداسازي، شناسائی و تعیین  .)1392(منصور 

از  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالبیوتیکیحساسیت آنتی
ماکیان تجاري استان گلستان، گزارش نهائی طرح 

ترویج مصوب سازمان تحقیقات وآموزش و
  .2-57-18-890049مصوب کشاورزي، کد 
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آباديیداله اسدپور، مهدي رضائی و ابراهیم رحیم

1395، تابستان 2مجله دامپزشکی ایران، دوره دوازدهم، شماره 10

هادي و ،کاوسی؛محمدرضا ،باسامی؛غلامعلی ،کلیدري
یک ژسرولو یبررس .)1387(فرشید  ،کردي

 يهايدر تعدادي از مرغداراورنیتوباکتریوم رینوتراکئال 
چهارمین سمپوزیوم ملی ، گوشتی و مادر مشهد

دانشکده دامپزشکی، هاي طیور بهداشت و بیماري
.5- 9صفحات مرداد ماه، 29- 31،شهرکرددانشگاه 

پیمان و  ،زادبیژن ؛شهرام ،باهنرعباسی ؛حسین ،پیراننیک
ییکژسرولو یبررس ).1390(مهدي ،ملاییتقوي

ي گوشتی استان ها گلهدر اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال
اردبیل، مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 
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Infection of broiler chickens to Ornithobacterium rhinotracheale in 
Urmia city
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Abstract
Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) a bacterium is known to be associated with 

respiratory disease, growth retardation, mortality and decrease egg production. The aim of the 
present study was conducted seroprevalence, isolation, and molecular diagnosis of O. 
rhinotracheale by PCR method. In this study, 355 serum samples were collected from 20
broiler flocks. Serological results showed that 15 flocks (75%) were positive to O. 
rhinotracheale infection by ELISA. Total of 200 tracheal swabs (20 samples) were collected. 
The O. rhinotracheale was isolated from tracheal swabs of 5 flocks (25%) by culture and but 
with using specific primers of ORT in PCR method was detected A 784 bp fragment of the 
16SrRNA gene from 8 flocks (40%). By statistical, there was no significantly different 
between correlation of the isolates and flocks ORT titers (P>0.05). The results of this study 
indicated that the prevalence of Ornithobacterium rhinotracheale antibodies is high in the 
broiler flocks in Urmia city and PCR is a suitable method for diagnosis of the O. 
rhinotracheale.

Key words: Ornithobacterium rhinotracheale, PCR, ELISA, Chicken, Urmia
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