
 

   

شناسائی ملکولی و حساسیت آنتی بیوتیکی 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال در گله هاي گوشتي 

کشتاري استان گلستان

bb

چكيد ه 
   اورنيتوباکتریوم  رینوتراکئال )ORT( یک باکتری گرم منفی بوده که باعث ایجاد اختلالات تنفســی، کاهش رشــد و افزایش 
تلفات در مرغداری های تجاری می گردد. هدف از مطالعه حاضر جداســازي، تشخيص مولكولي اورنيتوباکتریوم رینوتراکئال به 
روش واکنش زنجيره پلي مراز و تعيين حساســيت آنتي بيوتيكي بود. در این مطالعه از تعداد 50 گله گوشتي در سن کشتار از 9 
کشتارگاه تعداد 513 نمونه )ناي، ریه، سينوس زیرچشمی( جمع آوري شد. با استفاده از پرایمر اختصاصی در واکنش زنجيره پلی 
مراز، قطعه 784 جفت باز که بر روی ژن 16S rRNA قرار دارد در تعداد 29 گله )58 درصد( تكثير و باند مشاهده شد. حساسيت 
باکتری نسبت به آنتی بيوتيک های رایج با استفاده از روش انتشار از دیسک مورد سنجش قرارگرفت. تمامی جدایه ها )100درصد( 
به آنتی بيوتيک های فلورفنيكل، تيامولين، پنی ســيلين، آموکسی سيلين، آمپی سيلين، تایلوزین حساس و به آنتی بيوتيک های 
اریترومایسين، استرپتومایسين، سولفامتوکسازول    تری-متوپریم، جنتامایســين، باسيتراسين، نئومایسين و کليستين مقاوم 

بودند. نتایج نشان داد که ميزان آلودگي عفونت ORT در گله هاي گوشتي استان گلستان بالا مي باشد. 
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Ornitobacterium rhinotracheale (ORT) is a gram-negative bacterium which causes respiratory disease and reduced flock 
performance in commercial poultry farms. The aim of the present study was molecular detection and determination of an-
tibiotic susceptibility of ORT in broiler flocks of Golestan province. In this study, 513 samples were taken from trachea, 
lung and infraorbital sinuses of 50 broiler flocks from 9 poultry abattoirs of Golestan province. Out of 29 flocks(58%) were 
detected against to Ornitobacterium rhinotracheale infection with using specific primers of ORT in PCR method was ampli-
fied A 784 bp fragment of the 16SrRNA gene. Antimicrobial susceptibility test using standard disk diffusion technique was 
performed with 16 antibiotics. All isolates were susceptible (100%) to: Florfenicol, Tiamulin, Tylosin, Penicillin, Amoxicil-
lin, Ampicillin. Also100% of the isolates were resistant to: Erythromycine, Streptomycin, Gentamycin, Colistin, Neomycin, 
Sulfamethoxazole + Trimetoprim, Bacitracin. The results showed that prevalence rate of ORT infection was high in Golestan 
province. 
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مقدمه
اســتان گلســتان با داشتن 743 واحد مرغ گوشــتي به ظرفیت حدود 18 
میلیون قطعه جوجه ريزي در هر دوره، تولید 114 هزار تن گوشــت مرغ و 
داراي آب  و هوايی مناسب به عنوان يکی از قطب های پرورش جوجه گوشتي 
كشور بشــمار مي آيد )10(. رشد سريع اين صنعت با مشکلات خاص خود 
از جمله بیماری های طیور همراه بوده و از عفونت هايی كه دركمپلکس های 
تنفسی نقش بسیار مهمی ايفا می نمايد، عفونت اورنیتوباكتريوم  رينوتراكئال 
می باشــد. سرعت گسترش اين عامل عفونی در صنعت طیور و خسارت های 
اقتصادی ناشی از آن در ماكیان تجاری شامل: افزايش میزان تلفات، بالارفتن 
هزينه های درمان، افزايش موارد حذف كشــتارگاهی لاشــه، كاهش میزان 
تولید تخم مرغ، كاهش كیفیت پوســته تخم مرغ و كاهش رشــد می باشد. 
تورم كیســه های هوايی و پنومونی يک طرفه و يا دو طرفه شــايع ترين علائم 
كالبدگشايی اورنیتوباكتريوز اســت ولی ساير علائم بیماری مثل تراكئیت، 
ســینوزيت، پريکارديت و حتی آرتريت و مننژيت نیز گزارش شده است )۶ 
و۲1(. اولین جداســازی و شناســائی اورنیتوباكتريوم رينوتراكئال در طیور 
صنعتی توســط بنانی و همکاران )۲000( از يک گله  گوشــتی و يک گله 
نیمچه تخم گذار بوده است )4(. شیوع ORT در كشور در مطالعات مختلفی 
كه صورت گرفته متفاوت بوده اســت. قائــم مقامی و همکاران )۲007( در 
اســتان مركزی )9( ، حقیقي خوشخو و همکاران )۲008( در استان تهران 

)11( ، كلیدری و همکاران )۲008( در مشهد )13( ، نیک پیران و همکاران 
)۲011( در اســتان اردبیل )14( ، میزان آلودگی در گله های گوشــتی به 
ORT را بترتیب 9/8، 50 ، 97/۶3 و7۲/۲ درصد گزارش كرده اند. در استان 
گیلان آلودگــي گله مرغ مادر به اورنیتوباكتريوم100 درصد بوده همچنین 
آلودگی در گله های گوشــتی 30/44 درصد بود )۲(. بعد از واكسیناســیون 
گله هاي مادر، آلودگی در گله های گوشتی 17/۲ درصد گزارش گرديد )3(. 
 با توجه به گزارشــات چند ســاله اخیر دركشــور مبنی بر شــیوع عفونت 
اورنیتوباكتريــوم رينوتراكئــال و عدم اطــلاع از وضعیــت آن درگله های 
طیورگوشتی استان گلســتان، ضرورت تحقیق حاضر مبنی بر جداسازی و 
تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی جدايه هایORT احساس گرديد و با توجه به 
شباهت كلینیکي و كالبدگشائي اين عفونت با ساير بیماريهاي طیور، تايید 

تشخیص جدايه ها باروش PCR انجام شد. 

مواد و روش  کار
الف - نمونه برداری 

با هماهنگی اداره كل دامپزشکی استان و مسئولین فنی 9 واحد كشتارگاهی 
از 50 گله گوشــتي با تاريخچه علائم تنفســي در طول دوره پرورش و در 
ســنین 8-۶ هفتگي تعداد 531 نمونه شــامل ناي، ريه و سر )سینوس زير 
چشمی( بطور تصادفي جمع آوري شــد. نمونه ها تا زمان ارسال به موسسه 
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تحقیقات واكســن و سرم ســازی رازی، در دمای ۲0- درجه سانتی گراد 
نگهداری و سپس در كنار يخ انتقال داده شدند. 

ب- کشت ميكروبی
نمونه ها در محیط آگار حاوی 5 درصد خون گوسفند و مقدار 5 میکروگرم 
به ازاء هر میلی لیتر جنتامايســین كشــت داده شــد و 48-۲4 ساعت در 
انکوباتور CO۲ نگهداری گرديد. برای تهیه كشــت يکنواخت از پرگنه های 
مشــکوک به اورنیتوباكتريوم كه ريز - شبنمی شکل بودند به صورت خطی 
در محیط آگار خوندار حاوی جنتامايسین كشت داده شد. با توجه به اينکه 
جهت تشــخیص قطعی، نمونه ها بايد PCR می شــدند تنها دو خصوصیت 
مهم بیوشــیمیايی اكسیداز و كاتالاز مورد بررســی قرار گرفت. پرگنه هاي 
اكســیداز مثبت و كاتالاز منفي در لوله حاوي آبگوشــت مغز و قلب براث 

(BHI) جهت انجام آزمايش PCR در انکوباتور نگهداري شدند.

ج- حساسيت آنتی بيوتيكی
برای تعیین حساســیت باكتری به صورت كیفی از روش استاندارد كربی- 
بوئر با 1۶ ديسک تجاري ) شركت پادتن طب، ايران( استفاده شد. بر اساس 
تشــکیل قطر هاله روشــن در اطراف ديسک، توســط خط كش بر حسب 
میلی متر اندازه گیری شده و سپس تفسیر قطر هاله روشن با كمک جدول 
استاندارد بصورت حساس (S) ، نیمه حساس (IM) و مقاوم (R) انجام شد.

د- روش ملكولی
0/5 سی سی از لوله هاي حاوي پرگنه و BHI بعد از قرار دادن در شیکر به 
میکروتیوب 1/5 میکرولیتر منتقل شد و به مدت 15 دقیقه در دور 13000 
ســانتريفوژ گرديد، ســپس محلول رويی تخلیه و رسوب باقیمانده با 100 

میکرولیتر )هم حجم رسوب( بافر لیز كننده:
(Proteinase K 200µg/ ml, EDTA 1m M, SDS1% 10mM) Tris (pH=8) 
 بخوبی مخلوط و 4 ســاعت در بن ماری 5۶ درجه ســانتی گراد قرار داده
 شــد. هم حجم آن محلول فنل اشــباع اضافه و با ورتکس كاملًا مخلوط و

 به مدت 15 دقیقه در دور 13000 ســانتريفوژ ، فنل از فاز آبی جدا گرديد.
 محلول فنل و كلروفرم با حجم مســاوی، به مايع رويی اضافه گرديد و پس
 از مخلــوط كردن و تکان دادن، نمونــه در دور 13000 به مدت 15 دقیقه
 ســانتريفوژ شــد و فاز رويی به میکروتیوب جديد منتقل و هم حجم با فاز
 رويی، كلروفرم اضافه شــد و با ورتکس كاملًا مخلوط گرديد و سپس نمونه
 به مدت 5 دقیقه در دور 13000 سانتريفوژ گرديد. مقدار 0/1 حجم، استات
 ســديم 3 مولار به فاز رويی اضافه شد و پس از مخلوط كردن به میزان دو
 برابر حجم نمونه به آن اتانول مطلق اضافه گرديد و به مدت ۲0 دقیقه نمونه
 در سرمای ۲0- درجه سانتی گراد قرار داده شد. پس از زمان انکوباسیون در
 DNA ســرما، نمونه به مدت 15 دقیقه در دور 13000 سانتريفوژ گرديد تا
 غیر محلول رسوب نمايد. سپس محلول قبلی كاملًا تخلیه گرديد. در مرحله
 رســوب داده شــده، با الکل اتانول 70 درجه شستشو گرديد، DNA بعدی
 اين مرحله با اضافه نمودن ۲00 میکرولیتر الکل 70 درجه به رســوب، سر
 و ته كردن لوله و ســپس سانتريفوژ به مدت 5 دقیقه در دور 13000 انجام
 مقدار 50 میکرولیتر آب مقطر استريل اضافه نموده و تا زمان DNA شد. به
 با اســتفاده از پرايمرهای PCR.آزمايش در داخل يخچال نگهداری گرديد
 اختصاصي طراحي شــده )۲1( در حجم ۲5 میکرولیتر)۲/5 میکرولیتر بافر
PCR 10X، ۲ 1/5 میلي مولMgCl ، 0/5 میکرو لیترDNTP 10mM، 0/5 
 پلي مــراز، 1+1 پیکومول از هر كدام از پرايمرها ، Taq 4 میکرو لیتر آنزيم
 PCR الگو و14 میکرولیتر آب مقطر اســتريل( و با مراحل DNA میکرولیتر
 بصورت واسرشــت ابتدايي 94 درجه ســانتي گراد به مــدت 7 دقیقه، 40
 سیکل اصلي با واسرشت 94 درجه سانتي گراد به مدت 30 ثانیه، اتصال 53
 درجه ســانتي گراد به مدت 1 دقیقه، ساخت 7۲ درجه به مدت ۲ دقیقه و
 بسط انتهايي 7۲ درجه به مدت 7 دقیقه با استفاده از پرايمرهای اختصاصی

OR16S-F 1(5-GAG AAT TAA TTT ACG GAT TAAG-3') و
OR16 S-R1 (5- TTC GCT TGG TCT CCGAAGAT - 3'(  انجام شد.

نتایج
به نمودار، جدول و شکل مراجعه شود.

نمودار 1- ميزان درصدآلودگي گله هاي گوشتي به عفونت اورنيتوباکتریوم در استان گلستان
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جدول 1 - حساسيت آنتی بيوتيكی10 جدایه اورنيتوباکتریوم رینوتراکئال از گله های گوشتي کشتاري استان گلستان

شكل 1- الكترفورز محصول PCR بر روی ژل آگارز 1 %، رنگ آميزی شده با اتيدیوم بروماید M - مارکر با وزن ملكولی 100 جفت 
باز، 7-1 نمونه هاي مثبت، 12-8 نمونه های منفی، 13- کنترل منفي )آب مقطر( 

 14- کنترل مثبت

رديف
آنتی بیوتیک 

 )غلضت ديسک به میکروگرم( 
تعداد جدايه های حساس

)درصد( 
تعداد جدايه های نیمه حساس 

)درصد( 
تعداد جدايه های مقاوم 

)درصد( 

-- )100%( 10فلورفنیکل)30( 1

--)100%( 10تیامولین )30( ۲

--)100%( 10پنی سیلین )10( 3

--)100%( 10آموكسی سیلین)۲5( 4

--)100%( 10آمپی سیلین )10( 5

--)100%( 10تايلوزين)10( ۶

-)۲0%( ۲ )80%( 8لینکواسپکتین )15/۲00( 7

)80%( 8)۲0%( ۲-فلومکوئین)30( 8

)50%( 5)۲0%( ۲ )30%( 3اوفلوكساسین)5( 9

)100%( 10--اريترومايسین )15( 10

)100%( 10--استرپتومايسین )10( 11

)100%( 10--باسیتراسین)10( 1۲

)100%( 10--سولفامتوكسازول+ تری متوپريم)۲3/75( 13

)100%( 10--نئومايسین )30( 14

)100%( 10--كلیستین )10( 15

)100%( 10--جنتامايسین )10( 1۶
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بحث
 اورنیتوباكتريوم  رينوتراكئال  يکی از عوامل باكتريايی بوده كه در سال های 
اخیر در خیلی از كشورهای دنیا شناسايی شده و در كمپلکس های تنفسی 
طیور بايد مورد توجه قرارگیرد، با توجه به ســرعت گســترش بیماری در 
كشور و علاقمندی به شــناخت بیشتر آن، مطالعه فوق صورت گرفت. نظر 
بــه نتايج حاصل ازكشــت میکروبی و PCR در مطالعــه حاضر، آلودگي به 
اورنیتوباكتريوم  رينوتراكئال در ۲9 گله  گوشــتی )نمودار 1 ( تايید شــد كه 
حاكي از بالا بودن میزان عفونت در اســتان گلســتان مي باشد. در مطالعه 
اســدپور و همــکاران )۲008(  به روش PCR،۲۲0 ســواب نای از ۲۲ گله 
مرغ مادر اخــذ گرديدكه 3/18 درصد نمونه ها مثبت ارزيابی شــدند )1(. 
در پژوهشــی حســن زاده و همکاران )۲010( بر روی گله های گوشتی كه 
در مناطق غرب، شــمال و مركزی كشور انجام شده از مجموع 150 نمونه 
بافت ريه فقط ۲ درصد آن ها از نظر ORT مثبت شناســائی شدند و از 150 
نمونه نای، مورد مثبتی يافت نشــد )1۲( ، در صورتی كه در تحقیق حاضر 
عامل عفونت بیشــتر از نمونه های نای جدا گرديد، و به عبارتي نای شرايط 
محیطی مستعدتری نسبت به ريه ها و سینوس ها برای حضور عامل بیماری 

را دارا بوده است. 
 Turkyilmaz ،)۲001( Turan و Seyyal بر اســاس مطالعاتی كه توســط
)۲004( در مناطق مختلف كشور تركیه صورت گرفت، میزان موارد مثبت 
ســرمی به ترتیب ۶5درصد ) 17 ( و۶۶/3 درصد ) 19 ( گزارش شــده است. 
Ozbey و همکاران )۲004( در شــرق تركیه، تعــداد۲50 نمونه نای و ريه 
از 10 گله گوشــتی تجاری كه دارای علائم تنفســی بودند از كشــتارگاه 
جمع آوری نمودند و توانستند عامل بیماری را از نای 5 جوجه )1/5 درصد( 
و هم از نای و ريه تنها يک جوجه )0/4 درصد( درآزمايش باكتريولوژی جدا 
نماينــد )15(. Roussan و همکاران )۲010( بر روی 100گله گوشــتی در 
مناطق شــمال و جنوب كشــور اردن میزان آلودگی به ORT را ۲۶ درصد 
گزارش و با آزمايش PCR تايید نمودند)1۶(. Uriate و همکاران )۲010( در 
۲1 شهر آرژانتین ، ۶۲/۶ درصد نمونه های سرمی از نظر ORT مثبت بودند 
كه نشان دهنده میزان بالای آلودگی به ORT در اين كشور می باشد )۲0(. 
  حساســیت آنتی بیوتیکی عفونــت اورنیتوباكتريوم رينوتراكئال به منطقه 
جداسازی باكتری بســتگی دارد )۲1(. در اين تحقیق كه با استفاده از 1۶ 
ديســک تجاری آنتی بیوتیک بر روی 10 جدايه انجام شــد) جدول 1(  با 
مطالعــات محققین ديگر، شــباهت ها و تفاوت هايی داشــت. در بســیاری 
از مطالعات، حساســیت جدايه هــای باكتری از گله های گوشــتی و هم از 
جدايه های گله های مرغ مادر و تخم گذار بررســی شــده و تفکیک خاصی 
بر روی حساســیت جدايه های گله ها در برابرآنتی بیوتیک ها صورت نگرفته 
است.100 درصد جدايه هاي اين تحقیق در برابر تركیبات خانواده آمینوپني 
 ۲011a( سیلین ها حساسیت نشــان دادندكه با مطالعه اسدپور و همکاران
و ۲011b( )۲،3( و مطالعه بناني و همکاران )۲004( ) 5 ( مغايرت داشــت. 
45 جدايــه از 45 گله گوشــتی در بلژيک نیز100 درصد به آمپی ســیلین 
مقاوم بودند ، اما در برخي از مطالعات نیز پنی ســیلین و آمپی ســیلین در 
غلظت های بالا برای بیشــتر جدايه ها ممانعت كننده هــای خوبی بودند هر 
چند كه مواردی نیز در هلند مشــاهده گرديد كه تزريق تتراسیکلین و پنی 
سیلین های ســنتتیک )معمولاً دو بار( جهت درمان مفید و موثر بوده و در 
بعضی موارد نیز منجر به شکست شده است )8(. در مطالعه حاضر به دلیل 

ممنوعیت اســتفاده از كلرآمفنیکل، از فلورفنیکل در آنتي بیوگرام استفاده 
شــد كه 100 درصد جدايه ها نسبت به اين آنتي بیوتیک، حساسیت نشان 
دادند. 80 درصد جدايه هاي تحقیق حاضر در برابر لینکواســپکتین حساس 
بوده اســت اما در مطالعه اســدپور و همکاران )a ۲011 ( اين دارو بیشــتر 
حساس متوســط بوده ولي در برابر لینکومايسین مقاوم بود )۲(. از خانواده 
كینولون ها فلوموكوئین و افلوكســازين در تحقیق حاضر استفاده شد كه با 
توجه به مصرف داروهاي خانواده كینولون ها در مرغداري ها در چند ســاله 
اخیر مقاومت جدايه ها مشــاهده شــده و نمي توان از اين داروها در درمان 

استفاده نمود. 
مقاومــت جدايه هــای اين تحقیــق در برابــر آنتی بیوتیک هــای خانواده 
آمینوگلیکوزيدهــا، پلی پپتیدها و ســولفانامیدها با مطالعــات ديگران در 
كشورهای مختلف شباهت داشــت. مقاومت به نئومايسین و اريترومايسین 
در 10 جدايه اين تحقیق ، با جدايه های بنانی و همکاران )5( و ســه جدايه 
 Turan و Seyyal تركیه )  19( شــباهت داشــت. در پژوهشی كه توســط
)۲001( در تركیه بر روی حساسیت آنتی بیوتیکی 11جدايه ORT بدست 
آمده از گله های گوشــتی صورت گرفت، تمامی جدايه ها به نئومايســین و 
جنتامايســین مقاومت كامل از خود نشان دادند )Erganis .)17 و همکاران 
)۲00۲( نیز حساســیت جدايه هــای بوقلمون را مورد بررســی قرار دادند 
ولی اين جدايه ها نســبت به اريترو مايسین حساس بودند. جدايه ها در برابر 
آنتی بیوتیک های خانواده كینولون ها حساسیت يکسانی نداشتند. مقاومت 
باكتــری در برابر افلوكســازين و فلومکوئین از آنتــي بیوتیک هاي خانواده 
كینولون ها نیز مشــاهده گرديد )8(. اورنیتوباكتريوم بسادگی قادر است در 
برابر آنتی بیوتیک هايی نظیر داكسی سیکلین، انروفلوكسازين، فلومکوئین، 
لینکومايسین، تری متوپريم+ ســولفانامید و تايلوزين مقاومت ايجاد نمايد 
آزمايش حساسیت آنتی بیوتیکی 45 جدايه از 45 فارم گله گوشتی مختلف 
بلژيک كه دارای علائم تنفسی بودند، مورد بررسی قرار گرفت كه به ترتیب 
100، 100، 98، 98، 100، 9۶، 94، 89 و 80 درصــد از جدايه ها به آمپی 
سیلین ، سفتیوفور، تايلوزين، اسپیرامايسین، لینکومايسین، تیل مايکوزين، 
فلومکوئین، انروفلوكسازين و داكسی ســايکلین مقاوم بودند )7(. تايلوزين 
در جدايه های بدســت آمــده از مکزيک و نیز در ايــن پژوهش جزء آنتی 
بیوتیک های حســاس و موثر بود اما در جدايه های گله های گوشتی كشور 
بلژيک مقاومت به آن مشاهده شد. در تشخیص اورنیتوباكتريوم رينوتراكئال 
می توان بصورت مستقیم از واكنش زنجیره پلی مراز استفاده نمود با استفاده 
از تركیــب آغازگر هــای OR 16S-F1 و OR 16S –R1، قطعه 784 جفت 
باز كه بر روی ژن 1۶S rRNA قرار دارد تکثیر می يابد )شــکل1( ، هرچند 
باكتری هايی كه با اورنیتوباكتريوم ارتباط نزديکی دارند ممکن است، اشتباه 

شوند )18(. 

نتيجه گيري
با توجه به میزان آلودگي بالاي عفونت در گله هاي گوشتي استان ، تشخیص 
ســريع عفونت با روش ملکولي و اســتفاده از آنتی بیوگرام قبل از درمان با 
آنتی بیوتیک های رايج و رعايت امنیت زيســتي جهت اقدامات پیشگیرانه 

ضروري است.
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تشكر و قدردانی
نويســندگان مقاله برخود لازم مي دانند تا از موسســه تحقیقات واكسن و 
سرم ســازي رازي جهت تخصیص اعتبارات مالي اين پروژه با كد )90010-
18-18-0۲1( و همچنین از همکاران محترم مركز تحقیقات كشــاورزي و 
منابع طبیعي استان گلستان و پرســنل بخش تحقیق و تشخیص موسسه 

رازي تقدير و تشکر به عمل آورند.
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