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 Ornithobacterium rhinotracheale جستجوی مولکولی

در موارد عفونت های تنفسی ماکیان گوشتی شهرکرد

چيکد‌ه
بیم�اری های تنفس�ی به ص�ورت مداوم زی�ان های اقتص�ادی س�نگینی را در صنعت طیور در سراس�ر جهان ایج�اد می کنند. 
Ornithobacterium rhinotracheale به عنوان یک عامل موثر احتمالی در ایجاد کمپلکس های بیماری های تنفسی قلمداد 
ش�ده اس�ت. اگرچه تایید شده است که O. rhinotracheale به ضدعفونی کننده های شیمیایی مختلف بسیار حساس است، با 
این حال اخیرا عفونت با O. rhinotracheale اندمیک ش�ده اس�ت و به همان میزانی که مزارع پرورش دهنده ی طیور با سنین 
مختل�ف را م�ی تواند آلوده کند هر مکان جداس�ازی و فروش دام جدید حت�ی در جایگاه های تمیز و ضدعفونی ش�ده خصوصاً 
 در مناط�ق ب�ا تولید متراکم طیور را م�ی تواند آلوده نماید. با توجه ب�ه اهمیت آنچه ذکر گردید، مطالع�ه ی حاضر جهت ردیابی
 O. rhinotracheale در جوجه های گوش�تی مبتلا به عفونت تنفس�ی در شهرکرد انجام ش�د. مجموعاً 93 نمونه سوآب ناي از 
موارد عفونت تنفس�ی از 31 گله جوجه ی گوش�تی اخذ گردید. نمونه ها روی محیط کش�ت آگار خوندار حاوی جنتامایس�ین و 5 
درص�د خون دفیبرینه گوس�فند کش�ت داده و در انکوباتور ب�ا 7/5-5 درصد CO2 در دمای 37 درجه س�انتی گراد به مدت 48 
ساعت نگه داری شدند. کلنی های مشکوک جهت جستجوی O. rhinotracheale با استفاده از آزمون واکنش زنجیره ای پلی 
 O. rhinotracheale مورد ارزیابی قرار گرفتند. میزان آلودگی گله های گوش�تی مبتلا به عفونت های تنفس�ی به )PCR( مراز
19/35 درصد )18 تا از 93 نمونه( بود. مطالعه ی حاضر نش�ان می دهد که O. rhinotrachealeمی تواند نقش قابل توجهی در 

زیان های اقتصادی ناشی از بیماری های تنفسی در صنعت طیور این منطقه ایفا کند.               

 PCR ،جوجه ی گوشتی ،O. rhinotracheale :كلمات كليد‌ي
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Molecular detection of Ornithobacterium rhinotracheale in broiler chickens with respiratory infection in 
Shahrekord
By: A. Zamani Moghaddam: Associate Professor, Department of Clinical Science, Faculty of Veterinary Medicine, 
Shahrekord University, Shahrekord, Iran, H. Tahmasby: Student, Faculty of Veterinary Medicine and Member of 
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University of Shahrekord, Shahrekord, Iran, A. Kiani Salmi: Lab Technician, Department of Clinical Science, Faculty 
of Veterinary Medicine, Shahrekord University, Shahrekord, Iran.
Respiratory disease conditions are continuing to cause heavy economic losses in the poultry industry worldwide. 
Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) has been incriminated as a possible additional causative agent in respiratory disease 
complex. Although, ORT has been proved to be highly sensitive to different chemical disinfectants, currently, ORT infection 
appears to have become endemic and can affected every new restocking even in previously cleaned and disinfected houses 
especially in areas with intensive poultry production as well as in multiple age farms. Considering the importance of what 
mentioned, present study was conducted to detection of Ornithobacterium rhinotracheale in broiler chickens with respiratory 
infection from Shahrekord, Iran. Altogether 93 tracheal swab samples collected from 31 broiler chicken flocks with respiratory 
diseases in Shahrekord, Iran. The samples were plated onto Blood agar containing Gentamicin and 5% defibrinated sheep 
blood and incubated under 5-7.5% CO2 at 37°C for 48 hours. Suspected colonies were evaluated for detecting ORT by 
polymerase chain reaction (PCR) method. The rate for respiratory infections with ORT was 19.14% (18 out of 93). Present 
study suggests ORT can play a significant role in economic losses caused by respiratory diseases in the poultry industry of 
the region. 
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مقد‌مه
Ornithobacterium rhinotracheale باكت��ري گ��رم منفي، 
پل��ي مورف، ميله اي ش��كل و بدون هاگ اس��ت كه رش��د آن خيلي كند 
بوده و س��ريعاً به وسيله باكتري هاي سريع الرشد پوشيده مي شود، كشت 
اين باكتري مش��كل و از نظر خصوصيات بيوش��يميايي نيز ناپايدار اس��ت. 
انتق��ال )O. rhinotracheale (ORT از طري��ق افقي بوس��يله چالش 
ريز قطرات و به ش��كل مس��تقيم و غير مس��تقيم رخ مي ده��د )8 ، 12(. 
ع�لاوه بر آن انتقال عمودي نيز امكان پذير مي باش��د )12(، گرچه انتقال 
عم��ودي ب��ه صورت انتقال از طري��ق تخمدان و يا از طري��ق كلوآك هنوز 
اثب��ات نش��ده اس��ت )8(. در مرغان م��ادر، بيم��اري در دوره تخم گذاري 
پرن��دگان را مبت�لا م��ي نمايد ك��ه ابت��دا در اوج توليد و يا قب��ل از وارد 
ش��دن گله به زمان توليد مي باش��د. از آن جايي كه تش��خيص قطعي اين 
 عفونت بر اس��اس علائم كلينكيي و يافته هاي كالبدگش��ايي مش��كل بوده 
)5، 7، 11(، از واكن��ش زنجيره اي پلي م��راز مي توان براي اثبات باكتري 
در جهت تش��خيص قطعي عفونت استفاده نمود )7(. تاکنون مطالعه ای در 
م��ورد وضعیت آلودگی به O. rhinotracheale در منطقه ی ش��هرکرد 
انجام نشده است لذا بررسي حاضر با هدف رديابي این باكتري در گله های 

گوشتی مبتلا به عفونت های تنفسی در منطقه شهرکرد به انجام رسيد.
در این مطالعه که در پاییز سال 1390 صورت گرفت 93 سوآب ناي از 
موارد عفونت تنفسی از 31 گله جوجه ی گوشتی مراجعه شده به کلینیک 
دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهرکرد اخذ گردید و روی محیط کشت آگار 

خوندار )مرک، ساخت آلمان( حاوی 5 درصد خون گوسفند و جنتامایسین 
)5 میکروگرم به ازای هر میلی لیتر، برای جلوگیری از رش��د باکتری های 
س��ریع الرشد( کش��ت داده و در انکوباتور با 7/5-5 درصد CO2 در دمای 
 37 درجه س��انتی گراد به مدت 48 س��اعت نگه داری ش��دند. مش��اهده 
پرگنه های ریز ش��بنمی شکل، رنگ آمیزی گرم و مشاهده ی اشکال پلی 
م��ورف باکتری در زیر میکروس��کوپ و دو خصوصیت مهم بیوش��یمیایی، 
 اکسیداز و کاتالاز مورد بررسی قرار گرفت )6، 7 ، 9(. نمونه های مشکوک به

O. rhinotracheale ت��ا زم��ان انجام PCR در محی��ط TSB )مرک، 
ساخت آلمان( به صورت گلیسیرینه در دمای 20- نگه داری گردیدند.

کنترل مثبت از كلكسيون باكتري هاي گروه علوم درمانگاهی دانشکده 
دامپزشکی دانشگاه ش��هید چمران اهواز تهیه گردید. نمونه های مشکوک 
جهت جست و جوی O. rhinotrachealeبه وسیله ی PCR با استفاده 
از پرایمرهای توصیف ش��ده توس��ط Hafez )8( مورد آزمون قرار گرفتند. 
مواد PCR از شرکت سیناژن ساخت ایران تهیه شد و واکنش در حجم 25 
 50 MgCl2 10 ، 1/5 میکرولیترX PCRمیکرولیتر )2/5 میکرولیتر بافر
 Taq 10 میلی مولار، 1/5 واحد آنزیم dNTPمیلی مولار، 1 میکرولیت��ر
پلی مراز، 1 میکرولیتر با غلظت 10 میکرومولار از هر پرایمر، 1 میکرولیتر 
DNA الگ��و( انج��ام گردید. برنامه ه��ای دمایی مطابق ب��ا برنامه حرارتی 
Hafez )8( در دس��تگاه ترموس��ایکلر )Biorad، س��اخت آمریکا( صورت 
پذیرفت. در پایان محصولات PCR روی ژل آگارز )ساخت سیناژن، ایران( 

1/5 درصد الکتروفورز )ساخت پایاپژوهش پارس، ایران( گردید.
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 :PC ،کنترل منفی :NC ،مارکر100 جفت بازی :O. rhinotracheale. M شکل 1- تصویر الکتروفورز ژل آگارز برای
.O. rhinotracheale 1تا 18: ایزوله های مثبت برای ،O. rhinotracheale کنترل مثبت

 در مطالع��ه ی حاضر می��زان آلودگی ب��ه O. rhinotracheale در 
گله های گوشتی مبتلا به عفونت های تنفسی 19/35 درصد )18 تا از 93 

نمونه یا 6 گله از 31 گله( بود )شکل 1(. 
  در مطالع��ات مختلف��ی ک��ه در کش��ور ص��ورت گرفت��ه ش��یوع

 O. rhinotracheale از می��زان متفاوت��ی برخ��وردار بوده اس��ت. قائم 
مقامی و همکاران طی مطالعه ای در اس��تان مرکزی در گله های گوش��تی 
مبتلا به عوارض تنفس��ی، می��زان ش��یوع O. rhinotracheale را 9/8 
درص��د تعیی��ن گزارش کردن��د )4(. در مطالعه ای در شهرس��تان اهواز از 
نمونه های کش��تارگاهی، نمونه های میدانی بدس��ت آمده از مرغداری ها 
و از م��وارد ارجاع��ی به بخش طی��ور به ترتی��ب 8/66، 1 و 13/79 درصد 
O. rhinotracheale جداس��ازی گردی��د )3(. در مطالع��ه ی بنان��ی و 
 همکاران در کشتارگاه های قزوین به روش PCR، 60 نمونه سواب نای از 
 جوجه های گوش��تی کش��تار ش��ده از 30 گل��ه اخذ گردید ک��ه 6 نمونه 
)10 درص��د( مثبت بود )2(. در مطالعه ی اس��دپور و همکاران در اس��تان 
گیلان به روش PCR، 220 سواب نای از 22 گله مرغ مادر اخذ گردید که 

3/18 درصد نمونه ها مثبت ارزیابی شدند )1(.
در سایر نقاط دنیا در مورد شیوع O. rhinotracheale نیز مطالعات 
مختلفی صورت گرفته است. Ozby )2005( در شرق تريكه از 250 نمونه 
شستش��و ناي 10 گله تجاري توانس��ت از ناي 5 جوجه )1/5 درصد( و هم 
 PCR از ناي و ش��ش كي جوجه )0/04 درصد( باكتري را جدا و بوس��يله
آن را تايي��د نماي��د )10(. Canal و همكاران )2005( در برزيل، 4 جدايه 
از سوآب ناي گله هاي گوشتي جدا نمودند و از نظر PCR تمام جدايه ها 
را تايي��د كردند )6(. Hung و Alvardo )2001( در كش��ور پرو نيز 25 

جدايه را از نظر PCR مورد تاييد قرار دادند )9(.
در مطالع��ه ی حاض��ر در مقایس��ه ب��ا س��ایر مطالعاتی ک��ه اخیرا در 
O. rhinotracheale کش��ور صورت گرفته است، آلودگی نس��بتا بالا به
 گزارش ش��ده است و این مس��ئله می تواند نش��ان دهنده ی نقش بیشتر

O. rhinotracheale در موارد عفونت های تنفسی این منطقه نسبت به 
مناطقی که توسط سایر محققین مورد بررسی قرار گرفته است باشد.

ب��ا در نظر گرفتن توضیحات فوق می ت��وان این نکته را بیان نمود که 
 ای��ن عفونت به صورت یک خطر بالق��وه اکثر مرغداری های ایران را تهدید 
می نمای��د. با توجه ب��ه اهمی��ت O. rhinotracheale و لزوم اطلاع از 
وضعی��ت آلودگی به آن به عن��وان عامل مزمن کاه��ش راندمان تولید در 

طیور صنعتی به ویژه طیور گوش��تی مطالعه ی حاضر صورت گرفت. امید 
 اس��ت نتایج ای��ن مطالعه به منظور اتخاذ سیاس��ت مناس��ب در برخورد با 
بیماری های تنفس��ی صنعت طیور کش��ور و از جمله منطقه ی شهرکرد و 

جلوگیری از وارد آمدن خسارت بیشتر مفید باشد. 
بدين وس��يله از ش��وراي محترم پژوهشي دانشگاه ش��هرکرد به خاطر 

تامين هزينه هاي مالی اين طرح تحقيقاتي تشكر و قدرداني مي گردد.
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