
 

		  

شناسائی ملکولی و حساسیت آنتی بیوتیکی 
اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال در گله‌هاي گوشتي 

كشتاري استان گلستان

bb

چكيد‌ه 
   اورنیتوباکتریوم‌ رینوتراکئال )ORT( یک باکتری گرم منفی بوده که باعث ایجاد اختلالات تنفســی، کاهش رشــد و افزایش 
تلفات در مرغداری‌های تجاری می‌گردد. هدف از مطالعه حاضر جداســازي، تشخيص مولكولي اورنيتوباكتريوم رينوتراكئال به 
روش واكنش زنجيره پلي مراز و تعيين حساســيت آنتي بيوتيكي بود. در اين مطالعه از تعداد 50 گله گوشتي در سن كشتار از 9 
كشتارگاه تعداد 513 نمونه )ناي، ريه، سینوس زیرچشمی( جمع آوري شد. با استفاده از پرایمر اختصاصی در واکنش زنجیره پلی 
مراز، قطعه 784 جفت باز که بر روی ژن 16S rRNA قرار دارد در تعداد 29 گله )58 درصد( تکثیر و باند مشاهده شد. حساسیت 
باکتری نسبت به آنتی‌بیوتیک‌های رایج با استفاده از روش انتشار از دیسک مورد سنجش قرارگرفت. تمامی جدایه‌ها )100درصد( 
به آنتی‌بیوتیک‌های فلورفنکیل، تیامولین، پنی‌ســیلین، آموکسی‌سیلین، آمپی‌سیلین، تایلوزین حساس و به آنتی‌بیوتیک‌های 
اریترومایسین، استرپتومایسین، سولفامتوکسازول‌‌‌‌تری-متوپریم، جنتامایســین، باسیتراسین، نئومایسین و کلیستین مقاوم 

بودند. نتایج نشان داد که ميزان آلودگي عفونت ORT در گله‌هاي گوشتي استان گلستان بالا مي‌باشد. 

کلمات کلیدی: اورنيتوباكتريوم رينوتراكئال، PCR ، مقاومت آنتی بیوتیکی، گلستان
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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. 

Key words: Ornitobacterium rhinotracheale, PCR, Antibiotic resistance ,Golestan 

مقدمه
اســتان گلســتان با داشتن 743 واحد مرغ گوشــتي به ظرفيت حدود 18 
ميليون قطعه جوجه‌ريزي در هر دوره، توليد 114 هزار تن گوشــت مرغ و 
داراي آب‌ و هوایی مناسب به عنوان یکی از قطب‌های پرورش جوجه گوشتي 
کشور بشــمار مي‌آيد )10(. رشد سریع این صنعت با مشکلات خاص خود 
از جمله بیماری‌های طیور همراه بوده و از عفونت‌هایی که درکمپلکس‌های 
تنفسی نقش بسیار مهمی ایفا می‌نماید، عفونت اورنیتوباکتریوم‌ رینوتراکئال 
می‌باشــد. سرعت گسترش این عامل عفونی در صنعت طیور و خسارت‌های 
اقتصادی ناشی از آن در ماکیان تجاری شامل: افزایش میزان تلفات، بالارفتن 
هزینه‌های درمان، افزایش موارد حذف کشــتارگاهی لاشــه، کاهش میزان 
تولید تخم‌مرغ، کاهش کیفیت پوســته تخم‌مرغ و کاهش رشــد می‌باشد. 
تورمک‌یســه‌های هوایی و پنومونی یک‌طرفه و یا دو‌طرفه شــایع‌ترین علائم 
کالبدگشایی اورنیتوباکتریوز اســت ولی سایر علائم بیماری مثل تراکئیت، 
ســینوزیت، پریکاردیت و حتی‌آرتریت و مننژیت نیز گزارش شده است )۶ 
و۲۱(. اولین جداســازی و شناســائی اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال در طیور 
صنعتی توســط بنانی و همکاران )2000( از یک گله‌ گوشــتی و یک گله 
نیمچه تخم‌گذار بوده است )4(. شیوع ORT در کشور در مطالعات مختلفی 
که صورت گرفته متفاوت بوده اســت. قائــم مقامی و همکاران )2007( در 
اســتان مرکزی )9( ، حقيقي خوشخو و همكاران )2008( در استان تهران 

)11( ، کلیدری و همکاران )2008( در مشهد )13( ، نیک پیران و همکاران 
)2011( در اســتان اردبیل )14( ، میزان آلودگی در گله های گوشــتی به 
ORT را بترتیب 9/8، 50 ، 97/63 و72/2 درصد گزارش کرده اند. در استان 
گیلان آلودگــي گله مرغ مادر به اورنيتوباكتريوم100 درصد بوده همچنین 
آلودگی در گله‌های گوشــتی 30/44 درصد بود )2(. بعد از واكسيناســيون 
گله‌هاي مادر، آلودگی در گله‌های گوشتی 17/2 درصد گزارش گردید )3(. 
 با توجه به گزارشــات چند ســاله اخیر درکشــور مبنی بر شــیوع عفونت 
اورنیتوباکتریــوم رینوتراکئــال و عدم اطــاع از وضعیــت آن درگله‌های 
طیورگوشتی استان گلســتان، ضرورت تحقیق حاضر مبنی بر جداسازی و 
تعیین حساسیت آنتی‌بیوتیکی جدایه‌هایORT احساس گردید و با توجه به 
شباهت كلينكيي و كالبدگشائي اين عفونت با ساير بيماريهاي طيور، تایید 

تشخیص جدایه‌ها باروش PCR انجام شد. 

مواد و روش‌ کار
الف - نمونه‌برداری 

با هماهنگی اداره کل دامپزشکی استان و مسئولین فنی 9 واحد کشتارگاهی 
از 50 گله گوشــتي با تاريخچه علائم تنفســي در طول دوره پرورش و در 
ســنين 8-6 هفتگي تعداد 531 نمونه شــامل ناي، ريه و سر )سینوس زیر 
چشمی( بطور تصادفي جمع‌آوري شــد. نمونه‌ها تا زمان ارسال به موسسه 
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تحقیقات واکســن و سرم ســازی رازی، در دمای 20- درجه سانتی گراد 
نگهداری و سپس در کنار یخ انتقال داده شدند. 

ب- کشت مکیروبی
نمونه‌ها در محیط آگار حاوی 5 درصد خون گوسفند و مقدار 5 میکروگرم 
به ازاء هر میلی لیتر جنتامایســین کشــت داده شــد و 48-24 ساعت در 
انکوباتور CO2 نگهداری گردید. برای تهیه کشــت یکنواخت از پرگنه‌های 
مشــکوک به اورنیتوباکتریوم که ریز - شبنمی شکل بودند به صورت خطی 
در محیط آگار خوندار حاوی جنتامایسین کشت داده شد. با توجه به اینکه 
جهت تشــخیص قطعی، نمونه ها بايد PCR می‌شــدند تنها دو خصوصیت 
مهم بیوشــیمیایی اکسیداز و کاتالاز مورد بررســی قرار گرفت. پرگنه‌هاي 
اكســيداز مثبت و كاتالاز منفي در لوله حاوي آبگوشــت مغز و قلب براث 

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

ج- حساسیت آنتی بیوتکیی
برای تعیین حساســیت باکتری به صورت کیفی از روش استاندارد کربی- 
بوئر با 16 ديسك تجاري )‌شركت پادتن طب، ایران( استفاده شد. بر اساس 
تشــيكل قطر هاله روشــن در اطراف دیسک، توســط خطک‌ش بر حسب 
میلی‌متر اندازه گیری شده و سپس تفسیر قطر هاله روشن با كمك جدول 
استاندارد بصورت حساس )S( ، نیمه حساس )IM( و مقاوم )R( انجام شد.

د- روش ملکولی
0/5 سی سی از لوله‌هاي 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 
ســانتریفوژ گرديد، ســپس محلول رویی تخلیه و رسوب باقيمانده با 100 

میکرولیتر )هم حجم رسوب( بافر لیز کننده:
(Proteinase K 200µg/ ml, EDTA 1m M, SDS1% 10mM) Tris (pH=8) 
 بخوبی مخلوط و 4 ســاعت در بن ماری 56 درجه ســانتی گراد قرار داده
 شــد. هم حجم آن محلول فنل اشــباع اضافه و با ورتکس کاملًا مخلوط و

 به مدت 15 دقیقه در دور 13000 ســانتریفوژ‌، فنل از فاز آبی جدا گرديد.
 محلول فنل و کلروفرم با حجم مســاوی، به مایع رویی اضافه گردید و پس
 از مخلــوط کردن و تکان دادن، نمونــه در دور 13000 به مدت 15 دقیقه
 ســانتریفوژ شــد و فاز رویی به میکروتیوب جدید منتقل و هم حجم با فاز
 رویی، کلروفرم اضافه شــد و با ورتکس کاملًا مخلوط گردید و سپس نمونه
 به مدت 5 دقیقه در دور 13000 سانتریفوژ گرديد. مقدار 0/1 حجم، استات
 ســدیم 3 مولار به فاز رویی اضافه شد و پس از مخلوط کردن به میزان دو
 برابر حجم نمونه به آن اتانول مطلق اضافه گردید و به مدت 20 دقیقه نمونه
 در سرمای 20- درجه سانتی گراد قرار داده شد. پس از زمان انکوباسیون در
 DNA ســرما، نمونه به مدت 15 دقیقه در دور 13000 سانتریفوژ گرديد تا
 غیر محلول رسوب نماید. سپس محلول قبلی کاملًا تخلیه گردید. در مرحله
 رســوب داده شــده، با الکل اتانول 70 درجه شستشو گردید، DNA بعدی
 اين مرحله با اضافه نمودن 200 میکرولیتر الکل 70 درجه به رســوب، سر
 و ته کردن لوله و ســپس سانتریفوژ به مدت 5 دقیقه در دور 13000 انجام
 مقدار 50 میکرولیتر آب مقطر استریل اضافه نموده و تا زمان DNA شد. به
 با اســتفاده از پرايمرهای PCR.آزمایش در داخل یخچال نگهداری گرديد
 اختصاصي طراحي شــده )21( در حجم 25 مكيروليتر)2/5 مكيروليتر بافر
PCR 10X، 2 1/5 ميلي مولMgCl ، 0/5 مكيرو ليترDNTP 10mM، 0/5 
 پلي مــراز، 1+1 پكيومول از هر کدام از پرايمرها‌، Taq 4 مكيرو ليتر آنزيم
 PCR الگو و14 مكيروليتر آب مقطر اســتريل( و با مراحل DNA مكيروليتر
 بصورت واسرشــت ابتدايي 94 درجه ســانتي گراد به مــدت 7 دقيقه، 40
 سكيل اصلي با واسرشت 94 درجه سانتي گراد به مدت 30 ثانيه، اتصال 53
 درجه ســانتي گراد به مدت 1 دقيقه، ساخت 72 درجه به مدت 2 دقيقه و
 بسط انتهايي 72 درجه به مدت 7 دقيقه با استفاده از پرایمرهای 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 گله‌هاي گوشتي به عفونت اورنيتوباكتريوم در استان گلستان
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جدول 1 - حساسیت آنتی بیوتکیی۱۰ جدایه اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال از گله‌های گوشتي كشتاري استان گلستان

شکل 1- الکترفورز محصول PCR بر روی ژل آگارز 1 %، رنگ آمیزی شده با اتیدیوم بروماید M - مارکر با وزن ملکولی ۱۰۰ جفت 
باز، 7-1 نمونه‌هاي مثبت، ۱۲-8 نمونه های منفی، ۱۳- كنترل منفي )آب مقطر( 

 ۱۴- کنترل مثبت

ردیف
آنتی بیوتیک 

 )غلضت دیسک به میکروگرم( 
تعداد جدایه های حساس

)درصد( 
تعداد جدایه های نیمه حساس 

)درصد( 
تعداد جدایه های مقاوم 

)درصد( 

-- )100%( 10فلورفنیکل)30( 1

--)100%( 10تیامولین )30( 2

--)100%( 10پنی سیلین )10( 3

--)100%( 10آموکسی سیلین)25( 4

--)100%( 10آمپی سیلین )10( 5

--)100%( 10تایلوزین)10( 6

-)20%( 2 )80%( 8لینکواسپکتین )15/200( 7

)80%( 8)20%( 2-فلومکوئین)30( 8

)50%( 5)20%( 2 )30%( 3اوفلوکساسین)5( 9

)100%( 10--اریترومایسین )15( 10

)100%( 10--استرپتومایسین )10( 11

)100%( 10--باسیتراسین)10( 12

)100%( 10--سولفامتوکسازول+ تری متوپریم)23/75( 13

)100%( 10--نئومایسین )30( 14

)100%( 10--کلیستین )10( 15

)100%( 10--جنتامایسین )10( 16
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بحث
 اورنیتوباکتریوم‌ رینوتراکئال  یکی از عوامل باکتریایی بوده که در سال‌های 
اخیر در خیلی از کشورهای دنیا شناسایی شده و در کمپلکس‌های تنفسی 
طیور باید مورد توجه قرارگیرد، با توجه به ســرعت گســترش بیماری در 
کشور و علاقمندی به شــناخت بیشتر آن، مطالعه فوق صورت گرفت. نظر 
بــه نتایج حاصل ازکشــت میکروبی و PCR در مطالعــه حاضر، آلودگي به 
اورنیتوباکتریوم ‌رینوتراکئال در 29 گله‌ گوشــتی )نمودار ‌1( تایید شــد كه 
حاكي از بالا بودن ميزان عفونت در اســتان گلســتان مي‌باشد. در مطالعه 
اســدپور و همــکاران )2008(  به روش PCR،220 ســواب نای از 22 گله 
مرغ مادر اخــذ گردیدکه 3/18 درصد نمونه‌ها مثبت ارزیابی شــدند )1(. 
در پژوهشــی حســن‌زاده و همکاران )2010( بر روی گله‌های گوشتی که 
در مناطق غرب، شــمال و مرکزی کشور انجام شده از مجموع 150 نمونه 
بافت ریه فقط 2 درصد آن‌ها از نظر ORT مثبت شناســائی شدند و از 150 
نمونه نای، مورد مثبتی یافت نشــد )12( ، در صورتیک‌ه در تحقیق حاضر 
عامل عفونت بیشــتر از نمونه‌های نای جدا گردید، و به عبارتي نای شرایط 
محیطی مستعدتری نسبت به ریه‌ها و سینوس‌ها برای حضور عامل بیماری 

را دارا بوده است. 
 Turkyilmaz ،)2001( Turan و Seyyal بر اســاس مطالعاتی که توســط
)2004( در مناطق مختلف کشور ترکیه صورت گرفت، میزان موارد مثبت 
ســرمی به ترتیب 65درصد )‌‌17( و66/3 درصد )‌‌19( گزارش شــده است. 
Ozbey و همکاران )2004( در شــرق ترکیه، تعــداد250 نمونه نای و ریه 
از 10 گله گوشــتی تجاری که دارای علائم تنفســی بودند از کشــتارگاه 
جمع‌آوری نمودند و توانستند عامل بیماری را از نای 5 جوجه )1/5 درصد( 
و هم از نای و ریه تنها یک جوجه )0/4 درصد( درآزمایش باکتریولوژی جدا 
نماینــد )15(. Roussan و همکاران )2010( بر روی 100گله گوشــتی در 
مناطق شــمال و جنوب کشــور اردن میزان آلودگی به ORT را 26 درصد 
گزارش و با آزمایش PCR تایید نمودند)16(. Uriate و همکاران )2010( در 
21 شهر آرژانتین ، 62/6 درصد نمونه‌های سرمی از نظر ORT مثبت بودند 
که نشان‌دهنده میزان بالای آلودگی به ORT در این کشور می‌باشد )20(. 
  حساســیت آنتی بیوتیکی عفونــت اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال به منطقه 
جداسازی باکتری بســتگی دارد )21(. در این تحقیق که با استفاده از 16 
دیســک تجاری آنتی بیوتیک بر روی 10 جدايه انجام شــد)‌جدول 1(  با 
مطالعــات محققین دیگر، شــباهت‌ها و تفاوت‌هایی داشــت. در بســیاری 
از مطالعات، حساســیت جدایه‌هــای باکتری از گله‌های گوشــتی و هم از 
جدایه‌های گله‌های مرغ مادر و تخم‌گذار بررســی شــده و تفکیک خاصی 
بر روی حساســیت جدایه‌های گله‌ها در برابرآنتی بیوتیک‌ها صورت نگرفته 
است.100 درصد جدايه‌هاي اين تحقيق در برابر تركيبات خانواده آمينوپني 
 20۱1a( سيلين‌ها حساسيت نشــان دادندكه با مطالعه اسدپور و همكاران
و 20۱1b( )2،3( و مطالعه بناني و همكاران )2004( )‌‌5( مغايرت داشــت. 
45 جدایــه از 45 گله گوشــتی در بلژیک نیز100 درصد به آمپی‌ســیلین 
مقاوم بودند‌، اما در برخي از مطالعات نیز پنی‌ســیلین و آمپی ســیلین در 
غلظت‌های بالا برای بیشــتر جدایه‌ها ممانعتک‌ننده‌هــای خوبی بودند هر 
چند که مواردی نیز در هلند مشــاهده گردید که تزریق تتراسیکلین و پنی 
سیلین‌های 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 دليل 

ممنوعيت اســتفاده از كلرآمفنكيل، از فلورفنكيل در آنتي بيوگرام استفاده 
شــد كه 100 درصد جدايه‌ها نسبت به اين آنتي بيوتكي، حساسيت نشان 
دادند. 80 درصد جدايه‌هاي تحقيق حاضر در برابر لينكواســپكتين حساس 
بوده اســت اما در مطالعه اســدپور و همكاران )a ‌2011( اين دارو بيشــتر 
حساس متوســط بوده ولي در برابر لينكومايسين مقاوم بود )2(. از خانواده 
كينولون‌ها فلوموكوئين و افلوكســازين در تحقيق حاضر استفاده شد كه با 
توجه به مصرف داروهاي خانواده كينولون‌ها در مرغداري‌ها در چند ســاله 
اخير مقاومت جدايه‌ها مشــاهده شــده و نمي‌توان از اين داروها در درمان 

استفاده نمود. 
مقاومــت جدایه‌هــای این تحقیــق در برابــر آنتی بیوتیک‌هــای خانواده 
آمینوگلیکوزیدهــا، پلی‌پپتیدها و ســولفانامیدها با مطالعــات دیگران در 
کشورهای مختلف شباهت داشــت. مقاومت به نئومایسین و اریترومایسین 
در 10 جدایه این تحقیق‌، با جدایه‌های بنانی و همکاران )5( و ســه جدایه 
 Turan و Seyyal ترکیه )‌‌19( شــباهت داشــت. در پژوهشی که توســط
)2001( در ترکیه بر روی حساسیت آنتی بیوتیکی 11جدایه ORT بدست 
آمده از گله‌های گوشــتی صورت گرفت، تمامی جدایه‌ها به نئومایســین و 
جنتامایســین مقاومت کامل از خود نشان دادند )Erganis .)17 و همکاران 
)2002( نیز حساســیت جدایه‌هــای بوقلمون را مورد بررســی قرار دادند 
ولی این جدایه‌ها نســبت به اریترو‌مایسین حساس بودند. جدایه‌ها در برابر 
آنتی بیوتیک‌های خانواده کینولون‌ها حساسیت یکسانی نداشتند. مقاومت 
باکتــری در برابر افلوکســازین و فلومکوئین از آنتــي بيوت‌كيهاي خانواده 
كينولون‌ها نیز مشــاهده گردید )8(. اورنیتوباکتریوم بسادگی قادر است در 
برابر آنتی بیوتیک‌هایی نظیر داکسی سیکلین، انروفلوکسازین، فلومکوئین، 
لینکومایسین، تری متوپریم+ ســولفانامید و تایلوزین مقاومت ایجاد نماید 
آزمايش حساسیت آنتی بیوتیکی 45 جدایه از 45 فارم گله گوشتی مختلف 
بلژیک كه دارای علائم تنفسی بودند، مورد بررسی قرار گرفت که به ترتیب 
100، 100، 98، 98، 100، 96، 94، 89 و 80 درصــد از جدایه‌ها به آمپی 
سیلین‌، سفتیوفور، تایلوزین، اسپیرامایسین، لینکومایسین، تیل مایکوزین، 
فلومکوئین، انروفلوکسازین و داکسی ســایکلین مقاوم بودند )7(. تایلوزین 
در جدایه‌های بدســت آمــده از مکزیک و نیز در ایــن پژوهش جزء آنتی 
بیوتیک‌های حســاس و موثر بود اما در جدایه‌های گله‌های گوشتی کشور 
بلژیک مقاومت به آن مشاهده شد. در تشخیص اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال 
می‌توان بصورت مستقیم از واکنش زنجیره پلی مراز استفاده نمود با استفاده 
از ترکیــب آغازگر هــای OR 16S-F1 و OR 16S –R1، قطعه 784 جفت 
باز که بر روی ژن 16S rRNA قرار دارد تکثیر میی‌ابد )شــکل1( ، هرچند 
باکتری‌هایی که با اورنیتوباکتریوم ارتباط نزدیکی دارند ممکن است، اشتباه 

شوند )18(. 

نتيجه‌گيري
با توجه به ميزان آلودگي بالاي عفونت در گله‌هاي گوشتي استان ، تشخيص 
ســريع عفونت با روش ملكولي و اســتفاده از آنتی بیوگرام قبل از درمان با 
آنتی بیوتیک‌های رایج و رعايت امنيت زيســتي جهت اقدامات پیشگیرانه 

ضروري است.
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