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چکيد ه 

مطالعه حاضر با هدف بررسی فنوتیپی و ژنوتیپی جدایه های اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال )ORT( نمونه های حاصل از ماکیان صنعتی مناطق 
مختلف ایران با بکارگیری روش باکتریایی مرسوم و نیز آزمون واكنش زنجيره اي پليمراز )PCR( طراحی گردید. به همین منظور، 25 نمونه 
باکتری از بانک میکروبی بخش تحقیق و تشخیص بیماری های طیور موسسه رازی انتخاب شدند. این نمونه ها با کشت در محیط های رایج 
باکتریایی و نیز استفاده از آزمایش های بیوشیمیایی به عنوان جدایه های ORT تعیین هویت فنوتیپی شده و در استفاده از آزمون PCR نیز 
باند اختصاصی 784 جفت بازی )bp( را نشان داده و تایید مولکولی شدند. بر اساس نتایج آزمایش تعیین الگوی هماگلوتیناسیون جدایه ها 
به روش آزمون هماگلوتیناسیون سریع )RHAT(، از 16 جدایه تحت بررسی، چهار جدایه )25/00 %( با خون رت، یک جدایه )6/25 %( 
با خون همستر، یک جدایه )6/25 %( با خون خوکچه و یک جدایه )6/25 %( نیز با خون انسان آگلوتیناسیون ایجاد نمودند، ولی هیچ یک 
از آن ها قادر به هماگلوتینه کردن گلبول های قرمز موش، خرگوش، گوسفند، بز و مرغ نبودند. بر طبق داده های انگشت نگاری مولکولی 
جدایه ها با تکنیک تکثیر مناطق بین ژنی تکراری حفاظت شده انتروباکتریایی )ERIC-PCR(، همه جدایه ها )100 %(، بدون تاثیرپذیری از 
نوع و نژاد پرنده و نیز سال و منطقه جداسازی، حاوی 19 باند 120 تا 2500 جفت  بازی بوده و در یک الگوی ژنتیکی )A( قرار گرفتند. بر 
اساس یافته های این مطالعه، تمام جدایه های ORT ماکیان صنعتی مناطق مختلف ایران از نظر پروفایل مولکولی بسیار شبیه به هم بوده، 

به ژنوتیپ واحدی وابستگی داشته و مشابهت بالایی با ژنوتیپ A مورد اشاره در تحقیقات سایر دانشمندان دارند. 

كلمات كليدی: اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال، ماکیان صنعتی، هماگلوتیناسیون، ERIC-PCR، ایران
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The aim of the present study was the pheno- and genotypic investigation of Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) 
isolates of commercial poultry in different areas of Iran based on conventional bacterial method and polymerase chain 
reaction (PCR) technique. For this purpose, 25 bacterial samples were selected from the microbial bank of the Avian 
Diseases Research and Diagnosis Department of Razi Institute. The cultural and biochemical investigations were identi-
fied all of the samples as ORT isolates. The isolates were also confirmed by PCR based on a 784-bp amplified fragment 
related to the estimated length. According to the results of determination of the haemagglutination pattern of the isolates 
by rapid haemagglutination test (RHAT), four (25.00%), one (6.25%), one (6.25%) and one (6.25%) of 16 studied iso-
lates showed hemagglutination activity with rat, hamster, guinea pig and human red blood cells (RBCs), respectively, 
but none of them could react with mice, rabbits, sheep, goats and chickens RBCs. Based on the fingerprinting of the 
isolates by enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR, all isolates (100%), without being affected 
by the type and breed of bird as well as the year and geographical area of separation, showed approximately 19 bands 
between 120 and 2500 bp and were typed into one genetic pattern (A). Our findings show that all of ORT isolates from 
commercial poultry in different areas of Iran are very similar in molecular profile, depend on a specific genotype, and 
are highly similar to genotype A mentioned in research by other scientists.
    
  Key words: Ornithobacterium rhinotracheale, Commercial poultry, Hemagglutination, ERIC PCR, Iran

مقدمه
دارای  و  منفی  گرم  میله ای،  باکتری   )ORT( رینوتراکئال  اورنیتوباکتریوم 
بروز  رشد،  کاهش  تخم،  تولید  کاهش  باعث  که  است  زیاد  چندشکلی 
و  ماکیان  گله های  در  میر  و  مرگ  میزان  افزایش  و  تنفسی  نشانه های 
از عوامل  یکی  به عنوان  ارگانیسم  این   .)25 ،20 ،15( بوقلمون می گردد 
اخیر  سال های  در  که  شده است  شناخته  طیور  صنعت  بیماری زای  مهم 
اسپانیا،  بلژیک،  آلمان،  فرانسه، مکزیک، هلند،  آمریکا،  ایالات متحده  در 
برزیل، آفریقای جنوبی، تایوان، مجارستان، کره جنوبی، انگلستان، ترکیه 
و بسیاری دیگر از کشورها گزارش شده است )5، 14، 22، 23(. عفونت 
قبیل  از  و وحشی  اهلی  پرندگان  مختلف  گونه های  در  تاکنون   ORT با 
بوقلمون، مرغ، اردک، غاز، شترمرغ، مرغ دریایی، بلدرچین، کبک، کبوتر، 
قرقاول، مرغ شاخدار و زاغ شناسایی شده است )7، 25(. در ایران، برای 
نخستین بار بنانی و همکاران )1379( عفونت با این باکتری را در یک گله 
گوشتی و یک گله تخم گذار ماکیان دارای نشانه های تنفسی شناسایی و 

گزارش کردند )8(. 

از این ارگانیسم می تواند تحت  شدت علائم و میزان مرگ و میر ناشی 
تأثیر حدت و میزان بیماری زایی آن و همچنین عوامل محیطی و مدیریتی 
متعددی مانند تهویه نامناسب، تراکم بالا و بهداشت پایین گله، آمونیاک، 
سایر  از  حاصل  هم زمان  عفونت های  نیز  و  محیط  بالای  رطوبت  و  دما 
عوامل بیماری زای تنفسی از قبیل بوردتلا آویوم، ویروس بیماری نیوکاسل، 
برونشیت  ویروس  طیور،  آنفلوانزای  ویروس  پسیتاسی،  کلامیدوفیلا 

عفونی، مایکوپلاسما سینویه و اشرشیا کلای باشد )12، 22، 25(.
تاکنون محققین متعددی گسترش جهانی ORT را مورد مطالعه قرارداده و 
با بهره گیری از تکنیک های مختلف تایپینگ سعی در توصیف و طبقه بندی 
سویه های  دسته بندی سرولوژیکی   .)25( نموده اند  باکتری  این  سویه های 
 Agar Gel Precipitation) با استفاده از روش رسوب در ژل آگارز ORT
Test, AGPT) بسیار کاربردی و رایج می باشد )24(. تابه حال 18 سروتیپ 
مختلف این ارگانیسم (A-R) شناسایی شده اند که 95 % سویه های مرغی 
و بیش از 50 % از جدایه های بوقلمون آن متعلق به سروتیپ A می باشند 
)18، 24(. با این همه، به دلیل در دسترس نبودن آنتی سرم های اختصاصی 
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و نیز بروز واکنش های متقاطع بین سروتیپ های مختلف ORT، تکنیک 
رسوب در ژل آگارز در شناسایی زیرگروه های جدایه های مزرعه ای این 

باکتری ضعیف و ناکارآمد به نظر می رسد )24(.
تکنیک سرولوژیکی هماگلوتیناسیون (Hemagglutination, HA) نیز یکی 
میکروب هاست.  عیارسنجی  و  شناسایی  به منظور  پرکاربرد  روش های  از 
این روش اگرچه حساسیت نسبتاً کمتری دارد، با این همه برای تشخیص 
آن  از  می توان  تخصصی،  تجهیزات  از  استفاده  بدون  میکروب ها،  سریع 
هماگلوتینین  گلیکوپروتئین  هماگلوتیناسیون،  واکنش  طی  در  بهره برد. 
و  شده  واکنش  وارد  خون  قرمز  گلبول های  با  میکروب  سطح  روی 
در  می گردد.  شبکه  تشکیل  و  خون  قرمز  سلوهای  جمع شدن  به  منجر 
ته ظرف  در  قرمز خون  گویچه های  گلیکوپروتئین،  یا  و  میکروب  غیاب 
تکنیک  این   .)15( می دهند  تشکیل  را  رنگی  قرمز  نقطه  و  رسوب کرده 
ویروس  و  آنفلوانزا  ویروس  جمله  از  ویروس ها  بعضی  مورد  در  عمدتا 
بیماری نیوکاسل استفاده می شود. با این همه، نتایج مطالعات اندکی که 
از این روش برای بررسی توانایی هماگلوتیناسیون، عیارسنجی و مشخص 
از  جداسازی شده   ORT سویه های  فنوتیپی  ویژگی های  از  بخشی  نمودن 
گونه های مختلف پرندگان اهلی و وحشی استفاده نموده اند، حکایت از 
گلبول  های  نمودن  هماگلوتینه  با   ORT مختلف  سویه های  حدت  ارتباط 
هماگلوتیناسیون  توانایی  بودن  اختصاصی  آن ها،  توسط  خون  قرمز 
گلبول های قرمز یک میزبان خاص توسط سویه های ORT جداسازی شده 
از گونه های معینی از پرندگان اهلی و وحشی، و نیز ارتباط مستقیم بین 
توانایی برخی از جدایه های ORT برای آگلوتینه کردن گلبول های قرمز و 

اندازه پرگنه آن ها دارد )17، 23(. 
بهره گیری از روش های مرسوم فنوتیپی و نیز نشانگرهای نوین ژنوتیپی نیز 
برای انگشت نگاری اپیدمیولوژیک جدایه های ORT مورد استفاده بوده 
و توسعه یافته  است. تکنیک های مختلف انگشت نگاری مبتنی بر قطعات 
از  انتروباکتریایی  حفاظت شده  تکراری  بین ژنی  مناطق  تکثیر  مانند  ژنی 
 PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Based طریق
تصادفی  تکثیرشده  قطعات  پلی مورفیسم   ،)21(  (PCR, ERIC-PCR
 )20(  (DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD-PCR
 Amplified Fragment Length و پلی مورفیسم طولی قطعات تکثیرشده
تمایز  برای  که  هستند  سریعی  روش های   )7(  (Polymorphism, (AFLP
جدایه های ORT در سطح سویه و یا بر روی گونه و زیرگونه ها استفاده 
می شوند )21(. این تکنیک ها، روش های حساس و اختصاصی هستند که 
تایپینگ و مقایسه تفاوت های گونه ای  برای بررسی،  در چندین مطالعه 
آن ها  از  موفقیت  با  دامپزشکی  حوزه  در  مطرح  باکتریایی  جدایه های 

استفاده شده است )14(. 
است  آن  از  حاکی  ایران  در   ORT باکتری  به  مربوط  مستندات  مرور 
مختلف  روش های  با  ارگانیسم  این  سویه های  تایپینگ  خصوص  در  که 
مولکولی، کار پژوهشی چندانی انجام نیافته  است. بدین جهت، پژوهش 
جاری با هدف بررسی و شناسایی فنوتیپی، تایید ژنوتیپی، تعیین الگوی 
ERIC- هماگلوتیناسیون و نیز انگشت نگاری مولکولی این باکتری با روش

از ماکیان صنعتی مناطق مختلف جغرافیایی  PCR در نمونه های حاصل 
کشور ارسالی به موسسه رازی طراحی شد. 

مواد و روش ها
نمونه  ها

گله های  از   1377-1388 سال های  طی  در  که  باکتری  نمونه   25 تعداد 
ماکیان صنعتی مناطق جغرافیایی و استان های مختلف کشور جمع آوری 
طیور  بیماری های  تشخیص  و  تحقیق  بخش  میکروبی  بانک  در  و  شده 
موسسه رازی )موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، کرج، ایران( 
شواهد  به  توجه  با  نمونه ها  این  گردیدند.  انتخاب  می شدند،  نگه داری 
بالینی میزبان ها و نتایج کشت های اولیه میکروبی به عنوان جدایه های 
به  با ثبت اطلاعات مربوط  ORT شناسایی شده، و هم زمان  به  مظنون 
گله ها شامل استان و شهرستان محل نگهداری، نوع و نژاد، سن، تعداد کل 
نیز  تلفات، عوامل بیماری زای هم زمان جداسازی شده و  پرندگان، تعداد 
علائم بالینی مشاهده شده در فرم های مخصوص، در محیط ذخیره سازی 

Skim Milk و در فریزر 80- درجه سانتی گراد نگه داری شده بودند.

بررسی و تعیین هویت فنوتیپی
به منظور حصول اطمینان از رشد مجدد نمونه ها و نیز شناسایی فنوتیپی 
آن ها، نمونه ها ابتدا بر روی محیط آگار خون دار )حاوی پنج درصد خون 
و  کشت شده  جنتامایسین   5/2  mL/µg دارای  آلمان(  )مرک،  گوسفند( 
بود  در گرم خانه 37 درجه سانتی گراد که حاوی 7/5 % دی اکسید کربن 
به مدت 48 ساعت گرم خانه گذاری شدند؛ به دنبال آن پرگنه های کوچک، 
مراحل  برای   ORT باکتری  به  مظنون  رنگ  خاکستری  و  غیرهمولیتیک 
بررسی  و  مشاهده  به منظور   .)13( شدند  خالص سازی  و  انتخاب  بعدی 
اندازه و شکل باکتری های خالص سازی شده، از تکنیک رنگ آمیزی گرم و 
به منظور مطالعه بیولوژیکی آن ها، از آزمون های بیوشیمیایی شامل تولید 
مک کانکی،  آگار  روی  بر  رشد  کاتالاز،  نیترات،  احیای  اکسیداز،  اوره آز، 
)مرک،   )TSI( آهن دار  سه قندی  محیط  در  رشد  و  اندول  تولید  تحرک، 
آلمان( استفاده  شد )13(. جدایه هایی که از منظر آزمون های بیوشیمیایی 
و کشت های باکتریایی به عنوان ORT تعیین هویت فنوتیپی شدند، برای 
 Skim Milk ذخیره سازی  محیط  در  مطالعات  ادامه  و  مولکولی  تایید 

)مرک، آلمان( و در فریزر 80- درجه سانتی گراد نگه داری شدند. 

تایید ژنوتیپی
DNA استخراج

جوشاندن  روش  از  جدایه ها   DNA استخراج  جهت  جاری  بررسی  در 
)Boiling( استفاده شد. بدین ترتیب که ابتدا چند پرگنه خالص  از محیط 
کشت آگار خون دار انتخاب شده و در 400 میکرولیتر بافر سالین فسفات 
پنج دقیقه در دمای  )PBS( استریل حل گردید. مخلوط حاصله به مدت 
 10 به مدت  آمده  به دست  تعلیق  شد.  جوشانده  سانتی گراد  درجه   100
دقیقه در سرعت rpm 12000 سانتریفیوژ گردید. نهایتا، 200 میکرولیتر از 
محلول رویی در میکروتیوب های استریل به منظور انجام ORT در فریزر 

20- درجه سانتی گراد ذخیره سازی شد.

PCR آزمون
در این مطالعه جهت تایید مولکولی جدایه های ORT، بر اساس روش وان 
امپل و حافظ )1999( یک قطعه ژنی 784 جفت بازی )bp( مربوط به 
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ژن 16S rRNA با بهره گیری از یک جفت پرایمر اختصاصی مورد تکثیر 
قرارگرفت )25(. توالی نوکلئوتیدی این پرایمرها به ترتیب زیر بود:

توالی پرایمر جلودار: 
5-GAGAATTAATTTACGGATTAAG-3  

توالی پرایمر برگشتی:
 5-TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT-3                                                                            
 X2 با حجم 25 میکرولیتر شامل 12/5 میکرولیتر مسترمیکس PCR آزمون
 Taq DNA Polymerase، dNTPs، MgCl2 آماده )سیناکلون، ایران، دارای
و PCR buffer(، پنج میکرولیتر DNA استخراج شده، دو میکرولیتر از هر 
 DEPC 10، سیناکلون، ایران( و 5/5 میکرولیتر آب pM( یک از پرایمرها
 Initial) انجام شد. برنامه دمایی این آزمون شامل مرحله واسرشت اولیه
Denaturation)، پنج دقیقه، 95 درجه سانتی گراد، سپس مراحل واسرشت 
 ،)Annealing( اتصال  سانتی گراد،  درجه   94 ثانیه،   30  ،)Denaturation(
یک دقیقه، 53 درجه سانتی گراد و طویل سازی )Extension(، دو دقیقه، 
مرحله  برنامه،  پایان  در  و  چرخه   35 تعداد  به  سانتی گراد،  درجه   72
پنج دقیقه، 72 درجه سانتی گراد   ،(Final Extension) نهایی  طویل سازی 
هفت  هدف،  ژن  احتمالی  تکثیر  و   PCR واکنش  انجام  از  پس  بود. 
میکرولیتر از محصول تکثیر در کنار مارکر bp 100 )سیناکلون، ایران( و 
جدایه  های ORT تایید شده )با کمک آزمایش های بیوشیمیایی و آنتی سرم 
اختصاصی سروتیپ A( به عنوان کنترل مثبت )تهیه شده از بانک میکروبی 

بخش تحقیق و تشخیص بیماری های طیور موسسه رازی، کرج، ایران( و 
آگارز یک  به عنوان کنترل منفی در ژل  باکتری  DEPC و چند نمونه  آب 
درصد حاوی رنگ ایمن )سیناکلون، ایران( در ولتاژ 80 ولت به مدت یک 
ساعت الکتروفورز شده و بعد از بررسی باندهای تشکیل شده، در صورت 
رویت قطعه ژنی bp 784، جدایه مدنظر از نظر مولکولی تایید شده و به 

عنوان ORT در نظر گرفته شد )شکل 1(.

تعیین الگوی هماگلوتیناسیون
در مطالعه حاضر برای تعیین الگوی هماگلوتیناسیون جدایه ها از آزمون 
 (Rapid Haemagglutination Test, RHAT) سریع  هماگلوتیناسیون 
تحت  جدایه های  از  مورد   16 ابتدا  منظور،  بدین   .)15( شد  استفاده 
آزمایش در محیط آبگوشت عصاره مغز و قلب )BHI، بیولایف، ایتالیا( 
کشت شده و سپس با گلبول قرمز شسته شده 10 % تهیه شده از خون تازه 
موش، رت، خرگوش، همستر، خوکچه، گوسفند، بز، جوجه )بخش حیوانات 
آزمایشگاهی موسسه رازی، کرج، ایران( و نیز انسان مجاورت داده شدند. 
زیر  ترتیب  به  مختلف  روش  سه  از  آزمایش  از  مرحله  این  انجام  برای 

استفاده شده و نتایج حاصله ثبت گردید:
الف( یک قطره از جدایه کشت شده در محیط آبگوشت عصاره مغز و 
قلب با یک قطره از گلبول قرمز شسته شده حاصل از حیوانات مختلف و 
انسان در پلیت های مخصوص 12 گوده ای مخلوط گردیده و به مدت 1-2 

شکل 1- الکتروفورز محصول PCR بر روی ژل آگارز یک درصد، رنگ آمیزی شده با رنگ ایمن. چاهک های 5-1: کنترل های مثبت )باکتری  های ORT تایید شده با کمک 

 آزمایش های بیوشیمیایی و آنتی سرم اختصاصی سروتیپ A(، چاهک های 13-6: جدایه های اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال )ORT( تحت آزمایش )قطعه bp 784 ژن

 16SrRNA این ارگانیسم(، چاهک های 19-14: نمونه های باکتری کنترل منفی به ترتیب شامل سالمونلا انتریتیدیس، اشرشیا کلای سروتیپ O2، پاستورلا مولتوسیدا سروتیپ 

.100 bp مارکر :M چاهک ،)DEPC مایکوپلاسما گالی سپتیکوم و مایکوپلاسما سینویه، چاهک 20: کنترل منفی )آب ،C هموفیلوس پاراگالیناروم سروتیپ ،A1
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دقیقه تکان داده شد.
عصاره  آبگوشت  محیط  در  کشت شده  جدایه  از  میکرولیتر   1000 ب( 
مغز و قلب به مدت 10 دقیقه در سرعت rpm 2000 سانتریفیوژ گردید. 
به دنبال آن 700 میکرولیتر از محلول رویی حذف شده و آزمایش با یک 

قطره از 300 میکرولیتر باکتری کنسانتره شده تکرار شد.
ج( یک قطره از جدایه بر روی محیط آگار خون دار کشت  چهار منطقه ای 
داده شد، سپس تک پرگنه باکتری مستقیما با آنس برداشته شده و پس از 

حل کردن آن در یک قطره PBS آزمایش بر روی آن انجام شد.
در انجام هر کدام از روش ها، از گلبول قرمز شسته شده 10 % هر کدام 
به عنوان  قلب  و  مغز  عصاره  آبگوشت  محیط کشت  نیز  و  میزبان ها  از 
شاهدهای منفی، و آنتی ژن حاوی سویه V4 ویروس بیماری نیوکاسل و 
از  )تهیه شده  طیور  آنفلوانزای  ویروس   H9N2 سویه  حاوی  آنتی ژن  نیز 
بانک میکروبی بخش تحقیق و تشخیص بیماری های طیور موسسه رازی، 
کرج، ایران( که قادر به آگلوتینه نمودن گلبول های قرمز پرندگان هستند، 

جدول 1- نتایج آزمون هماگلوتیناسیون 16 جدایه اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال )ORT( تحت مطالعه با گلبول قرمز حاصل از حیوانات مختلف آزمایشگاهی و نیز انسان.

D: Doubtful.

BHI: Brain Heart Infusion Broth.

کد جدایه
منشاء گلبول قرمز

انسانجوجهبزگوسفندخوکچههمسترخرگوشرتموش

ORT-R80-31---------

ORT-R80-34---------

ORT-R79-44-+--+--D-

ORT-R79-38---------

ORT-R80-30---------

ORT-R86-20---------

ORT-R87-7-+-------

ORT-R87-2---------

ORT-R87-10---------

ORT-R78-1---+-----

ORT-R79-47---------

ORT-R79-35---------

ORT-R79-41---------

ORT-R79-33--DD--DD+

ORT-R79-40-+-------

ORT-R79-50-+-------

 ویروس آنفلوانزای طیور

 (AIV-H9N2)
+D+++++++

 ویروس بیماری نیوکاسل
 (NDV-V4)

DD+++++++

)BHI( محیط آبگوشت عصاره مغز و قلب---------
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به عنوان شاهدهای مثبت استفاده شد. 

 ERIC-PCR تایپینگ به روش
برای انگشت نگاری جدایه ها با تکنیک ERIC-PCR از روش توصیه شده 
توسط تاچیل و همکاران )2007( بهره برداری شد )21(. توالی نوکلئوتیدی 

تک پرایمر مورد استفاده در این روش به ترتیب زیر بود:
ERIC 1R 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3
) آماده  مسترمیکس  شامل  میکرولیتر   20 حجم  با   PCR  آزمایش 
 Top DNA Polymerase، µM 250 کره جنوبی، دارای یک واحد ،BIONEER
 DNA پنج میکرولیتر ،)mM 40 PCR buffer و dNTPs، mM 5/1 MgCl2
استخراج شده، 2/5 میکرولیتر پرایمر )pM 10، تکاپوزیست، ایران( و 12/5 
شامل   PCR آزمون  دمایی  برنامه  انجام گردید.   DEPC آب  میکرولیتر 
مراحل  سپس  سانتی گراد،  درجه   94 دقیقه،   10 اولیه،  واسرشت  مرحله 
درجه   40 دقیقه،  اتصال، سه  سانتی گراد،  درجه   94 ثانیه،   45 واسرشت، 
تعداد  به  سانتی گراد،  درجه   72 دقیقه،  چهار  طویل سازی،  و  سانتی گراد 
 72 دقیقه،   10 نهایی،  طویل سازی  مرحله  برنامه،  پایان  در  و  35 چرخه 
درجه سانتی گراد بود. پس از انجام واکنش PCR و تکثیر احتمالی قطعات 
 1000 bp مارکر  کنار  تکثیر در  از محصول  ژنی هدف، هفت میکرولیتر 
)سیناکلون، ایران( و سویه تاییدشده ارگانیسم به عنوان کنترل مثبت و آب 
DEPC  به عنوان کنترل منفی در ژل آگارز دو درصد )سیناکلون، ایران( در 
ولتاژ 75 ولت به مدت 130 دقیقه الکتروفورز شده و باندهای تشکیل شده 

تحت بررسی و کنکاش قرار گرفتند.

تجزیه و تحلیل آماري
از  بهره گیری  و   SPSS نرم افزار   17 نسخه  به وسیله  آزمایش ها  نتایج 
آزمون های مربع کای و فیشر و آمار توصیفی آنالیز شده و P>0/05 مبنای 

اختلاف معني دار درنظر گرفته شد.

.ERIC-PCR  حاصل از گله هاي ماکیان صنعتي استان های مختلف کشور با بهره گیری از روش  تایپینگ )ORT( جدول 2- نتایج انگشت نگاری 25 جدایه اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال

منشاء جغرافیایی
الگوهای حاصل از انگشت نگاری با روش

ERIC-PCR 
تعداد جدایه ها

درصد فراوانی 

جدایه ها
)bp( ژنوتیپ پیشنهادیاندازه تقریبی باندها

البرز

A

1040

-1200-1500-2000-2300-2500

-620-680-750-850-920-980-1050

120-180-250-320-380-480-520

I

416گیلان

28مازندران

14اصفهان

14قم

14مرکزی

624قزوین

نتایج
شناسایی هویت فنوتیپی جدایه ها

در  میکروبی  بانک  از  انتخاب شده  نمونه   25 همه  حاضر،  بررسی  در 
 ORT باکتری  به عنوان  باکتریایی  کشت های  و  بیوشیمیایی  آزمون های 
شناسایی شدند. این جدایه ها در محیط آگار خون دار به خوبی رشد کرده 
و  سفید(  به  )متمایل  رنگ  نوک سنجاقی، خاکستری  پرگنه های  دارای  و 
آگار  و   TSI آگار  محیط های  در  درحالی که  بودند،  همولیز  قدرت  فاقد 
مک کانکی قادر به رشد نبودند. بر اساس آزمون های بیوشیمیایی، اجرام 
از  اندول منفی ولی  از نظر ژلاتیناز، اوره آز، کاتالاز و  خالص سازی شده 

نظر اکسیداز مثبت بودند.

تایید ژنوتیپی جدایه ها
در مطالعه مولکولی نیز همه 25 نمونه انتخاب شده با بهره گیری از آزمون 
PCR قطعه ژنی اختصاصی bp 784 را نشان داده و تایید مولکولی شدند 

)شکل 1(. 

الگوی هماگلوتیناسیون جدایه ها
طبق نتایج آزمایش تعیین الگوی هماگلوتیناسیون جدایه ها، در استفاده 
از هر سه روش آزمون هماگلوتیناسیون سریع، از 16 جدایه تحت بررسی، 
چهار جدایه )25/00 %( با خون رت، یک جدایه )6/25 %( با خون همستر، 
با  نیز   )%  6/25( جدایه  یک  و  خوکچه  خون  با   )%  6/25( جدایه  یک 
به  قادر  آن ها  از  هیچ یک  ولی  نمودند،  ایجاد  آگلوتیناسیون  انسان  خون 
مرغ  و  بز  گوسفند،  خرگوش،  موش،  قرمز  گلبول های  کردن  هماگلوتینه 
سه  هر  از  استفاده  در  كه  داد  نشان  ما  بررسی های   .)1 )جدول  نبودند 
روش، نتایج اخذشده تفاوت معنی داری نداشتند. همچنین یافته های این 
مثبت  به عنوان  که  که نمونه هایی  پژوهش حاضر مشخص نمود  از  بخش 
تلقی شدند آگلوتیناسیون سریع و واضحی را نشان دادند درحالی که در 
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شکل 2- الگوی ژنتیکی ERIC-PCR جدایه های اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال )ORT( بر روی ژل آگارز دو درصد، رنگ آمیزی شده با رنگ ایمن. چاهک های M: مارکر 

 ،)DEPC (، چاهک 2: کنترل منفی )آبA تایید شده با کمک آزمایش های بیوشیمیایی و آنتی سرم اختصاصی سروتیپ ORT  1000، چاهک 1: کنترل مثبت )باکتری bp

چاهک های 20-3: تعدادی از جدایه های ORT تحت مطالعه.

موارد مشکوک، آگلوتیناسیون غیرواضح بوده و پس از مدت زمان طولانی 
رویت می شد.

 ERIC-PCR انگشت نگاری جدایه ها به روش
ERIC-PCR، همه  تکنیک  با  انگشت نگاری جدایه ها  اساس داده های  بر 
جدایه های تحت بررسی )100 %(، بدون تاثیرپذیری از نوع و نژاد پرنده و 
 )A( نیز سال و منطقه جغرافیایی جداسازی، در یک الگوی ژنتیکی واحد
قرارگرفته و حاوی 19 باند 120 تا 2500 جفت  بازی بودند که بارزترین 
باند مشاهده شده حدود 1200 جفت باز بود که علت آن می تواند وجود 
بیش از چند کپی از آن ها در ژنوم باکتری یا تفاوت بسیار جزئی آن ها در 
نوکلئوتیدها باشد )جدول 2، شکل 2(. صحه گذاری نتایج آزمایش با سه 
تکرار مورد تایید قرارگرفت. طبق یافته های این مطالعه، تمام جدایه های 
از نظر  ایران  از ماکیان صنعتی مناطق مختلف جغرافیایی  ORT حاصل 
واحد  ژنوتیپ  یک  به  و  بوده  هم  به  شبیه  بسیار  مولکولی  پروفایل 

وابستگی دارند.

بحث
جداسازی و شناسایی باکتری ORT در گونه های مختلف پرندگان اهلی و 

وحشی به ویژه ماکیان موضوع بررسی های متعدد در بسیاری از کشورها 
بوده و مقادیر اظهار شده در این پژوهش ها بسته به منطقه تحت مطالعه، 
گونه پرنده و روش آزمایشگاهی مورد استفاده متغیر بوده و بعضا نتایج 
در  می رسد  نظر  به  دارند.  چشمگیری  تفاوت  همدیگر  با  گزارش شده 
غربالگری نمونه های بیولوژیک با بهره گیری از روش سرولوژیک سنجش 
 Enzyme Linked Immunosorbent Assay,) آنزیم  به  متصل  ایمنی 
ELISA)، مقادیر شناسایی و گزارش شده عفونت نسبت به روش مرسوم 
 0/6  )2010( همکاران  و  حسن زاده  چنان چه،  بالاست.  باکتریایی  کشت 
همکاران  و  دوستی   ،)2(  %  1/03  )2011( همکاران  و  اسدپور   ،)12(  %
)2011( 19/93 % )8(، میاحی و همکاران )2016( 8/57 % )16( و ازدیادی 
و همکاران )2020( 4/2 % از نمونه های سواب نایی مرغان گوشتی را در 
در  را  نمونه ها  این  از   %  8/3  )2006( هووانگ  و  تی سای  و   ،)10( ایران 
تایوان )23( و روسان و همکاران )2011( نیز 21 % از آن ها را در اردن 
)19( از نظر باکتری ORT مثبت گزارش کردند. این در حالیست که عالی-

مهر )2006( 82 % از نمونه های سرمی مرغان گوشتی ایران )1(، چانسیری 
تایلند )6( و  این نمونه ها را در  از  پورن چایی و همکاران )2007( 63 % 
کانال و همکاران )2003( نیز 63/83 % از آن ها را در برزیل )4( آلوده به 

ORT اعلام نمودند. 
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با توجه به ارتباط حدت باکتری های مختلف من جمله ORT با هماگلوتینه 
نمودن گلبول  های قرمز شسته شده حیوانات آزمایشگاهی توسط آن ها، در 
جداسازی شده   ORT سویه های  هماگلوتیناسیون  توانایی  حاضر  پژوهش 
قرمز  گلبول های  با  ایران  جغرافیایی  مختلف  مناطق  صنعتی  ماکیان  از 
طیف وسیعی از حیوانات آزمایشگاهی و نیز انسان با سه روش آزمون 
هماگلوتیناسیون سریع مطالعه گردید. نتایج بررسی حاضر مشخص نمود 
گلبول های قرمز یک  با  کننده فقط  از جدایه های هماگلوتینه  برخی  كه 
میزبان واکنش نشان می دهند. همسو با این يافته ها، میرزایی و همکاران 
فقط سه جدایه   ORT کبوتری  23 جدایه  از  که  نمودند  گزارش   )2011(
)13 %( با گلبول های قرمز کبوتر، یک جدایه )4/34 %( با گویچه های قرمز 
مرغ و پنج جدایه )21/7 %( نیز هم زمان با گلبول  های قرمز هر دو حیوان 
بوقلمونی  از چهار جدایه   این درحالی است که  واکنش نشان می دهند. 
تحت بررسی این محققین هیچ کدام قادر به هماگلوتینه نمودن گلبول های 
قرمز مرغ و یا بوقلمون نیودند )17(. فیتزجرالد و همکاران )1998( نیز 
به  قادر   )%  60( ORT، 15 جدایه  از 25 جدایه مرغی  که  داشتند  اظهار 
آگلوتینه نمودن گلبول های قرمز خون مرغ هستند )11(. همچنین نتایج ما 
نشان داد در نمونه هایی که به عنوان مثبت تلقی شدند آگلوتیناسیون سریع 
آگلوتیناسیون  و واضحی مشاهده گردید درحالی که در موارد مشکوک، 
از مدت زمان طولانی رویت  شد. طبق اظهارات  غیرواضح بوده و پس 
برای   ORT از جدایه های  برخی  توانایی  بین   )2006( و هوانگ  تی سای 
ارتباط مستقیمی  آن ها  پرگنه  اندازه  و  قرمز  گلبول های  کردن  آگلوتینه 
وجود دارد )23(، ولی در مطالعه حاضر رابطه بین شکل شناسی پرگنه های 
این ارگانیسم، توانایی هماگلوتیناسیون و نیز حدت آن ها  مشخص نگردید.

و  توانمند  تکنیکی  عنوان  به  می توان  را   ERIC-PCR مولکولی  روش 
 ORT به عنوان جایگزینی برای بررسی و مطالعه تفاوت سویه های باکتری
به کار گرفت. در پژوهش جاری از این تکنیک برای تایپینگ مولکولی 25 
جدایه ORT جمع آوری شده از گله های ماکیان صنعتی استان ها و مناطق 
مختلف ایران استفاده شد که همگی این جدایه ها در یک الگوی ژنتیکی 
اختصاصی،  تکنیک های  از  مولکولی  روش های  گرفتند.  قرار   )A( واحد 
سریع و حساس تایپینگ هستند که در کنار روش های سروتایپینگ، برای 
تکمیل انگشت نگاری و مقایسه تفاوت های سویه ای، گونه ای و زیرگونه ای 
روش ها  این   .)14( می روند  به کار   ORT من جمله  مختلف  باکتری های 
الگوهای متفاوت ژنتیکی در بین سویه های یک سروتیپ  ایجاد  توانایی 
خاص از باکتری ORT را دارا می باشند که شباهت این الگوها، به موقعیت 
می تواند  امر  این  و  بوده  وابسته  بررسی  تحت  سویه های  جغرافیایی 
سودمندی این روش ها را در مطالعات همه گیری شناسی ORT نشان دهد 

.)21(
حاکی  ایران  در   ORT باکتری  خصوص  در  انجام یافته  مطالعات  بررسی 
با  ارگانیسم  این  سویه های  تیپ  تعیین  خصوص  در  که  است  آن  از 
نیافته  است.  انجام  چندانی  پژوهشی  کار  مولکولی  مختلف  تکنیک های 
مختلف  مناطق  از  حاصل   ORT جدایه   100  )2001( همکاران  و  بنانی 
 Sodium Dodecyl) پلی آکریل آمید  ژل  الکتروفورز  تکنیک  با  را  کشور 
روش  و   (Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE
انگشت نگاری کرده و گزارش نمودند که   )AGPT( آگارز  رسوب در ژل 
به  داشته و همگی مربوط  قرار  پروتئینی  پروفایل  تمام سویه ها در یک 

سروتیپ A می باشند )3(. در مطالعه دیگری، ازدیادی و همکاران )2020( 
آذربایجان   استان  تخمگذار  و  از مرغان گوشتی  ORT حاصل  جدایه های 
شرقی را با تکنیک ERIC-PCR انگشت نگاری نموده و گزارش کردند که 
ایران از نظر مولکولی به  اکثر جدایه های )92/8 %( مناطق شمال غربی 
یک پروفایل ژنتیکی وابستگی داشته و بسیار شبیه به هم می باشند )10(. 
در مطابقت کامل با یافته های ایشان، نتایج مطالعه حاضر نیز حکایت از 
تشابه مولکولی و ژنتیکی همه جدایه های ORT حاصل از ماکیان صنعتی 
مناطق و استان های مختلف کشور، بدون تاثیرپذیری از نوع و نژاد پرنده 

و سال و منطقه جغرافیایی جداسازی، دارد.
در کشور مجارستان، زابو و همکاران )2017( 37 جدایه  ORT جمع آوری 
 RAPD-PCR تکنیک های  با  را  پرندگان  مختلف  گونه های  از  شده 
 ERIC-PCR و   )M13 و   OPG11، OPH19 پرایمرهای  از  استفاده  )با 
مطالعه کرده و گزارش نمودند که تکنیک های  RAPD)با استفاده از پرایمر 
M13( و ERIC به ترتیب جدایه های مورد آزمایش را در 10 و 13 الگوی 
متفاوت ژنتیکی تقسیم بندی نمودند، این محققین اظهار داشتند که روش 
دسته بندی  و   ORT جدایه های  مولکولی  تنوع  مطالعه  در   ERIC-PCR

آن ها روشی توانمند و موثر به شمار می رود )20(.
از  حاصل   ORT سویه های   )2013( همکاران  و  ارگانیش  نیز  ترکیه  در 
پرایمر  از  استفاده  )با   RAPD-PCR روش های  با  را  بوقلمون  و  ماکیان 
SDS-PAGE مطالعه کرده و آن ها را به ترتیب در هشت  OPG11( و 
در   .)9( نمودند  تقسیم بندی  پروتئینی  پروفایل   19 و  ژنتیکی  پروفایل 
باکتری  مختلف  سویه های   )2007( همکاران  و  تاچیل  همسو،  پژوهشی 
ERIC- و )M13 با استفاده از پرایمر(RAPD-PCR  را با روش های ORT

PCR تیپ بندی کرده و آن ها را به ترتیب در 10 و شش الگوی ژنتیکی 
این  زاوالتا )2005( 25 جدایه  دسته بندی نمودند )21(. همچنین کوگا و 
 PCR ارگانیسم را با تکنیک تکثیر توالی های تکرارشونده ژنومی از طریق
Repetitive Extragenic Palindromic Based PCR, rep-PCR)) مطالعه 
نموده و عنوان کردند که تمامی جدایه ها مشابه هم بوده و در پروفایل 
ژنوتیپی A قرار دارند. ایشان بر اساس روش ERIC-PCR، ژنوتیپ A را 
شایع ترین ژنوتیپ در میان گونه های مختلف پرندگان در اقصی نقاط دنیا 
معرفی کردند )14(. همسو با یافته های ایشان، جمع بندی نتایج مطالعه 
حاضر و نیز بررسی های ازدیادی و همکاران )10( نیز نشان می دهد که 
جدایه های ORT جمع آوری شده از ماکیان صنعتی مناطق مختلف ایران 
 A از نظر ژنتیکی مشابه هم بوده، ژنوتیپ واحدی داشته و با ژنوتیپ

مورد اشاره کوگا و زاوالتا )14( همخوانی دارند. 

نتیجه گیری کلی
جدایه های  فنوتیپی  ویژگی های  در  حاضر،  پژوهش  یافته های  اساس  بر 
ORT حاصل از ماکیان صنعتی مناطق مختلف ایران که در یک بازه زمانی 
نسبتا طولانی جمع آوری شده  بودند، تفاوتی مشاهده نگردید. همچنین 
ORT تحت مطالعه  نتایج این بررسی مشخص نمود كه اغلب جدایه های 
قادر به هماگلوتینه نمودن گلبول های قرمز خون اکثر حیوانات آزمایشگاهی 
و نیز انسان نبوده و جدایه های هماگلوتینه کننده نیز فقط با گلبول های 
قرمز یک میزبان واکنش نشان می دهند. در مطالعه حاضر، انگشت نگاری 
جدایه ها با روش ERIC-PCR همه آن ها را در یک الگوی ژنتیکی واحد 
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قرار داد. به نظر می رسد تمام جدایه های ORT حاصل از ماکیان صنعتی 
مناطق مختلف ایران از نظر پروفایل مولکولی بسیار شبیه به هم بوده، به 
 A یک ژنوتیپ واحد وابستگی داشته و مشابهت بسیار بالایی با ژنوتیپ

مورد اشاره در تحقیقات انجام شده توسط سایر دانشمندان دارند.

تشکر و قدردانی
و  تحقیق  بخش  پرسنل  صمیمانه  همکاری  از  می دانند  لازم  نویسندگان 
بیماری های طیور موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی  تشخیص 

تقدیر و تشکر نمایند.
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