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چکیده

یجاد را در صنعت طیور امهمی زای تنفسی است که خسارات اقتصادی بیمارینوظهور (، باکتری ORT) رینوتراکئال اورنیتوباکتریوم    
-SDSبراساس ، 2009-1999های طی سال ORTهای های مولکولی و ژنتیکی بالایی را بین جدایهمطالعات قبلی در ایران شباهت کند. می

PAGE ،ERIC-PCR  16ژن توالی و تعیینS rRNA  .های جدایهیپ ژنوتتعیین  مطالعه حاضرهدف از  نشان دادORT دست آمده ه ب
( MLST) یابی چندجایگاهیتوالیتعیین تیپ و  DNA (RAPD)مورفیسم تکثیر تصادفی پلیهای استفاده از روش از ماکیان صنعتی با

روش بیوشیمیایی شده به تأیید 1395تا  1379های سال دراز ماکیان صنعت طیور ایران شده  جدا ORTباکتری  30این مطالعه، از  در  بود.
ا توجه ب . شدانجام مورد مطالعه  ORTهای روی تمام نمونه بر OPG11ز پرایمر استفاده ا با RAPDآزمایش   استفاده شد.و مولکولی 

رای بهفت جفت پرایمر که برای انجام آن، انتخاب شدند  MLSTجدایه برای آزمون  5تنها  ORTجدایه  30از بین  RAPDبه نتایج آزمون 
با استفاده از  RAPD آزمون در ردید. گطراحی  pmiو   adk ،aroE ،fumC ،gdhA ،mdh،pgiدار های خانهیابی ژنتکثیر و توالی

 توالی، با ORTسویه  5های این هفت لوکوس، در خصوص هر الل DNAتوالی   .شدمتفاوت مشاهده ژنوتیپ  9 تعداد،  OPG11پرایمر
د بودن( ST9) 9 سکانسی متعلق به تیپ مورد مطالعه جدایهپنج از  ORTچهار  مقایسه شدند.  MLSTاطلاعاتی های موجود در بانک للآ

 در ایران ر صنعتیهای طیو ORTاز  یک تیپ سکانسی جدیدهای این مطالعه، اساس یافته بر . جدیدی بود نسیسکاتیپ و یک سویه هم 
 ،ORTهای تری از جدایهبررسی تعداد بیشمطالعات بعدی جهت   .گردید که پیش از این از سایر نقاط جهان گزارش نشده استگزارش 

 .باشدکننده مککهای مختلف سکانسی و تیپ سکانسی غالب در کشور تشخیص تیپ درتواند می

MLST ،RAPD-PCR ،طیور ،ژنوتایپینگ ،ئالاورنیتوباکتریوم رینوتراک  :کلیدیکلمات 
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ير بوده و تحت يشدت متغ بالينی، طول بيماری و تلفات به

محيطی مانند مدیریت، تهویه، تراکم، شرایط عوامل ثير أت

 ,Gornatti-Churria et al) بستر و بهداشت قرار دارد

2019; Barbosa et al, 2020; Hafez and Chin, 2020) . 

شدت  یک باکتری گرم منفی، غيرمتحرک، بهاین باکتری 

این پرگنه  ای شكل و غير اسپورزا است. چند شكل، ميله

بسيار کوچک، غير هموليتيک، گرد، خاکستری تا باکتری 

صورت محدب ه خاکستری، گاهی اوقات قرمز ب-سفيد

سروتيپ  18، مختلف هایبا استفاده از روشکنون  تا  است.

ORT سروتيپ  شده است. ی یشناساA  شایعترین سروتيپ

 61( و بوقلمون )درصد 97های ماکيان )در ميان جدایه

 Barbosa et al, 2020; Hafez and) آیدشمار می به( درصد

Chin, 2020).  

های ایران، در داریدر مرغ ORTاولين گزارش عفونت     

پولت و از یک گله جوجه گوشتی و یک گله  1379سال 

 (Banani et al, 2000) م تنفسی بوده استیگذار با علاتخم

بيماری اورنيتوباکتریوز در نژادهای مختلف ماکيان ایران 

گذار تجاری و مرغ شامل مادر گوشتی، جوجه گوشتی، تخم

 با تلفات بالا گزارش شده است یهایبومی و در گله

(Banani et al, 2009.)   2006در سال ،Allymehr با 

 بهرا  ORTیزا شيوع سرمی استفاده از یک کيت تجاری الا

مورد ارزیابی مادر گوشتی گوشتی و گله  42و  50در ترتيب 

ترتيب  هبهای مثبت از لحاظ سرولوژی را گله وقرار داد 

نيز شيوع تحقيقی دیگر در   نشان داد.درصد  8/92 و  82

 های گوشتی در جنوب شرق ایران راسرمی و آلودگی گله

 Ghanbarpour)شد گزارش  درصد 9/31به ميزان  ORT به

and Salehi 2009) . Mayahi 2016 سال و همكاران در 

شده از  های اخذباز سواّ درصد 95/10 را از ORT نيز

همچنين  های گوشتی در خوزستان جدا نمودند. گله

Mirzaei  آلودگی ،  2011و همكاران در سالORT  را در

 50، 20ترتيب  به بوقلمون تجاری، کبوتر و بلدرچين ایران

 گزارش نمودند. درصد 35و 

و های بالينی هنشاناساس  بررنيتوباکتریوز واتشخيص     

م بيماری یشباهت علا های کالبدگشایی دشوار است. یافته

های های طيور و شيوع بالای عفونتبا بسياری از بيماری

توأم، از یک طرف و مشكل بودن جداسازی و شناسایی 

از طرف دیگر موجب شده است که  ORTقطعی باکتری 

سادگی و سرعت  تشخيص بيماری اورنيتو باکتریوز به

جا که به دليل عدم رشد مناسب  از آن پذیر نباشد. امكان

های متغير طور واکنش ها و همينباکتری در برخی محيط

 لف این باکتری، تشخيص قطعی تنها برهای مختسویه

بيوشيميایی متداول،  ميكروبيولوژی و اساس خصوصيات

بنابراین در  (. Barbosa et al, 2020) پذیر نيستامكان

تجاری های از برخی کيت ORTتشخيص قطعی باکتری 

های اختصاصی و اخيراً سرمویژه خواص بيوشيميایی، آنتی

 شوداستفاده می PCRبرای از پرایمرهای اختصاصی 

(Barbosa et al, 2020.)  بایست برتشخيص قطعی می 

بادی و یا جستجوی آنتی ORTی یاساس جداسازی و شناسا

جا که  از آن  (.Barbosa et al, 2020) استوار باشد

و  راحتی ممكن نيست جداسازی و شناسایی باکتری به

ORT شود، رشد محسوب می های سختجزء باکتری

راهی جایگزین و دارای  qPCRو  PCRاستفاده از روش 

 باشدمی ORTحساسيت بالا جهت شناسایی و ردیابی 

(Hassanzadeh et al, 2010; Ghodsian et al, 2013; Ha 

et al, 2016).  های بندی ژنتيكی جدایهبرای طبقهORT  به

، 16S rRNAغير از ریبوتایپينگ از طریق تعيين توالی ژن 

 های تكرارنگاری مولكولی مبتنی بر توالیانگشتهای روش

DNA (RAPD ،)مورفيسم تكثير تصادفی پلی نظيرشونده 

(، rep-PCRشونده ) های تكرارمبتنی بر توالی PCRواکنش 

(، AFLPطول قطعات حاصل از تكثير )مورفيسم پلی

یابی ( و توالیMLSTیابی چندجایگاهی )تایپينگ توالی

 ;Hafez and Chin 2020) کار رفته استه ب کامل ژنومی

Nisar et al, 2020; Smith et al, 2020; Alispahic et al, 

ها برای تعيين ميزان مشابهت و یا این تكنيک  .(2021

 اند وها از هم مورد استفاده قرار گرفتهجدایههتروژنيسيتی 

 . باشندهایی باهم میاز لحاظ قدرت تمایز دارای تفاوت

ها در تشخيص، درمان و باکتریهای تایپينگ سویه

از اهميت های باکتری های اپيدميولوژیک عفونتبررسی
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های تعيين سروتيپ محدودیت  .بالایی برخوردار است

سرم و آنتی 18عدم دسترسی به دليل ه ب ORTهای جدایه

 اتها در آزمایشوجود واکنش متقاطع بين سروتيپ

گر و ج به مشاهدات آزمایشسرولوژی، وابستگی نتای

های محافظت متقاطع در مقابل تعدادی از سروتيپ

رسوب های سرولوژی هترولوگ، موجب شده که روش

برای تعيين سروتيپ  الایزا و (AGPبرروی ژل آگار )

مد و شک برانگيز جلوه نماید، لذا به دليل آها ناکارجدایه

 نگاریهای انگشتهایی، روشوجود چنين محدودیت

ها را جبران کنند و مولكولی قادر هستند این محدودیت

 ندنفراهم ک ها راتری بين جدایهتمایز و تفاوت بيش

(Thieme et al, 2016a; Barbosa et al, 2020) .  بررسی

باکتری،  تنوع فنوتيپی در گربيان تواندتنوع ژنتيكی می

، گستردگی ORTهای ميان جدایه تفاوت پاتوژنيسيتی در

و بيوتيكی جغرافيایی، اختصاصيت ميزبانی، مقاومت آنتی

های قبلی در پژوهش (. Thieme et al, 2016a) دباشحدت 

، هتروژنيسيتی محدودی ORTهای روی جدایه در ایران بر

ای، با استفاده از در مطالعه  در بين این باکتری مشاهده شد.

، مشابهت 16S rRNAبررسی مولكولی و تعيين توالی ژن 

باکتری  9و  ORTبين چهار جدایه  درصد 98فراوان بيش از 

 Hassanzadeh) شده از بانک ژنی مشاهده گردیداستخراج

et al, 2010.)  ای دیگر از ایران برروی پرندگانی در مطالعه

یابی قسمتی از استفاده از توالی به غير از ماکيان صنعتی، با

 ORTهای جدایه درصد 100، مشابهت 16S rRNAژن 

 جدایه موجود در بانک ژن گزارش شد 14ایرانی با 

(Mirzaie et al, 2011 .)  ،برای مقایسهدر این مطالعه 

، از دو روش در ایران ORTهای مختلف جدایه ژنتيكی

RAPD  وMLST .روش که،  رغم اینعلی  استفاده شد

RAPD ، تحت تأثير روشی ارزان، سریع و حساس است، اما

مانند توالی پرایمر و نقطه ذوب آن، خلوص مختلف  عوامل

DNA  و غلظت آن و دستگاهPCR  و مواد مصرفی قرار

در  را تكرارپذیری این روش چالشیعلاوه، ه ب گيرد. می

های مختلف مقایسه الگوهایی باندی در بين آزمایشگاه

و  کارآمد آسان، روشی، MLSTمقابل  در  کند.ایجاد می

مقایسه اطلاعات  اجازه راحتیه باشد و ببسيار تكرارپذیر می

سویه باکتری و ای از زمينه همراه با اطلاعات باکتری توالی

 دهددر سراسر جهان را میهای مختلف آزمایشگاه

(Thieme et al, 2016a.)   البته هزینه بالا و نياز این تكنيک

راحتی ه تحقيقاتی بهای به تجهيزاتی که در همه آزمایشگاه

 است. MLSTهای شود از محدویتفراهم نمی

های پيشين در ایران که بررسی با توجه به این    

های های مولكولی و ژنتيكی بالایی را بين جدایهشباهت

ORT اساس  بر، 2009-1999های طی سالSDS-PAGE ،

ERIC-PCR  16و تعيين توالی ژنS rRNA ه بودادنشان د 

 دسته ب ORTهای جدایهيپ ژنوتتعيين مطالعه حاضر در 

 MLSTو  RAPD-DNAآمده از ماکيان صنعتی با استفاده از 

یگر را بهتر از همد ORTهای انجام شد تا شاید بتوان جدایه

 تمایز داد.

 

 کار روش مواد و

بانک ذخيره باکتری  ORT باکتری 30این مطالعه از  در    

سسه تحقيقات واکسن ؤهای باکتریایی طيور مبخش بيماری

 هایسال درها این باکتری  .شداستفاده  سازی رازیو سرم

صنعتی )گوشتی، مزارع  از (1379-1395) مختلف

کشور جدا شده  مختلف مناطقگذار و مادر گوشتی( تخم

 جداسازیاستان  و تاریخ و هاگله مشخصات  .ندبود

 شده است.آورده  Table 1 مورد مطالعه در یهاباکتری
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Table 1. Detailes of Ornithobacterium rhinotracheale isolates 

Province Isolation year Host Isolate no. No. 
Gilan 2008 Broiler breeder ORT-2 1 
Gilan 2008 Broiler breeder ORT-7 2 
Gilan 2008 Broiler breeder ORT-10 3 

Alborz 2000 Native breeder ORT-29 4 

Alborz 2001 Broiler ORT-30 5 

Ghazvin 2000 Broiler ORT-32 6 

Alborz 2000 Broiler ORT-36 7 

Alborz 2000 Layer pullet ORT-40 8 

Ghazvin 2000 Broiler ORT-41 9 

Alborz 2000 Broiler ORT-42 10 

Alborz 2000 Broiler ORT-48 11 

Alborz 2000 Broiler ORT-50 12 

Golestan 2011 Layer ORT-53 13 

Khorasan Razavi 2011 Layer ORT-55 14 

Golestan 2011 Layer ORT-60 15 

Golestan 2011 Layer ORT-63 16 

Alborz 2015 Layer ORT-68 17 

Gilan 2015 Broiler ORT-69 18 

Gilan 2015 Broiler ORT-70 19 

Mazandarn 2015 Broiler breeder ORT-71 20 

Alborz 2015 Layer ORT-72 21 

Alborz 2016 Broiler ORT-73 22 

Alborz 2016 Broiler ORT-74 23 

Alborz 2016 Broiler ORT-75 24 

Alborz 2016 Broiler ORT-78 25 

Alborz 2016 Layer ORT-79 26 

Alborz 2016 Broiler ORT-80 27 

Alborz 2016 Broiler ORT-81 28 

Alborz 2016 Broiler ORT-82 29 

Alborz 2016 Layer ORT-86 30 

 

C فریزراز  ORTهای کردن باکتری پس از خارج    
◦70 ،

کشت و در به صورت هوازی ها در آگار خوندار جدایه

Cانكوباتور 
بعد از  قرار داده شدند.  درصد 2CO 5 و 37◦

ها به حداکثر خود رسيد ساعت که رشد باکتری 48الی  24

آميزی گرم انجام شد یک پرگنه را برداشت کرده و رنگ

(Banani et al, 2001 .)  عدم رشد باکتریORT روی  بر

 ORTآگار مكانكی، روشی برای تأیيد تشخيص کشت 

برای تأیيد بيوشيميایی باکتری از   شود.محسوب می

حضور آنزیم کاتالاز، معرف عدم بررسی های آزمایش

آز و تأیيد گرم منفی بودن باکتری با استفاده اکسيداز، اوره

 از هيدروکسيد پتاسيم استفاده شد.

 Rocheاز کيت تجاری شرکت  DNAبرای استخراج     

(High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, 

Germany)  .برای تعيين خلوص  استفاده شدDNA 

دستگاه  استفاده از با 230/260و  280/260های نسبت

 ,Thermo Ficher Scientific, Walthamنانودراپ )

Massachusetts, US.مورد ارزیابی قرار گرفت ) 

-ʹOR16S-F1: 5پرایمرهای مورد استفاده     

GAGAATTAATTTACGGATTAAG-3ʹ  وOR16-

R1: 5ʹ-TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT-3ʹ که  ندبود

شناسایی  16S rRNAجفت بازی را در ژن  784یک قطعه 

پرایمرها توسط  (. Umali et al, 2018) کندو تكثير می

 16Sژن شدند.  شرکت سيناکلون )تهران، ایران( سنتز 

rRNA  1دارای  ميكروليتری 25حجم درX PCR Buffer، 

mM 2 2MgCl ،µM 400  مخلوطdNTP ،µM 4/0  از هر

)سيناکلون،  Taq DNA Polymerase یونيت 25/1پرایمر، 

باکتری در µl 2 DNA (50 ng/ml )تهران، ایران( و 

( تكثير Eppendorf, Hamburg, Germanyترموسایكلر )
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Cواسرشت اوليه در دمای یک از  PCRواکنش   گردید.
◦94 

C متوالیسيكل  35دقيقه،  2به مدت 
دقيقه،  1 برای 94◦

C
Cثانيه و  30 برای 54◦

تشكيل شده بود  هدقيق 1 برای 72◦

Cیک بسط نهایی در دمای توسط  و نهایتاً
 5مدت  به 72◦

 با استفاده از PCRسپس محصول   خاتمه پيدا کرد.دقيقه 

SYBR Safe DNA Gel Stain  (Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, US ) مورد بررسی  درصد1 آگارزدر ژل

 قرار گرفت.

    Leroy-Setrin و  1998در  و همكارانÖzbey  و

ز را برای تمای OPG11استفاده از پرایمر  2005در  همكاران

های داخل یک حتی تمایز بين جدایه ORTهای بين جدایه

 جامبرای انبنابراین در این مطالعه،  کردند.  توصيه سروتيپ

-’5 با توالیپرایمر این از  RAPDآزمایش 

TGCCCGTCGT-3’  .زمایش بر روی این آ استفاده شد

در حجم  RAPD واکنش صورت گرفت.  ORT جدایه 30

، PCR BufferX 1 ،mM 3 2MgClميكروليتری دارای  25

µM 400  مخلوطdNTP ،µM 8/0  ،یونيت 25/1پرایمر 

Taq DNA Polymerase  سيناکلون، تهران، ایران( و(µl 1 

DNA (50 ng/ml )( باکتری در ترموسایكلرEppendorf, 

Hamburg, Germany.در  پروفایل حرارتی  ( تكثير گردید

یک مرحله واسرشت اوليه در دمای صورت  بهترموسایكلر 

C
Cسيكل  35دقيقه و  2به مدت  94◦

◦94 ،C
Cو  41◦

◦72 

و یک مرحله نهایی بسط در دقيقه  1مدت  هر مرحله به

Cدمای 
 PCRسپس محصولات  دقيقه بود.  5مدت  به 72◦

 RAPD واکنش  .الكتروفورز شدند درصد 1در ژل آگارز 

  سه مرتبه برای بررسی تكرارپذیری انجام گرفت.

ل با استفاده از تجزیه و تحليدندروگرام )نمودار درختی( 

UPGMA  اساس اطلاعات  برو ماتریكس فاصله ژنتيكی و

و  PCR-RAPDآمده از آزمون انگشت نگاری  دسته ب

 ترسيم شد.  ها،توسط جدایه الگوهای باندهای ایجاد شده

های مالی و محدودیت RAPD توجه به نتایج آزمون با    

-)شمارهجدایه  5تنها  ORT جدایه 30از بين در این پروژه 

انتخاب  MLSTبرای آزمون ( 82و 71، 68، 32، 7های 

از این باکتری متعلق به الگوی باندی جدایه سه که  نددش

 با الگوی باندی متفاوت برجدایه های شایع و دو ژنوتيپ

به  MLSTمراحل روش کار  بودند.  RAPDاساس نتایج 

  نشان داده شده است. Table 2اختصار در 

 
Table 2. Different steps of MLST 

Steps of MLST No. 

DNA extraction of 5 ORT isolates 1 
Amplification of 7 target genes by using 

specific primers 2 

Purification of amplified bands 3 

Sequencing of amplified bands of 7 genes 4 
Comparison of sequenced amplified bands 

of 7 genes with those of other ORT isolates 

and identification of allel of each gene 
5 

Evaluation of final MLST result and 

determination of sequence type (ST) of 

each isolate based on sequence of 7 genes 
6 

 

، 2016در  و همكاران Thiemeاساس مطالعه  بر    

برای انجام ( Table 3) دارخانه ای از هفت ژنمجموعه

MLST باکتری هایبرای جدایهORT  شدندنتخاب ا 

(Thieme et al, 2016a).  اساس مطالعات قبلی  ها براین ژن

 MLSTو آناليز  ORTروی باکتری  MLEEکه شامل آناليز 

قرار  انتخابمورد بود  پاستورلا مولتوسيداروی باکتری 

مورد در هر دو مطالعه  adk, mdh, pgiسه ژن   گرفتند.

از  fumCو  aroEدر حالی که دو ژن استفاده قرار گرفتند، 

باکتری   MLSTاز آناليز pmiو   gdhAدو ژن و MLEEآناليز 

مشخصات پرایمرهای  انتخاب شدند.  پاستورلا مولتوسيدا

 دارهفت ژن خانه یابیتوالیشده برای تكثير و  طراحی

ORT اساس سكانس ژنومی سویه  برDSM15997  در

Table 4 است. نمایش داده شده 
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Table 3. Selection of 7 housekeeping genes for MLST analysis (Thieme et al., 2016) (15) 

P. multocida 
cMLST 

MLEE analysis 
bof ORT 

Fragment size 
a(bp) in MLST Produced protein Gene No. 

X X 393 Adenylate kinase adk 1 

X X 519 Malate dehydrogenase 

(NAD) mdh 2 

X X 492 Glucose-6-phosphate 

isomerase pgi 3 

- X 489 shikimate dehydrogenase aroE 4 

- X 489 Fumarase, class II fumC 5 

X - 480 Glutamate dehydrogenase/ 
Leucine dehydrogenase gdhA 6 

X - 489 Phosphomannose 

isomerase pmi 7 
                   aThieme et al. (2016a); bAmonsin et al. (1997); cSubaaharan et al. (2010). 

 
Table 4. Specific primers designed for MLST analysis 

Product size (bp) Sequences of designed primers Gene 

503 F: 5´-GGCAGTGGAAAAGGAACTCA-3´ 
R: 5´-TCTAAACTTCCTTCGCCGTTT-3´ 

adk 

643 F: 5´-GGACTCATCGGCAGAAACAT-3´ 
R: 5´-TGATGTTGGCATCTTGTGCT-3´ 

aroE 

616 F: 5´-CACGCCACAAGGTTATGATG-3´ 
R: 5´-TAAACGCACGGCTTCTTCTT-3´ 

fumC 

601 F: 5´-TCTGGTAGAGCACCAAACCA-3´ 
R: 5´-GCTTGTTTTGCAACCACTCA-3´ 

gdhA 

640 F: 5´-CGCGAAGAATTAATCGGAAC-3´ 
R: 5´-CTCTTACTTGCGCAACAGCA-3´ 

mdh 

639 F: 5´-AAAGCGACATTGCCAAACAT-3´ 
R: 5´-TTTCGAGTTCCGCTCTCACT-3´ 

pgi 

647 F: 5´-TGATGTGCAAGGCAATGTTT-3´ 
R: 5´-CTGTGTCGAGCGAAATGCTA-3´ 

pmi 

 

دستورالعمل  دار با یکبرای هفت ژن خانه PCRواکنش     

 1x PCRميكروليتر حجم واکنشی شامل  50یكسان در 

Buffer ،mM 2 2MgCl ،µM 400  مخلوطdNTP ،µM 

 Taq DNA Polymeraseیونيت  25/1از هر پرایمر،  8/0

انجام µl 2 DNA (50 ng/ml ))سيناکلون، تهران، ایران( و 

مرحله واسرشت اوليه صورت یک  الگوی حرارتی به شد. 

Cدقيقه/ 2)
 15سيكل متوالی واسرشت ) 35(، 94◦

Cثانيه/
Cثانيه/ 30(، اتصال پرایمر )94◦

 1( و گسترش )52◦

Cدقيقه/
های سازی ژنسپس افزوده ( انجام گرفت. 72◦

Cدقيقه/ 5گانه با یک بسط نهایی )هفت
 ( خاتمه یافت. 72◦

و  درصد 1روی ژل آگارز  ها برپس از بررسی تكثير ژن

یابی به ، به منظور توالیاز روی ژل DNAخالص سازی 

 ماکروژن )سئول، کره جنوبی( ارسال شد. شرکت

افزار ها توسط نرمخام کروماتوگرامتوالی کيفيت     

Chromas lite  مورد ارزیابی قرار گرفتند تا توالی  1/2ورژن

 و سویه مشخص گردد.  ر جایگاه ژنیدقيق نوکلئوتيدها در ه
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، 519، 480، 489، 490، 393قطعات ژنتيكی هدف با اندازه 

، adk ،aroEهای ترتيب از ژن زوج باز به 489و  492

fumC ،gdhA ،mdh،pgi   و pmi از سایت
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_orhinotrach

eale_seqdef  دانلود و سپس توسط برنامهMEGAX 

 های تعيين توالیقطعات یكسان از لحاظ طولی برای لكوس

 یابی و پردازش شدند. شده در پنج سویه مورد مطالعه مكان

آلل هر سایت ه قطعات ژنی هر سویه به همين وبیارا با

( هر سویه نيز STشناسایی و تعيين و تيپ سكانسی )ژن 

 شناسایی گردید.
 

 نتایج

 کشت و شناسایی باکتری

های استاندارد روشاساس  برجدایه  30تمامی     

پس از   احيا و تأیيد شدند. بيوشيميایی و باکتریولوژی

باسيل کوتاه، بلند، کوکسی، های باکتری گرم، آميزیرنگ

ای مشاهده شد که به رشته و چماقیدیپلوکوک، دمبلی، 

شدت پلئومورف بودن )داشتن اشكال متنوع( باکتری را 

در حضور دیسک اکسيداز با تغيير رنگ دیسک  . دادندنشان 

 دليله ب  یيد شد.أبه رنگ آبی تيره اکسيداز مثبت بودن آن ت

های ریز در حضور آب اکسيژنه، کاتالاز بابحعدم ایجاد 

کشت داده  ORTهای باکتریتمام   یيد شد.أمنفی بودن آن ت

آز مثبت بودند و از نظر رشد بر روی شده از نظر تست اوره

در آزمایش هيدروکسيد   منفی بودند. کانكیمحيط آگار مک

پتاسيم، با توجه به انهدام دیواره سلولی باکتری و مشاهده 

و  هيدروکسيد پتاسيمشدن حالت چسبندگی قطره مخلوط 

 يد شد. أینيز تگرم منفی بودن باکتری باکتری، 

 

 ORTتشخیص تأیید برای PCRنتایج آزمون 
شناسایی تأیيد فنوتيپی و پس از  ORTجدایه  30تعداد     

بيوشيميایی، برای شناسایی قطعی با کمک پرایمرهای 

نيز مورد آزمایش قرار  PCRدر آزمون  ORTاختصاصی 

جفت  784ها قطعه آن تمامی PCRدر آزمایش   گرفتند.

های توليد کردند و هویت سویهرا  16S rRNAبازی از ژن 

 ندمورد تأیيد قرار داد ORTعنوان  مورد مطالعه را به

(Figure 1). 
 

 
Figure 1. Electrophoresis of PCR-amplified 16 rRNA gene of Ornithobacterium rhinotracheale field isolates 

on 1% agarose gel. Amplified 784 bp bands of six field isolates 2, 7, 10, 29, 30 and 32 are shown. Lanes M, 

PC, and NC indicate 100 bp plus ladder, positive control, and negative control (dH2O instead of DNA), 

respectively. 

  

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_orhinotracheale_seqdef
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_orhinotracheale_seqdef
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ها براساس روش نتایج بررسی تمایز ژنتیکی جدایه
RAPD 

در  ORTجدایه  30اساس باندهایی که هر کدام از  بر    

نشان دادند  OPG11 با کمک پرایمر RAPD-PCRآزمایش 

 Figureو  Table 5الگو یا ژنوتيپ متفاوت ایجاد گردید ) 9

های مورد مطالعه تمام نمونهنوع باند در  20در مجموع  (. 2

و  300ترتيب  ترین بهترین و بزرگمشاهده شد که کوچک

 60ها )مورد از جدایه 18تعداد  جفت باز بود.  3000

 40جدایه دیگر ) 12( به یک الگو تعلق داشتند و درصد

 ( در هشت ژنوتيپ یا الگوی متفاوت توزیع شدند. درصد

 4/44جدایه ) 8عداد جدایه ژنوتيپ غالب، ت 18از مجموع 

 55/55جدایه ) 10و  1379-1387های ( در سالدرصد

از  جداسازی شده بودند.  1390-1395های ( در سالدرصد

جدایه متعلق به هشت ژنوتيپ مختلف، اکثریت  12مجموع 

-1395های ( در سالدرصد 66/66) 12از  8یعنی  هاآن

( درصد 33/33جدایه دیگر ) 4جدا شده بودند، ولی  1390

های بين از کل جدایه  بود. 1379-1387های متعلق به سال

جدایه به  10جدایه،  18، یعنی 1390-1395های سال

که  صورتی در تعلق داشتند.  (درصد 55/55)ژنوتيپ غالب 

 1379-1387های تر که بين سالهای قدیمیاز کل جدایه

 جدایه به ژنوتيپ غالب 8جدایه،  12اند، یعنی جدا شده

دندروگرام )نمودار درختی(  داشتند. تعلق ( درصد 66/66)

و ماتریكس فاصله  UPGMAبا استفاده از تجزیه و تحليل 

آمده از آزمون  دسته اساس اطلاعات ب برژنتيكی و 

الگوهای و  11OPGبا پرایمر  PCR-RAPDانگشت نگاری 

جدایه به کار رفته در این آزمون  30باندهای ایجاد شده در 

 نشان داده شده است. Figure 3در 

 
Table 5. Pattterns observed in RAPD analysis 

No. Pattern No. (%) Isolates numbers Fragments’ sizes (bp) 

1 A 18 (60) 
2, 7, 10, 30, 32, 36, 41, 48, 53, 

55, 60, 63, 69, 70, 72, 73, 74, 78 

500, 600, 1100, 1300, 1400, 

1500, 1800, 1900, 2800 

2 B 2 (6.66) 42, 50 
600, 700, 1100, 1400, 1500, 

1800, 1900, 2800 

3 C 2 (6.66) 71, 40 
600, 1100, 1400, 1500, 1800, 

1900, 2800 

4 D 1 (3.33) 75 
600, 700, 900, 1100, 1400, 

1500, 1700, 1900, 2800 

5 E 1 (3.33) 29 
300, 600, 800, 1100, 1300, 

1400, 1500, 1800, 1900, 2800 

6 F 1 (3.33) 82 
600, 900, 1400, 1500, 1900, 

2100 

7 G 1 (3.33) 79 
1100, 1500, 1700, 1800, 1900, 

2200, 2900, 3000 

8 H 1 (3.33) 68 1300, 1700, 1900, 2700, 3000 

9 I 3 (10) 80, 81, 86 1000, 1500, 1900, 3000 
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Figure 2. DNA fingerprinting patterns of Ornithobacterium rhinotracheale isolates by RAPD-PCR using 

OPG11 primer in A, B and C figures. Lanes M and NC indicate 100 bp plus ladder and negative control 

(dH2O instead of DNA). Other lanes show the RAPD patterns. 
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Figure 3.  Dendrogram grouping the 30 Ornithobacterium rhinotracheale isolates based on RAPD-PCR 

with the OPG11 primer using the unweighted pair group method with the arithmetic average method 

(UPGMA). 

 
 MLST نتایج

در پنج سویه جایگاه ژنی تمام هفت  MLSTدر آزمایش     

-افزوده PCRاستفاده از یک پروتكل یكسان  مورد مطالعه با

سایت بانک اطلاعاتی با مراجعه به وب ی شدند. زسا

MLST ORT های تحت آلل مرتبط با هر ژن در سویه

های هفت پروفایل آلل Table 6در   بررسی مشخص گردید.

از ایران  ORTدار متعلق به پنج جدایه های خانهلوکوس ژن

ه از دنيا ب ORTهای که در مقایسه با اطلاعات سایر سویه

تعداد چهار جدایه  دست آمده است، نشان داده شده است. 

از پنج جدایه دارای یک پروفایل یكسان تيپ سكانسی 

(ST9 .بودند )  تيپ سكانسی سویهORT-68  به دليل جدید

 mdhو  adk، aroE ،fumCهای بودن چهار آلل از لكوس

 شود.در دنيا جدید محسوب می
 

Table 6. Allel profile of 7 housekeeping gene loci belonging to 5 ORT isolates 
ST pmi pgi mdh gdhA fumC aroE adk Isolate # 

9 1 1 1 1 1 5 1 7 

9 1 1 1 1 1 5 1 32 

New 25 ND New 8 New New New 68 

9 1 1 1 1 1 5 1 71 

9 1 1 1 1 1 5 1 82 
        ND: Sequencing not done. 
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 بحث
با کمک  RAPDروش دو استفاده از در این مطالعه با     

جدایه  30 ، تمایز مولكولی بينMLSTو  OPG11 پرایمر

ORT ها مشاهده تمایز مولكولی بين جدایه  .انجام گرفت

گيری شناسی و تهيه واکسن اتوژن در مطالعات همه

مشابهت   (.Thieme et al, 2016a) باشدضروری می

های روشدر مطالعات قبلی با  ORT یهامولكولی جدایه

با  SDS-PAGEو  16S rRNA، ERIC-PCRیابی ژن توالی

و مشابهت بسيار  منطبق بودپژوهشگران برخی های یافته

 این های این باکتری مشاهده شده است. هزیادی بين سوی

به  مورد مطالعه در ایران ORT جدایه های مشابهت بين

رسد تمامی نظر میه گردد که بمیطبيعت باکتری بر

جدا شده از اقصی نقاط دنيا، از تعداد کمی  ORTهای جدایه

این،  بر علاوه اند. نزدیک به هم مشتق شدههای کلون

مطالعه ایران همگی از یک ميزبان یعنی  های تحتجدایه

 اند و چنين شباهتیماکيان صنعت طيور کشور جدا شده

ها عدم تمایز بين جدایه . ه استبينی بودقابل پيش احتمالاً

دو روش قبلی باعث شد که در مطالعه حاضر از  سهدر 

استفاده شود و  MLSTو  RAPD شاملروش دیگر 

روش به  دوها در این خوشبختانه تنوع ژنتيكی بين جدایه

 خوبی مشاهده گردید.

    Banani  جدایه  59در بررسی ، 2001در سال  همكارانو

گذار تجاری از ایران با کمک های گوشتی و تخماز جوجه

شباهت زیادی بين پروفایل پروتئينی  SDS-PAGEروش 

در ترکيه   .(Banani et al, 2001) ندها مشاهده کردجدایه

Özbey  وش راستفاده از  با (2004) همكارانوSDS-

PAGE ، پروتئينی مشابه یافته الگویBanani  همكارانو 

(Banani et al, 2001 مشاهده نمودند ،) اماErganis  و

بين  SDS-PAGEدر آزمایش  از ترکيه (2013) همكاران

مختلف را  خوشهالگو یا  19های ماکيان و بوقلمون، جدایه

های ماکيان و بوقلمون تفاوت گزارش نمودند و بين جدایه

 مشاهده کردند.

    Ghodsian  هایاستفاده از روش با (2013) همكارانو 

ERIC-PCR  16 ژن توالیو تعيينS rRNA شباهت زیادی ،

های مختلف سال و در جدایه از مناطق مختلف ایران 25بين 

 Pena-Vargas  .(Ghodsian et al, 2013) مشاهده نمودند

-ERICبا استفاده از روش مكزیک (، در 2016) و همكاران

PCR  از فيلد را جدایه  23در بين  مشابهپروفایل ژنتيكی

دیگر تفاوت و تنوع مطالعات برخی در  ، امامشاهده کردند

 ,Amonsin et al) شدنها مشاهده در بين جدایه ژنتيكی

1997; Szabo et al, 2017.)   درصد 98تشابه بالا و بيش از 

 16S rRNA در مقایسه توالی ژن ORTهای در بين جدایه

این باکتری در مطالعات انجام شده در ایران و خارج نيز 

 Chou et al, 2009; Hassanzadeh et) مشاهده شده است

al, 2010; Mirzaie et al, 2011; Ghodsian et al, 2013; 

Szabo et al, 2017; Veiga et al, 2019).  هایی چنين یافته

این  بررسی های دنيا از لحاظگر نزدیكی تمامی جدایهنشان

جا که این ژن در ناحيه نسبتاً محافظت  ولی از آن ژن است. 

شده ژنوم باکتری واقع شده است، از قابليت تمایز ژنتيكی 

 همكارانو  Tsaiبا وجود این،  محدودی برخوردار است. 

شباهت بسيار بالای  روشاز تایوان با همين  2006در سال 

  د.ادنجدایه مورد مطالعه نشان د 23نوکلئوتيدی بين 

ها این جدایهمطالعات انجام شده در ایران نيز نشان داد که 

، انداز یک گروه کلون محدود و نزدیک به هم منشاء گرفته

که استراتژی واکسيناسيون به توان نتيجه گرفت لذا می

ل زیاد احتمابه منظور کنترل بيماری در صنعت طيور کشور 

 آميز خواهد بود. موفقيت

    Leroy-Setrin  با در فرانسه  1998در سال  همكاران،و

از بوقلمون و  ORT جدایه 23به مقایسه  RAPD روش

رین پرداختند و بهتپرایمر مختلف  40با استفاده از ماکيان 

 OPG19و  OPG11قدرت تمایز را با استفاده از پرایمر 

نگاری ها بين ميزبان و الگوی انگشتآن مشاهده کردند. 

( 2005) همكارانو  Özbeyدر ترکيه،   .ارتباطی پيدا نكردند

 ششتنوع ژنتيكی زیادی بين  OPG11با استفاده از پرایمر 

طوری که هر کدام الگوی  به ،جدایه مشاهده نمودند
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 ( تعداد2009) همكارانو  Chou  متفاوتی را نشان دادند.

از ماکيان، بلدرچين، بوقلمون، کبوتر و باز  ORTجدایه  93

با  2004-2006 شاخدار کشور تایوان را در فاصله زمانی

بررسی و مقایسه  OPG11پرایمر و  RAPD کمک روش

ها در دو دست آمده، جدایهه اساس نتایج ب کردند که بر

 خوشه 4گروه اول شامل  گروه عمده از هم تفكيک شدند. 

يان و بلدرچين بود و گروه دوم شامل های ماکو شامل جدایه

های با منشاء کبوتر و یک دیگر و حاوی جدایه خوشه 3

های بوقلمون در هر دو گروه جدایه  جدایه باز شاخدار بود.

گيری ها نتيجهآن . (Chou et al. 2009) عمده، پراکنده بودند

 ORTنقش واسط را در انتقال ها کردند که احتمالاً بوقلمون

از پرندگان وحشی به پرندگان اهلی و پرورشی نظير ماکيان 

در  همكاران،و  Erganis . (Chou et al. 2009) کنندایفا می

نسبت به  OPG11پرایمر  استفاده ازدر ترکيه با 2013سال 

جدایه از بوقلمون و ماکيان مزارع  30 تعيين هویت مولكولی

ها بين جدایه تنوع ژنتيكی زیادی آن کشور اقدام نمودند. 

 ،(2009) همكارانو  Chouهای دیده شد و برخلاف یافته

های بوقلمون و ماکيان تفاوت بين الگوی باندها در جدایه

 37، (2017) همكاران،و  Szabo آشكاری مشاهده گردید. 

های از مناطق مختلف مجارستان )بين سال ORTجدایه 

 RAPD و ERIC-PCRروش دو ( را با 2015تا  1997

جدایه  37جدایه از  31 تعداد  بررسی و مقایسه کردند.

ها از بوقلمون و تر جدایهبيش  بودند. Aمتعلق به سروتيپ 

 4 تعداد  بودند. Aپرندگان شكاری متعلق به سروتيپ 

و یک جدایه  Bو یک جدایه سروتيپ  Dجدایه سروتيپ 

 ERIC-PCRدر روش  تعيين تيپ نشد.  A-Eسرم آنتی 5با 

 OPG11پرایمر  ،RAPDروش  اما در ،ی شدیشناساالگو  13

 ERIC-PCRها مناسب ندیدند و روش را برای تمایز جدایه

 را بهترین روش برای تمایز و تفكيک جدایه معرفی کردند

(Szabo et al. 2017). 

اولين  ORTدر خصوص باکتری  MLSTکاربرد روش     

 جدایه 87ها آن گزارش شد.  همكارانو  Thiemeبار توسط 

ORT های مختلف ها و سالها، سروتيپاز کشورها، ميزبان

 . (Thieme et al, 2016a) بررسی نمودند MLSTرا با روش 

اساس مطالعات قبلی یعنی آزمایش  را بر دارژن خانه 7ها آن

MLEE های وی جدایهر برORT (Amonsin et al, 1997 )

یعنی  ORTبر روی باکتری نزدیک به  MLSTو آزمایش 

( را برای این Subaaharan et al, 2010) پاستورلا مولتوسيدا

متفاوت  توالیتيپ  14ها نتيجه کار آن کار انتخاب کردند. 

، توالیترین تيپ شایع تحت مطالعه بود.  جدایه 87در بين 

ST1  قاره و سه  4از بوقلمون و ماکيان از  جدایه 40بود که

 تيپ سكانسی کشور مختلف اروپایی از این تيپ بودند.

ST1  به همراهST9  لل با هم متفاوتا)که تنها در یک 

های جدایه( درصد 77) (، در مجموع سه چهارمهستند

 هایشدند که متعلق به سروتيپتحت مطالعه را شامل می

A ،E  وI بودند (Thieme et al, 2016a) . ها این سروتيپ

 نداهداد، واکنش متقاطع را نشان AGPاغلب در آزمایش 

(Numee et al, 2012 .)  در تحقيقThieme  همكارانو ،

 ST11و  ST1 ،ST3 ،ST6 ،ST9 نظير های سكانسیتيپ

از به بيش تر از آن را دارا بودند، یا بيش ORT جدایهکه دو 

گر عدم ارتباط سروتيپ که نشانتعلق داشتند یک سروتيپ 

تيپ  بين . (Thieme et al. 2016a) استتيپ سكانسی  و

ها و سال جداسازی و منشاء جغرافيایی جدایه سكانسی

 ،همكارانو  Thiemeدر مطالعه  ارتباطی مشاهده نشد. 

، از بوقلمون و ماکيان جدایه (درصد 6/96) 84 تعداد

 تيپ سكانسی و ميزبانجداسازی شده بودند و بين این دو 

طورکلی تنوع  به ارتباط یا اختصاصيت ميزبانی دیده نشد. 

های جداشده از بوقلمون و هسویژنتيكی پایين در بين 

ا هر کدام از این دو بماکيان بدون تأثير منشاء جغرافيایی 

به طيور اهلی  اخيراً ORTميزبان، احتمالاً مؤید این است که 

 Thiemeمنتقل شده و در سراسر دنيا گسترش یافته است )

et al, 2016a .) Thieme  همكارانو (b2016 ) در تحقيق

جدایه از  10جدایه از کبوتر و  11خود، این بار بعدی 

ها آن بررسی کردند.  MLSTپرندگان شكاری را با روش 

بوقلمون و های سپس نتایج حاصل را با نتایج قبلی جدایه

از قرقاول، مرغ شاخدار و  یهایماکيان و همچنين سویه

های کبوتر با یكدیگر جدایه  کلاغ سياه مقایسه نمودند.

و از ند نشان دادرا و ارتباط نزدیكی داشتند شباهت زیاد 
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های غيرکبوتری متمایز بوده و در سوی دیگر با سایر جدایه

های پرندگان هجدای ای قرار گرفتند. یک شاخه جداگانه

تری را در مقایسه با هم نشان داده شكاری تنوع ژنتيكی بيش

قرار و در دو شاخه از پرندگان پرورشی )بوقلمون و ماکيان( 

لل در هر لوکوس و آ 10تا  7های کبوتری جدایه . گرفتند

صورتی که  در ،نوکلئوتيدی را تشكيل دادندتوالی ده تيپ 

در هر لوکوس و آلل  7تا  5پرندگان وحشی های جدایه

 ,Thieme et al) نوکلئوتيدی را تشكيل دادند لیاوت 7تعداد 

2016b) . شده در مطالعه حاضر  آزمایش جدایه چهار تعداد

-ORTو  ORT-7 ،ORT-32 ،ORT-71های سویه)شامل 

، بودند( ST9) 9 سكانسیکه همگی متعلق به تيپ  (82

در  (ST9سكانسی ) واقع در تيپ هایجدایههمانند سایر 

 خوشهو تحت  B خوشهدر  همكاران،و  Thiemeتحقيق 

Ba  گرفتندقرار (Thieme et al, 2016b).  خوشه B  که

و اکثریت  بود Bbو  Ba خوشهخود حاوی دو تحت 

شده  جدا ORTهفت ها )اغلب از ماکيان( و همچنين جدایه

جدایه شش )فتند قرار گر خوشهاز پرندگان شكاری در این 

یک را شكل دادند و  Bb مجزای خوشهها تحت از شاهين

واقع شد که  Ba خوشهجدایه از کرکس بوقلمونی در تحت 

کلاغ سياه  جدایههای بوقلمون و ماکيان و یک جدایهاغلب 

صورت مشخص از  ، که بهC خوشه  (.گرفتنددر آن قرار 

کبوتر را شامل های باشد، جدایهدیگر، متفاوت می خوشهدو 

و  Nisar، 2020 سال در (. Thieme et al, 2016bشد )

را از دو ایالت کاليفرنيا و  ORTجدایه  60همكاران تعداد 

تيپ هشت طور کلی، ه ب مقایسه کردند.  MLSTسوتا با مينه

 سكانسی تيپچهار ی شد که یسكانسی مختلف شناسا

وجود ها نآدر بين  (ST35و  ST32 ،ST33 ،ST34) جدید

های هر ، در بين جدایه(ST1تيپ سكانسی یک )  داشت.

 Thieme et)دو ایالت تيپ غالب بودکه با مطالعات قبلی 

al, 2016a )همخوانی داشت (Nisar et al, 2020 .)  در

-ORTجدایه  های مورد مطالعه،بين سویه در مطالعه حاضر

 OPG11این جدایه در آزمایش با پرایمر   .بودمتمایز  68

ها نيز تفاوت آشكاری در باندهای ایجاد شده با بقيه جدایه

نه تنها  MLSTدر آزمایش این جدایه همچنين نشان داد 

بلكه از نظر تيپ نيز  ،متفاوت بودسكانسی ای با تيپ جدایه

از نقاط مختلف  مختلف توجه به گزارشات تيپ جدیدی با

تری در بدیهی است تحقيقات بيش  شود.دنيا محسوب می

مورد نياز است تا آگاهی ما را  ORT-68خصوص جدایه 

ویزه اهميت آن ه های بيولوژیكی آن بدر مورد ویژگی

 ی باکتری افزایش دهند.زایها در بيماریویژگی

های ژنتيكی و فنوتيپی روشتوان گفت در مجموع می    

اندازه کافی  ممكن است بهتمایز ژنوتيپی باکتری برای رایج 

های با قدرت لذا باید از تكنيک را نداشته باشند لازم قدرت

 بر  .استفاده نمود MLSTو یا  PFGEتر مانند تمایز بيش

با استفاده از  RAPDدر آزمون  های این مطالعه،اساس یافته

  ژنوتيپ متفاوت مشاهده شد. 9، تعداد  OPG11پرایمر

شده از  جدا ORTروی پنج سویه  بر MLSTانجام تكنيک 

منجر به شناسایی یک تيپ سكانسی جدید نيز صنعتی  رطيو

گردید که پيش از این از سایر نقاط جهان گزارش نشده 

 در ORTهای تری از جدایهبررسی تعداد بيش  است.

 های مختلف سكانسی و تيپ سكانسی غالبتشخيص تيپ

 .کننده است کمکرا  در کشور
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Abstract 
    Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) is a newly emerging respiratory bacterial pathogen that causes 

significant economic losses to the poultry industry. Previous studies in Iran have shown high molecular and genetic 

similarity among ORT isolates by SDS-PAGE, ERIC-PCR and 16SrRNA gene sequencing during 1999-2009. The 

aim of this study was the genotyping of ORT isolates recovered from commercial chickens by using RAPD-PCR 

with OPG11 primer and multilocus sequence typing (MLST). In total, 30 ORT isolates recovered from commercial 

chickens of Iran during 2000-2017 and confirmed by bacteriological, biochemical and PCR tests were used in this 

study. All 30 ORT isolates were subjected to RAPD-PCR with OPG11 primer. For MLST, 5 isolates were selected 

based on their RAPD patterns. Seven primer pairs were synthesized for amplification and sequenceing of seven 

housekeeping genes of adk, aroE, fumC, gdhA, mdh, pgi and pmi in MLST assay. In RAPD-PCR with OPG11 

primer, 9 different genotypes were found. The DNA sequences of the distinct alleles of these seven loci of 5 ORT 

strains were compared with other alleles deposited in GenBank. Four out of 5 strains belonged to sequence type 9 

(ST9) and one strain was found to be a new ST.  Based on the results of the present study, a new sequence type 

among ORT isolates of Iran was found that has not been previously reported from elsewhere in the world. Further 

studies on more ORT isolates may help in identification of different sequence types and dominat ST in the country.    
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