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 چکیده
گله  22نمونه نای از  04 ( و ویروس نیوکاسل در تلفات حاد شترمرغ،ORT) اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالبا هدف شناسایی باکتری 

از بافت با کیت  DNAو  RNAستخراج آوری شد. پس از اشترمرغ واجد تلفات از نقاط مختلف استان اصفهان با ثبت تاریخچه جمع

مورد  ORTباکتری  16srRNAشده با پرایمرهای اختصاصی جهت تکثیر ژن استخراج DNA تهیه شد. cDNAکریپتاز معکوس ترانس

 خوبی تکثیرترل مثبت بهندر ک 16srRNAژن نیوکاسل تکثیر شد.  Mشده با پرایمرهای اختصاصی ژن تهیه cDNAارزیابی قرار گرفت و 

نمونه  20قطعه مورد نظر تکثیر نشد. علاوه بر آن، در  ،های اخذشدهکدام از نمونهدست آمد اما در هیچهجفت بازی ب 480شد و قطعه 

گله مورد بررسی  22ع ویروس نیوکاسل تکثیر شد. از مجمو  Mبازی ژن  جفت 1404(، قطعه درصد 04آوری شده )نمونه جمع 04از 

توان بیان داشت ها آلوده به ویروس نیوکاسل بودند. با توجه به نتایج این مطالعه میدرصد گله 18/08عبارتی به گله یا 11 با مرگ حاد،

اد جاما ویروس نیوکاسل سهم بالایی در ای ،های شترمرغ در استان اصفهان منتفی استدر گله ORTکه در حال حاضر آلودگی با 

 های شترمرغ دارد.تلفات حاد در گله

 ، شترمرغ، اصفهان.PCRنیوکاسل، ویروس ، اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال :هااژهکلیدو
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 مقدمه
( یک باکتری گرم ORT)اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال

وز رب غیرمتحرک است که همراه با پلئومورف و منفی،

افزایش  تخم و کاهش تولید کاهش رشد، علائم تنفسی،

ماکیان جدا  ن وحذف کشتارگاهی از بوقلمو میر وومرگ

این  .(Van Empel and Hafez, 1999) شده است

 سال و همکاران دروندام باکتری اولین بار توسط 

 نامیده شد اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال ،1664

(Vandamme et al., 1994 عامل بیماری از طریق .)

مستقیم گسترش شکل مستقیم و غیرافقی و عمودی و به

 .(Chin et al., 2013) یابدمی

باکتری اورنیتوباکتریوم باعث  های ناشی ازعفونت

پرندگان  سایر بوقلمون و بروز علائم تنفسی ملایم در

 این بیماری شامل سینوزیت، بالینیهای نشانه گردد.می

های های کیسهعفونت آماس نای، الریه چرکی،ذات

سبب  توانداین باکتری می باشد.پریکاردیت می هوایی و

 و خلال عفونت مغز ناگهانی پرندگان جوان درمرگ 

 (.Van Empel and Hafez, 1999) جمجمه گردد

در مرغ و  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال حضور

های مختلف سرولوژی و مولکولی در بوقلمون با روش

ایران و سایر کشورهای تولیدکننده طیور گزارش شده 

های لهاست. با توجه به علایم تنفسی و حرکتی در گ

شترمرغ در استان اصفهان شناسایی این عامل در 

تا ضمن اتخاذ  ،رسدنظر میمرغ ضروری به های شترگله

های شترمرغ در جهت کنترل استراتژی پیشگیرانه در گله

های این بیماری و جلوگیری از انتشار این باکتری به گله

مرغ و بوقلمون اقدامات بهداشتی و مدیریتی مناسب 

 .اخذ شود

ویروس عامل بیماری نیوکاسل از خانواده 

Paramyxoviridae  .سرووار از  6است

پارامیکسوویروس در پرندگان شناسایی شده است که 

( در APMV-1ها ویروس بیماری نیوکاسل )در بین آن

 Miller and) ای برخوردار استپرندگان از اهمیت ویژه

Koch, 2013)ر به زمان با ورود طیو. این بیماری هم

ایران وارد شده است و به شکل بومی در ایران وجود 

های عصبی، گوارشی و تنفسی دارد. این بیماری به فرم

با  گردد که گاهاًطیور مشاهده می مزارع پرورشیدر 

های زنده و های گسترده با واکسنانجام واکسیناسیون

شود. اگرچه این کشته، شواهدی از بیماری مشاهده می

ماکیان، بوقلمون و سایر  مزارع پرورشیبیماری در 

های زنده و های صنعتی طیور با استفاده از واکسنگونه

های شترمرغ گردد اما در گلهتا حدودی کنترل می کشته

این واکسیناسیون علیه برنامه منظم و مدونی برای 

بیماری وجود ندارد و برنامه واکسیناسیون در این گونه 

گردد. اگرچه اجرا و اعمال میای به شکل کاملا سلیقه

شکل آزمایشگاهی و مولکولی بهزایی نیوکاسل بیماری

-Ghalianchi)های شترمرغ ثابت شده است برای گله

Langeroudi et al., 2011)،  اما تاکنون نقش این عامل

شترمرغ  مزارع پرورشیدر حاد ایجاد تلفات بیماری در 

طالعه به در این م ،شده است. لذانخوبی مشخص به

گیری و بررسی نقش عامل بیماری نیوکاسل در زمین

ها در استان اصفهان ومیر حاد و ناگهانی شترمرغمرگ

 گیرد.مورد بررسی قرار می
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  هامواد و روش
 نمونه گیری -

نمونه  41 اًجمع 2115تا زمستان  2114زمستان  از

گله شترمرغ واجد تلفات که عمدتاً مرگ حاد  22نای از 

دادند از نقاط مختلف می ،گیری نشاندنبال زمینها بر

ها آوری شد. نمونهاستان اصفهان با ثبت تاریخچه جمع

ماهه  14های های زیر یک ماه تا شترمرغاز شترمرغ

آوری گردید و از هر گله یک تا سه نمونه نای جمع

های نای پس گیری شد. نمونهمیزان تلفات نمونهبسته به

در کنار یخ منتقل شد و تا زمان انجام  آوریاز جمع

 داری شد.گراد نگهدرجه سانتی -21آزمایش در 

 های بافتی از نمونه DNAاستخراج  -

با استفاده از کیت ساخت شرکت  DNAاستخراج 

( طبق دستورالعمل کیت Kit TMDNPسینا ژن ایران )

 انجام شد. 

 RNAاستخراج  -

RNA استفاده از  ویروس نیوکاسل از بافت نای با

مطابق دستورالعمل کیت استخراج  RNAکیت تخلیص 

 (.,High Pure Viral Nucleic Acid Kit Rocheشد )

 کریپتاز معکوس()ترانس  cDNA ساخت -

استخراج   RNAهایاز نمونه  cDNAجهت ساخت 

شرکت  Accu Power RT Pre Mixاز کیت  شده،

BIONEER استفاده شد و مراحل طبق دستورالعمل 

 DEPC-Water، 1 میکرولیتر 15 .گردیدکیت انجام 

 RNA از میکرولیتر 3و  Random Hexamerمیکرولیتر

ترموسایکلر  مربوطه به هر نمونه در دستگاه

(Mastercycler Gradiant Eppendorf  ̧Germany ) در

 64دقیقه و  91 گراد،درجه سانتی 42سیکل دمایی  دو

 شد.دقیقه انکوبه  5 گراد،درجه سانتی

 اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال 16srRNAتکثیر ژن  -

باکتری  16S ribosomal RNAاساس ژن  پرایمرها بر

ORT صورت به و مطابق توالی منتشرشدهOR16S-

F1:5'-GAGAATTAATTTACGGATTAAG-3'  و
OR16S-R1:5'-TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT-

جهت (. Van Empel and Hafez, 1999سنتز شد ) '3

با طول قطعه  مورد نظر و تکثیر ژن PCRمایش انجام آز

ترموسایکلر  جفت بازی از دستگاه 484حدود 

(Mastercycler Gradiant Eppendorf  ̧ Germany با )

میکروگرم نمونه  1میکرولیتر شامل  25حجم نهایی 

DNA  میکرولیتر منیزیوم  2میکرولیتر از هر پرایمر،  1و

میکرولیتر از  5/2 و dNTPمیکرولیتر از  211کلراید و 

مراز بود پلی Taqمیکرولیتر از آنزیم  1و  10xبافر 

(Fermentas, Germany واکنش .)PCR  در شرایط

 انجام شد.  دمایی زیر

 64برنامه حرارتی مورد استفاده شامل یک سیکل 

سیکل تکراری  45دقیقه و  5گراد به مدت درجه سانتی

گراد در تیدرجه سان 64سازی در دمای شامل واسرشت

گراد درجه سانتی 52سازی در دمای ثانیه همسرشت 31

درجه  42دقیقه و گسترش در دمای  1مدت به

ثانیه و گسترش نهایی در  31دقیقه و 1گراد برای سانتی

در . دقیقه انجام شد 4 مدتگراد بهدرجه سانتی 42دمای 

)واکسن کشته  Nobilis OR inacاین بررسی از واکسن 

،  A  ،Intervet سروتیپ کتریوم رینوتراکئالارنیتوبا

بار تقطیر  عنوان کنترل مثبت و از آب دو( بههلند

 استریل به عنوان کنترل منفی استفاده شد. 

 ویروس نیوکاسل  Mتکثیر ژن  - 

ویروس نیوکاسل از پرایمر  Mمنظور تکثیر ژن به

(. Wehmann et al., 1997منتشرشده استفاده شد )

آمده  1مرهای مورد استفاده در جدول جزئیات پرای

حجم ، محلول واکنش در PCRبرای انجام آزمون است. 
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 Pcr Bufferمیکرولیتر2 که شاملتهیه شد  میکرولیتر 25

10x   ،8/1  میکرولیترMgcl2  50mM ،4/1 

ب آمیکرولیتر  dNTP Mix 10mM  ،8/19میکرولیتر

 مرهایاز هر یک از زوج پرای میکرولیتر 1مقطر استریل، 

F وR   ،3 از  میکرولیترcDNA  واحد آنزیم  1وTaq 

DNA Polymerase باشد. می 

عبارت بود از یک   Mبرنامه حرارتی برای تکثیر ژن

درجه  64سیکل تکراری  35دقیقه،  4درجه  65سیکل 

ثانیه و یک  81درجه  42ثانیه،  91درجه  58ثانیه،  91

 دقیقه. 11درجه  42سیکل انتهایی 

موسسه واکسن و واکنش از واکسن زنده لاسوتا ) در این

منظور کنترل مثبت و از آب رازی، ایران( بهسازی سرم

 عنوان کنترل منفی استفاده شد.دوبار تقطیر استریل به

 
 نیوکاسل Mهای مورد استفاده جهت تکثیر ژن مشخصات پرایمر -1جدول 

 توالی طول محصول نام پرایمر

ND (M)-F 1097 5`_TCT AGG ACA ATT GGG CTG TAC TTT GAT T_3` 
ND (M)-R 1097 3`_AGA GAC GCA GCT TAT TTC TTA AAA GGA TTG_5` 

 

 PCRآنالیز محصول -

( بر  ORT)نیوکاسل و PCR محصول هر دو واکنش 

 31ولت برای مدت  81درصدآگارز با ولتاژ  1روی ژل 

م سپس ژل مورد نظر با اتیدی ،دقیقه الکترفورز گردید

 مشاهده شد.  UV docآمیزی و با دستگاهبروماید رنگ

 

 هایافته
 اورنیتوباکتریوم رینوتراکئالآلودگی با  -

خوبی تکثیر ترل مثبت بهندر ک 16srRNAچه ژن اگر

( اما 1دست آمد )شکل هجفت بازی ب 484شد و قطعه 

های اخذشده قطعه مورد نظر تکثیر در هیچکدام از نمونه

 نشد.

 

 
: کنترل 3، ستون کنترل مثبت16srRNA جفت بازی ژن  464: قطعه 2جفت بازی سیناژن، ستون  111: مارکر1)ستون  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 (.های منفی: نمونه4تا  4منفی، ستون 

 

 

 آلودگی با نیوکاسل  -

شده، قطعه آورینمونه جمع 41نمونه از  24در 

تکثیر شد  ویروس نیوکاسل  Mجفت بازی ژن 1164

شده ای اخذهدرصد نمونه 91 ،عبارتی(. به2)شکل 

گله  22از مجموع  باشد.آلوده به ویروس نیوکاسل می

  18/98گله یا به عبارتی  15مورد بررسی با مرگ حاد، 

 ها آلوده به ویروس نیوکاسل بودند.درصد گله
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ویروس نیوکاسل در کنترل مثبت،  Mجفت بازی ژن  1164: قطعه 2ناژن، ستون جفت بازی سی 111: مارکر 1)ستون  PCRالکتروفورز محصول  -2شکل 

 ویروس نیوکاسل در نمونه مثبت(. Mجفت بازی ژن  1164: قطعه 3ستون 

 

 گیریو نتیجه بحث
بیماری اورنیتوباکتریوم یک بیماری باکتریایی است 

حرکتی در  هایکه در ایجاد ضایعات تنفسی و اندام

 Van) ای داردرندگان نقش عمدههای پاکثر گونه

Empel and Hafez, 1999)ًاگرچه این بیماری عمدتا . 

 ،ها و ماکیان مورد بررسی قرار گرفته استدر بوقلمون

ای از رخداد این اما شواهد بالینی و گزارشات پراکنده

 های دیگر پرندگان نیز وجود داردبیماری در برخی گونه

(Chin et al., 2013)زایی این ص بیماری. در خصو

باکتری در پرندگان شک و شبهات زیادی وجود دارد و 

عنوان یک عامل ثانویه نام هبرخی محققین از این عامل ب

 ORTدهد که اما مطالعات اخیر نشان می ،اندبرده

 زا مطرح باشدتواند به عنوان یک عامل اولیه بیماریمی

(Van Empel and Hafez, 1999)ماری . علایم این بی

در پرندگان بسیار متنوع است. در اغلب موارد 

طرفی یا دوطرفی به صورت پنومونی یک  ORTعفونت

، همراه با اگزودای فیبرینی و تراکئیت حفیف تا شدید

، تورم کبد و های هواییچرکی کیسه-التهاب فیبرینی

ها ، استحاله عضله قلب و عفونت مفاصل و مهرهطحال

 . (Chin et al., 2013) کندجلب نظر می

از اکثر کشورهای دارای صنعت  ORTآلودگی با 

طیور در ماکیان و بوقلمون گزارش شده است. مطالعات 

های طیور در گله ORTبسیار زیادی در زمینه شناسایی 

اما در اکثر موارد با هدف  ،در ایران انجام شده است

های ماکیان و شناخت اپیدمی این بیماری در گله

در  .های مختلف کشور بوده استدر استان بوقلمون

های در سایر گونه ORTشناخت وضعیت آلودگی با 

پرندگان مطالعات اندکی صورت گرفته و اکثر این 

مطالعات مربوط به خارج از کشور بوده است. در ایران 

تنها یک گزارش وجود دارد که به بررسی آلودگی با 

ORT های ینشده و کبک و بلدرچدر کبوتران تلف

 ,.Mirzaei et al) پردازدبدون تاریخچه و کشتارشده می

2011)  . 

در برخی  ORTدر مطالعات خارج از کشور، 

های دیگر به جز ماکیان و بوقلمون مورد بررسی گونه

ترکیه به توصیف در یک مطالعه در قرار گرفته است. 

در بلدرچین پرداختند و نشان  ORTعفونت تجربی 

در بلدرچین همانند ماکیان  ORT دادند که عفونت

 ,.Eroksuz et al) گرددباعث جراحات تنفسی می

کبک علاوه بر آن، گزارشی مبنی بر آلودگی یک . (2006

در  ORTبه باکتری مبتلا به اوتیت با علایم عصبی 

. قبل از آن (Moreno et al., 2009وجود دارد )اسپانیا 

ا علایم تنفسی در یک قرقاول ب ORTآلودگی  ،در اسپانیا

در پرندگان . (Pages et al., 1995) بودشده تشریح 
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در جوجه  ORTیک مورد واگیری آزادزی تنها 

شده  گزارشهای با علایم التهاب کیسه هوایی شاهین

 (.Hafez and Michael, 2010است )

در شترمرغ مطالعه  ORTدر مورد بررسی آلودگی به 

ها سیت شترمرغحسا مستندی صورت نگرفته است. قبلاً

در برنامه نظارت بر سلامت حیوانات در جنوب آفریقا 

ای که در به گونه( Anonymous, 2000)بیان شده است 

اند و اکثر گزارشات مروری به این گزارش استناد نموده

 ORTشترمرغ را به عنوان یک پرنده مستعد به عفونت 

 د وجنبه علمی کافی ندار گزارشاما این  ،اندبیان کرده

لی و  ،نام منتشر شده است. امابدون مولف و بی

به بررسی وضعیت آلودگی  2111همکاران در سال 

های کشتارشده در ایالات اوهایو و سرمی در شترمرغ

نمونه سرمی و  193ایندیانا در آمریکا پرداختند و با تهیه 

بررسی آلودگی با تست آگلوتیناسیون بر روی پلیت، 

 ORTمورد مثبت از آلودگی با  گزارش کردند که هیچ

طبق اطلاعات . (Ley et al., 2000) وجود نداشته است

تاکنون گزارش دیگری از وجود یا عدم وجود موجود، 

 در شترمرغ منتشر نشده است. ORTآلودگی 

 ORTدر مطالعه اخیر مبنای شناسایی آلودگی به 

در نای بوده است. با توجه به  16SrRNAردیابی ژن 

 ,Van Empel and Hafezمشابه در ماکیان )مطالعات 

رسد بهترین مکان انتخابی برای نظر میبه ،(1999

ویژه نای و ریه ههای تنفسی بارگان ORTکلونیزه شدن 

بردن درصد  برای بالا حاضرباشد. لذا در مطالعه 

های نای تمامی نمونه ،اطمینان در شناسایی موارد مثبت

این ر گرفت. نتایج به شکل مجزا مورد بررسی قرا

گیری تلفات حاد در شکل ORTمطالعه نشان داد 

گیری انجام شده شترمرغ در آن برهه از زمان که نمونه

ماندن هرحال با توجه به باقیهاست، نقش ندارد. ب

دو هفته در نای و سپس الی  باکتری برای مدت یک

پاک شدن از سیستم تنفسی، برای ارزیابی امکان آلودگی 

تری جامعحساسیت شترمرغ به این عامل مطالعات و یا 

 مورد نیاز است.

 1651بیماری نیوکاسل در شترمرغ اولین بار در دهه 

های باغ وحش شناسایی شد که با علایم در شترمرغ

. (Alexander, 2000) عصبی و افسردگی مشخص شد

به های صنعتی اولین مورد بیماری نیوکاسل در شترمرغ

 13 در این واگیری که گرددبرمی یلاسرایگزارشی از 

-ه( بدرصد 28ماه ) 6تا  5شترمرغ با سن  49مورد از 

 ,.Samberg et al) دنبال بروز علایم عصبی تلف شدند

به توصیف علایم بعد از آن در گزارش دیگری . (1989

ه شد های مبتلا به نیوکاسل پرداختعصبی در شترمرغ

(Huchzermeyer and Gerdes, 1993 .) در مطالعه

پرورشی  مزرعه 6وضعیت سرمی دیگری در زیمباوه 

ها شترمرغ درصد 23که در آن زمان شد شترمرغ بررسی 

میزان بودند و واجد تیتر سرمی علیه ویروس نیوکاسل 

درصد  91تا  51از  مزارع پرورشیشیوع سرمی در این 

 .(Cadman et al., 1997) متغیر بود

زمان با ورود شترمرغ در نیمه دوم دهه در ایران، هم

شواهد بالینی از این بیماری مشخص شد و  1661

ویروس جداشده از  MDTو  ICPIهای بررسی شاخص

 2118-2111های شترمرغ در سال مزارع پرورشی

 زایی بالای این ویروس بوده استحاکی از بیماری

(Ghiamirad et al., 2010) ،در مطالعه . علاوه بر آن

ویروس نیوکاسل  Fبه توالی ناحیه تقسیم ژن یگری د

و از نظر مولکولی  ههای شترمرغ پرداختجداشده از گله

ه است زایی بالای این ویروس مسجل شدنیز بیماری
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(Ghalyanchi-Langeroudi et al., 2011) با توجه به .

های شترمرغ در زایی بالای این ویروس در گلهبیماری

اضر به نقش این ویروس اندمیک به ایران، در مطالعه ح

های شترمرغ عنوان یک عامل ایجادکننده تلفات در گله

درصدی نیوکاسل در مطالعه  91پرداخته شد. ردیابی 

اخیر نشان داده است این ویروس سهم بالایی در ایجاد 

هرحال با توجه به ههای شترمرغ دارد. بتلفات در گله

عدم ردیابی  وجود علایم عصبی در برخی موارد و

ها، باید به آلودگی با ویروس نیوکاسل در این نمونه

سایر عوامل ایجادکننده علایم عصبی مانند ویروس برنا 

نسفالیت توجه داشت که تاکنون در ایران مورد آو 

 بررسی قرار نگرفته است.

اگرچه مشاهده علایم عصبی به شکل گردن پیچی 

یوکاسل یک شاخص مهم در تشخیص بالینی بیماری ن

 PCRهایی که در اما بررسی تاریخچه شترمرغ ،است

دهد وجود علایم عصبی نشان می ،مثبت ارزیابی شدند

یک علامت ثابت در این بیماری نیست و در برخی از 

گونه علایم بالینی خاص مشاهده های مسن هیچشترمرغ

های مسن نسبت رسد شترمرغنظر میهب ،لذا .نشده است

بالینی نیوکاسل یک مقاومت سنی داشته به بروز علایم 

باشند که برای اثبات این فرضیه مطالعات مجزای 

 لازم است. دیگری

بررسی برنامه واکسیناسیون علیه این بیماری در 

دهد که عدم شده نشان میگیرینمونه مزارع پرورشی

تواند منجر به انجام واکسیناسیون تا سن یک ماهگی می

 111که در مطالعه اخیر طوریهبروز بیماری شود. ب

هایی که تا سن یک ماهگی واکسن را شترمرغدرصد 

اند، در این سن درگیر بیماری نیوکاسل دریافت نکرده

 یک ماهگیاز  کمترحتی در مواردی در سن و اند شده

بیان ردیابی شده است. قبلاً نیز نیوکاسل نیز ویروس 

 پرورشیمزارع تواند در که بیماری نیوکاسل میشده 

 ,Shanawany) تلفات شوددرصد  81غیرواکسینه باعث 

1999) . 

دهد درصد ابتلا به نشان می مزارع پرورشیبررسی 

واکسینه نیز قابل توجه  مزارع پرورشینیوکاسل در 

است. عدم وجود یک اصول مشخص در روش، زمان و 

واکسن نیوکاسل در شترمرغ گاهاً مصرف حتی دوز 

نظر هب ،ون شده است. لذاموجب شکست واکسیناسی

مزارع رسد با توجه به شیوع بالای نیوکاسل در می

ی بالای این یزاشترمرغ و از طرفی تأیید بیماری پرورشی

های ویروس در مطالعات قبلی، لازم است رهیافت

مناسب واکسیناسیون علیه این بیماری طراحی و 

 مرحله اجرا گذاشته شود.به

 

 سپاسگزاری

دانند از تمامی همکاران خود لازم می نویسندگان بر

محترم استان اصفهان که در  دارانشترمرغدامپزشک و 

انجام این تحقیق ما را مساعدت کردند تشکر نمایند. 

گونه تضاد دارند که هیچضمناً نویسندگان اعلام می

 منافعی ندارند.
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Abstract 
In this study for identification of Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) and Newcastle in acute death of 

ostriches, 40 tracheal samples from 22 ostrich farms were collected from all over the Isfahan province 

with history recording. After RNA and DNA extraction from tracheal tissue, the cDNA was prepared. 

Extracted DNA was evaluated for amplifying by ORT specific primer and cDNA was amplified by ND 

specific primer based on M gene. The result showed 16srRNA gene in positive control was amplified and 

a 1097 bp fragment was reached but in none of samples was not amplified. Furthermore, in 24 samples 

from 40 samples (60%) a 1097 bp fragment of ND M gene was amplified. Totally, 15 flocks from 22 

flocks (68.18%) were infected to ND virus. By considering to this study, there is not infection to ORT in 

ostrich flocks in Isfahan province, presently. ND virus has the main role in acute death in ostrich farms.    
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