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  چکیده

. هاي سالم مقایسه گردداي بیمار مشکل است مگر آنکه با مطالعات مشابه انجام شده بر روي چشمهتفسیر نتایج حاصل از مطالعات باکتري شناسی چشم

 و در محل کشتارگاه 1388مطالعه در تابستان .  بودشهرستان ارومیههاي هوازي فلور طبیعی ملتحمه گوسفندان سالم در هدف از این تحقیق شناخت باکتري

سال و  4  و سال3 تا 2  و زیر یکسال،سالیک(و در سه گروه سنی ) ماکویی و قزل (نژادند سالم از دو جنس، دو   رأس گوسف50ارومیه روي هر دو چشم 

 100از . هاي بلاد آگار و ائوزین متیلن بلو آگار کشت داده شددر محیطاز کیسه ملتحمه پلک پائین با سواب نمونه برداري انجام شده و . انجام گرفت) بالاتر

ها جدایه. جدا گردید)  چشم سه نوع باکتري2 چشم دو نوع باکتري و از 52 چشم یک نوع باکتري، از 46از ( باکتري 156در مجموع تعداد ها درصد چشم

، کلبسیلا هاي ، گونه درماتوفیلوس کنگولنسیس، اشریشیا کلی، استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس، انتروباکتر ائروژنز،باسیلوس سرئوسبه ترتیب فراوانی شامل 

 و تمام گروهاي سنی نژادترین جرم جدا شده در هر دو جنس، هر دو  فراوانباسیلوس سرئوس.  بودند استرپتوکوکوس هاي و گونهاستافیلوکوکوس اورئوس

با . ومین جرم فراوان بودها دکلبسیلا  قزلنژاد ماکویی بود، اما در  نژاد دومین جرم فراوان در هر دو جنس، تمام گروهاي سنی و انتروباکتر ایروژنزبود و

ها مابین اختلاف تعداد جدایه. نداشتوجود دار بین این دو ها افزایش یافته، ولی همبستگی معنیهاي جدا شده از هر یک از چشمافزایش سن تنوع باکتري

دار ها و  گروهاي سنی تفاوت معنینژادها، چ یک از جنسها در هیفراوانی تعداد هر یک از جدایه).  <05/0p (بوددار نهاي سنی معنیها و گروهنژادها، جنس

-ترین اجرام جدا شده از ملتحمه گوسفندان سالم میشایع %) 74/47( باسیلوس سرئوس با غالبیت %) 43/72(هاي گرم مثبت در این مطالعه باکتري.نداشت

  . باشد

. 855-860 :، صفحات14، پیاپی 2ماره ، ش4، دوره 1389مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

  رومیه باکتریایی، ملتحمه، گوسفند، اگیاي :هاکلید واژه

  

  

  مقدمه

 میکروبی طبیعی چشم حیوانات شامل اجرام مقیم و گیاي   

، )32 و 24، 23، 20(هاقارچ،)35 و 27، 8(ها موقت از باکتري

است که ) 13(ها و کلامیدیا) 29 و 11، 10، 8(مایکوپلاسماها 

عنوان یکی از در یک تعادل پویا و هم ایستا قرار دارند و به

هاي دفاعی سطح چشم در مقابل اجرام پاتوژن عمل مکانیسم

 حیوان  جداسازي یک جرم خاص از ملتحمه). 15(کنند می
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مبتلا به بیماري خارجی چشم، لزوماً حاکی از وجود یک ارتباط 

 طبیعی سطح گیايع از علت و معلولی نیست، بنابراین اطلا

چشم، نقش محوري در تفسیر نتایج کشت میکروبی و فهم 

از طرف ). 30(هاي سطح چشم خواهد داشت  دینامیک بیماري

دیگر تحت شرایط خاص مثل وارد آمدن تروما به قرنیه و یا 

هاي ها و آنتی بیوتیکاستفاده طولانی مدت از کورتیکواستروئید

یعی ملتحمه که پاتوژن نیستند  باکتریایی طبگیايموضعی، 

دهند فرصت طلب شده و بافت قرنیه را مورد تهاجم قرار می

هاي طبیعی ملتحمه، ما را قادر از این رو شناسایی باکتري). 16(

هاي چشمی و تا آماده خواهد ساخت در صورت وقوع عفونت

شدن نتایج آنتی بیوگرام، درمان صحیح و سریع را آغاز کنیم 

 میکروبی طبیعی ملتحمه در تعداد زیادي از گیاي). 19(

حیوانات از جمله گاو، گوسفند، اسب، سگ، گربه، خرگوش، 

، گاومیش )12(، بیسون )13(،  خوك )4(، بز )22(ها لاما، پرنده

، سگ )14(، گوزن )24(، الاغ )1(،  قاطر )5 و 2(اي رودخانه

 این بر اساس. بررسی شده است) 26(، اپسوم و راکون )9(آبی 

هاي  مطالعات جمعیت میکروبی سطح چشم در بین گونه

، اما در اکثر مطالعات )32(مختلف حیوانی متفاوت است 

هاي  جدا شده از چشماجرامترین هاي گرم مثبت شایعباکتري

هاي باسیلوس،  باشند که بیشتر متعلق به جنسسالم می

. کورینه باکتریوم هستند و استافیلوکوکوس، استرپتوکوکوس

هاي گرم منفی نیز با  هاي گرم مثبت، باکتري علاوه بر باکتري

هاي  شوند که بیشتر شامل جنسفراوانی کمتر جدا می

، 1( هستند اشریشیا کلیموراکسلا، نیسریا، کلبسیلا، برانهملا و 

به ملتحمه،میکروبی  گیايدرتغییرات). 35 و 12، 8، 4، 3، 2

، موقعیت )22(اري دمحیط نگه،)17 و 3(فصل تغییرات

و موضعیایمنیوضعیتو) 18(، نژاد )7(جغرافیایی 

با توجه به ). 30 و 25، 16( دارد بستگیسیستمیک میزبان

 باکتریایی طبیعی گیايفقدان اطلاعات منتشر شده در خصوص 

هاي چشم گوسفندان ایران، هدف از این مطالعه، بررسی باکتري

 در نژادسب جنس، سن و هوازي ملتحمه گوسفندان سالم بر ح

  .شرایط جغرافیایی آذربایجان غربی بود

  ها مواد و روش

 با مراجعه به 1388 فصل تابستان تحقیق حاضر در     

 نر رأس 39 وسفند سالم شامل رأس گ50کشتارگاه ارومیه روي 

گوسفندان تحت .  انجام گرفت)%22( ماده  رأس11و %) 78(

 18و %) 64( ماکویی  رأس32 مختلف شامل نژادمطالعه از دو 

جهت بررسی اثر سن بر .  تشکیل شده بودند)%36( قزل رأس

  گروه سنی 3 باکتریایی چشم، گوسفندان به گیايتغییرات 

 ،%)12 (سال و زیر یکسالیک رأس 6تقسیم شدند که شامل 

 )%22(بالاتر سال و  4 رأس 11و %) 66 ( سال3-2 رأس 33

هاي استریل و مرطوب شده با ها توسط سواب نمونه. بودند

  کیسهاز) Merck, Germany(آب پپتونه  محیط انتقالی

هاي حاوي محیط درون لولهو اخذ شده ها پائینی چشمملتحمه 

ه  به آزمایشگاه انتقال داده شدآب پپتونه در مجاورت یخ  انتقالی

   داري گراد نگه درجه سانتی37 ساعت در انکوباتور 48و 

ها در دو محیط بلاد آگار ز این مرحله سوابپس ا. شدندمی

)Merck, Germany ( و ائوزین متیلن بلو آگار)Merck, 

Germany ( درجه 37ها در انکوباتور  شده و پلیت کشت داده 

بعد از رشد . گرفتند ساعت قرار می24-48مدت گراد بهسانتی

شکل، رنگ و بوي (ها  ها مشخصات ظاهري پرگنه باکتري

شد و در صورت رشد چند ثبت می)  و وجود همولیزهاپرگنه

. گرفتنوع پرگنه، جهت خالص سازي کشت خطی انجام می

آمیزي گرم و آزمایش صورت رنگهاي اولیه بهسپس آزمایش

براي تشخیص نهایی . گرفتکاتالاز، اکسیداز و پتاس انجام می

 SIM) Himedia,India(،TSIهاي افتراقی از محیط

)Liofilchem,Italy( ،MR-VP) Himedia,India( ،

، )Merck,Germany(، ژلاتین )Quelab,Canada(نیترات 

و سیمون سیترات ) Himedia,India(اوره 

)Merck,Germany(هاي ، آزمایش کواگولاز و دیسک

پس از انجام . شد استفاده میBنووبیوسین و پلی میکسین 
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ها با هاي اختصاصی مرحله نهایی شناسایی باکتريآزمایش

  ).28(شد استفاده از جداول مخصوص انجام می

 ویرایش spssها از نرم افزار  براي تجزیه و تحلیل آماري داده

براي آنالیز ) Chi square(از آزمون مربع کاي .  استفاده شد16

هاي مختلف، نژادها و ها ما بین سنین، جنستفاوت تعداد جدایه

تفاوت فراوانی هر یک از براي آنالیز ) t-Test(از آزمون تی 

 از آزمون آنالیز  ،نژادها در هر دو جنس و در هر دو جدایه

براي آنالیز تفاوت فراوانی هر ) ANOVA(واریانس یک طرفه 

ها در سنین مختلف  و از آزمون همبستگی یک از جدایه

پیرسون براي ارزیابی ارتباط افزایش سن و افزایش تنوع 

هاي انجام گرفته در آزمون. ده شدها استفاها از چشمجدایه

  .دار در نظر گرفته شد معنی05/0 کمتر از pارزش 

  هایافته

 رأس گوسفند 50روي هر دو چشم در بررسی حاضر که    

هاي هوازي ها آلوده به باکتري درصد چشم100سالم انجام شد، 

 چشم یک باکتري، 46از ( باکتري 156در مجموع تعداد . بودند

جدا گردید که )  چشم سه باکتري2م دو باکتري و از  چش52از 

  43باکتري گرم مثبت و %) 44/72 (113از این تعداد 

باسیلوس ها از گرم مثبت. باکتري گرم منفی بود%) 56/27(

 انتروباکتر ها و از گرم منفی%) 74/47 (74 به تعداد سرئوس

ودند بیشترین باکتري جدا شده ب%) 9/12 (20 به تعداد ایروژنز

ترین جرم جدا شده در  فراوان باسیلوس سرئوس). 1جدول (

 انتروباکتر  و تمام گروهاي سنی بود ونژادهر دو جنس، هر دو 

 دومین جرم فراوان در هر دو جنس، تمام گروهاي سنی ایروژنز

ها دومین جرم کلبسیلا  قزل نژاد ماکویی بود، اما در نژادو 

ها هاي جدا شده از چشمباکتري با افزایش سن تنوع. فراوان بود

تفاوت . دار نبودافزایش یافته، ولی همبستگی بین این دو معنی

هاي ها و گروهنژادها، ها ما بین جنسداري در تعداد جدایهمعنی

فراوانی تعداد هر یک از . سنی مختلف نیز وجود نداشت

ها و گروهاي سنی تفاوت نژادها، ها در هیچ یک از جنسجدایه

   .نداشت داريعنیم

  

  هاي سنی و گروهنژادهاي جدا شده از چشم گوسفندان و فراوانی آنها بر حسب جنس،  باکتري-1جدول 

ها به فراوانی باکتري

  تفکیک جنس گوسفندان

ها به فراوانی باکتري

   گوسفنداننژادتفکیک 

تفکیک سن ها به فراوانی باکتري

  گوسفندان

فراوانی کل   باکتري

ها در باکتري

>4  2-3  1<  قزل  ماکوئی  ماده  نر  چشم گوسفندان

  %)37(13  %)50 (53  %)52 (9  %)54(30  %)44 (44  %)37 (13  %)51 (61  %)74/47  (74  باسیلوس سرئوس

  %)17 (6  %)11 (12  %)12 (2  %)9 (5  %)15 (15  %)17 (6  %)11 (14  %)9/12 (20  انتروباکترایروژنز

  %)14 (5  %)7 (7  %)12 (2  %)5 (3  %)11 (11  %)14 (5  %)7 (9  %)91/8 (14  اشریشیا کلی

استافیلوکوکوس 

  اپیدرمیدیس

  %)9 (3  %)10 (11  صفر  %)7 (4  %)10 (10  %)9 (3  %)9 (11  %)91/8  (14

درماتوفیلوس 

  کنگولینسیس

11 )7(%  6) 5(%  5) 14(%  7) 7(%  4) 7(%  2) 12(%  4) 4(%  5) 14(%  

  %)3 (1  %)8 (8  صفر  %)11 (6  %)3 (3  %)3 (1  %)7 (8  %)8/5( 9  کلبسیلاها

استافیلوکوکوس 

  ارئوس

7) 5/4(%  6) 5(%  1) 3(%  4) 4(%  3) 5(%  1) 6(%  5) 5(%  1) 3(%  

  %)3 (1  %)5 (5  %)6 (1  %)2 (1  %)6 (6  %)3 (1  %)5 (6  %)5/4 (7  هااسترپتوکوك
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   گیري بحث و نتیجه

فراوانی در  باکتریایی طبیعی ملتحمه حیوانات اهلی به گیاي     

ها ها مطالعه شده است و در مورد دیگر تک سمیمورد اسب

ویژه گوسفندان و به) 35 و 12، 8، 4، 2(، نشخوارکنندگان )1(

  . هاي اندکی صورت پذیرفته استبررسی) 31(

هاي گرم مثبت طور غالب از باکتري طبیعی چشم اسبان بهگیاي

طور مثبتی که بههاي گرم باکتري. گردد غیرپاتوژن تشکیل می

هاي  گردند شامل گونهها جدا میمعمول از چشم سالم اسب

استافیلوکوکوس، استرپتوکوکوس، کورینه باکتریوم و باسیلوس 

، اشریشیا کلیهایی گرم منفی شامل بوده و باکتري

، 21، 7(باشند پزودوموناس، مورکسلا، اسینتوباکتر و نیسریا می

).34 و 33

شامل  ملتحمه  غالب فلور باکتریاییز نی سالمهايگاودر 

 باسیلوس و هايهاي گرم مثبت با غالبیت گونهباکتري

اي به ترتیب فراوانی، در مطالعه). 30(باشند میاستافیلوکوکوس 

هاي هاي گرم مثبت، گونههاي کورینه باکتریوم، کوکسیباکتري

هاي گرم منفی، ، باسیلاسترپتوکوکوس فکالیسمورکسلا، 

هاي جدا شده از ملتحمه گاوهاي  ارگانیسم کاتارالیسنیسریا

  ).35(سالم بودند 

 17، هاي امریکاي شمالی  روي گاومیشانجام گرفتهدر تحقیق 

 %)6/74(ها  باسیلوسگونه باکتریایی جدا گردید که در این میان

 بودهاي سالم   بیسون جدا شده از ملتحمه فراوانترین باکتري

)12 .(  

اي ایران نیز هاي رودخانهدر مطالعه انجام شده روي گاومیش

 ملتحمه گیايهاي غالب باکتري% 59ها با فراوانی گرم مثبت

و %) 2/29( هاي استافیلوکوکوسترین آنها گونهبودند که شایع

 کلی اشریشیاها از گرم منفی. گزارش گردید%) 22( باسیلوس

  .)2(باکتري غالب بود 

 توسط فتح الهی بر روي بزهاي 1388که در سال اي در مطالعه

هاي گرم مثبت با منطقه ارومیه انجام گرفته است نیز باکتري

 طبیعی گیايهاي غالب ارگانیسم% 85/84فراوانی بسیار بالاي 

هاي باسیلوس در این مطالعه  گونه. اندملتحمه تعیین شده

کلی اشریشیا ترین باکتري گرم مثبت و ، فراوان%)44/45(

  . ترین باکتري گرم منفی بودند، فراوان%)12/12(

هاي در مطالعات انجام یافته در گوسفندان، ارگانیسم

، پزودوموناس، اشریشیا کلیاستافیلوکوکوس، استرپتوکوکوس، 

 از کشت باسیلوس اوویس، آکروموباکتر و پیوژنزآرکانوباکتریوم

 از که حکایت) 30(میکروبی ملتحمه سالم جدا شده است 

هاي هوازي ملتحمه  باکتريگیايها در غالبیت گرم مثبت

  .  گوسفندان سالم دارد

با غالبیت %) 43/72(ها در تحقیق حاضر نیز گرم مثبت

هاي جدا شده ،  فراوانترین باکتري%)74/47(سرئوس  باسیلوس

باشند که با موارد از ملتحمه سالم گوسفندان منطقه ارومیه می

 نشخوارکنندگان یعنی گاو و گاومیش و گزارش شده در دیگر

ها نیز از گرم منفی ).35 و 30، 4، 2(بز در مطابقت دارد 

باشند که می هاي غالب باکتري اشریشیا کلی وانتروباکتر ایروژنز

با مطالعات انجام گرفته در منطقه ارومیه بر روي دیگر 

 و دست آمدهنتایج به). 4 و 2(نشخوارکنندگان مطابقت دارد 

مقایسه آن با مطالعات قبلی به وضوح تأثیر موقعیت جغرافیایی 

هاي متفاوت مشخص  طبیعی چشم را در گونهگیايدر مشابهت 

-هاي نمونهگیري، روشعوامل دیگر چون فصل نمونه. سازدمی

گیري و کشت، شرایط آب و هوایی و غیره نیز در جمعیت 

هاي ن رو تفاوتاز ای). 30(باشند میکروبی سطح چشم مؤثر می

-باکتريجزعی موجود در ترتیب فراوانی و یا فقدان برخی از

  .توان به موارد مذکور نسبت دادهاي مورد انتظار را می

در مطالعات سایر محققین تأثیر عواملی چون نژاد در ایجاد 

، ولی )18( طبیعی چشم به اثبات رسیده است گیايهاي تفاوت

ها ما ري  نه در تعداد  جدایهدادر تحقیق حاضر تفاوت معنی

ها در سنین، تک باکتريها  و نه در فراوانی تکبین گروه

  . هاي مختلف مشاهده نشدنژادویژه ها و بهجنس

 اینکه به با وجود هاي جدا شده در مطالعه حاضر باکترياکثر 

 گزارشات  ولی در،باشند  بالقوه مطرح نمیهايعنوان پاتوژن
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ی چشمهاي عفونت از هاي دیگراکتري بهمراه باموجود 

توان فرض کرد  بنابراین می. )35 و 30 (نداجدا شدهحیوانات 

در  ، مقیم فرصت طلبهاي به عنوان ارگانیسمهاکه این باکتري

هاي دفاعی سطح چشم توان آغاز صورت تضعیف مکانیسم

هاي قرنیه را خواهند داشت و این نیز اهمیت شناسایی عفونت

  .سازدعی چشم را بیش از پیش خاطر نشان می طبیگیاي
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Abstract

Microbiological studies of diseased eyes are difficult to interpret unless they can be 
compared with similar studies performed on clinically normal eyes. The purpose of this 
study was to determine the normal eye bacterial flora of sheep in Urmia, Iran. The study 
was carried out in summer 2009 at slaughterhouse of Urmia. One hundred swabs were 
taken from the inferior conjunctival sac of 50 normal sheep (78 male, 11 female). All 
animals were of two makui (64%) and ghezel (36%) ecotypes, and divided into three age 
groups - yearlings (12%), 2-3 years (66%) and more than 4 years (22%). The samples 
were inoculated on blood and EMB agar, and examined for aerobic bacteria. One hundred 
fifty six isolates were identified in all 100 eyes. Single bacteria were isolated in 46 eyes. 
Two bacteria were isolated in 52 eyes; 3 bacteria were isolated in 2 eyes. There was no 
positive correlation between the number of isolates from each eye and age (p>0.05). The 
isolates included Bacillus cereus (47.74%), Enterobacter aerogenes (12.9%), 
Staphylococcus epidermidis (8.91%), Escherichia coli (8.91%), Dermatophilus 
congolensis (7%), Klebsiella spp. (5.8%), Streptococcus spp. (4.5%) and Staphylococcus 
aureus (4.5%). There was no significant difference in the number of bacterial isolates 
between sexes, age groups and ecotypes (p>0.05). Bacillus cereus was the most frequent 
isolate in both sexes, ecotypes and all age groups,  and  Enterobacter aerogenes was the 
second frequent isolate in both sexes, all age groups and  makui ecotype, but in ghezel 
ecotype, Klebsiella spp. was the second frequent isolate. Regarding the frequency of each 
of isolates, there was no significant difference between the two sexes, three age groups 
and  two ecotypes (p>0.05). Gram-positive aerobes were most commonly cultured from 
the conjunctival sac of normal sheep (72.43%), with Bacillus cereus predominating. 

Keywords: Bacterial Flora, Conjunctiva, Sheep, Urmia
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چكيده

تفسیر نتایج حاصل از مطالعات باکتری شناسی چشم​های بیمار مشکل است مگر آنکه با مطالعات مشابه انجام شده بر روی چشم​های سالم مقایسه گردد. هدف از این تحقیق شناخت باکتری​های هوازی فلور طبیعی ملتحمه گوسفندان سالم در شهرستان ارومیه بود. مطالعه در تابستان 1388 و در محل کشتارگاه ارومیه روی هر دو چشم 50  رأس گوسفند سالم از دو جنس، دو نژاد (ماکویی و قزل) و در سه گروه سنی (يكسال و زير يكسال، 2 تا 3 سال و 4 سال و بالاتر) انجام گرفت. از کیسه ملتحمه پلک پائین با سواب نمونه برداری انجام شده و در محيط​های بلاد آگار و ائوزين متيلن بلو آگار كشت داده شد. از 100 درصد چشم​ها در مجموع تعداد 156 باکتری (از 46 چشم یک نوع باکتری، از 52 چشم دو نوع باکتری و از 2 چشم سه نوع باکتری) جدا گردید. جدایه​ها به ترتیب فراوانی شامل باسيلوس سرئوس، انتروباكتر ائروژنز، استافيلوكوكوس اپيدرميديس، اشريشيا كلي، درماتوفيلوس كنگولنسيس، گونه‌هاي كلبسيلا، استافيلوكوكوس اورئوس و گونه​های استرپتوكوكوس بودند.  باسيلوس سرئوس فراوان​ترین جرم جدا شده در هر دو جنس، هر دو نژاد و تمام گروهای سنی بود و انتروباكتر ایروژنز دومین جرم فراوان در هر دو جنس، تمام گروهای سنی و نژاد ماکویی بود، اما در نژاد قزل كلبسيلا​ها دومین جرم فراوان بود. با افزايش سن تنوع باكتري​هاي جدا شده از هر یک از چشم​ها افزایش یافته، ولی همبستگی معنی​دار بین این دو وجود نداشت. اختلاف تعداد جدایه​ها مابین جنس​ها، نژاد​ها و گروه​های سنی معنی​دار نبود (05/0p>).  فراوانی تعداد هر یک از جدایه​ها در هیچ یک از جنس​ها، نژاد​ها و  گروهای سنی تفاوت معنی​دار نداشت.در این مطالعه باکتری​های گرم مثبت (43/72 %) با غالبیت باسيلوس سرئوس (74/47 %) شایع​ترین اجرام جدا شده از ملتحمه گوسفندان سالم می​باشد. 
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مقدمه

   گیای ميكروبي طبیعی چشم حیوانات شامل اجرام مقیم و موقت از باكتري​ها (8، 27 و 35)، قارچ​ها (20، 23، 24 و 32)، مايكوپلاسماها (8، 10، 11 و 29) و كلاميديا​ها (13) است كه در يك تعادل پويا و هم ايستا قرار دارند و به​عنوان یکی از مکانیسم​های دفاعی سطح چشم در مقابل اجرام پاتوژن عمل می​کنند (15). جداسازي يك جرم خاص از ملتحمه‌ حيوان مبتلا به بيماري خارجي چشم، لزوماً حاکی از وجود یک ارتباط علت و معلولي نيست، بنابراین اطلاع از گیای طبیعی سطح چشم، نقش محوري در تفسير نتايج كشت ميكروبي و فهم ديناميك بيماري‌هاي سطح چشم خواهد داشت (30). از طرف دیگر تحت شرایط خاص مثل وارد آمدن تروما به قرنیه و یا استفاده طولانی مدت از کورتیکواستروئید​ها و آنتی بیوتیک​های موضعی، گیای باکتریایی طبیعی ملتحمه که پاتوژن نیستند فرصت طلب شده و بافت قرنیه را مورد تهاجم قرار می​دهند (16). از این رو شناسایی باکتری​های طبیعی ملتحمه، ما را قادر خواهد ساخت در صورت وقوع عفونت​های چشمی و تا آماده شدن نتایج آنتی بیوگرام، درمان صحیح و سریع را آغاز کنیم (19). گیای میکروبی طبیعی ملتحمه در تعداد زیادی از حیوانات از جمله گاو، گوسفند، اسب، سگ، گربه، خرگوش، لاما، پرنده​ها (22)، بز (4)،  خوک (13)، بیسون (12)، گاومیش رودخانه​ای (2 و 5)،  قاطر (1)، الاغ (24)، گوزن (14)، سگ آبی (9)، اپسوم و راکون (26) بررسی شده است. بر اساس این مطالعات جمعيت ميكروبي سطح چشم در بين گونه‌هاي مختلف حیوانی متفاوت است (32)، اما در اکثر مطالعات باکتری​های گرم مثبت شایع​ترین اجرام جدا شده از چشم​های سالم می​باشند که بيشتر متعلق به جنس‌هاي باسيلوس، استافيلوكوكوس، استرپتوكوكوس و كورينه باكتريوم هستند. علاوه بر باكتري‌هاي گرم مثبت، باكتري‌هاي گرم منفي نيز با فراوانی کمتر جدا می​شوند كه بيشتر شامل جنس​های  موراكسلا، نيسريا، کلبسیلا، برانهملا و اشریشیا کلی هستند (1، 2، 3، 4، 8، 12 و 35). تغییرات در گیای ميكروبي ملتحمه، به تغييرات فصل (3 و 17)، محيط نگه​داری (22)، موقعیت جغرافیایی (7)، نژاد (18) و وضعيت ايمني موضعي و سيستميك میزبان بستگي دارد (16، 25 و 30). با توجه به فقدان اطلاعات منتشر شده در خصوص گیای باکتریایی طبیعی چشم گوسفندان ایران، هدف از این مطالعه، بررسی باکتری​های هوازی ملتحمه گوسفندان سالم بر حسب جنس، سن و نژاد در شرایط جغرافیایی آذربایجان غربی بود.

مواد و روش‌​ها

     تحقيق حاضر در فصل تابستان 1388 با مراجعه به کشتارگاه ارومیه روی 50 رأس گوسفند سالم شامل 39 رأس نر (78%) و 11 رأس ماده (22%) انجام گرفت. گوسفندان تحت مطالعه از دو نژاد مختلف شامل 32 رأس ماکویی (64%) و 18 رأس قزل (36%) تشکیل شده بودند. جهت بررسی اثر سن بر تغییرات گیای باکتریایی چشم، گوسفندان به 3  گروه سنی تقسیم شدند که شامل 6 رأس يك​سال و زير يك​سال (12%)، 33 رأس 2-3 سال (66%) و 11 رأس 4 سال و بالاتر (22%) بودند. نمونه‌ها توسط سواب​های استریل و مرطوب شده با محیط انتقالی آب پپتونه (Merck, Germany) از کیسه ملتحمه پائینی چشم​ها اخذ شده و درون لوله​های حاوی محیط انتقالی آب پپتونه در مجاورت یخ  به آزمايشگاه انتقال داده شده و 48 ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتي​گراد نگه​داري ‌
می​شدند. پس از اين مرحله سواب​ها در دو محيط بلاد آگار (Merck, Germany) و ائوزين متيلن بلو آگار (Merck, Germany) كشت داده ‌شده و پليت‌ها در انكوباتور 37 درجه سانتي​گراد به​مدت 48-24 ساعت قرار می​گرفتند. بعد از رشد باكتري‌ها مشخصات ظاهری پرگنه‌ها (شكل، رنگ و بوي پرگنه​ها و وجود همولیز) ثبت می​شد و در صورت رشد چند نوع پرگنه، جهت خالص سازي كشت خطی انجام می​گرفت. سپس آزمایش​های اولیه به​صورت رنگ​آميزي گرم و آزمایش کاتالاز، اکسیداز و پتاس انجام می​گرفت. برای تشخیص نهایی از محيط​های افتراقي SIM (Himedia,India)،TSI (Liofilchem,Italy)، MR-VP (Himedia,India)، نیترات (Quelab,Canada)، ژلاتین (Merck,Germany)، اوره (Himedia,India) و سیمون سیترات (Merck,Germany)، آزمایش کواگولاز و دیسک​های نووبیوسین و پلی میکسین B استفاده می​شد. پس از انجام آزمایش​های اختصاصی مرحله نهایی شناسایی باکتری​ها با استفاده از جداول مخصوص انجام می​شد (28).

براي تجزيه و تحليل آماري داده‌ها از نرم افزار spss ويرايش 16 استفاده شد. از آزمون مربع كاي (Chi square) برای آنالیز تفاوت تعداد جدایه​ها ما بین سنین، جنس​ها و نژاد​های مختلف، از آزمون تي (t-Test) برای آنالیز تفاوت فراوانی هر یک از جدایه​ها در هر دو جنس و در هر دو نژاد،‌ از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه (ANOVA) برای آنالیز تفاوت فراوانی هر یک از جدایه​ها در سنین مختلف  و از آزمون همبستگی پیرسون برای ارزیابی ارتباط افزایش سن و افزایش تنوع جدایه​ها از چشم​ها استفاده شد. در آزمون​هاي انجام گرفته ارزش p كمتر از 05/0 معني​دار در نظر گرفته شد.

یافته​ها

    در بررسی حاضر که روی هر دو چشم 50 رأس گوسفند سالم انجام شد، 100 درصد چشم​ها آلوده به باکتری​های هوازی بودند. در مجموع تعداد 156 باکتری (از 46 چشم یک باکتری، از 52 چشم دو باکتری و از 2 چشم سه باکتری) جدا گردید که از این تعداد 113 (44/72%) باکتری گرم مثبت و 43  (56/27%) باکتری گرم منفی بود. از گرم مثبت​ها باسيلوس سرئوس به تعداد 74 (74/47%) و از گرم منفی​ها  انتروباكتر ایروژنز به تعداد 20 (9/12%) بیشترین باکتری جدا شده بودند (جدول 1).  باسيلوس سرئوس فراوان​ترین جرم جدا شده در هر دو جنس، هر دو نژاد و تمام گروهای سنی بود و انتروباكتر ایروژنز دومین جرم فراوان در هر دو جنس، تمام گروهای سنی و نژاد ماکویی بود، اما در نژاد قزل  كلبسيلا​ها دومین جرم فراوان بود. با افزايش سن تنوع باكتري​هاي جدا شده از چشم​ها افزایش یافته، ولی همبستگی بین این دو معنی​دار نبود. تفاوت معنی​داری در تعداد جدایه​ها ما بین جنس​ها، نژاد​ها و گروه​های سنی مختلف نیز وجود نداشت. فراوانی تعداد هر یک از جدایه​ها در هیچ یک از جنس​ها، نژاد​ها و گروهای سنی تفاوت معنی​داری نداشت.
 


جدول 1- باکتری​های جدا شده از چشم گوسفندان و فراوانی آنها بر حسب جنس، نژاد و گروه​های سنی

		باكتري

		فراواني كل باكتري​ها در چشم گوسفندان

		فراوانی باکتری​ها به تفکیک جنس گوسفندان

		فراوانی باکتری​ها به تفکیک نژاد گوسفندان

		فراوانی باکتری​ها به تفکیک سن گوسفندان



		

		

		نر

		ماده

		ماكوئي

		قزل

		>1

		3-2

		4<



		باسيلوس سرئوس

		74  (74/47%)

		61 (51%)

		13 (37%)

		44 (44%)

		30(54%)

		9 (52%)

		53 (50%)

		13(37%)



		انتروباكترایروژنز

		20 (9/12%)

		14 (11%)

		6 (17%)

		15 (15%)

		5 (9%)

		2 (12%)

		12 (11%)

		6 (17%)



		اشريشيا كلي

		14 (91/8%)

		9 (7%)

		5 (14%)

		11 (11%)

		3 (5%)

		2 (12%)

		7 (7%)

		5 (14%)



		استافيلوكوكوس اپيدرميديس

		14  (91/8%)

		11 (9%)

		3 (9%)

		10 (10%)

		4 (7%)

		صفر

		11 (10%)

		3 (9%)



		درماتوفيلوس كنگولينسيس

		11( 7%)

		6 (5%)

		5 (14%)

		7 (7%)

		4 (7%)

		2 (12%)

		4 (4%)

		5 (14%)



		كلبسيلاها

		9( 8/5%)

		8 (7%)

		1 (3%)

		3 (3%)

		6 (11%)

		صفر

		8 (8%)

		1 (3%)



		استافيلوكوكوس ارئوس

		7 (5/4%)

		6 (5%)

		1 (3%)

		4 (4%)

		3 (5%)

		1 (6%)

		5 (5%)

		1 (3%)



		استرپتوكوك​ها

		7 (5/4%)

		6 (5%)

		1 (3%)

		6 (6%)

		1 (2%)

		1 (6%)

		5 (5%)

		1 (3%)





بحث و نتيجه‌گيري   

     گیای باکتریایی طبیعی ملتحمه حیوانات اهلی به فراوانی در مورد اسب​ها مطالعه شده است و در مورد دیگر تک سمی​ها (1)، نشخوارکنندگان (2، 4، 8، 12 و 35) و به​ویژه گوسفندان (31) بررسی​های اندکی صورت پذیرفته است. 

گیای طبیعی چشم اسبان به​طور غالب از باكتري​هاي گرم مثبت غيرپاتوژن تشكيل مي‌گردد. باکتری​های گرم مثبتی که به​طور معمول از چشم سالم اسب​ها جدا می​گردند شامل گونه​های  استافيلوكوكوس، استرپتوکوکوس، کورینه باکتریوم و باسیلوس بوده و باکتری​هایی گرم منفی شامل اشریشیا کلی، پزودوموناس، مورکسلا، اسینتوباکتر و نیسریا می​باشند (7، 21، 33 و 34).

در گاوهای سالم نیز فلور باكتريايي غالب ملتحمه شامل باکتری​های گرم مثبت با غالبیت گونه​های باسيلوس و استافيلوكوكوس می​باشند (30). در مطالعه​ای به ترتیب فراوانی، باکتری​های کورینه باکتریوم، کوکسی​های گرم مثبت، گونه​های مورکسلا، استرپتوکوکوس فکالیس، باسیل​های گرم منفی، نیسریا کاتارالیس ارگانیسم​های جدا شده از ملتحمه گاوهای سالم بودند (35).

در تحقيق انجام گرفته روي گاوميش‌هاي امريكاي شمالی، 17 گونه باکتریایی جدا گردید که در این میان باسيلوس​ها (6/74%) فراوانترين باكتري جدا شده از ملتحمه‌ بيسون‌هاي سالم بود (12). 

در مطالعه انجام شده روی گاومیش​های رودخانه​ای ایران نیز گرم مثبت​ها با فراوانی 59% باکتری​های غالب گیای ملتحمه بودند که شایع​ترین آنها گونه​های استافیلوکوکوس (2/29%) و باسیلوس (22%) گزارش گردید. از گرم منفی​ها اشریشیا کلی باکتری غالب بود (2).


در مطالعه​ای که در سال 1388 توسط فتح الهی بر روی بزهای منطقه ارومیه انجام گرفته است نیز باکتری​های گرم مثبت با فراوانی بسیار بالای 85/84% ارگانیسم​های غالب گیای طبیعی ملتحمه تعیین شده​اند. در این مطالعه  گونه​های باسیلوس (44/45%)، فراوان​ترین باکتری گرم مثبت و اشریشیا کلی (12/12%)، فراوان​ترین باکتری گرم منفی بودند. 

در مطالعات انجام یافته در گوسفندان، ارگانیسم​های استافیلوکوکوس، استرپتوکوکوس، اشريشيا كلي، پزودوموناس، آرکانوباکتریوم​پیوژنز، آکروموباکتر و باسیلوس اوویس از کشت میکروبی ملتحمه سالم جدا شده است (30) که حکایت از غالبیت گرم مثبت​ها در گیای باکتری​های هوازی ملتحمه گوسفندان سالم دارد.  

در تحقیق حاضر نیز گرم مثبت​ها (43/72%) با غالبیت باسیلوس سرئوس (74/47%)،  فراوانترین باکتری​های جدا شده از ملتحمه سالم گوسفندان منطقه ارومیه می​باشند که با موارد گزارش شده در دیگر نشخوارکنندگان یعنی گاو و گاومیش و بز در مطابقت دارد (2، 4، 30 و 35).
 
از گرم منفی​ها نیز انتروباکتر ایروژنز و اشریشیا کلی باکتری​های غالب می​باشند که با مطالعات انجام گرفته در منطقه ارومیه بر روی دیگر نشخوارکنندگان مطابقت دارد (2 و 4). 
نتایج به​دست آمده و مقایسه آن با مطالعات قبلی به وضوح تأثیر موقعیت جغرافیایی در مشابهت گیای طبیعی چشم را در گونه​های متفاوت مشخص می​سازد. عوامل دیگر چون فصل نمونه​گیری، روش​های نمونه​گیری و کشت، شرایط آب و هوایی و غیره نیز در جمعیت میکروبی سطح چشم مؤثر می​باشند (30). از این رو تفاوت​های جزعی موجود در ترتیب فراوانی و یا فقدان برخی از باکتری​های مورد انتظار را می​توان به موارد مذکور نسبت داد.

در مطالعات سایر محققین تأثیر عواملی چون نژاد در ایجاد تفاوت​های گیای طبیعی چشم به اثبات رسیده است (18)، ولی در تحقیق حاضر تفاوت معنی​داری  نه در تعداد  جدایه​ها ما بین گروه​ها  و نه در فراوانی تک​تک باکتری​ها در سنین، جنس​ها و به​ویژه نژاد​های مختلف مشاهده نشد. 

اکثر باكتري​های جدا شده در مطالعه حاضر  با وجود اينكه به عنوان پاتوژن​های بالقوه مطرح نمي‌باشند، ولي در گزارشات موجود همراه با باکتری​های دیگر از عفونت​های چشمی حیوانات جدا شده​اند (30 و 35). بنابراين مي‌توان فرض كرد كه اين باكتري​ها به عنوان ارگانيسم​های مقيم فرصت طلب، در صورت تضعیف مکانیسم​های دفاعی سطح چشم توان آغاز عفونت​های قرنیه را خواهند داشت و این نیز اهمیت شناسایی گیای طبیعی چشم را بیش از پیش خاطر نشان می​سازد.
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